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研究成果の概要（和文）：本研究では加齢黄斑変性症のような難治性網膜疾患に対する治療策として、狭小な網膜下へ
の網膜色素上皮細胞の移植を狙い、柔軟な高分子ナノ薄膜からなる細胞移植担体の創製を目的とした。ポリ乳酸グリコ
ール酸共重合体からなる微細パターン化ナノ薄膜を調製し、細胞をナノ薄膜上で選択的に培養した。医療用注射針を用
いて細胞担持ナノ薄膜の注入操作を試みたところ、針内部のずり応力にも関わらず射出後もナノ薄膜上の細胞は90%近
く生存することが判明した。さらに、ラット網膜下に細胞担持ナノ薄膜を移植したところ、黄斑部近傍に細胞層の移植
が示唆された。以上より、細胞移植療法におけるナノ薄膜の有用性を初めて示すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：For the treatment of intractable retinal diseases such as age-related macular 
degeneration, in this study we envisioned development of a cell delivery carrier using flexible polymer 
nanosheets to transplant retinal pigment epithelial cells into a narrow subretinal place. Micropatterned 
nanosheets were fabricated from poly(lactic-co-glycolic acid), on which the cells were selectively 
cultured. It was clarified that the engineered cell monolayer on the micropatterned nanosheet was 
aspirated and injected through a clinical needle without loss of cell viability (approximately 90% 
viable). The cell monolayer was also transplanted to the subretinal place of rats near the macula. 
Overall, for the first time we demonstrated the utility of nanosheets in cell delivery system.

研究分野：ナノバイオ材料
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１．研究開始当初の背景 
難治性疾患に対する細胞移植療法の社会

的なニーズ拡大に伴い、再生医療分野では
種々の疾患に応じた機能性足場材料の開発
が進められている。加齢黄斑変性は、50 歳以
上の日本人の 1%(国内 4 位, 欧米 1 位)に見ら
れる失明リスクの高い難治性網膜疾患であ
り、網膜組織中心の黄斑部が障害されること
により発症する。今日までに、網膜色素上皮
(RPE)細胞などの視細胞懸濁液を医療用シリ
ンジにて直接注入する細胞移植療法が検討
されているが、眼底下の狭小な黄斑部へ分散
した細胞を安定に送達・生着させることが極
めて困難なため治療効果が低いことが課題
である(引用文献①)。これに対して、近年で
は高分子薄膜やハイドロゲルを培養基材に
用いた RPE 細胞の移植療法も考案されてい
るが、いずれも基材膜厚が 10 µm 以上のため
残存成分の炎症誘起やそれに伴う細胞浸潤
阻害が問題視されている(引用文献②)。従っ
て、なるべく少量の生体材料で移植細胞を安
定に保持し、かつ、狭小な網膜下に移植でき
る薄くて柔らかい細胞移植担体の開発が求
められている。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、狭小な眼底下等への効果的な
細胞移植を狙い、柔軟かつ拒絶反応の少ない
自己支持性高分子超薄膜（ナノ薄膜）からな
る新規細胞デリバリー担体の創製を目的と
した（図１）。具体的には、(1)自己支持性ナ
ノ薄膜の調製および物性評価、(2)ナノ薄膜
上への安定な細胞担持ならびに細胞運動制
御（接着・配列・分化）、(3)網膜色素上皮(RPE)
細胞の移植に向けたナノ薄膜のミリ・マイク
ロメートル寸法化、(4)RPE 細胞担持ナノ薄
膜の in vitro 安定性試験および細胞機能評価
を行う。最終的には、(5)RPE 細胞担持ナノ
薄膜の in vivo 網膜下に対する移植実験を行
い、ナノ薄膜を利用した細胞移植療法の構築
と基盤技術の整備を目標にした。さらに、本
技術の応用として、(6)ナノ薄膜表面に骨膜
様の微細溝構造の形成ならびに(7)微細溝化
ナノ薄膜上での間葉系幹細胞(MSCs)の骨分
化誘導についても検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ ナノ薄膜を用いた細胞移植療法（発表
論文⑤より改変して引用） 
 
３．研究の方法 
(1) 高分子ナノ薄膜の調製と物性評価 

合成高分子や医用高分子からなるナノ薄
膜の調製条件を検討し、膜厚や構成高分子の
種類によるナノ厚の材料物性および力学特
性を評価した。 
 

(2) ナノ薄膜表面における細胞運動の制御 
異なる材料物性を有するナノ薄膜表面で

の細胞運動挙動を免疫染色法および画像解
析ソフト(Image-J)を用いて解析した。 
 

(3) ナノ薄膜の微細パターン化 
生体適合性・生分解性を有する自己支持性

ナノ薄膜を作製し、ポリジメチルシロキサン
(PDMS)からなるハンコを利用したマイクロ
コンタクトプリンティング(µCP)法を用いて、
ナノ薄膜のミリ・マイクロメートル寸法化に
ついて検討した。 
 

(4) 細胞担持ナノ薄膜の機能評価 
RPE 細胞担持ナノ薄膜のシリンジ通過試

験およびナノ薄膜上の細胞の安定性につい
て評価した。 

 
(5) 網膜への細胞担持ナノ薄膜の移植およ
び操作性の評価 
眼球網膜下に対して医療用注射針を用い

た細胞担持ナノ薄膜の注入方法および移植
効果について ex vivo(ブタ), in vivo(ラット)モ
デルを用いて検討した。 

 
(6) マイクロモールディング法による微細
溝化ナノ薄膜の作製 

PDMS を鋳型としたマイクロモールディン
グ法を用いて、ナノ薄膜上への骨膜用の微細
溝構造の形成について検討した。 

 
(7) 微細溝化ナノ薄膜を利用した MSCs の骨
分化制御 
微細溝化ナノ薄膜上で MSCs を培養するこ

とで、MSCs の異方的な配列の制御ならびに
骨組織への分化制御を試みた。 
 

４．研究成果 
(1) 高分子ナノ薄膜の調製と物性評価 
 任意の疎水性高分子(例：ポリスチレン: PS、
ポリ乳酸: PLA、ポリ乳酸グリコール酸共重合
体: PLGA)を水溶性高分子であるポリビニル
アルコール: PVA からなる犠牲膜上にスピン
コートし、PVA を水中で溶解することで膜厚
数十 nm の自己支持性ナノ薄膜を得た。AFM
ナノメカニカルマッピングによって、ナノ薄
膜の材料特性を評価したところ、膜厚が数十
～数百ナノメートル領域において弾性変形
能が増大することが明らかになり、極めて柔
軟なナノ薄膜を得ることができた。 
 
(2) ナノ薄膜表面における細胞運動の制御 
 ナノ薄膜上に担持した細胞（例：骨格筋細
胞、網膜色素上皮細胞）の免疫染色像から細
胞接着や組織化挙動を解析した。ナノ薄膜上



にカーボンナノチューブや磁性ナノ粒子を
複合化させたところ、接着した細胞は微小繊
維や表面粗さを認識することで、異方的な伸
長挙動や高い増殖性を示し、組織化挙動を制
御しうることが判明した。 
 
(3) ナノ薄膜の微細加工化 
 注射器による網膜下への細胞移植を達成
するために、ポリ乳酸グリコール酸共重合体
からなる自己支持性ナノ薄膜をシリンジ投
与可能なサイズに成形した。µCP 法を利用す
ることで、数百マイクロメートルサイズの微
細化ナノ薄膜を作製した（図２）。作製した
微細化ナノ薄膜の表面には、RPE 細胞を担持
することが可能であり、注射針口径の約 2 倍
程度の直径までのナノ薄膜であれば、細胞を
安定に担持した状態で注射針内に吸引し、射
出できることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ RPE 細胞担持ナノ薄膜と上皮組織構造
（発表論文⑤より改変して引用） 
 
(4) 細胞担持ナノ薄膜の機能評価 
 ナノ薄膜上での RPE 細胞の分化挙動、およ
び、医療用シリンジによる吸出し操作前後で
の細胞生存率を評価した。RPE 細胞とナノ薄
膜を異なる蛍光色素で各々染色したところ、
ナノ薄膜上で RPE 細胞が単層組織を形成す
ることが見出された。この時、単層組織中の
ZO-1 タンパク質を免疫染色にて可視化した
ところ、RPE 細胞に特徴的なタイトジャンク
ションの形成が認められた。そこで、RPE 細
胞担持ナノ薄膜(直径 400 μm)を 25G 針(内径 
320 μm)で吸引・射出したところ、針管内にお
ける力学的ストレス負荷にも関わらず、吸出
し前後で細胞生存率に大きな変化が生じな
いことが明らかになった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 注入前後での細胞生存率の評価（発表
論文⑤より改変して引用） 
 
さらに、異なる直径を有するナノ薄膜(直径 

300-1000 μm)を用いた場合の細胞生存率を評
価したところ、ナノ薄膜の直径に関わらず、
吸出し前後で 90%近く細胞生存率を維持す
ることに成功した。 
 
(5) 網膜下への細胞担持ナノ薄膜の移植お
よび操作性の評価 
 ブタ網膜下にナノ薄膜を注入したところ、
ナノ薄膜は網膜下で円盤状に展開し、黄斑部
近傍に生着する様子が認められた（図４）。
さらに、RPE 細胞担持ナノ薄膜をラット網膜
下へ移植したところ、1 週間後の病理組織切
片観察より層状の細胞集団が黄斑部に観察
された。以上より、微細化ナノ薄膜を利用し
た細胞デリバリーは、狭小な生体組織空間に
低侵襲かつ簡便に細胞を届ける細胞移植技
術として有用であることが初めて示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ ブタ網膜黄斑部に注入されたナノ薄膜
（発表論文⑤より改変して引用） 
 
(6) マイクロモールディング法による微細
溝化ナノ薄膜の作製 

50 µm 幅の微細溝構造を有する PDMS モー
ルド上に PLGA をスピンコートし、PVA 膜を
支持体とすることでナノ薄膜を剥離した。
PVA を溶解することで、膜厚 84 nm からなる
自己支持性 PLGA ナノ薄膜(2 cm × 2 cm)を得
た。この時、SEM 観察および表面段差計測定
から、ナノ薄膜表面に PDMS モールドと同様
の 50 µm幅の凹凸模様の溝構造が転写されて
いる様子が認められた。さらに、ナノ薄膜の
貼付性を調べるために、ニワトリの上腕骨を
微細溝化ナノ薄膜で被覆したところ、骨表面
に溝構造を転移することに成功した（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 骨膜様の構造を有する微細溝化ナノ薄



膜（発表論文②より改変して引用） 
 
(7) 微細溝化ナノ薄膜を利用した MSCs の骨
分化制御 
微細溝化ナノ薄膜上で MSCs を培養したと

ころ、溝方向に沿って MSCs が伸長する様子
が観察された（図６）。さらに、溝構造の分
化挙動への影響を評価するために、免疫染色
法を用いて、骨芽細胞分化マーカーである
Runx2/Cbfa1, SPARC, Osteocalcin, Type I 
Collagen, Calcium の発現について評価した。
14 日間培養後の免疫染色像より、微細溝化ナ
ノシートでは、未処理チタンおよび平滑なナ
ノシートと比べて、初期骨分化マーカーであ
る Runx2/Cbfa1 および SPARC の顕著な発現
が認められた。また、定量 RT-PCR の結果
(Runx2/Cbfa1, Osteocalcin, Type I Collagen)か
らも、微細溝構造上における骨芽細胞への分
化の促進が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 微細溝化ナノ薄膜上で配列する MSCs
（発表論文②より改変して引用） 
 
以上より、微細溝化ナノ薄膜は既存のイン

プラント材料表面を、貼るだけで骨膜様に改
質する手法として有用である。また、サブセ
ルラーサイズの微細構造を有するナノ薄膜
は、生体組織の異方性を制御する人工基底膜
として、骨だけでなく筋組織工学にも応用可
能であると期待される。 
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