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研究成果の概要：作成した t-PAR 発現線維芽細胞は、t-PA 結合能と Plg 活性化能が増強した。
また、この細胞は 37℃条件下の感温性ポリマー上で接着・増殖し、25℃でシート上に剥離した。
以上の結果より、細胞表面上の t-PA/t-PAR 系による蛋白分解活性を制御された t-PAR 発現細胞
は、感温性ポリマー樹脂と組み合わせた新たな手法として組織損傷後の修復・再生への臨床応
用が期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
線溶系は plasminogen activator (PA)/PA 

inhibitor (PAI) 系 と plasmin/α2- 
antiplasmin (α2-AP)系の２段階のプロテア
ーゼ・インヒビター系因子で構成され、血栓
の主成分であるフィブリンを分解し血栓溶
解反応を引き起こす (図１)。Plasminogen 
(Plg) は 酵 素 の 前 駆 体と し て 存 在 し 、
urokinase-type PA (u-PA)または tissue- 
type PA (t-PA)により plasmin に活性化され
る。また、線溶系因子は種々の細胞表面に受
容体を持つことで血管外においても細胞周

囲での蛋白質分解に関与し、血管新生、創傷
治癒、神経変性、癌細胞の増殖・浸潤・転移
などのような、生体内の生理学的、病態生理
学的に非常に多彩な現象に関わっているこ
とが解明されつつある。 

その中で、我々はヒト血管内皮細胞から新
規な t-PA 受容体 (t-PAR)を発見し、生体内
におけるその機能について解析してきた。そ
の結果、t-PA/t-PAR 系は、血管内皮細胞周囲
での蛋白分解活性の発現に重要であること
を示唆した。また、それぞれの線溶系因子に
ついては、その遺伝子欠損(KO)マウスを用い 
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て組織損傷後の修復・再生過程における機能
について解析してきた。その結果、肝臓など
の再生過程では、線溶系因子を中心とした蛋
白分解活性の制御機構が重要であること示
唆した。 

一方、この組織再生の研究・応用に関して、
生体適応性の医療材料の開発が目覚ましく
発展している。その中で、最近注目されてい
るのが、温度に対応して親水性と疎水性の性
質を持つ感温性ポリマーである。このポリマ
ーの応用の一つとして、温度変化による細胞
の接着と剥離の現象である。感温性ポリマー
は、ある温度で細胞を接着させ、目的の場所
で温度変化により剥離させることが可能で
あると考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、細胞上での蛋白分解活性を制
御した細胞を、医療材料として使用可能な感
温性ポリマー樹脂と組み合わせ、組織損傷後
の修復・再生への応用を図る。つまり、ポリ
マー樹脂の温度感受性の性質を利用するこ
とによって、生体外でポリマーに吸着させた
細胞を温度の異なる生体の損傷部位で剥離
させ、損傷部位局所のみで細胞機能発現させ、
修復・再生過程への関与を解析する。このよ
うに、本研究では、t-PA/t-PAR 系発現制御細
胞による組織修復・再生過程の解析から細胞
周囲での蛋白分解活性の制御機構の解明お
よび応用を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) t-PAR 発現線維芽細胞の作成 

t-PAR 遺伝子は、細胞膜上で蛋白を発現
できる pDisplay vector (Invitrogen)に挿
入 し た 。 こ の vector の 細 胞 へ の
transfection は常法に従い Lipofectamine 
2000 (Invitrogen 社)を用いて行った。線
維芽細胞は、PAI-1WT および PAI-1KO マウ
スの皮下組織より当研究室で樹立化した
ものを用いた。 

 
(2) t-PAR 発現線維芽細胞の性質 

 線維芽細胞の t-PA 結合能は、分子相互
作用解析装置 IAsys (Affinity Sensors)
で検討した。また、細胞表面上での t-PA
活性と Plg 活性化能は、合成基質法(t-PA
基質；S-2288、plasmin 基質；S-2251、積
水メディカル)で検討した。細胞の増殖能
は、WST-1 assay キット (TAKARA)を用いて
測定した。 

 

(3) 感温性ポリマーに対する細胞の接着・剥

離 

t-PAR 発現線維芽細胞は、感温性ポリマ

ー {poly(N-isopropylarylamide)} を 固相

化させたシート上で培養し、37℃での接着

性とその後 25℃での剥離性について検討

した。 

 

(4) 細胞の感温性ポリマー上での機能 
ポリマー上の細胞の機能は、t-PA 活性お

よび Plg 活性化能、細胞増殖能について上
記同様に測定した。さらに、ポリマー上で
培養後、温度変化で剥離した細胞について
もその機能を同様に測定した。 

 
(5) マウス皮膚創傷治癒モデル 
  α2-APKO とその野生型(α2-APWT)マウス

に対して、背部の皮膚を切開(直径 6 mm)
し、その後の治癒過程を観察した。また、
治癒部位の血管新生と VEGF の遺伝子およ
び蛋白発現について解析した。 

 
４．研究成果 
(1) t-PAR 発現線維芽細胞の作成 

作成した PAI-1WT および PAI-1KO マウス
由来の t-PAR 高発現線維芽細胞は、ヒト
t-PAR 遺伝子 (図２)および蛋白質(図３)
の発現が確認された。 

 
(2) t-PAR 発現線維芽細胞の性質 

PAI-1WT および PAI-1KO マウス由来の
t-PAR 発現線維芽細胞は、control 細胞で
ある LacZ 発現 plasmid を導入した線維芽
細胞に比べ、t-PA に対し強く結合能を示し
た (図４)。 

t-PAR 発現線維芽細胞は、control 線維
芽細胞に比べ、t-PA 依存性の t-PA 活性お
よび Plg 活性化を増強させた(図５)。その



 

 

増強は PAI-1KO マウス由来の方が PAI-1WT
マウス由来よりも強かった。 

 
 

 

   

   

   

   

   

  

 

図２マウス線維芽細胞におけるヒト t-PAR遺

伝子発現の PCR 解析 

ヒト t-PAR 発現プラスミドを導入した

PAI-1WT および PAI-1KO マウス線維芽細胞で

の t-PAR 遺伝子に相当する 900bp の PCR 産物 

1 と 10:分子サイズマーカー 

2:t-PAR 遺伝子(positive control) 

3:LacZ 導入細胞 (negative control) 

4-6:t-PAR 遺伝子導入 WT マウス線維芽細胞 

7-10:t-PAR 遺伝子導入 KO マウス線維芽細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図３ マウス線維芽細胞におけるヒト t-PAR

蛋白発現の western blot 解析 

ヒト t-PAR 発現プラスミドを導入した

PAI-1WT(A)および PAI-1KO(B)マウス線維芽

細胞での t-PAR/myc/His fusion 蛋白(37kDa)

に対する western blot 

1:LacZ 遺伝子導入マウス線維芽細胞細胞 

2:t-PAR 遺伝子導入マウス線維芽細胞 
 
 

 

 

(3) 感温性ポリマーに対する細胞の接着・剥

離 
t-PAR 発現線維芽細胞は、ポリマー固相

化シート上に 37℃で接着した。また、t-PAR
発現線維芽細胞の培養７日目の細胞状態
は、ポリマー上と通常培養用のプラスチッ
ク上でほぼ同等の形体を示した (図６)。 

t-PAR 発現細胞を 37℃で 24 時間培養後、

25℃にし経時的に顕微鏡下で細胞を観察
した。固相化ポリマー上で培養した t-PAR
高発現線維芽細胞は、25℃で 30 分ごろか
らシート状に細胞がまとまって剥がれる
現象が観察された。また、プラスチック上
の細胞では、25℃で経時的に顕著な変化は
観察されなかった。 

 
 
(arcs) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ t-PAR 発現マウス線維芽細胞の t-PA 結
合能 
LacZおよびt-PAR発現マウス線維芽細胞の浮
遊液(7.5 x 103 cells)を t-PA 固相化面と反
応させ、結合状態を IAsys のリアルタイム測
定で観察した。 
1:LacZ 発現 PAI-1WT マウス線維芽細胞 
2:LacZ 発現 PAI-1KO マウス線維芽細胞 
3:t-PAR 発現 PAI-1WT マウス線維芽細胞 
4:t-PAR 発現 PAI-1KO マウス線維芽細胞 
 

 

 

 

(4) 感温性ポリマー上の細胞の機能 
ポリマー上での t-PAR 発現細胞の増殖能

は、通常のプレート上とほぼ同等であった
(図７)。また、PAI-1KO マウス由来(図７A)
の t-PAR 発現線維芽細胞は、PAI-1WT 由来
(図７B)に比べ、72、96 時間の増殖が有意
に増強していた。 

t-PAR 発現細胞の t-PA 依存性 Plg 活性化

能は、非発現細胞に比べ有意に増加してい

た。また，PAI-1KO マウス由来細胞(図 8 

A)の活性化能は、PAI-1WT 由来細胞(図 8 

B)より高かった。それらの効果は、ポリ

マープレートと通常プレートでほぼ同等

であった。 
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図５ マウス線維芽細胞上での t-PA 依存性

Plg 活性化 

LacZ または t-PAR 発現の PAI-1WT (A)および

PAI-1KO (B)マウス由来線維芽細胞上での

t-PA (50nM)存在 (   )または非存在(  )下

での Plg (2 µM)活性化を合成基質法で測定し

た。*p<0.01、**p<0.001、***p<0.0001. 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
図６ 感温性ポリマーシート上でのヒト
t-PAR 発現マウス線維芽細胞の形状 
ヒト t-PAR 発現 PAI-1WT マウス線維芽細胞は
24-well plate に固定化感温性ポリマーシー
ト非存在(A)または存在(B)下で、10%FBS 含有
培地で 37℃7 日間培養し、顕微鏡下で観察し
た。 

 

 

 
 
(5) マウス皮膚創傷治癒モデル 

マウス背部皮膚の切開後の治癒は、

α2-APKO マウスの方がα2-APWT マウスより

も有意に早かった。また、治癒部位の血管

新生は、α2-APKO マウスの方がα2-APWT マウ

スよりも促進していた。治癒部位および皮

膚由来線維芽細胞による VEGF 発現は、遺

伝子および蛋白ともにα2-APKO マウスの方

がα2-APWT マウスよりも有意に高かった。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
図７ 感温性ポリマーシート上でのヒト
t-PAR 発現マウス線維芽細胞の増殖能 
ヒ ト t-PAR 発 現 PAI-1WT (A) ま た は
PAI-1KO(B)マウス線維芽細胞は 24-well 
plate に固定化感温性ポリマーシート非存在
(●)または存在(○)下で、37℃、10%FBS 含有
培地で培養した。培養細胞はトリプシンで剥
離し、血球計算版で細胞数を測定した。縦軸
は細胞数(x 104 cells/ml)を示す。 

 
 

 
    
    
    
   
        
    
   
    
    
   
    
    
     
   
    
   

図８感温性ポリマーシートでの培養マウス

線維芽細胞上の t-PA 依存性 Plg 活性化 

LacZ または t-PAR 発現の PAI-1WT (A)および

PAI-1KO (B)マウス由来線維芽細胞上での

t-PA (50nM)存在 (   )または非存在(  )下

での Plg (2 µM)活性化を合成基質法で測定し

た。縦軸は合成基質分解による吸光度(405 

nm)の増加を示す。*p<0.01、**p<0.001、

***p<0.0001. 
 

 

  

  

 

 
  

  

Time (h) 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

24 48 72 

Time (h) 

  

24 48 72 0 0 

PAI-1WT 

0

0.2 

0.4 

0.6 

LacZ t-PAR  LacZ t-PAR 

 

  

 

 

  

  

 
  

(A) 

(ΔΔΔΔA405) 

PAI-1KO (B) 

* 

** 

*** 

*** 
*** 

*** 

(A) Polymer (-) (B) Polymer (+) 

(B) PAI-1WT PAI-1KO(A) 

t-PAR 

PAI-1KO (B) PAI-1WT (A) 

LacZ t-PAR LacZ 

 0.6 

0.4 

0.2 

0 



 

 

よって、マウス皮膚損傷モデルでは、そ

の治癒過程に蛋白分解活性の重要性が示

唆された。今後この系における感温性ポリ

マー上の t-PAR発現線維芽細胞の効果につ

いて検討する予定である。 
 
以上の結果より、ヒト t-PAR 発現マウス線

維芽細胞は、感温性ポリマー上で十分な機能
を発現し、温度変化によりシート上に脱着が
可 能 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ の
t-PA/t-PAR 系による細胞上での蛋白分解活
性制御細胞は、感温性ポリマー樹脂と組み合
わせた新たな手法として組織損傷後の修
復・再生への臨床応用が期待される。 
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