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研究成果の概要（和文）：PC12細胞は、神経成長因子 (NGF) に反応して、交感神経細胞様に分化する。このた
め、神経細胞分化のモデルとして広く使用されている。NGF固定化多角体をコラーゲンコートしたカバーガラス
にスポットし、その上でPC12細胞を培養した所、PC12細胞は多角体スポット周縁部に沿って軸索状の突起を伸ば
し、整列することが分かった。NGF多角体スポット周辺には、可溶性のNGFではなしえなかったPC12細胞を分化と
整列に導くNGFの濃度勾配が形成されていた。本研究により、多角体を用いることで、サイトカインが保持され
分泌される生体内の微小環境、つまり細胞外マトリックスを模倣することが出来ると示唆された。

研究成果の概要（英文）：PC12 cells have been widely used as a model for neural differentiation. When
 PC12 cells are cultured in a medium containing nerve growth factor (NGF), neuronal differentiation 
is known to be induced. NGF-encapsulated polyhedra were spotted onto a collagen-coated cover slip 
and PC12 cells were seeded and cultured for 5 days without medium exchange. Then, interestingly, 
alignment of PC12cells along the periphery of the polyhedron spot field was observed. Also, axons 
were extended from PC12 cells and each cell was connected via the extended axons. These phenomena 
were not seen with a commercially supplied soluble NGF and normal polyhedra. The alignment of PC12 
cells was suggested to be induced by a gradient of NGF concentration from a spot of NGF-encapsulated
 polyhedra. This study suggested that NGF-encapsulated polyhedra mimic the extracellular matrix in 
which NGF are retained and secreted and finally contribute to nerve regeneration.

研究分野： 組織工学、タンパク質工学
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１．研究開始当初の背景 
 未分化の細胞が増殖し、それぞれの機能を
持った細胞に分化していく過程はまさに連
続した生命現象である。現状では、細胞の増
殖・分化制御において 1 段階毎に試験管内で
再現することはできる。しかし、それらを 1
つの容器内で連続して行うためには細胞の
増殖や分化に必要な各種細胞増殖因子や細
胞内の様々な反応を制御する酵素などのタ
ンパク質分子の放出や活性制御を時間的、空
間的にコントロールできるこれまでにはな
い新規な徐放剤・固定化剤の開発が必要であ
る。多角体と呼ばれる昆虫ウイルスが作るタ
ンパク質微結晶は、生体内で形成される結晶
（in vivo クリスタル）であり、その溶解性や
あらたな空間の導入によって、複数種類の細
胞増殖因子や酵素などのタンパク質を 1個の
プロテインモジュールに固定化できると考
えた。 
 
２．研究の目的 
１）in vivo クリスタルエンジニアリング：プ
ロテインモジュールの崩壊（徐放性）を意の
ままに制御し、なおかつソフトな細胞表面に
相互作用しやすく、ナノスケールの分子設計
からメゾスケールで機能を発揮し、マイクロ
スケールないしはそれ以上の範囲で物質の
リリースをコントロールできる全く新規な
細胞増殖因子徐放剤の開発と様々な酵素の
固定化方法の確立とその安定化の飛躍的な
向上を目指す。このために、プロテインモジ
ュールからの細胞増殖因子の徐放速度の調
節、複数種類の細胞増殖因子を固定化したプ
ロテインモジュールの開発とその細胞増殖
因子の差次的徐放化の実現を行う。 
２）神経ネットワークの構築：神経細胞増殖
因子（NGF）を固定化した多角体を用いるこ
とで、NGF により交感神経細胞様に分化す
るモデル細胞である PC12 細胞を一列に並
べることができるという知見を得ている。こ
のNGF を固定化したプロテインモジュール
を用いてニ次元レベルでの神経回路の構築
を目指す。 
３）プロテインモジュールによる単一細胞の
増殖・分化制御：プロテインモジュールが動
物細胞よりもはるかにサイズが小さいため、
単一細胞に対してシグナルを与えることが
できるという特徴を有している。そこで、一
つの細胞に対して複数種類のプロテインモ
ジュールを与え、例えば増殖と分化のシグナ
ルを同時に入れた場合にその細胞はどのよ
うな挙動を示すかなど、従来の細胞と液相に
添加した増殖因子の実験系では観察できな
い新たな細胞生物学の現象を解析する。 
 
３．研究の方法 

１）徐放機能の制御 
多角体は昆虫の消化管の中の高い pH 条件
（>pH10）で溶解するが、これは多角体のＸ
線結晶解析の結果から、多角体タンパク質で
あるポリヘドリンのN末にあるαへリックス
（H1）と分子内にあるチロシンクラスター間
での相互作用がポリヘドリン分子間で生じ
ることによるものであることがわかった。こ
れまでの結果から、チロシンクラスター内の
チロシン残基に変異を入れた場合、ほとんど
多角体を形成しなくなるのに対して、H1 内
のアミノ酸配列の一部を改変することで、多
角体を pH8.5 で溶解することができるよう
になった。この H1 内あるいはその周辺のア
ミノ酸配列を改変することで多角体の pH に
よる溶解条件をさらに変化させる。 
２）多層構造プロテインモジュールの作製上
記の溶解性の異なるポリヘドリンを用いた
多層構造多角体の作製に加えて、固定化する
タンパク質の発現時期を変えることで、多角
体の内層と外層に別のタンパク質を固定化
する方法についても検討する。具体的には、
ポリヘドリンの発現の 20 時間前から 0 時間
（この場合、固定化するタンパク質とポリヘ
ドリンの発現時期は同じ）の範囲で、ポリヘ
ドリンと固定化するタンパク質の発現を行
い、タンパク質が多角体にどのように固定化
されるかを観察する。 
４．研究成果 
１）多角体タンパク質への変異の導入と多角
体の溶解性の変化 
野生型（WT）の多角体では pH9.5 以上で溶
解するのに対して、多角体タンパク質の N 末
から 13 番目のアルギニン残基をアラニン
（R13A）もしくはリジン（R13K）に置換す
ることで、pH8.5から溶解するようになった。
この溶解性が変化した仕組みをX線結晶解析
で明らかにした。次に WT 多角体、R13A 多
角体、R13K多角体にEGFPを内包化した後、
pH と EGFP の放出を調べたところ、WT 多
角体では pH9 から 9.5 の所から EGFP の放
出が見られたのに対して、R12A 多角体と
R13K 多角体では pH8 から 8.5 の所から
EGFP の放出が見られた。 
２）NGF 多角体による神経細胞の整列化 
PC12 細胞は、神経成長因子 (NGF) に反応
して増殖を停止し、神経突起を伸長させ、形
態学的、また機能的に交感神経細胞様に分化
する。このため、神経細胞における分化機構
の解明や NGF の作用機構解明など、神経細
胞のモデルとして広く使用されている。一方、
生体内における NGF の反応は非常に微小な
環境でおこる現象であり、培養条件下でそれ
を再現することは困難であった。そこで、カ
イコサイポウイルスが作り出す多角体とい
う、高い安定性を持ったタンパク質微結晶に



着目した。この多角体に NGF のような液性
因子を固定化することで、長時間、一定の濃
度で局所的に細胞に供給することが出来れ
ば、生体内の微小な環境でおこる NGF の反
応を培養条件下で模倣し、PC12 細胞を取り
巻く微小環境と神経細胞への分化を制御で
きるのではないかと考えた。 

NGF 固定化多角体をコラーゲンコートし
たカバーガラスにスポットし、その上でPC12
細胞を培養した。すると、興味深いことに、
PC12 細胞は多角体スポット周縁部に沿って
軸索状の突起を伸ばし、互いに手をつなぐ様
に付着し合い整列することが分かった。これ
は可溶性の NGF では見られなかった現象で
ある。本研究では、NGF 固定化多角体を用い
て、培養条件下で生体内の微小環境、すなわ
ち細胞外マトリックスを模倣し、PC12 細胞
の配列の空間制御を行い、方向性を持った神
経分化を促すことで、神経再生や神経ネット
ワーク構築を目指した。この整列化したPC12
細胞において Neurofilament の発現が顕著に
確認された。Tau protein はそれに比べると発
現が弱かった。対照区として空多角体をスポ
ットし、同様に培養した PC12 細胞ではどち
らも検出されなかった。さらに、伸長した軸
索の先端に見られる growthcone あるいは
varicone 様の突起先端部でアクチン重合が起
こっていることがわかった。また、GAP-43
の発現を確認できた。GAP-43 の発現は、異
なる細胞から伸長した片方の突起先端部で強
かった。 
３）PC12 細胞の整列と分化の仕組み、軸索
突起先端部間での連結部分の観察 
ImageJ で多角体スポットエリアから整列し
たPC12細胞までのEGFPの蛍光輝度値を測
ったところ、多角体スポットの中心部から整
列した細胞の外側に向かって、濃度勾配が形
成されていることが分かった。また、軸索突
起連結部分には突起先端から多数の微小な
糸状構造物を伸ばして、互いに握手するよう
に接触したり、樹状突起様の構造物と繋がっ
ているように観察された。さらに、神経ネッ
トワークが形成されているか調べたところ、
微量ながら Synaptophysin の発現を確認す
ることが出来た。また、Connexin36 の発現
が確認されたことから、ギャップ結合の形成
が確認された。 
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