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研究成果の概要（和文）：コラーゲンゲル上に紫外線を照射することによって、コラーゲン分子間に架橋を施
し、ゲルの粘弾性を変化させることができた。コラーゲンゲル表面を短冊状にマスキングした状態で紫外線照射
を施すことによって、紫外線照射部の短冊状パターンを作製、その上で脳毛細血管内皮細胞株（bEnd.3）を培養
した。bEnd.3細胞はコラーゲンゲル上の紫外線照射部に接着し、増殖した。更に、ニューロスフェアを形成した
マウス神経幹細胞／前駆細胞を播種し、分化誘導培地で培養することによりbEnd.3細胞と神経幹細胞／前駆細胞
からの分化細胞とのパターンを作製することができた。

研究成果の概要（英文）：Collagen gels were irradiated by ultra violet (UV) light for 
intermolecularly-cross-linking. Young’s modulus of collagen gels increased after UV-irradiation. 
Collagen gels were irradiated with stripe pattern using photo-masking materials. Brain capillary 
endothelial cells (bEnd.3) were cultured on the UV-irradiated collagen gels. bEnd.3 cells were 
adhered on UV-irradiated collagen gel with stripe pattern. Next, mouse neural stem/progenitor cells 
formed neurosphere were seeded on UV-irradiated collagen gels with stripe patterned bEnd.3 cells. 
After the incubation with the differentiation medium for one week, stripe pattern consisted of bEnd.
3 cells and differentiating cells form neural stem/progenitor cells were formed on UV-irradiated 
collagen gels.

研究分野：生物工学、幹細胞生物学

キーワード： neural stem cell　viscoelasiticity　collagen gel　endothelial cell　UV-irradiation　cell patt
erning
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１．研究開始当初の背景 
（1）日本では中枢神経疾患の患者数は年々増
加傾向にあり、脳血管障害を含めると総患者
数は 160 万人以上にのぼる。近年、その解決
手段として神経変性疾患や脊髄損傷等によっ
て神経組織の一部が失われた患者に対する幹
細胞移植治療法が注目される一方で、中枢神
経疾患治療薬の開発も盛んにおこなわれてい
る。神経幹細胞は自己増殖能とニューロン、
アストロサイトやオリゴデンドロサイトとい
った中枢神経を構成する細胞に分化誘導でき
ることから、中枢神経疾患治療薬を生体外で
試験する標的細胞として様々な利点を有する。
ニューロンの新生やシナプス結合を介したニ
ューロンのネットワーク形成、神経伝達の活
性化や抑制等が治療薬の標的として考えられ
る。また、ニューロンだけでなくアストロサ
イトも神経伝達や血管収縮等の調節に関与し
ており、中枢神経系機能を考える場合にはア
ストロサイトとニューロンさらに血管を構成
している血管内皮細胞を合わせた標的細胞モ
デルの構築が必要である。 
 
（2）中枢神経疾患治療薬の標的細胞モデルの
作製には神経幹細胞から分化誘導したニュー
ロンとアストロサイトや血管内皮細胞をパタ
ーニングする技術が必要となる。我々は神経
幹細胞から分化誘導する細胞の足場として化
学架橋を施し粘弾性の異なるコラーゲンゲル
を用いた結果、アストロサイトへ分化した細
胞の移動、伸展が足場の弾性（硬さ）の低下
に伴い抑制された（Mori et al., Neurosci. 
Lett. 555, 1 (2013)）。そこで、細胞足場材
料の硬さの違いを神経幹細胞から分化誘導し
た細胞さらには脳毛細血管内皮細胞の接着、
移動の制御に応用できるのではないかと考え
た。 
 
２．研究の目的 
本研究は細胞足場材料となるハイドロゲ
ル（コラーゲンゲルや合成高分子ゲル）の粘
弾性を調節し、ハイドロゲル上にニューロン、
アストロサイト、神経幹細胞、血管内皮細胞
をパターニングし、中枢神経モデルを作製す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）紫外線照射によるコラーゲンゲルの弾
性の調節 
 0.5％コラーゲン溶液に 10×PBS を加え、
37℃下に静置し、コラーゲンゲルを作製した。
このコラーゲンゲルに波長 254 nm の紫外線
を 5分間照射した。 
 
（2）合成高分子を用いた細胞足場材料の作
製 
 ポリビニルアルコール（PVA）の溶液を作

製し、10-40 kGy のγ線を照射することによ
って粘弾性の異なる PVA ゲルを作製した。 
 
（3）ハイドロゲル上に接着した細胞の解析 
 細胞は E14 ICR マウスの大脳由来の神経幹
細胞／前駆細胞および ATCC から購入した脳
毛細血管内皮細胞株である bEnd.3 細胞を用
いた。神経幹細胞／前駆細胞の培養には
DMEM/F12 培地に B27 サプリメント、EGF、bFGF
を添加した培地、bEnd.3細胞の培養には10％
FBS を含んだ DMEM 培地を用いた。細胞増殖を
調べるためにハイドロゲルからトリプシン
等によって細胞を剥がし、血球計算盤で細胞
密度を測定した。接着した細胞の接着関連の
遺伝子発現をリアルタイム PCR で調べた。 
 
４．研究成果 
（1）コラーゲンゲルに紫外線を照射するこ
とによって分子間架橋が生じ、表面の粘弾性
が変化した。紫外線照射時間を変えた条件の
コラーゲンゲルを蒸留水やデタージェント
に溶解し、溶け残ったものの乾重量および溶
けたものを SDS-PAGE にかけたところ照射時
間 30 分程度まではコラーゲン分子同士の架
橋が確認された。圧縮試験の結果から求めた
コラーゲンゲルのヤング率は紫外線照射す
ることによって約 2倍高くなった。 
 紫外線照射コラーゲンゲル上に神経幹細
胞／前駆細胞を播種したところ、紫外線照射
を施していないコラーゲンゲルと比べて接
着性細胞数に大きな違いは見られなかった。
一方で bEnd.3 細胞を播種した場合、紫外線
照射を施していないコラーゲンゲルには細
胞があまり接着しなかったのに対し、紫外線
照射コラーゲンゲルには多くの細胞が接着
し、増殖した。 

図 1 紫外線照射コラーゲンゲル上で
培養したbEnd.3細胞の位相差画像 

 
（2）コラーゲンゲル上に紫外線照射を施す
際にコラーゲンゲル表面をマスキングし、一
つのコラーゲンゲル上に紫外線照射によっ
て架橋される部分とそうでない部分を作製
した。コラーゲンゲル上におよそ 500 μm の
幅をもった短冊状の照射パターンが作製で
きた。その短冊状に紫外線照射を施したコラ
ーゲンゲル上に bEnd.3 細胞を播種したとこ
ろ、紫外線照射部にそって細胞が接着し、5
日間の培養で短冊状のパターンができた。さ
らに、その上に神経幹細胞／前駆細胞の培養
によって形成されたニューロスフェアを播
種したところ、紫外線照射が施されていない
部分に多くのニューロスフェアが接着した。



10％FBSを含むDMEM培地で培養したところニ
ューロスフェアから分化したニューロンや
アストロサイトが観察された。bEnd.3 細胞上
にも一部のニューロスフェアは接着してい
たが、細胞が移動し大きく伸展する様子は見
られなかった。ニューロンの分化率が低く、
アストロサイトの割合が多かったが、コラー
ゲンゲル上に脳毛細血管内皮細胞株である
bEnd.3 細胞と神経幹細胞から分化したアス
トロサイトのパターン構造を作製できた。 
 
（3）濃度の異なる PVA に γ線を照射し、膨潤
率等を考慮してPVAゲルの作製条件を設定し
た。最終的に膨潤率が同程度であった 3.75％、
7.5％、15％PVAに対し照射線量10 kGy、20 kGy、
40 kGy で γ線を照射することによって作製し
たPVAゲルを細胞培養実験に用いた。各々PVA
ゲルの粘弾性は3.75％PVAゲル＜7.5％PVAゲ
ル＜15％PVA ゲルであった。セルラインの多
くはこれらのPVAゲルには接着しなかったが、
細胞神経幹細胞／前駆細胞は接着し、ニュー
ロスフェア様のクラスター状に増殖した。 

図 2 PVA ゲル上における神経幹細胞
／前駆細胞の増殖の比較 

 
15％PVA ゲルでは接着した細胞が細胞クラス
ターから放射状に展開する様子が見られた。
一方で最も軟らかい3.75％PVAゲルではあま
り細胞の移動・伸展は見られなかった。 

図 3 PVA ゲル上で培養した神経幹細
胞／前駆細胞の位相差画像 

神経幹細胞マーカーとなる nestin の発現
を比較したところ3.75％PVAゲルが最も高く、
神経幹細胞維持培養には最も適していると
考えられる。 
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