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研究成果の概要（和文）：オリゴ-D-乳酸と神経再生誘導性とで構成される両親媒性結合体を、

ポリ乳酸製組織再生用デバイスの修飾プローブとして開発・作成した。このプローブとポリＬ-

乳酸を溶液系で混合して電界紡糸法などの急速な脱溶媒を伴う加工法により、直径約 1.2mm

長さ 14mm のラット坐骨神経欠損モデル用神経誘導管を作成し、in vitro および in vivo 似て

評価したところ、本プローブはポリ乳酸と分子分散し、疎水性相互作用あるいはステレオコン

プレックス形成に基づいて、ポリＬ-乳酸基材中へと安定に固定化されることが明らかとなった。

本プローブで修飾したポリＬ-乳酸フィルム上でのＰＣ１２細胞（ラット副腎髄質由来褐色細胞

腫）の挙動から、主食により、細胞の分化が顕著に促進されることが明らかとなった。また、

ラット坐骨神経欠損モデル治療実験では、移植 6 ヶ月に於いてコントロールに用いたポリ乳酸

性神経誘導管の２～４倍の神経再生効果が確認された。 

 
研究成果の概要（英文）： One of the attractive alternatives to the common therapeutic 

technique for autologous nerve grafting is the use of artificial nerve conduit. Poly (L-lactic 

acid) (PLLA) is widely used as a substrate for artificial nerve conduit because it is readily 

biodegradable. In the present project, we developed a PLLA nanofibrous nerve conduit, 

modified with a conjugate of oligo (D-lactic acid) (ODLA) and the neurite outgrowth, 

thereby promoting peptide such as IKVAV or AG73 to improve the nerve regeneration. 

PLA/ODLA–peptide modified nanofibrous conduit was fabricated by electrospinning and 

then transplanted at the 10 mm gap of rat sciatic nerve. After six months, 

electrophysiological evaluation revealed that it achieved better functional reinnervation 

than the silicone conduits or unmodified PLLA nanofibrous conduits. 
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１．研究開始当初の背景 

 欠損した神経組織の修復には、古くから、
ポリエチレンやシリコーンなどの生体非分
解性材料製のガイドチューブが利用されて

きたが、近年、生体吸収性材料の利用が精力
的に進められている。しかしながら、ポリグ
リコール酸（PGA）やポリ乳酸（PLA）で作
製されたスキャホールドの組織再生能力は
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十分に満足できるものではなく、コラーゲン
やラミニン、あるいは、細胞などの利用が試
みられている。このように、本来、生体内で
の組織修復を進めている細胞外マトリック
スの利用が極めて効果的であることは既に
実証済みである。しかしながら、これらの動
物由来細胞の利用は、その安全性確保の実証
にさらに多くの時間を費やすのが問題点で
あろう。 

一方、細胞外マトリックスのこの優れた組
織再生能力は、含まれる特殊なペプチド配列
に基づくことが多い。また、これらの配列は、
化学合成が可能なために安全性の確保も容
易である。RGD などの細胞接着リガンドは
有名であるが、その他にも、多くの配列が報
告されている。本研究では、ラミニンに含ま
れており、神経細胞の成熟化やアクソン成長
などを亢進すると期待されている IKVAV 配
列、および、AG７３配列に注目した。しか
しながら、これらのペプチド配列は、極めて
水溶性が高く、ポリ乳酸などとの複合化は容
易ではない。これまでに、ペプチドによるス
キャホールド表面修飾法として、物理コート
法や、アルカリ処理に続く化学結合法などが
報告されているが、それぞれ、リガンドの溶
出やバルク特性（機械的強度）の低下が問題
である。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、生体の細胞外マトリック
ス（ECM）が有する組織修復能力を、ポリ乳
酸性スキャホールドに付与するための新た
な修飾方法を開発し、この技術を利用した生
体吸収性神経誘導管を実現することである。
具体的には、（１）ペプチド配列によるポリ
乳酸スキャホールドの新たな修飾法の開発、
（２）上記ペプチド配列で均一に修飾された、
神経誘導管の成形加工システムの構築、さら
に、（３）作製した神経誘導管の、in vitro , in 

vivo 評価と結果のフィードバックを計画し
た。 

 

３．研究の方法 

ポリ乳酸スキャホールドの強度低下を伴
わずに様々な多孔質体成形方法に対応でき
る新たな修飾方法の開発が必須である。また、
エレクトロスピニング法、凍結乾燥法、スピ
ンコート法など多くのスキャホールド成形
方法に対応するために、ペプチド成分含有分
子を成形加工前にポリ乳酸溶液に添加する
方法を目指して、オリゴ乳酸とペプチド配列
とを結合させた両親媒性コンジュゲート修
飾分子を開発した（図 1）。ポリ乳酸は結晶性

高分子であり、コンジュゲートしたオリゴ乳
酸部分がポリ乳酸の結晶領域に取り込まれ
ることによって、スキャホールド表面に存在
するペプチドの水溶液中への溶出を抑制す
ると期待される［特願２００７－２３８４３
４／2007 年 9 月 13 日出願済］。実際に、ポ
リ乳酸製神経誘を修飾するためのＩＫＶＡ
Ｖ配列コンジュゲートの構造を図 2に示した。
得られた、コンジュゲート体をポリ乳酸溶液
に約１％混合した後に多孔質体に成形加工
する。 

様々な成形加工法の中から、電界紡糸法に
より作成できるナノ繊維構造体からなる神
経誘導管を主に選択した。なぜなら、電界防
止法やスピンコート法などの、脱溶媒速度の
極めて早い手法に於いて、上記コンジュゲー
ト体がマトリックス中に均一に配置される
ことが明らかとなったからである。得られた、
オリゴ乳酸-機能性ペプチド複合体で修飾し
た、生体吸収性神経誘導管の、組織再生誘導
脳を、従来と同様のラット座骨神経欠損モデ
ルを用いて検討し、半年の成績までを検証し
た。 

 

３．研究の方法 

A)  L-乳酸（あるいは、D-乳酸））を攪拌し
ながら大気圧で 3時間、引き続き減圧調節器、
真空ポンプと連結し、100mmHg で 2時間、
30mmHg で 1時間、20mmHg で 3時間、段階的
に減圧して、150℃で減圧脱水重縮合を行な
った。生成したオリゴ-L-乳酸(OLLA)に対し
て 1等量の無水酢酸で、760mmHg で 10 分間、
330mmHg で 1 時間、130mmHg で 1時間、30mmHg
で 30 分間、段階的に減圧していき 130℃で反
応させた。生成物をジエチルエーテルで再沈
殿することでオリゴ乳酸分子を得た。 
 
B) 各オリゴペプチドの合成は全て Fmoc固
相合成法により、大気下手合成にて行なった。
5merのオリゴペプチド IKVAV、7merのオリゴ
ペプチド IKVAVKK、その他、これらのタンデ
ム配列を合成した。Fmoc-PAL-PEG-PS樹脂を
DCMで膨潤させ、各カップリング過程は、20% 
ピペリジン/DMF による脱 Fmoc、樹脂に対し 3
倍等量の各 Fmoc-アミノ酸、活性化剤として、
同 3倍等量の HOBt、HBTU、6倍等量(1.50mmol)
の DIPEA、溶媒として DMF にて実施した。得
られたオリゴペプチド付き樹脂の一部を分
取し HPLCにより配列の確認を行なった。 
  
C) エレクトロスピニング不織布は自作装
置を用いて作成した。溶媒には、ポリ乳酸、
および、ペプチドコンジュゲートの共溶媒で
あるヘキサフルオロイソプロパノール
（HFIP）を用い、ポリマー溶液(20w/v%)から
紡糸した。このポリマー溶液をガラスシリン
ジに取り、13kV 印加下で,3mL/h の速度で押

Oligo(lactic acid)-peptidePLLA Oligo(lactic acid)-peptidePLLA

図１ ポリ乳酸スキャホールドを修飾する両親媒性ペプチ



 

 

し出し、ステンレスターゲット上に紡糸した
（針先－ターゲット距離: 10～15cm）。ター
ゲットには、直径 1.19mmφのステンレス棒を
用いて、チューブ状の神経誘導管を作製した。
強度や微細構造は、引っ張り試験器、および、
ＳＥＭにより評価した。実際の神経誘導管の
内腔部には、IKVAV コンジュゲート入りの相
を約２０マイクロメートル作製し（約３０
秒）、その外層には続いて、ポリ乳酸／ポリ
エチレングリコール（PEG）（９／１）の混合
紡糸を行い、180マイクロメートル厚の相（約
10 分）を作製した 
 
D) ラット（Wister rat、メス、8週齢、
180-210g）をネンブタール（50mg/kg）で麻
酔する。左肢坐骨神経を 10mm 長切除。14mm
のガイドチューブに神経末端を 2mm 挿入し、
３－５）で作製したガイドチューブと神経末
端を縫合した（神経断端間距離：10mm）。1週
間ごとに toe pinch 測定（１～６ヶ月）を行
った後、４、８、１２週間後、電気生理学的
検討を行った後に屠殺して、組織切片を抗体
染色した。 
 
４．研究成果 
 神経誘導管内部では、（１）神経断端から
染み出す体液による内腔の充填、（２）フィ
ブリンの凝集、断端間架橋、（３）チューブ
内への細胞遊走（シュワン細胞、繊維芽細胞
など）、（４）軸索伸長（近位側→遠位側）、
および、（５）シュワン細胞の軸鞘化のよう
に組織が再生する。 
従来の材料では組織再生活性に乏しく、ま

た、外部との物質交換能が不十分であること
から、新たな神経誘導管として物質透過性を
有するナノファーバー製で生理活性も有す
る神経誘導管を検討している。今回作成した、
オリゴ乳酸-ペプチド結合体は、ポリ乳酸ナ
ノファイバーにより構築された生体吸収性
神経誘導管に対して、1989年 Tashiro らによ
って、ラミニン内から見出された IKVAV配列
を効率よく固定化することを可能にした。蛍
光標識した OLA-IKVAVは電界紡糸ナノファイ
バー中で均一に分布しており、電界紡糸法で
は相分離を効率よく抑制できることが示さ
れた。 

さらに、雌性ウィスターラット坐骨神経欠
損モデルに適応した 4 週間後、組織を取り出
し、パラフィンで固定化後、軸索を蛍光免疫
染色により評価した結果、OLA-IKVAV で修飾
した神経誘導管において、未修飾の PLA神経
誘 導 管 よ り も 顕 著 に 軸 索 が 再 生 し 、
OLA-IKVAV 複合化ポリ乳酸ナノファイバー膜
神経誘導管の優れた神経誘導能が示された。
さらに、AG73 配列を用いても同様に活発な神
経誘導の様子が組織学的に確認された。 

これらの、新規ポリ乳酸ナノファイバー修

飾方は神経再生のみ成らず、血管の内皮化や
筋肉組織のリモデリングなど広範な組織再
生技術への応用が期待できる。 
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