
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３５３０２

若手研究(B)

2016～2015

自己組織化による生きた細胞立体構造物“セルカプセル”の開発と心筋再生治療への応用

Development of core-shell cell structure called CELL CAPSULE for myocardial 
tissue regeneration by using cell self-organization inducible surfaces

６０６１１４８１研究者番号：

岩井　良輔（IWAI, Ryosuke）

岡山理科大学・付置研究所・講師

研究期間：

１５Ｋ２１６９３

平成 年 月 日現在２９   ６ ２２

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、我々が開発した細胞の自己組織化を誘導する培養皿に細胞を播種するだ
けで異なる種類の細胞が核と被膜（コアシェル構造）を持って棲み分けられた細胞凝集塊を“セルカプセル”と
して作製することに成功した。セルカプセルを実験動物の体内（腹部大動脈表面）に移植すると良好に生着し
て、3週間後には核細胞が被膜細胞から侵出して組織を再構築し得ることが分かった。核細胞として心筋細胞
を、被膜細胞として心筋保護作用や抗炎部位への遊走能力のある間葉系幹細胞を用いた心筋/間葉系幹細胞のセ
ルカプセルの心筋梗塞部位への移植による能動的かつ高効率な心筋再生が期待される。

研究成果の概要（英文）：We have successfully prepared a novel cell aggregated construct having 
core-shell structure as we called “CELL CAPSULE” that contains therapeutic cells as core cells and
 support cells as shell cells by using our developed cell self-organization inducible culture 
surfaces. The core cells of CELL CAPSULE could reconstruct tissues within 3 weeks after their 
transplantation for outer surface of rat aorta. It is expected that aggressive regeneration of 
myocardial tissues could be achieved by the transplantation of CELL CAPSULE composed of 
cardiomyocytes as core cells and mesenchymal stem cells having anti-inflammatory and homing 
potential as shell cells.

研究分野： 細胞工学

キーワード： 自己組織化　スフェロイド　再生医療　細胞工学　DDS
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１．研究開始当初の背景 
心筋再生治療のための細胞の移植形態と

して細胞の懸濁液を患部心筋に注入する方
法が簡便であるが、注入細胞の大半が周囲組
織へ拡散するため患部への生着率が低く心
筋を実質的に補填するような高い再生効果
は得られていない。一方で、我々は『細胞の
自己組織化を誘導する表面コーティング剤
（CAT）』を開発した。例えば、CATをコー
トした培養皿に細胞を播種すると、細胞は一
度 CAT のコーティング表面に接着、伸展し
て細胞単層（細胞シート）を形成した後に表
面から自然と剥離して一体凝集化（自己組織
化）することにより播種細胞の全てからなる
単一の細胞凝集塊（スフェロイド）がわずか
10時間程度の培養で得られた。 
ここで、細胞の自己組織化によるスフェロ

イド形成を生じる前の細胞シートの上に、予
め作製しておいたスフェロイドを添加すれ
ば、自己組織化により細胞シートによりスフ
ェロイドが内包された核と被膜からなるコ
アシェル構造を有する球体細胞組織体、言わ
ば“セルカプセル“が作製できると考えた。間
葉系幹細胞（MSC）のような心筋梗塞部位へ
の集積（ホーミング）能や心筋細胞への分化
能を有していることが知られている細胞と
心筋細胞から構成される心筋/MSC カプセル
が作製できれば、それらの移植により MSC
被膜によるセルカプセルの心筋梗塞部位へ
の能動的な集積と心筋細胞核による心筋の
確実な置換により高い心筋再生効果が期待
できると考えた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1	 セルカプセルの作製法と心筋再生治療
への応用コンセプト 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、細胞の自己集合化誘導剤であ
る CAT を用いて、心筋細胞や MSC などの
異種の細胞がコアシェル構造を持って棲み
分けられた細胞構造体“セルカプセル”を作
製し、動物実験によりそれらの体内動態を調
べることで、心筋再生治療への応用可能性を
示すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）セルカプセルの作製 
	 我々がすでに開発している細胞の自己集
合化誘導剤 CAT を用いて、心筋スフェロイ
ドを作製するとともに、それらを被覆化する
MSC シートの作製を行う。心筋スフェロイ
ドと MSC シートを組み合わせることにより、
コアシェル構造を有する細胞構造体“セルカ

プセル”を作製する。 
 
① 心筋および心筋/MSC 混合スフェロイド
の作製 

CAT をコーティングした組織培養用の 24
穴プレートに Lewis 系の新生ラットの心室
部から分離した心筋細胞、または心筋細胞と
緑色蛍光タンパク質（GFP）組み換え Lewis
系ラットの皮下脂肪より分離した MSC の混
合懸濁液を2.0×105 cells/cm2以上の密度で播
種し、DMEM 基礎培地に 10%のウシ胎児血
清を加えた培養液（増殖培地）を用いて 37℃、
5%CO2雰囲気下にて培養した。 

 
②	 スフェロイド被覆化構造体の作製 

CAT とフィブロネクチン（FN）の混合液
（FN濃度:40〜160 ng/µL）を培養皿表面に
コーティングすることで自己組織化表面を
作製した。この上にMSCを4.0×105 cells/cm2

の密度で播種し、増殖培地を用いて 37℃、
5%CO2雰囲気下にて培養した。 
 
③	 セルカプセルの作製 

CAT とフィブロネクチン（FN）の混合液
（FN濃度: 80〜160 ng/µL）を培養皿表面に
コーティングすることで自己組織化表面を
作製した。この上にMSCを4.0×105 cells/cm2

の密度で播種し、約 3時間後に MSCがコン
フルエントの MSC シートを形成したことを
確認した後、予め作製しておいた MSC や心
筋のスフェロイドを MSC シートの上に静置
し、増殖培地を用いて 37℃、5%CO2雰囲気
下にて培養した。 
 
（2）セルカプセルの in vivo動態評価 
 赤色蛍光色素でラベリングした Lewis 系ラ
ット皮下脂肪由来のMSCを核細胞、GFPで
組み替え Lewis 系ラットの皮下脂肪由来の
MSC を被膜細胞として作製した MSC/MSC
カプセルを Lewis 系ラットの腹部大動脈の
外膜表面に貼付し、1～3週間後に摘出し組織
学分析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）セルカプセルの作製 
①	 心筋スフェロイドの作製 
	 CAT をコーティングした自己組織化表面
に心筋細胞を播種すると、1 時間以内に細胞
は接着、伸展してコンフルエントの細胞シー
トを形成した後、約 30 時間後に自己組織化
することで、単一の心筋スフェロイドが形成
した（図 2A）。心筋スフェロイドは協調拍動
性を有しており、移植物として良好な状態で
あると考えられた。また、CATのコーティン
グ表面の面積を変えることで、心筋スフェロ
イドを 0.5 mmから 2 mm以上まで任意の大
きさで作製することができた。スフェロイド
のサイズを制御することで、スフェロイドが
壊死しないサイズを容易に検討することが
可能となる。これは、移植実験の際に活かさ



れると考えている。さらに、心筋細胞にMSC
を混合することで、任意の割合で心筋細胞と
MSC を含む心筋/MSC 混合スフェロイドを
作製することも可能であった（図 2B）。MSC
は心筋梗塞部位への集積能力や心筋への分
化能力に加えて、血管新生能力を有すること
が知られているため、心筋/MSC の混合スフ
ェロイドとすることで、移植後の速やかな血
管新生により移植した心筋スフェロイドが
壊死することなく高効率に生着できると期
待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2	 CATをコーティングした自己組織化表
面上で作製した心筋スフェロイド（A）と心
筋（赤色）/MSC（緑色）混合スフェロイド 
 
② スフェロイド被覆化構造体の作製 
セルカプセルを作製するには、心筋スフェ

ロイドや心筋 /MSC 混合スフェロイドを
MSC シートで被覆化する必要がある。そこ
で、CATに FNを加えた混合液を培養皿表面
にコーティングし MSC を播種したところ、
FNを 80 µg/mL以上の濃度で CATに加える
ことで、MSC シートは培養皿からシート形
状を維持した状態で培養皿から剥離し、数時
間かけて徐々に端部から収縮することで巾
着袋様の構造体を形成した（図 3）。 
 

図３	 CAT へのフィブロネクチン添加によ
る自己組織化の動的制御: 巾着袋状構造体の
作製 
 
このような、MSC シートの巾着袋状の構造
体への変化の前に心筋や心筋/MSC のスフェ
ロイドを添加しておけば、自動的にスフェロ
イドが MSC シートに被覆されることでセル
カプセルが作製できると考えられた。 
 
③	 セルカプセルの作製 
	 CAT と FN の混合液をコーティングした
培養表面に GFP組み換えMSCを播種し、3
時間後に MSC がコンフルエントの細胞シー

トを形成したのを確認した後、赤色蛍光色素
で標識した MSC のスフェロイドを添加した。
その結果、MSC スフェロイドは添加から 3
時間以内には MSC シートと接着し、約 10
時間後には MSC シートの剥離と収縮による
巾着袋状構造体により被覆化された（図 4）。
すなわち、スフェロイドが細胞シートで被覆
化されたセルカプセルを作製することに成
功した。 

 
 
 
 
 

 

図 4	 核構造を有するスフェロイド“セルカ
プセル” 
 
（2）セルカプセルの in vivo動態評価 
	 セルカプセルの体内への生着と動態を調
べるために、核として赤色蛍光色素で標識し
たMSCスフェロイドを、被膜として GFP組
み換え MSC からなるセルカプセルをラット
腹部大動脈の外膜表面に移植した。その結果、
移植 1週間後には核および被膜のいずれの細
胞も血管外膜に生着して、被膜細胞（緑色）
は血管周囲を覆うように拡散し、核細胞（赤
色）も一部は被膜細胞の外側にまで侵出して
いることが分かった（図 5A）。さらに、移植
3 週後には核細胞と被膜細胞が混在した、細
胞多重層構造体が血管の約 1/4周を被覆する
ように形成していることが分かった（図 5B）。 

図 5	 セルカプセルのラット腹部大動脈外膜
への移植 1 週後（A）と 3 週後（B）の組織
の蛍光顕微鏡像 
 
 以上、本研究では核と被膜からなるコアシ
ェル構造を有するスフェロイド、“セルカプ
セル”の作製に成功した。セルカプセルは、
体内に生着し 3週間で核細胞と被膜細胞から
なる厚みのある細胞多重層構造体を形成し
得ることが分かった。心筋細胞と MSC から
なるセルカプセルの心筋梗塞部位への移植
により確実で高い心筋再生効果が得られる
と期待される。心筋梗塞モデル動物への移植
よる評価実験を進めている。 
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