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研究成果の概要（和文）：本研究では、ナノファイバーと細胞の強い相互作用を利用した遺伝子導入用のツール
の開発を試みると共に、ファイバーの1次元の連続性と細胞の走化性を利用した遺伝子導入法の開発を試みた。
FBSを走化性因子した流路を構築し、単繊維上での遺伝子導入を、GFP-Hela細胞に対して、GFP‐siRNAを導入す
るモデルでGFPの消光を指標として遺伝子導入状況を評価するシステムを構築した。現時点では、細胞の繊維上
への進展とGFPの消光が確認されているが、一部細胞死も認められ、当初の目論見の高効率に遺伝子導入の順番
を制御できるツールを完成することはできていない。今後、更なる検討を進めてゆく所存である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to develop the new transfection device based on the 
nanofiber-cell strong interaction and using the 1D continuity of fiber and chemotaxis of the cell. 
Flow chamber system utilized FBS as chemotactic factor was developed. Using the above system, gene 
introduction to GFP-Hela cell on a filament was evaluated  by analyzing the quenching of GFP by 
using GFP-siRNA as transgene. In the current status, cell spreading on the filamental substrate and 
quenching of the GFP were observed, but, apotosis was also observed, targeted high efficiency system
 is not developed yet. We will push forward further examination in future.    

研究分野： 生体材料学

キーワード： 単繊維　新規遺伝子導入ツール　流路　細胞走化性
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

既存の遺伝子導入技術としては、ウイルス
ベクターを用いた高効率の遺伝子導入法が
あるが、ウイルスによる重大な副作用（患者
の死亡や病気への感染）が報告され、非ウイ
ルスベクターを持いた方法が注目されてい
る。エレクトロポレーシス、遺伝子銃、リバ
ーストランスフェクション法を用いたチッ
プなどを利用した物理的な遺伝子導入法や、
PEG やリポフェクタミンなどへターゲット遺
伝子を包摂したベシクルを細胞と接触させ
て細胞内へ送達するシステムや、PEI などと
遺伝子とポリオンコンプレックスを形成さ
せ粒子化するとともにポリマーの持つチャ
ージを利用して細胞膜透過性を上げて細胞
内へ遺伝子導入を行う化学的なアプローチ
などが定法として行われている。これらは、
遺伝子導入の効率が低い、遺伝子が細胞内小
胞であるエンドソームへトラップされてし
まうなどの問題を抱えており、効率的に核内
へ導入する新規手法の開発が望まれている。
現在は、デンドロンなどのプロトンスポンジ
効果を利用したエンドソームからの離脱を
ターゲットとした分子設計を施されたキャ
リアなど新規非ウイルスベクターの開発が
盛んに行われ、更なる改良が進んでいる。本
研究では、種々のメリットのある MIT 

Sabatini や産総研三宅らにより開発された
リバーストランスフェクション法に注目し
てナノファイバーを用いた新たなトランス
フェクション法の開発を企図している。これ
まで我々は、ナノファイバーモノフィラメン
ト上に接着した細胞は極度に進展し、細胞を
串刺しにしたような状態をとることを明ら
かにしており、この事実は、ナノファイバー
が細胞核に近接できるような状況を作り出
すことができることを示している。提案者は、
この状態が細胞内への物質の導入及び細胞
核への物質移行にとって有利に働くのでは
ないかと考え、本提案に至ったわけである。 
 

２．研究の目的 

iPS 細胞作製などをはじめ新規治療における
遺伝子導入技術は重要性を増すばかりであ
るが、未だ完全に制御された信頼性の高い技
術が構築されたわけではなく、更なる革新が
求められる段階である。本提案では、ナノフ
ァイバーと細胞の強い相互作用を利用した
新規な遺伝子導入用のツールの開発を試み
るとともに、ナノサイズのファイバーが持つ
1 次元の連続性と細胞の走化性を利用した遺
伝子の選択的逐次導入法の開発を試みる。こ
の方法を用いた時の遺伝子導入効率などを
既存技術と比較することで有効性を検証す
るとともに、有効性が確認された場合は、さ
らに、複数遺伝子の導入の際の遺伝子導入順
が、導入結果に及ぼす影響などを検討するこ
とで信頼性の高い遺伝子導入法の開発に資
する基礎的知見を得ることを目的とする。 

 

３． 研究の方法 

【１】 流路デバイスの構築 
まず初めに、単繊維基板をツールとした細胞
内への新規物質導入法の探索に関する研究
を行うため、ツールとなる流路デバイスの設
計と試作を繰り返し行った。図１に示した３
D プリンターを用いてデバイスの構築を試み
たが、造形制度が不十分なために、流路デバ
イスとして初期設計を満足できるような流
路デバイスの構築には至らなかった。そこで、
市販品のセパラブル培養皿に改良を加え、図
２に示したような単繊維を固定できる流路
ツールを作製した。流路としての役割を果た
すかを検証するため、デュアルペリスタリッ
クポンプを用いて流路内への培養液の送液、
廃液の制御条件と細胞の走化性を制御する
ための血清の滴下条件などの検討を進めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 ３Dプリンター流路試作 

 

 

図 2 遺伝子導入用流路デバイス 



まず、FBS によって濃度勾配をつけた培養チ
ャンバーにおいて、Hela-GFP を無血清培地で
培養し、細胞の動きがあるかどうかを検証し

た。 
【細胞播種条件】 
細胞：Hela-GFP 細胞数：5x103 cells/well 
培地：血清入り培地 DMEM (4500 mg
グルコース), PC/SM(1%), FBS(10%), ブラス
トサイジン塩酸塩（終濃度 10 g/ml） 
無血清培地: 上記の①血清入り培地から
FBS(10%)のみを除いた組成。 
【実験概要】 
Hela-GFP をスライドチャンバーで 48 時間培
養後、無血清培地に交換し、培養を開始、24
時間血清滴下しながら、培養を行った。 
具体的な手順は、上記（図３参照）チャンバ
ースライドの１番５番に、①血清入り培地に
懸濁した細胞播種（FBS+）。48 時間培養した。
移動性の評価は、図３に示したセットを組み
上げ行った。 
【２】遺伝子を導入する場としてのナノ繊維
足場の作製 
細胞を自走させ、導入する遺伝子を保持する
ための単繊維足場の作製のための電界紡糸
条件の検討を行った。まずモデル材料として
100mg/ml の PGA/HFIP 溶液を用いた。紡糸条
件は、送液スピード：0.3ml/hr、印加電圧：
１６kv、電極間距離：8 ㎝とした。その上で
細胞の接着制御を試みたが、再現性に乏しく、
制御が難しい状況であった。そのため、ナノ
ファイバーのマルチフィラメントからなる
単繊維を用いることとし作成法を模索した。 

【３】遺伝子不導入実験 

モデル実験として、GFP-Hela細胞に対してＧ
ＦＰに対するsi-RNAを導入することで、ＧＦ
Ｐの消光を指標として遺伝子の導入状況を
評価する系を用いることとした。実験は、以
下の操作手順で進めた。基材はＰＧＡの配向
ファイバーとした。また、実験には以下のも
のを使用した。培養容器：48-well plateに
ガラスリング(オートクレーブ済み)を置い
たもの（トルエン耐性ＰＥＴシートが浮かな
いように）、細胞：Hela-GFP（Passage-6）、
培地：DMEM（4500mg glucose）, PC/SM(2%), 
FBS(10%), ブラストサイジン塩酸塩（終濃度 
10 g/ml）、細胞播種数：4000 cells/well
←通常48-well plateの実験では、10000 
cells/wellで播種、Si導入をおこなった。 
４．研究成果 
【１】流路デバイスの構築 
蛍光顕微鏡を用いて、GFP－Hela 細胞の移動
距離を各ユニット内に移動した細胞数をカ
ウントすることで評価した結果を以下に示
した。 
図５に示したように、血清の濃度勾配がある
レーンにおいては、細胞の移動は観察される
のに対して、血清の濃度勾配がないレーンに
おいては、細胞は最初に播種された位置から
大きく移動することはなく、血清の濃度勾配
により細胞の走化性が誘導できる可能性を
示唆する結果が得られた。 
【２】遺伝子を導入する場としてのナノ繊維
足場の作製 

 

図 3 流路システム概要 
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図 4  流路内の細胞移動評価 



ディスクタイプのコレクター上への紡糸を
行い繊維を回収する手法（コレクターディス
ク回転数：3000rpm）を開発し、直径60ミク
ロン程度のマルチフィラメントの単繊維を
回収することが可能であった。作製したマル

チフィラメントの短繊維の電子顕微鏡写真 
を図 5 に示した。 
ここで回収された単繊維の構成ユニットで
あるフィラメントの直径は 300ナノメートル
から 1.3マイクロメートルとかなりの分布を
もっていたが、高度に繊維方向に配向した構
造をもとことが分かった。また、この単繊維
は、上記で試作した流路デバイスへ組み込む
ことも可能であった。 

細胞としては、血管内皮細胞とGFP-Helaを検
討対象とした。PGAマルチフィラメント上に
細胞の付着が認められたが、細胞のマルチフ
ィラメント内への潜り込み等が観察され、こ 

れらの影響で細胞の顕著な移動は観察され
なかった。そのため、高分子素材をPGAから
細胞接着性が比較的弱い絹フィブロインを
用いて検討を行った。比較試験として行った
疎なフィブロインナノファイバーへの細胞
接着試験では、疎なナノファイバー上でファ
イバーに沿った形で特にGFP-Hela細胞の進
展が観察された。  細胞-基材相互作用が比
較的弱いことは、細胞の走化性は有利に働く
と考え、フィブロインナノファイバーからな
るマルチフィラメント単繊維を作製して細
胞の接着、移動に関して検討した。初期的に
細胞は付着するが、培養を続けると細胞は、
フィブロインマルチファイバー上から離脱
してしまいデバイス化に向けては更なる工
夫、改良が必要な状況にあった。そこで、単
線を配置する流路のガラス表面をＰＥＧ化
処理をすることで、単繊維上からの細胞離脱
が抑制されるものと考え、処理を行った。 

ＰＥＧ化処理は、流路上のガラス基板をまず 
シランカップリング剤で処理を行い、その後、
ＰＥＧ誘導体を固定化することで行った。Ｐ
ＥＧ処理の結果、図 6に示すように、処理に
より接触角の低下が認められ親水化処理に
り細胞接着抑制表面が形成された。 
実際に単繊維上に GFP-Hela 細胞を播種し、
その後ＰＥＧ化処理流路上に配置して細胞
の這い出し抑制効果を検証したところ（図 7 
参照）、24 時間培養したのちもＰＥＧ化基材
表面への細胞接着はほとんど観察されず、単
繊維上に細胞がとどまっている結果が得ら
れた。しかしながら、細胞とマルチフィラメ
ント単繊維の相互作用が強いためか、細胞が
繊維内に潜り込み、蛍光観察による細胞の確
認が難しい状況となった。マルチフィラメン
トの単繊維ファーバーを細胞キャリアとし
た場合、ファイバー内に細胞が潜り込み、細
胞移動の観察が行いにくいことが判明して
たため、マルチフィラメントの単繊維よりは、
PEG 化した基材の上に形成する配向性を持っ
た疎なファイバーシートの方が有効性が高
いと考えられた。そこで、遺伝子導入を行う
システムには、ナノ繊維をＰＥＧ化した基盤
上に配向させた基材とした。 
 

 

図 5 マルチフィラメント単繊維の電

子顕微鏡写真 

 

図 6 ＰＥＧ化表面の接触角 
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【３】遺伝子不導入実験 
GFP－Hela細胞のGFP2-siRAN導入によるGFP
による蛍光の消光は、24時間、48時間目まで
は確認されるが、72時間目においては、細胞
の増殖などの影響を受けて評価が難しくな
るため（図8、図9参照）、GFP2-siRN導入後
48時間目で評価を行うこととした。 
図10には、GFP2-siRNA導入後48時間後のGFP
蛍光陽性細胞の割合をしめした。 
この結果から、ファイバー表面上に接着した
細胞においても遺伝子導入が起こることが
確認されたが、それは、通常の細胞培養基材
表面と優位な差はなかった。通常トランスス
フェクションとリバーストランスフェクシ
ョンの手法の比較においては、今回の条件で
は優位な差はないものの、いずれの場合も消
光している細胞の割合が多い蛍光があり、条
件を整えることでより効率的な遺伝子導入
法として利用できる可能性を示した。また、
ナノファイバー上では、細胞が大きく変形し、
細胞膜から核までの距離が通常より近接し
た状態をとり、核への物質移行が有利な状態
になっている可能性は共焦点レーザー顕微
鏡の観察等で確認出来た。 
上記【１】【２】【３】で進めてきたシステム
パーツを組み合わせて、細胞自走性の遺伝子
導入デバイスとしての可能性を評価した 
が、細胞の十分な走化性が得られるレベルま 
 
 

で技術を成熟させるには至らなかった。現在
も、遺伝子導入効率を上げるための材料の工
夫として、パッションフルール様構造を持つ
コアシェル型ナノ粒子（内部にポリエチレン
イミンと GFP ターゲットの siRNA を内包し
シェルがシリカで構成されるナノ粒子）とポ
リグリコール酸（PGA）のナノファイバーの
コンポジットを作製し、GFP-Hela 細胞の進
展、移動及び GFP の消光に関して評価を行
っている。 現時点では、細胞の初期的なフ
ァイバー上への進展と GFP の消光が確認さ
れているが、併せて細胞毒性のための細胞死
も認められ、残念ながら当初の目論見の高効
率に遺伝子導入の順番を制御できるツール
を完成することはできていない。今後、更な
る検討を進めてゆく所存である。 
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図 9 GFP2-siRNA 導入 72 時間後 
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