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研究成果の概要（和文）：本研究は、損傷した神経組織の再生するための生体内微小環境を模倣したナノマトリクスを
開発することを目的としている。脳の細胞外マトリクスの構成成分の一つであるコンドロイチン硫酸にコレステリル基
とメタクリロイル基を導入する手法を確立し、新規ナノゲルの開発に成功した。得られたナノゲルをビルディングブロ
ックとしてタンパク質とエキソソームを複合化したナノマトリクスを開発した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop the nano-matrix that mimicked cellular 
microenvironments for regeneration of injured neural tissues. We established the synthetic method of 
methacryloyl group- and cholesteryl group- bearing chondroitin sulfate (CH-GAG-MA), and successfully 
developed novel nanogels. We also developed the nano-matrix complexed with proteins and exosomes using 
CH-GAG-MA nanogels as building blocks.

研究分野： 再生医工学

キーワード： ナノゲル　細胞微小環境　神経再生　グリコサミノグリカン　組織工学　エキソソーム
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１．研究開始当初の背景 
 近年、神経変性疾患や脊髄損傷の治療を目
的として、神経幹細胞移植による中枢神経系
の再生が試みられている。しかしながら、神
は、脳脊髄液の循環による移植細胞の分散や
ニューロン分化率の低さから、神経幹細胞の
みを損傷部位に移植するだけでは効果的な
神経組織の再生は望めない。生体内において
細胞の機能は、細胞間の相互作用や細胞周辺
に存在する細胞外マトリクス、さらには細胞
増殖因子やサイトカインによって厳密に制
御されているためである。したがって、細胞
がその機能を正しく発現するためには、それ
に適した環境を供給する必要がある。これま
でに、神経幹細胞を合成高分子やペプチドか
ら構成されるハイドロゲルとともに移植す
ることで、移植細胞の生着・分化率を向上さ
せる試みがなされている。部分的な神経組織
の再生は確認されているものの、正常ニュー
ロンと移植細胞との神経ネットワークの再
構築など機能の再生は達成されていない。そ
こで申請者は、これらの問題が細胞間の情報
伝達が正常に機能していないことに起因す
ると考え、細胞間の仲介者と考えられている
エキソソームに着目した。エキソソームは、
脂質二重膜からなる直径 30-100nm の膜小胞
で、分泌細胞由来の膜タンパク質と細胞質成
分で構成されており、その機能は、分泌する
細胞の種類により異なると考えられている。
最近、アルツハイマー病やプリオン病を引き
起こすタンパク質が、変性した神経細胞由来
のエキソソームによって細胞外へ放出され
ることが明らかとなり、これらの疾患の病態
発生に深く関与する可能性が示されている。
その一方、正常細胞から放出されるエキソソ
ームの生理的機能や意義も明らかにされつ
つある。特に、興味深いことに、神経細胞由
来のエキソソームに存在する microRNA が脳
卒中後の神経機能回復に関与することが示
唆されている。申請者はこれまでに、親水性
高分子である多糖に疎水基を部分的に導入
した疎水化多糖が自己組織化することによ
り形成されるナノゲルをビルディングブロ
ックとして集積したナノゲル架橋ゲル(ナノ
マトリクス)を開発し、タンパク質を封入した
ナノマトリクスが組織再生に有効であるこ
とを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、種々のタンパク質を封入した
ナノマトリクスと神経幹細胞由来のエキソ
ソームを複合化することにより、神経組織の
再生に必要な生体内の微小環境を再構築す
ることを目的とする。このナノマトリクスは、
分解に伴いタンパク質を内包したナノゲル
を放出し、その後ナノゲルからタンパク質を
放出する 2 段階の放出機構を特徴とし、長期
の細胞機能制御を可能にする。ナノマトリク
スの分解速度は、自在に調節可能である。一
方、エキソソームは、膜タンパク質を介して

ナノゲルと相互作用しながら放出され、内包
するmRNAやmicroRNAによって細胞の機能
制御に寄与する。このように、ナノゲル、タ
ンパク質、エキソソームが協奏的に作用する
ことで、厳密な細胞の機能制御や効果的な組
織再生が達成できると考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) 重合性基を有する疎水化グリコサミノ

グリカン(CH-GAG)の合成 
① 疎水化グリコサミノグリカンの合成 
グリコサミノグリカンとして、脳の細胞外マ
トリクスの構成成分の一つであるコンドロ
イチン硫酸を用いた。コンドロイチン硫酸の
テトラブチルアンモニウム塩(CSC-TBA)をジ
メチルスルホキシド(DMSO)に溶解し、縮合
剤存在下にてコレステリル-6-アミノヘキシ
ルカルバメートと反応させた。反応終了後、
再沈・透析により精製した。疎水基の導入量
を 1H-NMR により算出した。また、疎水化コ
ンドロイチン硫酸を生理食塩水に溶解させ
た後、疎水性相互作用による会合体形成を動
的光散乱(DLS)測定により評価した。 

図 1 疎水化グリコサミノグリカンの合成 
 
② メタクリロイル基を導入した疎水化グリ
コサミノグリカン(CH-GAG-MA)の合成 
合成した疎水化グリコサミノグリカンを溶
解し、縮合剤存在下にて 2-メタクリロイルオ
キシエチルアミンと反応させた。反応終了後、
再沈により精製し、その後、テトラブチルア
ンモニウムを除去した。メタクリロイル基の
導入量を 1H-NMR により算出した。また、同
様に DLS による粒子径の測定を行った。 
 

 

図 2 CH-CSC-MA の合成 
 
(2) CH-GAG-MA を用いたナノマトリクス

の作製とエキソソームとの複合化 
CH-GAG-MA を PBS(pH7.4)に溶解した。導入
されたメタクリロイル基に対して 1:1（モル
比）となるように末端チオール化ポリエチレ
ングリコール(PEGSH)を加えた。湿潤下、37℃
にて所定時間反応させることでナノゲルを
集積したナノマトリクスの作製を試みた。ま
た、得られたナノマトリクスとタンパク質お
よびエキソソームとの相互作用について検
討した。 
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４．研究成果
(1) 

① 疎水化グリコサミノグリカンの合成
 末端にアミノ基を有するコレステロール
誘導体を合成し、コンドロイチン硫酸に縮合
反応により導入を行った。
100 単糖当たり約
入されたことが確認された（図
DLS
(PDI)0.06
ていることが明らかとなった（図

図 3 CH
溶液の
 
② メタクリロイル基を導入した疎水化グリ
コサミノグリカン
 CH
性基の導入を試みた。まず、末端にイソシア
ネート基を有する
成を試みたが、反応中にゲル化することが分
かった。そこで、より反応性の低いアミノエ
チルメタクリレートに変更し、重合性基の導
入を行った。
り約
ことが確認された（図

図 4 CH
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3 CH-GAG の NMR
溶液の DLS 測定結果

メタクリロイル基を導入した疎水化グリ
コサミノグリカン
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測定結果 

メタクリロイル基を導入した疎水化グリ
コサミノグリカン(CH-GAG-MA)

ナノゲルを集積するために、重合
性基の導入を試みた。まず、末端にイソシア
ネート基を有するアクリレートを用いて合
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リロイル基を導入することにより粒径の減
少が観察された。
較的安定であることも明らかとなった。
 
(3) 

 CH
となるように
対して
基＝
ルテクスで混合後、
認を行った。
ゾル状になり濃度が高くなるにつれてゲル
が形成された。これにより、インジェクタブ
ル可能なソフトゲルからバルク状のリジッ
ドなゲルまで作製できることが明らかとな
った。
 そこで、リジッドなゲルを用いてエキソソ
ームとの複合化について検討した。エキソソ
ー ム を 可 視 化 す る た め に
6-(N
3',6'
ロゲルをエキソソーム溶液に浸漬し、共焦点
レーザー顕微鏡にて観察した結果、ほとんど
相互作用していないことが分かった。エキソ
ソーム表面は、マイナス電荷に富んでいる。
また
基を有しているためマイナスにチャージし
ている。そのため、静電反発によって複合化
されなかったと考えられる。
CH-
合し、その後ゲル化させることにより解決す
ることが可能であった。現在、ラット神経幹
細胞との相互作用について解析を進めてい
るところである。
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図 5 架橋度の異なるナノゲル表面での細胞
挙動. (a) 100:0, (b) 100:1, (c) 100:2, (d) 100:10.
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5- or 
Succinimidyloxycarbonyl)fluorescein 
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ロゲルをエキソソーム溶液に浸漬し、共焦点
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相互作用していないことが分かった。エキソ
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リクスの作製も同時に進めてきた。中性多糖
ナノゲルを培養シャーレにナノゲル架橋ゲ
ルフィルムを作製し、間葉系幹細胞との相互
作用について検討した。ナノゲル表面では、
細胞接着が抑制される傾向が観察された。そ
こで、ナノゲルに接着タンパク質であるビト
ロネクチンを内包させ、同様の実験を行った。
その結果、ナノゲル架橋ゲルフィルムの堅さ
に応じて、細胞形態や増殖が変化することが
明らかとなった（図 5）。 
 以上のように、ナノゲルを構成する多糖の
種類や疎水化度を調整することで細胞機能
を制御できる可能性が示唆された。 
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