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研究成果の概要（和文）：発生過程における器官形成は、上皮細胞が結合組織内に貫入しながら大きくなり成熟
がすすむ。本研究では、器官を包み込むように存在する細胞外マトリックス（基底膜）の主要成分であるラミニ
ンを模倣した人工ラミニンを開発し、腺組織再生に利用可能な細胞培養プラットフォームの開発を行った。生体
由来のラミニンと同等に近い形態を誘導する人工ラミニンの開発に成功したが、再生された組織の機能は生体由
来ラミニンには及ばなかった。その詳細を検証したところ、組織に接しているラミニンのターンオーバが重要で
あることが推測された。

研究成果の概要（英文）：The major component of Matrigel is laminin, a multi-functional extracellular
 matrix protein. Laminin is one of the important extracellular matrix proteins which promotes 
salivary gland cell differentiation. In this study, we constructed artificial laminin using the 
biologically active peptide and polysaccharide hydrogel as a cell culture platform. We could 
partially mimic the function of laminin. When we culture the salivary gland cells on Matrigel and 
artificial laminin, the shape of small glands (acinar form) was similar. But the function of the 
gland were not equal. We identified that turnover of exogenous laminin and secreted laminin is 
important to promote the functional gland.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： ラミニン　基底膜　キトサン　ハイドロゲル　活性ペプチド　細胞外マトリックス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療に利用可能な人工細胞外マトリックスとしてペプチドー高分子多糖ハイドロゲルを作製し分化誘導型培
養プラットフォームの開発をおこなった。誘導された腺器官の機能は生体由来の細胞外マトリックスを用いた場
合より劣っていた。この理由として外因性の細胞外マトリックスと内因性の細胞外マトリックスのターンオーバ
が重要であることが示唆された。内因性の細胞外マトリックスをつなぎ止め、かつ細胞によって認識・分解をさ
れるデザインを培養プラットフォームに組み込むことが、培養プラットフォームの設計にあたっての一つのキー
となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 発生過程における器官の原基は、基底膜と呼ばれる特殊な薄いシート状の細胞外マトリック
スに包まれている。上皮由来の原基は基底膜を認識・分解・分泌することで間葉組織サイドにむ
かって浸潤する様に成長し、成熟した器官を形成する。これまで、我々は基底膜の主要成分であ
るラミニンを模倣した人工ラミニンの開発を行ってきた。腺組織の発生課程には、１-基底膜と
の結合による細胞シグナル、２-基底膜が形成する物理的環境、３-発生過程にともなう基底膜の
リモデリング、４-分岐を誘導する基底膜の変化、５-各種成長因子による調整、６-神経細胞に
よる極性の誘導、７-細胞−細胞間の結合による情報伝達、などのプロセスが必須であることが報
告されてきた。しかしながら、これらを統合的に検証した報告はない。これらを同時に検証可能
で腺組織分化誘導活性をしめす腺細胞培養プラットフォームを開発することで、再生医療への
応用と発展につながると考えた。 
 
２．研究の目的 
 in vitro で培養細胞に分化を誘導するには、マトリゲルやコラーゲンなどの ECM 上で細胞を
培養する必要がある。細胞は一般的にプラスチックディッシュ上での培養では増殖傾向をしめ
し、分化誘導は難しい。このことは、生体内で分化方向にあるほとんどの細胞が、硬いプラスチ
ックのような物質と接触しているわけでなく柔らかく受容体特異的なシグナルを誘導する細胞
外マトリックス分子と接触していることからも明らかである。基底膜の主要な生物活性を担っ
ているラミニンは、一分子で 10 種類程度の異なる細胞膜受容体と結合し、19種類ものアイソフ
ォームを有する。我々はラミニン配列由来の生物活性ペプチドが特異的に細胞膜受容体と結合
すること、細胞接着・遊走・分化促進活性をしめす複数の異なるペプチドをキトサンなどの多糖
マトリックスに混合して固定化することで、生物活性の制御が可能な人工ラミニンともよべる
材料を開発してきた。本研究では、合成ペプチドとキトサンハイドロゲルとを組み合わせせるこ
とで腺組織再生に特化した細胞培養プラットフォームとしての人工ラミニンを開発し、腺組織
の発生メカニズムの解明と再生医療へと応用可能な知見の集積を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)異なる受容体刺激によって活性上昇を誘導するペプチドの抽出と組み合わせの最適化 
 マトリゲルの主成分であるラミニン-111 由来の活性ペプチドは 29種類あり、生物活性の違い
によって 6グループに分類できる。6グループから抽出したペプチドを様々な混合比で固定化し
た混合ペプチド-キトサンハイドロゲ
ルを用いて、異なる受容体間クロスト
ークによって生物活性を促進させる
方法の開発をおこなった。 
(2)キトサンハイドロゲルの作製方法
と固さ調節の最適化 
 本研究では、純水には不溶であるが
有機酸水溶液には可溶であるキトサ
ンの特性を応用し、キトサンを可溶化
すると同時に架橋化も可能であるジ
カルボン酸を用いた架橋方法の探索
を試みた。さらに、合成ペプチドの固
定化とキトサンの架橋を同時に行う
ことで、簡便に可溶化、ゲル化、ペプ
チドの固定化が可能なペプチドーキ
トサンハイドロゲル作製法の開発を
おこなった。 
(3)誘導された腺細胞の機能解析 
腺細胞の分化に伴う ECM 発現プロフ
ァイルに注目し、遺伝子レベルだけで
なく人工ラミニンの特長を生かしタ
ンパク質レベルでの評価をこころみ
た。 
 
４．研究成果 
(1)異なる受容体刺激によって活性上
昇を誘導するペプチドの抽出と組み
合わせの最適化 
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図 混合FIB1/A2G10-キトサンマトリックスとFIB1-
およびA2G10-キトサンマトリックスとの線維芽細
胞接着活性の⽐較



 生体内の細胞は、インテグリンをはじめとした様々な細胞膜受容体を介して ECM を認識して
いる。ECM と結合する主要な受容体であるインテグリンは 24 種類のサブタイプが知られている
が、サブタイプ間のクロストークに関しては未だ限定的な検証に限られている。以前、我々はイ
ンテグリンα3β1 結合ペプチドとインテグリンα2β1 結合ペプチドを混合して高分子多糖マト
リックスに固定化した２種混合ペプチド−高分子多糖マトリックスが、インテグリン間の相乗的
なクロストークによって特定の細胞内シグナル分子のリン酸化を誘起し細胞接着活性を抑制す
ることを報告し、２種混合ペプチド−高分子多糖マトリックスが、インテグリン間クロストーク
の解析に利用可能であることを示した。本研究では、四種のインテグリン結合ペプチドを様々な
組合せで混合した二種混合ペプチド−高分子多糖マトリックスを調製し、細胞接着活性を促進す
るインテグリン間クロストークを探索すると同時に、そのメカニズムを検証した。一種類のイン
テグリン結合ペプチドそれぞれを固定化した四種類のペプチド−キトサンマトリックスは、全て
が細胞接着活性を示し、接着した細胞はインテグリンを介した細胞接着に特異的な伸展形態を
示した。次に、インテグリン−インテグリン間クロストークを検討するために二種混合ペプチド
−キトサンマトリックス（五種類の組合せ）を様々な混合比で調製し、細胞接着活性におよぼす
影響を検証した。その結果、インテグリンαvβ3 と結合する FIB1 ペプチドとインテグリンα6
β1 と結合する A2G10ペプチドを 6:4のモル比で混合した FIB1/A2G10=6/4-キトサンマトリック
スは、FIB1-および A2G10-キトサンマトリックスの細胞接着活性を足した場合と比較して約三倍
の細胞接着活性と細胞伸展活性の促進を示した。非活性型 FIB1ペプチドである FIB1E を用いた
FIB1E/A2G10-キトサンマトリックスの細胞接着活性
場合は A2G10-キトサンマトリックスと同等であっ
た。さらに FIB1/A2G10=6/4-キトサンマトリックスの
細胞では FAK と Talin のリン酸化が促進されている
ことが確認できた。以上の結果から、インテグリンα
vβ3とインテグリンα6β1 は特異的なモル比で、細
胞接着活性および伸展活性を細胞内シグナルのリン
酸化を伴って促進することがわかった。細胞膜受容
体特異的な結合活性をもつ細胞接着ペプチドを混合
して用いることで、特定の受容体間クロストーク誘
起できることがわかった。 
(2)キトサンハイドロゲルの作製方法と固さ調節の
最適化 
 本研究では、我々がこれまで開発してきた細胞培
養基材である細胞外マトリックス由来活性ペプチド
-キトサンマトリックスを改良しキトサンをハイド
ロゲル化することで、唾液腺細胞に効率よく分化を
誘導する人工細胞外マトリックスの開発を目的とし
た。分子内に多くの一級アミンを有する塩基性多糖
であるキトサンは、水や PBS には溶解せず、酢酸な
どの有機酸水溶液に溶解する。そこで分子内にカル
ボキシル基を２つ持つジカルボン酸の水溶液にキト
サンを溶解させた。次に、キトサンの一級アミンとジ
カルボン酸との間にアミド結合を誘導することで、
キトサン分子をジカルボン酸で架橋したキトサンハ
イドロゲルを作成した。さらに、細胞外マトリックス
由来活性ペプチドを固定化し、その生物活性を培養
細胞を用いて評価した。様々な構造を持つジカルボ
ン酸を用いてキトサンの溶解性を確認したところ、
直鎖状飽和ジカルボン酸水溶液にはキトサンが溶解
することがわかった。次に、カルボジイミドを用いた
系でキトサンの一級アミンと直鎖状飽和ジカルボン
酸のカルボキシル基にアミド結合の形成を誘導した
ところ、グルタル酸、アジピン酸、ピメリン酸を用い
た際にキトサンハイドロゲルを得ることができた。
形成したキトサンハイドロゲルを FT-IR で測定した
ところアミド由来のピークが観察されたこと、BCA 比
色法にてアミド結合の増加が確認されたことから、
キトサンが直鎖状飽和ジカルボン酸とのアミド結合
によって架橋されたことで、ハイドロゲルの形成が
誘導されたことが示された。次にアミノ酸系のジカ
ルボン酸であるアスパラギン酸とグルタミン酸を用
いたところ、キトサンの溶解と架橋かによる粘度の

1 アスパラギン酸のみ, 2 グルタミ
ン酸のみ,  3 アスパラギン酸とア
ジピン酸, 4 グルタミン酸とアジピ
ン酸, 5 架橋なし では４のみがゲ
ル化した 
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上昇傾向は観察されたが、ハイドロゲルは形成されなかった。しかしながら、アジピン酸とグル
タミン酸を混合し、その混合比を調整することで固さの制御が可能なハイドロゲルを作製でき
ることがわかった。次に、細胞外マトリックス由来細胞接着活性ペプチドを固定化したペプチド
-キトサンハイドロゲルの生物活性を、ヒト皮膚線維芽細胞およびヒト唾液腺細胞を用いて評価
したところ、いずれも細胞接着活性が観察された。さらに、ヒト唾液腺細胞が分化することで唾
液腺様構造を形成するかどうかを評価したところ、唾液腺様構造が観察された。以上の結果から、
キトサンをジカルボン酸で架橋化したキトサンハイドロゲルに細胞接着活性ペプチドを固定化
することで、細胞に分化を誘導可能なキトサンハイドロゲルの開発が可能となった。現在は、論
文投稿に向けて準備を行なっている。 
(3) 誘導された腺細胞の機能解析 
 本研究で開発した細胞培養プラットフォームとしての人工ラミニンと生体由来でラミニンを
大量に含むマトリゲルは、ともに腺細胞を分化誘導し、腺様構造の形成をうながした。そこで、
腺組織のタンパク質分泌と RNA 発現、および唾液腺機能発現の指標として各種マーカーに関し
て解析をおこなった。その結果、細胞外マトリックスタンパク質の RNA発現に関しては同程度で
あったが、たんぱく質発現と分化マーカー発現は人工ラミニンがラミニンに対して劣っていた。
この結果は、外因性のラミニンによって内因性ラミニンの分泌が誘導されていることを意味し
ているかもしれない。現在は、本現象の詳細について解析中である。 
 また、以上の結果を社会に開示する目的として、人工ラミニンの構築を目指した細胞培養プラ
ットフォームの開発に関してまとめた総説を 1 報発表した（発表図書①）。本研究期間中に発生
した新型コロナ感染症の影響で生じた研究の遅延は否めないが、今後の研究に向けた重要な知
見を得ることができた。 
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