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研究成果の概要（和文）：加齢黄斑変性等の難治性網膜疾患の細胞移植治療に向けて、柔軟かつ拒絶反応の小さい自己
支持性高分子ナノ薄膜から成る多機能性の細胞培養・移植担体を開発した。生分解性のナノ薄膜上で網膜色素上皮（RP
E）細胞を培養したところ、網膜色素上皮に特徴的なヘキサゴナルな細胞形態を示し、モノレイヤー組織を形成した。
微小な医療用シリンジ針にてRPE細胞担持ナノ薄膜を細胞組織の形態や生存率に大きな影響を与えることなく射出でき
ることがわかった。機能化したナノ粒子をナノ薄膜に搭載することで、薬剤担持機能、および酸素・pHセンサ機能を付
与できた。今後、幹細胞治療実現を支援する医療デバイスとしての展開が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Multifunctional cell culture scaffolds consisting of flexible, ultrathin 
polymeric films (nanosheets) have been developed toward cell transplantation therapy for intractable 
retinal diseases such as age-related macular degeneration. Retinal pigment epithelial (RPE) cells 
cultured on biodegradable nanosheets formed a monolayer with hexagonal tight junctions found in native 
tissues. It is found that those cell/nanosheet composites can be aspirated and injected by a syringe 
needle without significant loss of cell morphology and viability. Also, the ability to release drugs and 
to sense oxygen and pH could be given to nanosheets by loading functionalized nanoparticles into 
nanosheets. The developed nanosheets would be expected as a biomedical device to support stem cell 
therapy.

研究分野： バイオ工学

キーワード： 細胞・組織工学材料
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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。眼科領域における難治性
疾患の一つである加齢黄斑変性は、網膜組織
中心の黄斑に異常な老化現象が起こり、視機
能が低下する失明リスクの極めて高い疾患
である。社会の高齢化に伴い近年患者数が急
激な増加傾向にあり、治療法の開発が喫緊の
課題となっている。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
課題となっている。最近では、iPS 細胞から
作製した RPE 細胞シートを患部に移植する
試みも検討されているが、狭小な網膜下に低
侵襲かつ効果的に細胞シートを送達する手
法の確立が課題である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、柔軟かつ生体拒絶反応の小さ
い生分解性の自己支持性高分子ナノ薄膜を
利用して新しい細胞送達システムを開発す
る。まず、ナノ薄膜の材料物性や表面構造と
RPE 細胞の挙動の関連付けを行い、ナノ薄膜
上で培養する RPE 細胞の組織機能を制御す
る。次に、網膜下でのナノ薄膜の伸展を可能
にするために、ナノ薄膜の設計に宇宙構造物
工学の概念を取り入れ、ナノ薄膜に自己展開
機能を付与する。また、申請者らがこれまで
に開発してきた経強膜ドラッグデリバリー
システムで得た知識とノウハウを本研究に
還元し、ナノ薄膜に薬剤徐放機能も付与する。
さらに、ナノ粒子型の酸素や pH センサプロ
ーブをナノ薄膜に搭載し、移植後の眼内環境
モニタリングへの展開を模索する。 
 
３．研究の方法 
 自己支持性高分子ナノ薄膜を多機能化し、
難治性網膜疾患の細胞移植治療へ応用する
ための基盤技術を整備した。まず、生分解性
の医用高分子から成るナノ薄膜を調製し、材
料物性を評価した上で、ナノ薄膜上での RPE
細胞の組織レベルでの挙動制御を検討した。
その後、微小径シリンジで眼内に送達される
細胞担持ナノ薄膜の網膜下での展開性向上
のために、ナノ薄膜に自己展開機能の付与を
検討した。また、機能化したナノ粒子をナノ
薄膜に搭載することで、薬剤徐放機能、およ
び酸素・pH センサ機能の追加を検討した。
以上を踏まえて、ラット眼球へのナノ薄膜送
達試験を行った。 
 
４．研究成果 
 高分子材料として、ポリ乳酸グリコール酸
共重合体（PLGA）、ポリ乳酸（PLA）、光硬
化性ポリエチレングリコール（PEG）を用い

て数百マイクロからミリメートル径のナノ
薄膜を作製した。ナノ薄膜直径の半分の径の
注射針等の細管でナノ薄膜の吸引・射出が可
能であり、射出後もナノ薄膜が元の形状に戻
ることを確認した。PLGA ナノ薄膜上に RPE
細胞を播種して培養したところ、RPE 細胞は
網膜色素上皮に特徴的なヘキサゴナルな細
胞形態を示し、モノレイヤー組織を形成した。
また、ナノ薄膜の表面粗さを増加させたとこ
ろ、タイトジャンクションの形成が促進され
ることがわかった。ナノ薄膜のサイズが数ミ
リメートルスケールになると、液中での分散
安定性が低下するため、ナノ薄膜への自己展
開構造の付与を検討した。まず、引張ひずみ
を付与した伸縮層と支持層でナノ薄膜を挟
み込んだ 3 層構造を用いることで、自動的な
円筒形状形成を実現した。さらに、水溶性高
分子であるポリビニルアルコール（PVA）を
支持層と伸縮層に用い、これを水中で溶解し
て伸縮層に付与しておいた初期応力を解放
することで、ナノ薄膜が平面形状展開するこ
とを確認した。薬剤を含浸させたコラーゲン
微粒子をナノ薄膜に包埋することで、薄膜か
ら薬剤を徐放できることを確認した。蛍光標
識したアルブミンを搭載した薄膜をラット
眼球の強膜上に移植したところ、4 週間後に
も強膜および網膜から蛍光が検出された。ア
ミノ化ポリスチレンビーズを酸素および pH
応答性色素で共染色することで、酸素と pH
の同時計測が可能であることを確認した。ま
た、このビーズをナノ薄膜内に均一に混合で
きることを確認した。RPE 細胞担持ナノ薄膜
をシリンジ針にてラット網膜下に注入し、光
干渉断層計および組織切片で評価したとこ
ろ、網膜下に RPE 細胞担持ナノ薄膜の存在
が示唆された。今後、病態モデル動物を用い
て多機能化したナノ薄膜の有効性評価が期
待される。 
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