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研究成果の概要（和文）：  申請者が明らかにした細胞集合体誘導技術とペプチド由来のハイドロゲル足場を組
み合わせて、3次元組織(特に軟骨・半月板組織)やオルガノイド様細胞集合体を構築しようとすることが目的で
ある。細胞集合体誘導ペプチドに関しては、細胞に対して負の要因を与えないことも明らかになった。細胞集合
体埋入ペプチドハイドロゲルの機能解析の結果、細胞集合体でゲルに包埋することで細胞の機能が向上すること
が明らかになった。
また、細胞集合体埋入ペプチドハイドロゲルを用いて半月板再生の評価を行ったところ、顕著な組織再生が確認
できた。また、これらペプチドは関節周りの治療にも効果的であった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to construct 3D tissues (especially cartilage
 and meniscus tissues) and organoid-like cell assemblies by combining the cell aggregate inducing 
technique and hydrogel scaffolds that the applicant has revealed. As for the cell aggregate inducing
 peptides, it was also found that they do not exert any negative factors on cells. Functional 
analysis of cell aggregation encapsulated peptide hydrogels revealed that cell function is improved 
by embedding the peptides in gels with cell assemblies.In addition, evaluation of meniscus 
regeneration using the cell aggregation encapsulated peptide hydrogels showed remarkable tissue 
regeneration. 
These peptides were also effective in treating the area around the joint.

研究分野：生体材料科学・ペプチド工学

キーワード： 組織工学　足場材料　ペプチドハイドロゲル　間葉系幹細胞　細胞集合体　軟骨　半月板　RGDSペプチ
ド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞集合体誘導ペプチドと自己組織化ペプチドハイドロゲルを組み合わせることにより、効率よく組織再生や細
胞機能を向上させることが明らかになった。特に、分子設計したペプチドハイドロゲルは、関節部位の組織工学
用足場材料として有用であることが明らかになった。
以上より、組織工学的手法が整形外科分野の関節領域に有効であることが分かり、さらなる医療分野への展開が
期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
人体の組織や器官は種々の細胞の３次元的配置により成り立っている。近年注目されている
細胞移植治療や再生医療分野において３次元組織を創出するために細胞集合体やオルガノイド
の研究は不可欠であるが、細胞培養中に細胞集合体が容易かつ大量に形成しないという問題が
多数確認されている。細胞集合体(spheroid)を形成する手法は、現在は、ハンギングドロップ法、
旋回培養、非接着培養床を利用したもの、遠沈法など、ある程度確立された物理的手法のみであ
る。しかし、そういった物理的手法ではサイズや個数が制御出来ず、効率的でないなど数多くの
問題点がある。 
申請者は、細胞集合体を誘導するペプチド配列(Lys-Pro)n(n=10〜)を世界で初めて明らかにし
た。(特許第 5498734 号(2014)，特願 2013-100163(2013))。これらペプチドを培地(平面培養・
旋回培養とも)に添加するだけで種々の細胞を用いた細胞集合体の誘導が可能であること、類縁
体配列でも同様の活性を誘導できることを明らかにした。この結果を受けて、２次元培養と比較
して細胞集合体を形成した方が hMSC の分化能力が劇的に向上すること、肝細胞・軟骨細胞の
マーカーであるアルブミン産出量、ALP 活性がそれぞれ有意に上昇し、細胞機能が向上するこ
とも明らかにした。  
上記に加え、天然のタンパク質中に見出されている-シートを形成する配列や人為的に設計し
た-ストランドペプチドの自己組織化により、細胞培養液中(pH=7 近傍)でハイドロゲルを形成
するアミノ酸配列を数種類明らかにした。そして、これら-ストランドペプチドに細胞接着活性
部位(RGDS)配列を導入することにより、細胞との親和性が非常に高いハイドロゲル(足場：
Scaffold)が創出できることを示した。RGDS 配列をペプチド鎖中に組み込むことにより、ゲル
中に均一に細胞を保持することができることも併せて明らかにした。RGDS 配列を含まないペ
プチドハイドロゲルは同じ機械的強度を有していても、細胞は重力によりゲルの底部分に沈降
することが明らかになった。すなわち、細胞がペプチド配列中の RGDS配列を認識し、ペプチ
ド鎖に絡まることによりゲル内部で均一に細胞が存在していると考えられる。さらに、-ストラ
ンド配列部分の短鎖ペプチドのみをゲル中に添加すると、ハイドロゲルの機械的強度が向上す
ることも見出した。これは足場材料の物性を自由に制御できるということであり、これによって
組織に応じた足場材料の設計が可能となると考えられる。 
 
２．研究の目的 
この課題は、細胞集合体誘導技術とペプチド由来のハイドロゲル足場を組み合わせて、３次元
組織(特に軟骨・半月板組織)やオルガノイド様細胞集合体の構築を目指している。 
細胞を集合体としてハイドロゲル内に埋入することによって、細胞−細胞間の情報伝達が向上
し、埋入初期の段階から細胞(組織)本来の機能発現が大いに期待できるためである。 
化学的手法を利用した細胞集合体誘導ペプチドに関しては基礎医学・理学・薬学分野において
も研究例は皆無である。単純かつ簡便に大量の細胞集合体誘導方法は物理的手法に比べて化学
的手法の非常に卓越した点である。前述のとおり、これら細胞集合体誘導ペプチドは細胞に対し
て負の要因を与えないことが明らかになっていることから、細胞集合体誘導にも何ら影響がな
く最も適した材料であると言える。 
また、-シートペプチドを用いた足場材料は申請者が以前から取り組んでいる研究課題であり、
ペプチドハイドロゲルのみならず、-シートペプチドの自己組織化を利用して作成したナノフ
ァイバーによる綿状の足場も申請者の成果の一つである。ハイドロゲルだけでなくナノファイ
バーも利用して、それぞれ３次元組織構造体の構築を目指す。いずれも申請者のオリジナルであ
り独創性を有しているものと判断できる。 
共同研究者である大阪医科大学 整形外科教室は、膝半月板組織の再生医療(組織工学)として、
生分解性高分子を利用した半月板再生を先駆的に展開している。しかし、その生分解性高分子材
料はハンドリングも悪く、切開手術を要するなど課題点も多く、置き換える新たな材料としてペ
プチドハイドロゲルに大きな期待が寄せられている。なぜならば、ペプチドハイドロゲルが合成
高分子より力学的物性が半月板組織に近い上に、注射器などで注入可能であるからである。医療
現場からの要望も高く独創性と創造性のある材料と手法である。 
ペプチド工学的手法の手法により、細胞集合体誘導技術とペプチド由来のハイドロゲル足場を
組み合わせて、３次元組織(特に軟骨・半月板組織)やオルガノイド様細胞集合体の構築を目的と
する。 

 
３．研究の方法 
 
そこで本研究では、申請者の２つの手法(細胞集合体誘導ペプチドと-ストランドペプチドに
よるハイドロゲルの創出)を組み合わせることにより、３次元組織やオルガノイド様組織の構築
をめざす。 
これまで多くの研究者は、細胞のみをゲル内に埋入し組織再生を図っていたが、培養は可能で



あるものの、細胞-細胞間の情報伝達不足からさらなる情報伝達に関する顕著な成果は認められ
ていない。このため、細胞を集合体としてハイドロゲル内に埋入することによって細胞−細胞間
の情報伝達がより向上し、初期の段階から細胞(組織)本来の機能発現が期待できるかを検証する。
この結果をもとに、組織工学用材料としての有用性を検討し、欠損部位での再生(軟骨・半月板
に着目)が効果的に起きるかを評価する。 
 
(1) 細胞集合体誘導ペプチドの新機能探索 
このペプチドは標的分子特異的阻害物質のスクリーニングにおいて、血管内皮細胞増殖因子レ
セプター(VEGFR)に特異的に結合することが明らかとなった。VEGFRに特異的に結合すること
は、３次元組織形成時に必要な血管組織を誘導する際に、重要な役割を担うものと考えられる。
これらの作用機序を解明することが３次元組織やオルガノイド様組織形成に役立つものと考え
る。そこで、基礎的知見を得るために、細胞集合体誘導ペプチドと血管内皮細胞(HUVEC)との相
互作用について表面プラズモン共鳴等でペプチド−レセプター相互作用を解析し、HUVEC のペ
プチド固定化表面での挙動を解析する。 
 
(2) 細胞集合体埋入ペプチドハイドロゲルの機能解析 
①ペプチドハイドロゲルと細胞集合体との融合条件の検討および３次元組織形成の検討 
軟骨・骨芽細胞や肝細胞などが細胞集合体形成により、機能が増強されることはこれまでの研究
で明らかにした。しかしながら、ペプチドハイドロゲルに充填する際には、細胞集合体の密度や
細胞集合体同士の接触・相互作用について解析されていない。そこで、融合条件の検討を行い、
組織学的解析(大槻担当)により条件検討をおこなう。その後半月板組織再生に向けた条件検討を
in vitro・in vivoにより実施する。 
②ペプチドハイドロゲルと細胞集合体との融合によるオルガノイド様組織形成の検討 
肝細胞(HepG2, HepRG)と血管内皮細胞(HUVEC)やヒト間葉系肝細胞(hMSC)と HUVECを用いた
共培養システム化において、細胞集合体誘導ペプチドの効果を検証する。オルガノイド様組織に
は、血管の組織の導入が不可欠であるため 2種類の細胞を共培養し検討する。また、細胞集合体
誘導ペプチドに VEGFR との相互作用が確認できたため、本ペプチドの効果が大いに期待でき、
その有用性を検討する。 
最終的には、細胞集合体誘導ペプチドと肝内胚葉細胞、血管内皮細胞、間葉系細胞を共培養する
ことにより早く効率的に肝臓オルガノイド様組織が形成されるかを検討する。形成された肝臓
オルガノイド様組織は、組織学的に解析し評価する。 
 
(3) 細胞集合体埋入ペプチドハイドロゲルの半月板再生評価 
まず、ペプチドハイドロゲルが半月板再生に有効かどうかについてウサギの半月板・軟骨損傷モ
デルに埋入して検証する。また、半月板再生用足場としての機械特性についても合わせて検証す
る。その後、軟骨・骨芽細胞集合体や hMSC集合体を埋入したペプチドハイドロゲルを、ウサギ
の半月板・軟骨損傷モデルに埋入して、細胞集合体組織の挙動や細胞の増殖・組織再生状態やハ
イドロゲルの分解挙動を解析する。 
ウサギを用いた半月板・軟骨損傷モデルの実験方法並びに解析評価方法や検定方法については、
大阪医科大学ですでに確立している。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 細胞集合体誘導ペプチドの新機能探索 
この周期性ペプチド(Lys-Pro)12 は標的分子特異的阻害物質のスクリーニングにおいて、血管内皮細
胞増殖因子レセプター(VEGFR)に特異的に結合することが明らかとなった。VEGFR への特異的な結
合は、３次元組織形成時に必要な血管組織を誘導する際に、重要な役割を担うものと考えられる。これ
らの作用機序を解明することが３次元組織やオルガノイド様組織形成に役立つものと考える。そこで、基
礎的知見を得るために、細胞集合体誘導ペプチドと血管内皮細胞(HUVEC)との相互作用について表
面プラズモン共鳴等でペプチド－レセプター相互作用を解析した。HUVECとペプチド固定化表面での
挙動を解析した結果、弱いながらも HUVEC との相互作用が認められた。ただし、結合定数は極めて小
さいものと推定された。 

 
(2) 細胞集合体埋入ペプチドハイドロゲルの機能解析 
ペプチドハイドロゲルと細胞集合体との融合条件の検討および３次元組織形について検討を加えた。
軟骨・骨芽細胞や肝細胞などが、細胞集合体形成により機能が増強されることはこれまでの研究で明ら
かにした。しかしながら、ペプチドハイドロゲルに充填する際には、細胞集合体の密度や細胞集合体同
士の接触・相互作用について解析されていない。そこで、融合条件の検討を行い、組織学的解析により
条件検討をおこなった。その結果、ハイドロゲル内で細胞集合体を維持することは可能であるが、ゲル
の力学的強度や細胞集合体のサイズなど培養条件について詳細に検討をする必要が明らかになった。 
ペプチドハイドロゲルと細胞集合体との融合によるオルガノイド様組織形成の検討肝細胞(HepG2, 

HepRG)と血管内皮細胞(HUVEC)やヒト間葉系肝細胞(hMSC)と HUVEC を用いた、細胞集合体誘導



ペプチドの効果を検証したところ、何れの細胞においても集合体を誘導することが可能となり細胞機能
も維持向上できることが明らかになった。また、共培養条件については、培養条件の確立を目指したが
明確な条件を見出すことができなかった。さらに、細胞集合体誘導ペプチドに VEGFR との相互作用が
確認できたため、細胞集合体誘導ペプチド固定化基材上で HUVEC との相互作用を確認できた。肝臓
オルガノイド様組織の観察解析は、研究展開できなかった。 
 
(3) 細胞集合体埋入ペプチドハイドロゲルの半月板再生評価 
ペプチドハイドロゲルが半月板再生に有効かどうかについてウサギの半月板・軟骨損傷モデルに埋して
検証した。また、半月板再生用足場としての機械特性についても合わせて検証した。その結果、いずれ
も細胞を埋入せず半月板・軟骨損傷が 12 週程度で再生した。ハイドロゲルと細胞集合体ハイブリッドに
よる再生については、細胞埋入しないハイドロゲルと比較検討することが大きな課題となった。軟骨・骨
芽細胞集合体や hMSC 集合体を埋入したペプチドハイドロゲルを in vitro で解析したところ、ゲル内で
増殖することが明らかになった。また、埋入する細胞数や培養条件のコントロールがとても重要であるこ
とが明らかになった。 
さらには、RGDS を含んだベータヘアピン構造を有するペプチドハイドロゲルが半月板再生に有効かど
うかについて、ウサギの半月板・軟骨損傷モデルに埋入して検証した。その結果 RGDS の必要性が明
らかになった。RGDS 以外に REDS ペプチドをターン部分に導入したところ、全く組織の再生が確認で
きなかった。 

 
(4) 細胞集合体埋入ペプチドハイドロゲルの機能解析： 
ペプチドハイドロゲルと細胞集合体との融合によるオルガノイド様組織形成の検討肝細胞(HepG2, 
HepRG)と血管内皮細胞(HUVEC)やヒト間葉系肝細胞(hMSC)と HUVEC を用いた細胞集合体誘導ペ
プチドの効果を検証したところ、何れの細胞においても集合体を誘導することが可能となり、Live/Dead
アッセイから生細胞のみであることが明らかになり、また細胞機能は 1.5 倍から 2 倍程度向上できること
が明らかになった。肝臓オルガノイド様組織の観察解析結果については認めることができなかった。 
 
(5) 細胞集合体埋入ペプチドハイドロゲルの関節部分への適応および再生評価：RGDS を含んだベー
タヘアピン構造を有するペプチドハイドロゲルが半月板再生のみならず関節周りや腱の再生に有効か
どうかについて、ウサギの関節欠損モデルに埋入して検証した。また、半月板再生用足場としての機械
特性についても合わせて検証した。その結果、いずれも細胞を埋入せずペプチドハイドロゲルだけで関
節損傷部位が 12 週程度で再生した。組織学的評価・コラーゲン組織再生においてもペプチドハイドロ
ゲル足場の有効性が証明された。 
 
以上のように、分子設計したペプチドハイドロゲルは、関節部位の組織工学用足場材料として有用で
あることが明らかになった。今後はハイドロゲルの強度と適応部位の関係についても検討が必要である
ことが明らかになった。 
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