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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは近年、細胞接着因子および DNAを担持させたアパタイ

ト複合層による安全で高効率な遺伝子導入技術を開発した。本研究では、この遺伝子導入技術

を再生医療に応用するための要素技術開発と feasibility studyを行った。具体的には、複合

層の組成と構造を精密に制御するすことによって、遺伝子導入の行われる場所とタイミングを

コントロールする技術を確立した。さらに、ラット間葉系幹細胞を用いた in vitro評価、およ
びラット骨欠損モデルを用いた in vivo 評価を行い、本遺伝子導入技術の骨組織再生医療にお
ける有用性を実証した。 
 
研究成果の概要（英文）：Recently, we developed a safe and efficient gene transfer technique 
using DNA-cell adhesion molecule-apatite composite layers. In this study, we attempted 
to improve further this gene transfer technique and to perform feasibility assessment 
for tissue engineering applications. First, we established a spacial and temporal control 
technology of gene transfer by tuning composition and structure of the composite layers. 
Second, we applied our gene transfer system to osteoprogenitor cells and mesenchymal stem 
cells in vitro, and verified the enhanced osteoblastic differentiation of the cells. 
Furthermore, we demonstrated efficacy of our gene transfer system for in vivo bone tissue 
regeneration using a rat bone defect model. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、細胞を用いて失われた臓器や組織の

機能を回復させたり、臓器や組織そのものを

再生しようとする再生医療が注目されてい

る。再生医療において重要な課題は、スキャ

ホールド上の目的の場所で、目的の細胞を、

目的の細胞へと分化させることである。 

細胞の分化を誘導するための手法の一つ

に、遺伝子導入が挙げられる。スキャホール

ド上での細胞分化を誘導するために、DNAを
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表面に担持させた材料が開発されてきた。し

かしこれらのシステムには、遺伝子導入効率

や安全性が低いという問題の他、細胞接着性

が低いという問題もあった。一方 Shenらは、

ヒトの硬組織の主要無機成分であるリン酸

カルシウム（CaP）の薄層中に DNAを担持さ

せた複合層（D-CaP層）表面において、安全

かつ比較的高効率に遺伝子導入が行われる

ことを明らかにした。しかし、この D-CaP層

も、一部の細胞を除けば細胞接着性は低い。

他方研究代表者らは近年、D-CaP層中に細胞

接着因子であるラミニンやフィブロネクチ

ン（Fn）を複合担持させることにより、同層

表面の細胞接着性を向上させ、これにより遺

伝子導入効率をさらに 1～2 桁向上させるこ

とに成功した。これらの複合層は、細胞接着

性に優れ、同接着細胞の分化をコントロール

する機能を備えた高機能スキャッホールド

の表面素材として有用と期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、D-CaP層による遺伝子導

入技術のさらなる向上を図るとともに、再生

医療における有用性を明らかにすることで

ある。 

遺伝子導入技術の高度化のため、まず初め

に、D-CaP層による遺伝子導入の空間的コン

トロールを試みた（次項：３-１）。具体的に

は、基材表面の目的の場所の細胞に特異的に

遺伝子を導入することを試みた。このような

技術は、in vivo再生医療における副作用低減

や治療効果の増強、再生組織の形態的構築な

どにおいて有用と考えられる。 

次に、D-CaP層による遺伝子導入の時間的

コントロールを試みた（次項：３-２）。具体

的には、D-CaP層の溶解性を調節することに

よって、遺伝子発現のタイミングを制御する

ことを試みた。このような技術は、未分化な

細胞を目的の細胞へと効率的に分化誘導す

る上で有用と考えられる。 

さらに、間葉系幹細胞を用いた in vitro評価、

および 2種類の動物モデル（ラット骨欠損モ

デル、皮下埋入モデル）を用いた in vivo評価

を行い、D-CaP層による本遺伝子導入技術の

骨組織再生医療における有用性を検証した

（次項３-３）。 

 

３．研究の方法 

（１）遺伝子導入の空間的コントロール 

DNA 及び機能分子を種々の濃度で含む

CaP 過飽和水溶液を用いて、高分子基板表面

に D-CaP 層を形成させた。DNA としては

Firefly ルシフェラーゼ（FL）または Renilla

ルシフェラーゼ（RL）の cDNAを含むプラス

ミドを用い、機能分子としては、Fn、脂質、

または抗体を用いた。得られた D-CaP層の組

成と構造を、X線光電子分光法、薄膜Ｘ線回

折法、走査型電子顕微鏡観察、過飽和水溶液

の化学分析などにより調べた。また、単一あ

るいは複数の D-CaP 層を培養液中に設置し、

3 日間細胞培養（遺伝子導入）を行った。培

養後、ルシフェラーゼアッセイにより細胞へ

の遺伝子導入効率を調べた。 

 

（２）遺伝子導入の時間的コントロール 

DNA（FL の cDNA を含むプラスミド）お

よび Fn を添加した CaP 過飽和溶液に、アパ

タイトの構成イオンと置換する無機イオン

（炭酸イオンまたはフッ化物イオン）を種々

の濃度で添加し、同溶液を用いて高分子基板

表面に Fn 担持 D-CaP 層を形成させた。得ら

れた複合層の組成と構造を、３-１．と同様の

手法（炭酸イオン検出のため赤外反射分光分

析を追加）により評価した。また、同複合層

の溶解性を、生理食塩水中へのカルシウム及

びリンの溶出量分析により評価した。次に、

各複合層の表面で種々の期間細胞培養（遺伝

子導入）を行った後、ルシフェラーゼアッセ

イにより細胞への遺伝子導入効率を調べた。 

 

（３）骨組織再生医療応用実験 

種々の CaP過飽和溶液を用いて、高分子あ

るいは焼結水酸アパタイト基板の表面に、

D-CaP 層、Fn 担持 D-CaP 層、および脂質担

持 D-CaP層を形成させた。DNAとしては FL

または骨形成因子-2（BMP-2）の cDNA を含

むプラスミドを用いた。各複合層の表面で、

種々の期間細胞培養（遺伝子導入）を行った。

培養後、細胞への遺伝子導入効率をルシフェ

ラーゼアッセイにより、骨分化の程度を各種

バイオアッセイにより調べた。また、上記の

基板をラットの頭蓋骨欠損部あるいは皮下

に埋入し、周辺組織における遺伝子発現量

（導入遺伝子および骨分化マーカー遺伝子）、

ならびに骨組織再生量を評価した。 

 

４．研究成果 

（１）遺伝子導入の空間的コントロール 



 

 

まず、得られた複合層（FLの cDNA使用）

の組成と構造を評価したところ、過飽和溶液

への機能分子の種類と添加濃度に応じて、複

合層のアパタイト含有量、結晶性、表面ナノ

構造、および機能分子担持量が変化すること

が分かった。次に、D-CaP層の機能分子担持

量と遺伝子導入効率との関係を調べた。その

結果、DNA、Fn、および脂質については、D-CaP

層への担持量の増加に伴い、導入効率が向上

することが分かった。抗体については、D-CaP

層への担持による導入効率の向上は認めら

れたものの、担持量依存性は認められなかっ

た。また、本研究で用いた機能分子の中では、

脂質を D-CaP層中に担持した場合に、遺伝子

導入効率が最も向上した。 

次に、Fn 担持 D-CaP 層を、FLまたは RL

の cDNAを含むプラスミドを用いて作製した。

得られた 2種類の複合層を同一の培養皿内で

隣接させて細胞培養（遺伝子導入）を行った。

ルシフェラーゼアッセイの結果、培養後の細

胞は、自身が接着している直下の複合層由来

の遺伝子のみを発現し、隣接の複合層由来の

遺伝子はほとんど発現しなかった（バックグ

ランドと同レベル）（図 1）。この結果から、

Fn 担持 D-CaP 層によれば、同層表面に接着

した細胞に選択的に遺伝子を導入できるこ

とが分かった。このような、遺伝子導入の場

所特異性は、脂質担持 D-CaP層についても確

認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 Fn担持 D-CaP層による場所特異的な遺

伝子導入 

 

さらに我々は、図 1と同様の培養系を利用

して、場所特異的な細胞分化誘導についても

検討した。予備検討の結果、ある種の未分化

細胞を、複合層毎に異なる遺伝子発現パター

ンを示す細胞へと誘導できることを明らか

にした。以上のような場所特異的な遺伝子導

入は、従来の粒子状導入剤（培養液中の細胞

に振りかけて使用）では困難と考えられ、複

合層による本遺伝子導入技術に優位性があ

る。場所特異性を発揮する本遺伝子導入技術

は、in vivo再生医療における副作用低減や治

療効果の増強、再生組織の形態的構築などに

おいて有用と考えられる。 

 

（２）遺伝子導入の時間的コントロール 

 まず、Fn 担持 D-CaP 層の組成・構造・溶

解性を評価したところ、過飽和溶液への炭酸

イオンまたはフッ化物イオンの添加濃度に

応じて、D-CaP 層の結晶性、表面ナノ構造、

および溶解性が変化することが分かった。こ

れは、水酸アパタイト結晶格子への置換によ

り、炭酸あるいはフッ化物イオンが Fn 担持

D-CaP 層中に導入されたためと考えられる。 

Fn 担持 D-CaP 層に炭酸イオンを導入した

場合には、複合層の溶解性が増大し、遺伝子

導入効率は向上した。一方フッ化物イオンを

導入した場合には、複合層の溶解性が低減し、

遺伝子導入効率は低下した。 

過飽和溶液へのフッ化物イオンの添加濃

度を変化させたところ、添加濃度の増加に伴

い Fn 担持 D-CaP 層のフッ化物イオン導入量

は増加し、それによって複合層の溶解性は減

少した。この効果によって、複合層表面における

遺伝子導入の効率とタイミングを段階的に調節

することができた（図 2）。たとえば、フッ化物イ

オンを導入していない Fn担持D-CaP層では、

培養 1日後に高レベルの遺伝子発現が認めら

れたのに対し、10 µMのフッ化物イオンを添

加した過飽和溶液で作製された複合層では、

培養 5日後になって初めて同等の遺伝子発現

が認められた。 
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図 2 Fn担持 D-CaP層へのフッ化物イオンの

導入による遺伝子導入のコントロール（NaF 

conc.: CaP過飽和溶液への添加濃度） 

以上のように、遺伝子導入の効率やタイミン

グをコントロールする技術は、細胞の分化を効

率良く誘導するための要素技術として有用と考

えられる。 

 

（３）骨組織再生医療応用実験 

まず、脂質担持 D-CaP 層（FL の cDNA 使

用）層を利用して、骨組織再生医療において

有用なラット間葉系幹細胞に対し遺伝子導

入を試みた。ルシフェラーゼアッセイの結果、

本複合層によって、株化細胞だけでなくラッ

ト間葉系幹細胞に対しても FL 遺伝子を導入

できることを確認した。 

次に、レポーター遺伝子に代わって BMP-2

の cDNA を含むプラスミドを用いて Fn 担持

D-CaP層及び脂質担持D-CaP層を基板上に形

成させた。同層表面において、骨芽細胞系株

化細胞である MC3T3-E1 細胞を培養し、in 

vitro骨分化誘導実験を行った。その結果、Fn

担持 D-CaP 層の表面ではコントロール群

（CaP層および D-CaP層）に比べて、細胞の

骨分化が有意に促進されることを明らかに

した。 

さらに、人工骨モデル材料である焼結水酸

アパタイト基板の表面に上記の複合層

（BMP-2の cDNA使用）を形成させてラット

の頭蓋骨欠損部に移植した。その結果、周辺

組織における骨分化マーカーの遺伝子発現

量および新生骨形成量が、コントロール群に

比べて有意に増大した。また、Fn 担持 D-CaP

層あるいは脂質担持 D-CaP 層を焼結水酸ア

パタイトの連通多孔体の表面に形成させ、こ

れをラットの皮下（骨組織のない部位）に移

植した場合にも、骨欠損部と同様の遺伝子発

現の結果が得られた。 

これらの結果から、本遺伝子導入法によれ

ば、in vitroだけでなく in vivoにおいても細胞

の分化を誘導でき、周辺組織の再生を促進で

きることが示された。機能分子担持 D-CaP層

は、組織再生用スキャホールドとして有用な

三次元多孔体の全表面、あるいは一部表面に

もパターン形成できる。適当な物性と形状を

有するスキャホールドを選択し、同スキャホ

ールド表面に適当な therapeutic geneと機能分

子を含む D-CaP 層をパターン形成すること

によって、骨組織だけでなく、他の様々な組

織の再生にも適したスキャホールドをカス

タマイズできると期待される。  
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