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研究成果の概要（和文）：幹細胞の培養基質として複数の細胞膜受容体と同時に結合する混合ペプチド-キトサ
ンマトリックスの開発をめざした。研究期間中にはインテグリン間相互作用を示すインテグリンの組合せの検証
もおこなった。幹細胞の細胞接着に特に重要な働きを占めているインテグリンと結合するペプチドの組合せおよ
び混合比を最適化する事で細胞接着活性が飛躍的に上昇することを確認した。また、幹細胞の培養基質として注
目されるフィブロネクチンと同等の生物活性を示す混合ペプチド-多糖マトリックスを、フィブロネクチン由来
ペプチドを複数用いて最適化する事で開発した。本研究成果は非タンパク質からなる幹細胞培養基質の開発に応
用可能である。

研究成果の概要（英文）：Extracellular matrix proteins are important factor to maintain the stem cell
 culture in vitro. Multi-extracellular matrix derived active peptides immobilized chitosan matrices 
were developed to construct the cell culture scaffold. We immobilized various integrin binding 
peptides on chitosan matrix to investigate the integrin-integrin cross-talks between different 
integrin subtypes using multi-peptide-chitosan matrices. The biological activities of multi integrin
 binding peptide-chitosan matrices could enhance by the optimized combinations and mixture ratios of
 different active peptides. Further, fibronectin mimicked multi integrin binding peptide-chitosan 
matrices could develop using the fibronectin derived peptides. These findings are important to 
control the biological activities of cell culture scaffold to culture the stem cell.

研究分野：生体材料学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
	 細胞再生医療への応用を目的とした組織・
細胞工学の発達により、生体内において細胞
の周りを取り巻いている細胞外環境に注目が
集まっている。特に、細胞が構築する不溶性
細胞外環境である細胞外マトリックス（ECM）
は、個体の発生や修復、がんの浸潤などをコ
ントロールし、細胞の周辺に ECM が正しく配
置・供給されていることが必要不可欠である
ことがわかってきた。例えば、ラミニン-511-
C 末端断片の組換えタンパク質が、幹細胞の単
細胞培養を可能とすることで、これまでのコ
ロニー培養と比較し、幹細胞増殖を促進する
マトリックスであることが示された。また、キ
トサンに接着した線維芽細胞は培地の pH を
7.2 から 7.7 に換えるだけでキトサンから遊
離しSpheroid状の塊を形成することが可能と
なってきた。以上の背景をもとに、本研究計画
では、申請者がこれまで作成してきたラミニ
ンの機能を模倣したペプチドーキトサンマト
リックスを、ラミニンと幹細胞の相互作用解
明に用いることで、幹細胞の接着および増殖
制御法を制御する細胞接着活性ペプチドの組
合せを開発・最適化するとともにSpheroid形
成促進可能なを細胞接着活性ペプチドーキト
サンマトリックス新たに開発する事を目的と
した。	
	
２．研究の目的	
	 	 ES 細胞や iPS 細胞を用いた細胞再生医療
の実現化が始まった。細胞再生医療に用いる
医用材料には、病原体や免疫原の混入がない
ことが保証されなければならない。最近，幹細
胞の増殖促進に有効な培養基質として細胞外
マトリックスタンパク質ラミニンの組換えタ
ンパク質が有効であることが示された。しか
し、この組換えタンパク質も動物細胞を用い
て作成されている。本研究では完全 Zenoフリ
ーで、幹細胞の大量培養を可能とした培養基
質として、ラミニンペプチド-マトリックスを
創製する。本研究期間中，1）幹細胞の未分化
能維持に最適な条件をラミニンおよび ECM 機
能活性ペプチドを用いて最適化、2）細胞接着
活性ペプチド-キトサンマトリックスを用い
た簡便なSpheroid形成方法の確立を行うこと
で、安全で細胞再生医療に応用可能な基盤材
料を提供を目指した。	
	
３．研究の方法	
(1)	レセプター特異的な混合パラメーターの
最適化	
	 幹細胞が多く発現している細胞表面受容体
（インテグリンα6β1とα3β1）に着目し、
これらと特異的に結合するペプチドを固定化
したペプチド-キトサンマトリックスを用い
て幹細胞培養能を評価する。異なる細胞膜受
容体と結合する細胞接着活性ペプチドを様々
な組合せや混合比で混合すると接着活性が上

昇する可能性があることを事前実験で確かめ
た。未分化維持・増殖促進を視野に入れた長
期培養を行うことで、幹細胞培養・増殖に最
適化したペプチドの混合比を決定し ECM と幹
細胞との相互作用を解明するとともに、その
制御法を開発する。	
(2)Spheroid 形成を制御する基質特性の最適
化	
	 長期培養では、ペプチド-キトサン中のペプ
チドはほとんど分解され、細胞は自身が分泌
する ECM がキトサンに沈着することでキトサ
ンに接着していると考えられている。一方、
キトサンに沈着した ECM は培地の pH をわず
かに塩基性に上昇させるだけで遊離し、細胞
塊を形成することが分かってきた。以上を組
み合わせると、幹細胞をある程度増殖させ、
小さいコロニー状にしてから、pHを変更する
だけで Spheroid 状の幹細胞塊を得られる可
能性がある。本研究では、上記現象を応用し
た簡易な Spheroid 形成制御法を開発する。	
	
４．研究成果	
(1)レセプター特異的な混合パラメーターの
最適化	
	 生体内の細胞は、インテグリンやシンデカ
ンなど様々なレセプターを介して ECM を同時
に認識することで生体機能の維持、発生、創
傷治癒など動的および静的な機能を担ってい
る。特に、幹細胞の培養ではラミニンやフィ
ブロネクチン、これらのタンパク質由来の組
換えタンパク質断片が用いられて始めた。こ
のことから、幹細胞の培養をペプチド高分子
多糖マトリックス上で可能とする際にはラミ
ニンだけではなく、フィブロネクチンの機能
も有した細胞培養足場基質が求められと予想
される。以前、我々はラミニン-111 由来の異

図 1	（FIB1/ePRARI-C=25/1）ペプチド−キトサ
ンマトリックスはフィブロネクチンと同等の
細胞接着活性を示した	
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なる細胞接着活性プチドを高分子多糖に固定
化することで、ラミニン-111 用の機能を有し
た混合ペプチド高分子多糖マトリックスを開
発した。本研究では、フィブロネクチンの機
能を有した混合ペプチド高分子多糖マトリッ
クスの開発をめざし、フィブロネクチン由来
の６種類の異なる細胞接着活性ペプチドを
様々な組合せで混合した混合ペプチド-高分
子多糖マトリックスを調製し、フィブロネク
チンとの生物活性を比較した（発表論文①）。
フィブロネクチンは十種類以上のインテグリ
ンサブタイプと結合することがわかっている
が、タンパク質レベルでの基質特異性では、
インテグリン αvβ3 とインテグリン α5β1
を介した細胞接着活性が最も強く観察され、
ついでインテグリン α4β1 および非インテ
グリン細胞接着受容体であるシンデカンなど
と結合していると思われている。そこで、イ
ンテグリンαvβ3、インテグリンα5β1、イ
ンテグリン α4β1 とシンデカンとに同時に
結合する混合ペプチド-高分子多糖マトリッ
クスの開発を目的とした。インテグリン
α4β1と結合すると考えられる合成ペプチド
はこれまでに主に 5 種類が報告されてきたが、
これらを固定化したペプチド−キトサンマト
リックスは、全てが細胞接着活性を示さなか
った。この結果からペプチドを介したインテ
グリン α4β1 との結合にはペプチドの立体
構造が重要であると考えられたため、最も短
いながらも比較的細胞接着活性が強かった
PRARI 配列に注目して様々な延長 PRARI ペプ
チドをデザインし細胞接着活性の評価を行っ
た。その結果、PRARI 配列を C末端側に延長し
た ePRARI-C が非常に強い細胞接着活性を示
すことがわかった。また、ePRARI-C-キトサン
マトリックスへの細胞接着活性はインテグリ
ンα4β1のみでなく、シンデカンも介してい	

図 2	（FIB1/ePRARI-C=25/1）ペプチド−キトサ
ンマトリックスのインテグリン結合プロファ
イルはフィブロネクチンと同等であった	

ることが示された。続いて、既知のインテグ
リン αvβ3 およびインテグリン α5β1 結合
活性ペプチドである FIB1 と ePRARI-C を様々
なモル比で混合した２種混合ペプチド−キト
サンマトリックスを作製したところ、
FIB1:ePRARI-C=25:1 で固定化した２種混合
（FIB1/ePRARI-C）ペプチド−キトサンマトリ
ックスが細胞接着活性を顕著に上昇させるこ
とが示された（図 1）。また、FIB1/ePRARI-C キ
トサンマトリックスとフィブロネクチンの生
物活性を比較したところ、細胞接着活性、細
胞伸展の形状、神経突起伸長活性、インテグ
リン結合活性が同等であることを示した（図
２）。本研究の成果から、ラミニン-111 を模倣
した混合ペプチド高分子多糖マトリックスと
FIB1/ePRARI-C キトサンマトリックスを調整
することで、幹細胞および他の細胞の培養を
可能とする細胞培養基質の開発につながるこ
とが示唆された。	

ECM と結合する主要なレセプターであるイ
ンテグリンは２０種類のサブタイプが知られ
ているが、ECM が様々なインテグリン活性能
を有することから異なるサブタイプ間のイン
テグリン−インテグリンクロストークに関し
ては未だ限定的な検証に限られている。以前、
我々は、６種類の異なるインテグリン結合ペ
プチドを様々な組合せで混合した混合ペプチ
ド-高分子多糖マトリックスを調製し、異なる
サブタイプ間でのインテグリン−インテグリ
ンクロストークを検証した。インテグリン
α2β1 とインテグリン α3β1 結合ペプチド
の組み合わせで混合ペプチド高分子多糖マト
リックスの細胞接着活性が減少し、負の生物
活性を示すクロストークを誘起することが示
唆された。本研究では細胞接着活性の上昇を
示す異なるインテグリン間クロストークを誘
起する組合せに注目した解析を行った。その
結果、インテグリンαvβ3と結合するペプチ	

図 3	 インテグリンαvβ3と結合するペプチ
ドとインテグリンインテグリン α6β1 を固
定化した混合ペプチド高分子多糖マトリック
スの細胞接着活性	

0

50

100

contro
l

integri
n α1

integri
n α2

integri
n α3

integri
n α4

integri
n α5

integri
n α6

integri
n αv

integri
n β1

integri
n β3

Re
la

tiv
e 

ce
ll 

at
ta

ch
m

en
t a

ct
iv

iti
es

 (%
)

Mixed ePRARI-C/FIB1-chitosan matrix
Fibronectin

*
**

**

**

**

**

**

**

**

**

**

*

0

200

400

C
el

l a
tta

ch
m

en
t (

ce
lls

 m
m

−2
)

A2G10

FIB1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Mixture ratios of each peptides

FIB1 A2G10

a b c d e f g h i j k

a b c d e f g h i j k

FIB1/A2G10 dipeptide–chitosan matrix
FIB1–chitosan matrix
A2G10–chitosan matrix

Total 10 pmol well−1

Integrin a6b1-binding 
peptide (A2G10)

Fibroblast adhesion promoted by cross-talk
between integrin avb3 and Integrin a6b1

Fibroblast adhesion decreased by caveolin-
mediated integrin internalization

Integrin-binding dipeptide-chitosan–matrix
system used to analyze detailed cell-
adhesion mechanisms and mimic the ECM

Integrin avb3-binding 
peptide (FIB1)



ドとインテグリンインテグリン α6β1 と結
合するペプチドを混合し最適化すると細胞接
着活性および伸展活性が 3 倍近くまで上昇す
ることがわかった。本知見については現在論
文投稿・審査中である。インテグリンαvβ3
とインテグリン α6β1 は幹細胞の基質への
接着に特に重要な機能を果たしている論文が
数多く報告されており、本組合せを利用する
ことで長期培養を可能とした幹細胞培養基質
の開発に利用できることが期待される。	
これらの結果は、異なるレセプターに作用

するペプチドを混合することで、細胞の機能
をコントロールできるペプチド-高分子多糖
マトリックスの作製が可能であり、本方法を
用いることにより細胞レセプター間のクロス
トークを in	 vitro にて詳細に検証できるこ
と、異なる活性を持つ受容体間クロストーク
パラメーターの精査が細胞基質開発に重要で
あることを強く示唆している。また、幹細胞
の培養基質として有用なラミニン-111だけで
なくフィブロネクチンの機能を模倣した材料、
および幹細胞培養基質の開発に大きく貢献す
ることが期待できる。	
(2)Spheroid 形成を制御する基質特性の最

適化	
	 研究期間中に(1)のレセプター特異的な混
合パラメーターの開発を礎に基質特性(キト
サンマトリックス)の最適化も並行して進め
ていた。しかしキトサンマトリックス上で幹
細胞培養を一週間以上継続した際に、ペプチ
ド-キトサンマトリックスの安定性が低下し、
長期にわたる培養に問題を示すことがわかっ
てきた。本問題がペプチドを起因するのか、
キトサンマトリックスを起因とするのかを特
定するのに時間がかかり、研究計画の最終目
的であるSpheroid形成促進可能なをペプチド
-キトサンマトリックスの作製に至らなかっ
た。しかしながら、原因究明後は新たにペプチ
ド-キトサンマトリックスの安定化を増す手
法を研究期間内に開発することに成功し、す
でに学会発表を行っている（学会発表⑭⑮）。
今後も引き続き本研究計画で目的としたペプ
チドーキトサンマトリックスの開発を続けて
いく。	
	 また、以上の結果を社会に開示する目的と
して、ペプチド-高分子多糖マトリックスの開
発と応用に関してまとめた総説を３報発表し
た（発表論文⑧、発表図書①②）。	
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