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研究成果の概要（和文）：ゼラチンにスペルミンやポリエチレンジアミンを化学導入したカチオン化ゼラチンを作製し
、コアセルベーション法を用いてそのナノ粒子を作製した。ナノ粒子に核酸（プラスミドDNAやsmall interfering RNA
）を組み込み、未分化骨髄間葉系幹細胞とともに培養した。カチオン化ゼラチンナノ粒子は細胞内に取り込まれ、細胞
内で核酸を徐放化した。その結果、有意に高い遺伝子発現と発現効果の持続時間の延長が認められた。ゼラチンからな
る3次元のスポンジ足場を用いて、核酸含有カチオン化ゼラチンナノ粒子とともに幹細胞培養を行った。その結果、核
酸の細胞内徐放化が見られ、遺伝子発現の抑制効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：Cationized gelatin was prepared by a chemical introduction of spermine or 
ethylene diamine into gelatin. Cationized gelatin nanospheres incorporating plasmid DNA (pDNA) or small 
interfering RNA (siRNA) were formulated through a coacervation in the presence of pDNA or siRNA. When 
cultured with mesenchymal stem cells derived from the bone marrow, the cationized gelatin nanospheres 
were internalized into the cells, followed by the intracellular release of pDNA or siRNA. The biological 
activity of pDNA or siRNA was enhanced and the time period was prolonged to a significantly great extent 
compared with that of free pDNA or siRNA. Stem cells were cultured in a 3-demensional gelatin sponge of 
scaffold combined with the nanospheres incorporating pDNA or siRNA. The cells proliferation was promoted 
while the biological activity of pDNA and siRNA of cells was also enhanced. It is concluded that the 
intracellular release technology is promising to promote the biological function of stem cells.

研究分野：生体組織工学
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１．研究開始当初の背景 
人工臓器に完全に依存している再建外科
治療は、現在、臨床に大きく貢献しているも
のの、手術侵襲が大きく、補助できる機能が
単一であるという欠点をかかえている。一方、
臓器移植もドナー不足に加えて、免疫拒絶抑
制剤の副作用に問題がある。このように、こ
れまでの2大先端治療に限界が見えてきてい
る状況の中で，細胞の増殖分化能力を最大限
に活用、生体のもつ自然治癒力を介して、自
己の生体組織、臓器の再生修復を促進する試
みがある。この再生医療が実現できれば、人
工臓器も免疫抑制剤も用いない第3の治療法
となり、入院期間の短縮による医療費削減、
従来の治療法の適応拡大や難治性疾患治療
への道も開かれ、その経済的、社会的な意義
が大きいことは疑いない。再生医療には 2つ
の治療アプローチがある。1 つ目は、細胞移
植による生体組織の再生治療である。2 つ目
が、バイオマテリアルと医工学技術を利用し
て、細胞の増殖分化を促し、生体組織の再生
治療を行う生体組織工学アプローチである。
この 2つのアプローチで共通することは、よ
い生物機能をもつ細胞を調製することであ
る。これにより再生治療のための移植細胞の
供給が可能となることに加え、再生治療を科
学的に支える細胞の基礎生物医学研究のさ
らなる発展につながる。細胞移植と組織工学
の 2つのアプローチは、これまで別々に行わ
れてきたが、これらをうまく組み合わせるこ
とで、より治療効果が高まることが期待され
る。 
 
幹細胞に対する遺伝子導入は、生物医学研
究分野で盛んに行われているが、そのほとん
どがウイルスを用いた方法である。この方法
では、ウイルスを用いることから、得られた
研究成果の臨床応用へのバリアが高い。また、
その研究にもウイルス利用のための特別な
施設が必要となる。そこで、本研究では、ウ
イルスを用いない幹細胞への物質の導入技
術を開発する。細胞内導入のための非ウイル
ス性材料の開発は、国内外においても多く行
われている。しかしながら、材料自体のデザ
イン、合成に関する研究がほとんどであり、
導入効率に大きく影響を与えると考えられ
る培養方法、培養技術についての検討は皆無
に等しい。また、遺伝子導入に関するウイル
スと非ウイルス性材料との性能の違いは、そ
の遺伝子発現レベルと発現期間である。どち
らの性能も前者が後者よりも優れている。し
かしながら、これまでの非ウイルス材料の研
究では、遺伝子発現レベルに対する技術検討
がほとんどであり、幹細胞の機能改変に重要
となる発現期間の制御についての研究報告
は皆無に等しい。もちろん、加えて、幹細胞
移植による再生医療を目的とした遺伝子改
変技術による幹細胞の機能増強についての
研究はまだまだ少なく、未熟であるのが現状
である。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、幹細胞再生医療を目指し
た細胞機能を高めるための組織工学的技術
の開発である。これまでに、われわれは幹細
胞の増殖、分化を in vitro および in vivo
で促すための足場材料、細胞増殖因子の作用
増強のための利用法および幹細胞との組み
合わせ技術などについての研究を進めてき
ている。すでに、それらの研究成果の一部を
利用した血管や骨の再生治療が開始され、生
体組織工学による再生治療が現実のものと
なっている。加えて、幹細胞を状態よく増殖
させるための培養技術についての研究も行
ってきている。一方、幹細胞への遺伝子導入
については、細胞毒性の少なく、かつ遺伝子
発現レベルの高い材料導入技術に関する基
礎的知見を積み重ねてきた。これらの研究を
通して、幹細胞へ遺伝子を人為的に導入する
ことによって、細胞の生物機能を改変、増強
できる可能性を見出した。また、先行研究の
中で、遺伝子発現期間の制御が細胞機能の改
変には重要であること、また、静置細胞培養
法に比べて、振とうあるいは旋回細胞培養の
方が遺伝子発現レベルが高まることがわか
った。本研究では、これらの研究成果を基に、
幹細胞での遺伝子発現期間を制御する材料
技術の開発とそれと培養方法との組み合わ
せによる幹細胞機能の改変、増強について、
in vitroおよびin vivo動物実験で評価する。 
 
本研究の独創的な点は、遺伝子発現期間の
制御に重点をおいた遺伝子導入材料と導入
のための培養技術との組み合わせによる効
率的な幹細胞の機能改変である。すでに、わ
れわれは、細胞内で遺伝子を徐放（徐々に放
出）することが遺伝子発現期間の延長に有効
であることを見出している。本研究では、こ
の遺伝子の細胞内徐放技術を活用し、遺伝子
発現期間の制御を最適化する。加えて、細胞
の状態が悪ければ、その機能改変、増強はう
まくいかない。そこで、細胞の状態に大きく
影響を与える細胞培養基材（例えば、基材の
化学組成や力学的性質など）、あるいは細胞
への栄養、酸素の供給にかかわる培養方法の
改良（例えば、培養条件の変化やバイオリア
クタの利用）などを積極的に取り入れる。こ
れによって、よい培養状態の下で、幹細胞に
遺伝子を導入し、その生物機能の増強を目指
す。もちろん、幹細胞治療の実現には、移植
されるための幹細胞の機能に関する基礎生
物医学研究の進歩も必要である。この遺伝子
改変技術は、遺伝子導入が困難といわれてい
る ES 細胞にも適用可能であり、ES 細胞の分
化メカニズム、分化制御の研究の推進や創薬
への応用研究にも活用できる。また、iPS 細
胞の分化誘導のための遺伝子技術としても
期待できる。この研究目的が達成されれば、
再生医療のKey要因である幹細胞の移植後の
生存率と、治療効果の向上に関する問題は解



決でき、次世代の幹細胞治療の実現に向けて
の大きな一歩となることは疑いない。また、
研究成果は治療を科学的に支える幹細胞の
生物研究、細胞を用いた創薬研究にも応用可
能である。幹細胞の分化誘導により種々の生
体組織、臓器の再生修復治療が可能となり、
その社会的、学術的な意義の大きいことは言
うまでもない。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究は、遺伝子導入と細胞内徐放のた
めの非ウイルス性材料のデザインと作製、遺
伝子導入培養のための幹細胞培養基材、培養
方法のデザインと創製、幹細胞の機能改変の
評価、そして機能改変幹細胞を用いた再生治
療効果の動物実験による評価の4つの柱から
なっている。カチオン化ゼラチンとプラスミ
ドDNAとを用いたコアセルベーション法でナ
ノ粒子を作製する。ナノ粒子を化学架橋後、
幹細胞に取り込ませ、細胞内でのナノ粒子の
分解とプラスミド DNA の徐放性を評価する。
遺伝子発現レベルと期間に与えるプラスミ
ド DNA の細胞内徐放性の影響を調べる。生体
吸収性 3次元スポンジ足場を作製、それらと
ナノ粒子とを組み合わせる。振とう、旋回、
培養液の循環型の培養装置による遺伝子導
入細胞培養を行い、遺伝子発現を調べる。遺
伝子導入法、培養基材、培養方法などの点か
ら幹細胞の機能改変について総合的に考察
する。 
 
(2) ①遺伝子導入のための非ウイルス性材
料として、ゼラチンにスペルミンなどのジア
ミン化合物を反応させることによって、カチ
オン化ゼラチンを作製する。カチオン化ゼラ
チ ン と プ ラ ス ミ ド DNA や small 
interfering(siRNA)を含む水溶液中へ有機
溶媒を加えることで、コアセルベーションを
形成、プラスミド DNA や siRNA を含有したカ
チオン化ゼラチンからなるナノ粒子を作製
する。得られたナノ粒子はグルタルアルデヒ
ドあるいは熱脱水処理によって架橋する。架
橋の程度によってナノ粒子の分解性とそれ
にともなうプラスミド DNAや siRNA の徐放性
を制御する。次に、得られたナノ粒子を培養
液中に加えた後、通常の培養プラスチックシ
ャーレで、幹細胞とともに培養、遺伝子発現
活性を評価する。この方法は通常の遺伝子導
入法である。幹細胞としては骨髄中に存在す
る未分化骨髄間葉系幹細胞を用いる。ゼラチ
ンの分子量、アミン化合物の導入率などが遺
伝子発現レベルに与える影響について検討
する。放射性同位体を用いてカチオン化ゼラ
チンナノ粒子の細胞内取り込み、細胞内での
ナノ粒子の分解性とプラスミド DNA や siRNA
の細胞内での徐放性について調べ、徐放性が
遺伝子発現レベルと発現期間に与える影響
について調べる。 
②ポリ乳酸などの生体吸収性合成高分子、ゼ
ラチン、コラーゲン、ヒアルロン酸などの天

然高分子、およびそれらの複合体などから 3
次元のスポンジ足場を作製する。足場スポン
ジ材料の力学特性が細胞の増殖、その生物機
能に影響を与えることが知られている。そこ
で、作製されたスポンジの力学特性を評価す
る。そのために、ユニバーサルレオメーター
を購入する。これらのスポンジに未分化骨髄
間葉系幹細胞を播種する。①で作製したプラ
スミド DNAや siRNA 含有カチオン化ゼラチン
ナノ粒子を培養液中に加え、培養を行い、遺
伝子発現活性を評価する。放射性同位体を用
いてナノ粒子からのプラスミドDNA徐放性を
調べ、それと遺伝子発現レベルと期間との関
連性について検討する。 
③①で作製したプラスミド DNAや siRNA 含有
カチオン化ゼラチンナノ粒子とともに細胞
接着物質を培養プラスチックシャーレ上に
コーティングする。その後、その上で未分化
間葉系幹細胞を培養、遺伝子発現を調べる。
この遺伝子導入法（subfection 法）は、前述
した通常の遺伝子導入法とは異なり、細胞は
常に、プラスミド DNA や siRNA 含有ナノ粒子
と接触した状態で培養される。放射性同位体
を用いてカチオン化ゼラチンナノ粒子の細
胞内取り込み、細胞内でのナノ粒子の分解と
プラスミド DNAや siRNA の細胞内徐放につい
て調べる。次に、プラスミド DNA や siRNA の
徐放性が遺伝子発現レベルと発現期間に与
える影響について検討する。 
④静置ではなく、振とう、培養装置（バイオ
リアクタ）をデザイン、作製する。２）で述
べたように3次元スポンジ足場を用いた遺伝
子導入培養を、バイオリアクタを用いること
で行い、遺伝子発現を調べる。それと静置培
養による遺伝子発現と比較検討する。カチオ
ン化ゼラチンナノ粒子からのプラスミド DNA
や siRNA徐放性と遺伝子発現レベルと期間と
の関連性について調べる。また、細胞の状態
について生化学的、分子生物学的に評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子導入のための非ウイルス性材料
として、ゼラチンにスペルミンなどのジアミ
ン化合物を反応させることによって、カチオ
ン化ゼラチンを作製した。ゼラチン濃度おお
よびジアミン濃度、反応温度、反応時間など
を変えることによって、ゼラチンのアミノ基
導入を変えることができた。アミノ基導入の
違いによってカチオン化度の異なるカチオ
ン化ゼラチンを作製せきた。カチオン化ゼラ
チンとプラスミド DNAや siRNA と含む水溶液
中へ有機溶媒を加えることで、コアセルベー
ションを形成、プラスミド DNA や siRNA 含有
したカチオン化ゼラチンからなるナノ粒子
を作製した。コアセルベーション条件を変え
ることで、カチオン化ゼラチンナノ粒子のサ
イズが 100-500nm 範囲で変化した。 
得られたナノ粒子はグルタルアルデヒドあ
るいは熱脱水処理によって架橋したところ、
異なる架橋度のカチオン化ゼラチンナノ粒



子を得ることが可能となった。得られたカチ
オン化ゼラチンナノ粒子をコラゲナーゼ含
有リン酸緩衝溶液（PBS）で分解性を評価し
た。その結果、架橋条件によってナノ粒子の
分解性を変化できることがわかった。また、
コラゲナーゼ濃度の分解は速くなった。次に
カチオン化ゼラチンをプラスミド DNA や
siRNA 水溶液を用いてコアセルベーションを
形成させ、プラスミド DNA や siRNA 含有カチ
オン化ゼラチンナノ粒子を調製した。このし
み込み過程でアニオン性のプラスミドDNAや
siRNA がカチオン化ゼラチンとポリイオンコ
ンプレック形成によって、プラスミド DNA や
siRNA がナノ粒子を内に物理化学的に固定化
される。プラスミド DNA や siRNA 含有 PBS 中
で 37℃、振とうすることで、ナノ粒子からの
プラスミド DNAや siRNA の放出挙動を調べた。
PBS 中では、プラスミド DNA や siRNA は全く
カチオン化ゼラチンナノ粒子からは放出さ
れなかった。これは、PBS 中では、ナノ粒子
が分解、水可溶化されないこと、さらにプラ
スミド DNAや siRNA がカチオン化ゼラチンと
ポリイオンコンプレックスにより、ナノ粒子
内に固定化されていることが理由であると
考えられる。しかしながら、コラゲナーゼ含
有 PBS 中では、プラスミド DNA や siRNA の放
出が見られた。また、コラゲナーゼが濃度の
増加にともないプラスミド DNAや siRNA 放出
量は増加した。以上の結果により、PBS 中で
は、ナノ粒子は分解されない、ところが、コ
ラゲナーゼが存在下では、ナノ粒子は分解さ
れ、それとともにカチオン化ゼラチンが水可
溶化される。その結果プラスミドDNAやsiRNA
のナノ粒子からの放出が行われたことを示
している。この徐放化システムはナ粒子の分
解にともなってプラスミド DNAや siRNA が放
出される。また、そのプラスミド DNA や siRNA
はカチオン化ゼラチンの分解断片とともに
ナノ粒子から放出される。次に、得られたナ
ノ粒子を培養液中に加えた後、通常の培養プ
ラスチックシャーレで、幹細胞とともに培養、
遺伝子発現活性を評価した。幹細胞としては
骨髄中に存在する未分化骨髄間葉系幹細胞
を用いた。プラスミド DNA や siRNA 含有ゼラ
チンナノ粒子は幹細胞内に取り込まれた。ま
た、ナノ粒子の取り込まれたプラスミド DNA
や siRNA による細胞毒性は見られなかった。
プラスミド DNAや siRNA 含有カチオン化ゼラ
チンナノ粒子は細胞内で時間とともに分解
された。その分解挙動はナノ粒子の架橋度に
よって制御することができた。プラスミド
DNA や siRNA の生物活性を評価したところ、
遊離プラスミド DNA や siRNA に比較して、プ
ラスミド DNAや siRNA 含有カチオン化ゼラチ
ンナノ粒子では、生物活性レベルは有意に高
く、また、その活性持続時間が延長すること
がわかった。持続時間は、ナノ粒子の架橋度
が高まるとともに延長した。プラスミド DNA
や siRNAは細胞内でナノ粒子の分解とともに
放出されていると考えられる。その結果、放

出されたプラスミド DNAや siRNA が継続的に
活性を発揮し、プラスミド DNA や siRNA の生
物活性が延長されたと考えられる。ゼラチン
の分子量やアミノ化合物の導入率を変化さ
せてカチオン化ナノ粒子を作製した。プラス
ミド DNA や siRNA 含有ナノ粒子を調製後、幹
細胞に対する生物活性を評価した。その結果、
ゼラチン分子量やアミノ基導入率の生物活
性に対する有意な影響は見られなかった。し
かし、アミノ基導入率が低い場合には、導入
率の高い場合に比べて、ナノ粒子からプラス
ミド DNA や siRNA が急速に放出され、プラス
ミド DNAや siRNA の生物活性の延長は認めら
れなかった。 
 
(2) ポリ乳酸などの生体吸収性合成高分子、
ゼラチン、コラーゲン、ヒアルロン酸などの
天然高分子、およびそれらの複合体などから
3 次元のスポンジ足場を作製した。足場スポ
ンジ材料の力学特性が細胞の増殖、その生物
機能に影響を与えることが知られている。そ
こで、作製されたスポンジの力学特性を評価
した。その結果、スポンジ作製時での高分子
材料の濃度および架橋処理条件によって力
学特性が変化した。そのために、これらのス
ポンジに未分化骨髄間葉系幹細胞を播種、プ
ラスミド DNAや siRNA 含有カチオン化ゼラチ
ンナノ粒子を培養液中に加え、培養を行い、
遺伝子発現活性を評価した。スポンジ内で幹
細胞が増殖することがわかった。プラスミド
DNA や siRNA カチオン化ゼラチンナノ粒子を
含むスポンジ内でも、同様に細胞は増殖した。
幹細胞内へのナノ粒子の取り込みも見られ、
それにともなうプラスミド DNAや siRNA の生
物活性が認められた。この場合にも、遊離プ
ラスミド DNAや siRNA に比べて生物活性の有
意な増強と持続時間の延長が実現された。 
 
(3) プラスミド DNAや siRNA含有カチオン化
ゼラチンナノ粒子とともに細胞接着物質を
培養プラスチックシャーレ上にコーティン
グした。その後、その上で未分化間葉系幹細
胞を培養、遺伝子発現を調べた。この遺伝子
導入法（subfection 法）は、前述した通常の
遺伝子導入法とは異なり、細胞は常に、プラ
スミド DNAや siRNA 含有ナノ粒子と接触した
状態で培養される。放射性同位体を用いてカ
チオン化ゼラチンナノ粒子の細胞内取り込
み、細胞内でのナノ粒子の分解とプラスミド
DNA や siRNA の細胞内徐放について調べた。 
その結果、subfection 法に対してもプラスミ
ド DNAや siRNA 含有ゼラチンナノ粒子は有効
に働き、幹細胞内でのプラスミドDNAやsiRNA
の放出と生物発現の延長が認められた。加え
て、放出時間と生物活性の持続時間との関連
性を示唆する結果も得られた。 
 
(4)静置ではなく、振とう型の培養装置（バ
イオリアクタ）をデザイン、作製した。(2)
で述べたように3次元スポンジ足場を用いた



遺伝子導入培養を、バイオリアクタを用いる
ことで行い、遺伝子発現を調べた。振とう培
養の実験結果を静置培養による結果と細胞
の増殖、状態および遺伝子発現に関して、比
較検討した。その結果、静置培養に比べて、
振とう培養によって細胞の増殖が高まるこ
とがわかった。細胞のミトコンドリア活性を
MTT 法で調べたところ、振とう培養すること
により、ミトコンドリア活性が高まることが
わかった。 
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