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研究成果の概要（和文）：細胞間相互作用は、発生から免疫反応あるいは癌の転移現象など、ほとんどの生命現
象で重要な役割を担う基本現象の一つである。本研究では、両親媒性分子であるポリエチレングリコール結合脂
質（PEG脂質）を骨格とするジッパー状分子を合成し、異なる細胞同士を自在に接着させ、様々な生物学的因子
を利用して、細胞間相互作用を誘導する材料作製に取り組んだ。従来の二元細胞培養法の知見を生かし、新しい
ジッパー状分子の創製に成功した。この材料は、新しい分野である「３次元細胞間相互作用」を開拓できるもの
と期待できる。

研究成果の概要（英文）：Intercellular interaction is fundamental phenomenon which plays an important
 role in various biological events such as development, immunological reaction, and cancer 
metastasis. In this project, we synthesized zipper-like molecules based of poly(ethylene glycol)
-conjugated lipid, which are amphiphilic polymers, and induced homogeneous and heterogeneous 
cell-cell attachment, and examined the possibility of inducing the intercellular interaction. And 
based on the conventional 2-D cell culture methods, we succeeded in the creation of new zipper-like 
molecules. These molecules are useful for the new research area “3-D intercellular interaction”.

研究分野： バイオマテリアル工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞間相互作用は、発生から免疫反応あるいは癌の転移現象など、ほとんどの生命現象で重要な役割を担う基本
現象の一つである。本研究では、両親媒性分子を有するジッパー状分子を合成し細胞表面の修飾剤として利用す
ることで、異なる細胞同士を自在に相互作用させることに取り組んだ。従来の二元細胞培養法の知見を生かし、
新しいジッパー状分子の創製に成功した。この新しい材料は、新しい分野である「３次元細胞間相互作用」を開
拓できるものと期待でき、再生医療やがん免疫療法などの分野に役立つものとして期待できる。



１．研究開始当初の背景 
細胞間相互作用は、ES 細胞や iPS 細胞をはじめとした幹細胞の分化誘導過程や胚の発生過程

から癌の転移、細胞性の免疫反応、膵ランゲルハンス島（膵島）からのインスリン分泌などの

様々な生体の反応において、重要な役割を担っている。しかしながら、この細胞間相互作用を

調べる研究は重要であるものの、解析する手法はいまだ確立されていないのが現状である。培

養ディッシュと種々の添加因子の組合せによる従来法の二次元培養法を用いたアプローチでは、

生体内での細胞間相互作用を模倣できないことが近年の研究で明らかにされている。生体内で

は、細胞同士の直接接触による情報交換、また、液性因子が関与する場合でもパラクリンにみ

られるように細胞の近傍に存在する細胞から分泌された因子により強い影響を受けていること

が知られている。つまり、細胞間相互作用は二次元平面上で起きるものではなく、３次元環境

の内で時々刻々と進行するものであり、細胞の空間的な制御も必要であると考えられる。 
 研究代表者である寺村が、これまでに行ってきた試みを紹介する。細胞同士の接着を仲介す

るジッパー状分子(DNA が結合したポリエチレングリコール結合脂質、DNA-PEG 脂質) を合成

し、これを用いて異なる細胞を配列した試みである。それぞれの細胞表面に相補配列の組み合

わせである polyA と polyT を有するジッパー状分子を導入する。これらの細胞を混合すること

で、二種類の細胞を物理的に接着させることができ、交互に配列できることが分かった。この

細胞接着手法を、様々な細胞同士の相互作用を引き起こす材料として利用できる可能性があっ

た。例えば、インスリン分泌能を有する膵ランゲルハンス島の細胞凝集体の表面と培養細胞を

用意し、polyA と polyT をそれぞれの表面に導入し、両者を混合する。導入された DNA 同士の

ハイブリダイゼーションにより膵島表面上に細胞が固定され、3 日後には膵島表面に接着して

いた細胞が伸展・増殖を行ない、固定した細胞による膵島のカプセル化が実現できた。ただ、

これは特定の培養細胞でのみ実現できた例であり、他の多くの細胞では成功していない。また、

マウスES細胞の胚様体と呼ばれる細胞凝集体の表面にフィーダー細胞を同様にして固定化し、

細胞間相互作用による ES 細胞の分化誘導を試みた。数日後には神経系への分化誘導の促進が

観察されたものの、期待した以上の分化誘導が見られず、細胞同士の相互作用が関与している

のかが不明のままであった。 
このように、同種のみならず異種細胞同士の物理的な細胞接着は実現できたものの、膵島や

胚様体表面と相互作用できる細胞が限定されており、全ての細胞が細胞同士で生物学的に相互

作用を引き起こす訳ではないことが示唆されていた。そこで、新しいジッパー状分子を創製し、

異種細胞界面で起きる細胞間相互作用を制御し、より詳細に細胞間相互作用を解析・理解でき

れば、これらの問題点を解決できるものと考えた。 
 
２．研究の目的 

細胞間相互作用は、発生から免疫反応あるいは癌の転移現象など、ほとんどの生命現象で重

要な役割を担う基本現象の一つである。本研究では、異種細胞同士間で起きる生物学的な細胞

間相互作用を調べる手法の確立が目的である。ここでは、両親媒性分子であるジッパー状分子

を合成し、異なる細胞同士を物理的に接着させ、様々な生物学的因子を利用して、選択的に相

互作用を誘導する。特に、正常細胞とガン細胞との細胞間相互作用の解析、あるいは膵ランゲ

ルハンス島（膵島）と機能性細胞との相互作用、細胞同士の融合などに取り組むことを目指し

た。ここで提案するジッパー状分子を用いて、異種細胞を接着させることにより、多岐にわた

る研究分野に大きなインパクトを与えることが期待できる。従来の細胞培養ディッシュ上で行

われてきた知見を生かすことができるため、本手法が確立できれば、新しい分野である「３次

元細胞間相互作用」を開拓することが可能になる。つまり、異種細胞同士間で生物学的な細胞

接着を引き起こすことができるジッパー状分子を開拓し、細胞間相互作用の新しい研究が展開

することが期待できる。 
 
３．研究の方法 

ポリエチレングリコール結合脂質（PEG 脂質）を基本骨格とした材料を、ジッパー状分子と
して使用し、PEG 鎖末端に接着分子を結合させて細胞表面修飾に利用した。ここでは、接着分
子（相補配列の DNA あるいは機能性のオリゴペプチド）が導入されたジッパー状分子の分子
設計を行い、細胞間相互作用を阻害せず、誘導できる分子構造を探索した。ここでは、 
(1) 正常細胞とガン細胞との細胞間相互作用の解析 
(2) 膵ランゲルハンス島（膵島）と機能性細胞との相互作用の解析 
(3) 膜融合を目指した膜透過性ペプチドのジッパー状分子の開発 
を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) 正常細胞とガン細胞との細胞間相互作用の解析 

ここでは、細胞同士の相互作用を調べるために、正常細胞とガン細胞に着目し、その細胞間相



互作用を調べた。ジッパー状分子として、 ssDNA-PEG脂質を用い、polyA20-PEG脂質と

polyT20-PEG脂質を用意する。まず、このジッパー状分子による細胞接着を詳細に調べた。ssDNA
鎖の末端に赤色と緑色で蛍光標識したpolyA20-PEG脂質とpolyT20-PEG脂質を用意する。これら

のPEG脂質で細胞をそれぞれ処理した後、2つの細胞を混合し、直ちに共焦点レーザー顕微鏡で

観察した。細胞同士が接着する直前、つまり2種類の細胞を混合した直後では、細胞膜がそれぞ

れ赤色と緑色蛍光で均一に標識されている。その後、細胞同士の接着に伴い、その接着界面にお

いて黄色の蛍光が観察された（図1(a)）。つまり、polyA20-PEG脂質とpolyT20-PEG脂質が細胞同

士の接着界面に自発的に集合する現象が見られた。さらに1時間後に細胞を観察したところ、接

着界面にのみ黄色の蛍光が観察され、他の細胞膜部分には赤色蛍光と緑色蛍光は観察されなかっ

た。つまり、細胞膜に導入されたpolyA20-PEG脂質とpolyT20-PEG脂質のほとんどが、細胞同士

の接着反応に使われていた。次に、蛍光標識のないpolyA20-PEG脂質とpolyT20-PEG脂質を用い

て、細胞同士の接着反応を調べた。ここでは、DNAに対するminor groove binderである

4',6-Diamidino-2-phenylindole（DAPI）を用いた。DAPI はssDNAとの反応は起こらないため、二

重らせん構造と反応した場合にのみ蛍光を発する。polyA20-PEG脂質とpolyT20-PEG脂質により

細胞同士を接着させた後、DAPIを添加すると、その接着界面にのみDAPI由来の蛍光が観察され

た。つまり、polyA20とpolyT20より形成されたDNAの二重らせん構造が細胞同士の接着界面に

存在していることを示している。また、この細胞同士の接着反応は、細胞表面に導入されたssDNA
の導入量に大きく依存する（図1(b)）。ここでは、細胞膜上のPEG脂質の導入量を一定にするた

めに、末端がメトキシ基のPEG脂質とssDNA-PEG脂質を混合し、細胞表面にssDNAを導入する。

これは、導入量によりPEG鎖のコンフォーメーションが変化して、細胞膜上でのssDNAの配置が

変化することを懸念したためである。ssDNAの導入量が小さい場合では、細胞同士の接着状態は

非常に弱く、小さい接着面で二つの細胞は接着している。しかしながら、ssDNAの導入量が大き

くなると、細胞同士の接着面は増大する。このことは、細胞表面に存在するssDNA量が細胞接着

を支配する因子であること示す。また、興味深いことは、ssDNAの導入量を大きくした場合でも、

細胞融合が起きないことであった。ssDNAによりリポソームを接着させた場合では、リポソーム

同士の融合が起きることが知られている。このことは、細胞膜には多くの膜タンパク質が発現し

ており、細胞膜が直接接触して、脂質分子の交換反応が起きないためと考えられた。細胞融合を

引き起こすためには、さらなる工夫が必要である。 
興味深いことに、細胞接着後の細胞間相互作用は、細胞の種類によって大きく異なる。浮遊

系の細胞同士を接着させた場合では、細胞間の相互作用は見られないため、6 時間経過した後

も、接着状態を保持したままである。他方、ガン化した上皮系細胞(MCF7、赤色)と正常の上皮

細胞(MCF10A, 緑色)を、DNA 結合 PEG 脂質を用いて接着させると、ガン化細胞が正常細胞を

取り込む現象が観察できる(図 2) 。これは、血管内を移動しているガン細胞が上皮系細胞へ転

移している現象を示唆するものであり、申請者が異なる細胞同士を接着させて、初めて明らか

にした現象である。このように、異種細胞同士の接着挙動を時空間的に解析できることは、本

研究の大きな特色である。細胞同士の接着界面に存在しているジッパー状分子が、細胞同士の

相互作用に影響を与えることが懸念されたが、DAPI による蛍光染色より、ジッパー状分子は、

細胞内へ取り込まれず、細胞外へ排出されることが分かった。従って、細胞間のレセプター同

士の相互作用を阻害する可能性は低いものと考察された。 
(a) 
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(2) 膵ランゲルハンス島（膵島）と機能性細胞との相互作用 

これまでの研究から、polyA20-PEG 脂質と polyT20-PEG 脂質などのジッパー状分子により膵

島表面に異種細胞を物理的に固定化することは可能であり、さらに、特定の培養細胞（HEK293）
ではあるが、固定化した細胞が膵島表面で接着、伸展し、増殖することで、膵島表面を被覆す

ることが可能になる。HEK293 細胞では膵島表面を被覆できたものの、他の細胞では、物理的

に固定化することは可能であるものの、培養するにつれ、細胞は接着・ 伸展せず、膵島表面か

図 1 ssDNA-PEG 脂質による細胞接着 
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図 2 ガン化細胞(赤, MCF7)と正常細

胞(緑, MCF10A)との細胞間相互作用 
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ら脱落することが分かっている。ここでは、固定した細胞に対して生物学的な刺激を入れるこ

とで、膵島表面上で細胞接着を誘導することを試みた。膵島表面に、RGD やカドヘリン結合ペ

プチドもあらかじめ共に固定し、細胞接着を誘導することで膵島表面に伸展させ、生物学的に

接着させる試みである。RGD、カドヘリン結合ペプチドなどの固定化は、PEG 脂質を利用する

ことで、膵島表面に容易に導入できる。まず、分かったことは、RGD やカドヘリン結合ペプチ

ドの固定化を膵島表面に固定しただけでは、細胞を膵島表面上に固定化することは不可能であ

った。これは、細胞のインテグリンと RGD・カドヘリン結合ペプチドとの相互作用が遅く、細

胞同士の相互作用を実現するまでに、膵島表面から剥離してしまうためと考えられた。そこで、

polyA20-PEG 脂質と polyT20-PEG 脂質のジッパー状分子を共修飾したところ、膵島表面上に、

細胞を固定することができ、さらに RGD やカドヘリン結合ペプチドも同時に固定化すること

に成功した（図 3）。このジッパー状分子の組み合わせを用いて、膵島表面に異種細胞である血

管内皮細胞、線維芽細胞などの様々細胞との３次元複合化に成功した。蛍光標識した細胞を用

いて観察したところ、RGD を固定化した場合では、膵島表面に固定化された細胞は膵島内部へ

移動している様子が観察された。RGD を固定化しない場合とは大きく異なる現象であり、固定

化された細胞への細胞接着シグナルの影響が示唆された。このように、人工的に導入した分子

を利用して細胞間相互作用を誘導することで、細胞の接着を引き起こすことに成功した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 膜融合を目指した膜透過性ペプチドのジッパー状分子の開発 
 次に、細胞同士の融合を引き起こすことを目指して、膜透過ペプチド（CPP）の利用を思い

ついた。CPP を有するジッパー状分子で細胞表面を修飾することで、細胞膜同士が容易に相互

作用しやすくなることを期待したためである。ここで使用した CPP は、Tat や R8 など既に報告

されているものである。また、コントロールのペプチドとして、RGD や RDG、REDV ペプチ

ドを結合させた。短鎖ペプチドの N 末端あるいは C 末端にはシステインを導入し、PEG 鎖の

末端がマレイミド基を有する PEG 脂質に結合させた。ここで使用した PEG 鎖の分子量は、1, 5, 
20, 40kDa である。まず、浮遊系細胞である CCRF-CEM 同士の細胞融合を試みようと、Tat-PEG
脂質で細胞を表面修飾して観察した。いずれの分子量の Tat-PEG 脂質を用いた場合も、細胞同

士の融合は見られず、また細胞―細胞同士の相互作用も見られなかった。ただ、興味深いこと

に、分子量が 20, 40kDa の Tat-PEG 脂質で修飾した浮遊系細胞の CCRF-CEM が、基板へ接着す

る現象が観察された。当初の目的である細胞融合は引き起こさなかったものの、Tat-PEG 脂質

による細胞接着の誘導が見られたため、この新規物質について、詳細に調べることとした。ま

ず、処理した細胞を、組織培養用ポリスチレンプレート（TCPS）と未処理のスライドガラス上

に播種し、顕微鏡にて観察した。Tat（FITC 標識）を CCRF-CEM へ添加すると、膜透過性ペプ

チドであるため、細胞内部へ拡散する様子が見られ、時間の経過と共に、細胞外へ拡散して細

胞内部から完全に消失する。一方、Tat-PEG 脂質(FITC 標識 Tat)を用いると、細胞膜部分にのみ

蛍光が見られ、Tat ペプチドが PEG 脂質により細胞膜上に導入されていることが分かる。この

現象は、PEG 鎖の分子量 5k と 40k の場合において同様に見られ、反応直後では大きな違いが

見られなかった。しかしながら、時間の経過とともに、細胞の挙動は大きく異なった。分子量

5kのTat-PEG脂質(5k)で処理したCCRF-CEMでは、細胞同士の凝集がわずかに見られたものの、

多くの細胞では浮遊状態を維持していた。他方、分子量 40k の Tat-PEG 脂質(40k)で処理した場

合には、細胞が大きく伸展しながら、基板上へ強く接着した。この接着現象を詳細に調べるた

めに、PEG 鎖分子量の異なる Tat-PEG 脂質(1k, 5k, 20k, 40kDa)を用意し、細胞接着挙動の比較を

RGD��
����	��

0 day

1 day

2 day


����������
����	��

2 day

図 3 膵島表面に固定化された細胞の挙動解析。膵島表面には、

RGD あるいはカドヘリン結合ペプチドを導入。細胞と膵島の細胞接着

には、polyA20-PEG 脂質と polyT20-PEG 脂質を利用した。 



行った（図４）。PEG 鎖分子量 1k と 5k の場合では、細胞の浮遊状態が維持されており、細胞

が接着することは無かった。他方、分子量 20k と 40k では細胞の接着が見られ、いずれの場合

においても、細胞の伸展に伴う強い細胞接着が観察された。PEG 鎖分子量を 5k から 20k へと

増大させることで、細胞接着が引き起こされたことが分かる。また、この Tat-PEG 脂質による

細胞接着は、ヒト赤血球、初代 T 細胞、B 細胞でも同様に観察された現象あった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、Tat ペプチド以外のペプチドを PEG
鎖末端へ結合させて、同様の実験を行った（図

５）。コントロールのペプチドである RGD や

RDG、REDV などでは、PEG 鎖の分子量に依

らず細胞接着はみられない。また、R4 や GPI
ペプチドはカチオン性ペプチドであるにも関

わらず、PEG 鎖分子量 20k と 40k を用いた場

合でも、予想に反して細胞が接着することは

無かった。他方、興味深いことは、他の CPP
である K8、R12、R16、HIV-1 Rev、HTLV-II Rex
ペプチドを PEG 鎖分子量 20k と 40k の PEG
脂質に結合させた場合には、CCRF-CEM の接

着が認められたことである。これらのペプチ

ドはカチオン性であり、細胞膜透過性 CPP に 
分類される。このことから、カチオン性と膜透過性を有する CPP を利用した場合にのみ、細胞

の接着が引き起こされることが示された。PEG 脂質末端に固定化された CPP は、その特性から

細胞膜をシャトルの様に自由に透過していることが推察される。つまり、カチオン性ではある

ものの、細胞膜との相互作用はほとんどなく、細胞膜上でフリーに存在していることになる。

ただ、負電荷のガラスやプラスチック表面に接触すると、CPP が基板表面と静電相互作用して、

CPP が細胞と基板との界面に固定される。ここで、CPP と基板表面との静電相互作用は不可逆

であり、また、多点で相互作用するために強い細胞接着が起きたものと考えられた。接着した

細胞が大きく伸展していた理由は、時間の経過と共に CPP と基板との相互作用が増加したため

に、細胞と基板との接着界面が増加したものと推察される。また、PEG 鎖によるスペーサー効

果は重要であり、分子量 20k 以上の PEG 脂質に CPP を結合することで、周囲を取り囲む膜タ

ンパク質よりも高い位置へ CPP を配置できたために、基板表面と静電相互作用ができた。一方

で、膜透過性が無く、カチオン性である R4 や GPI ペプチドでは、細胞接着が引き起されなか

った。この理由については、R4 や GPI ペプチド自体が負電荷の細胞膜と強い相互作用したこ

とが原因と考えられる。細胞膜へ導入された R4 や GPI ペプチドでは細胞膜との強い結合によ

り固定され、フリーな状態でペプチドが存在せず、基板表面との静電相互作用が起こらない。

そのために、細胞接着が見られなかったものと考察された。ここで示した結果は、TCPS とガ

ラス表面の結果であるが、酸素プラズマ処理を施さないポリスチレンディッシュ上でも、細胞

の接着が誘導できることは確認している。 
このように、ジッパー状分子の探索から、新しい細胞表面修飾剤の発見に繋がり、今後新し

い展開が期待できる。 
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