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研究成果の概要（和文）： 本研究では、細胞足場タンパク質と改造型シグナル因子タンパク質が一体化した、神経細
胞分化・神経組織維持機能を有するタンパク質材料を構築した。このタンパク質を自己組織化により集積した基板上に
神経幹細胞を播種し、細胞形態変化、および分化時に発現する遺伝子マーカーを経時的に測定した。その結果、神経細
胞への分化が誘導され、神経組織としての機能が維持されることが明らかとなった。
 本研究では、特に神経の細胞分化・組織構築に焦点をあて、再生医工学材料としての基礎を築いた。

研究成果の概要（英文）： In this study, protein materials which can control neural cell differentiation 
were constructed by integration of newly designed scaffold and signal proteins. These proteins were 
assembled on the substrate, and neural stem cells were cultured on the surface. Cells were differentiated 
to neural cells and the resulting neural tissue was maintained its neural function stably.
 The basis of protein materials for regenerative medicine for neural tissue was established through this 
study.

研究分野： 生物工学
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１．研究開始当初の背景 
自己の細胞から組織を再生させることに

よって欠損あるいは荒廃した組織や臓器を
復元するという再生医工学は、従来の人工臓
器や臓器移植の欠点を補う第三の治療法と
して注目されている。2007 年京都大学山中
らによるヒト iPS 細胞の樹立により、再生医
工学への道はさらに大きく開かれ、幹細胞の
増殖や分化等、細胞制御に関する研究が世界
中でしのぎを削って行われている。しかし再
生医工学を実用的な治療法として大きく進
展させるためには、細胞研究に加え、足場材
料、および成長因子に関する研究の進展も必
須であり、これら三要素が三位一体となり、
総合的に研究を進めていくことが必要であ
る。すなわち組織構築のためには細胞機能を
制御する高機能材料の開発は不可欠であり、
これなしに再生医工学の実用化・普及は成し
得ない。 
研究代表者は遺伝子工学的手法を中心技

術として新規人工タンパク質材料の創製を
行ってきた。その方法論として、タンパク質
の構造と機能の最小単位をユニット設計・合
成し、融合することにより、全く新しい高機
能タンパク質を作製することに成功した。例
えば分子認識機能と酵素機能を融合した超
高感度バイオセンシングのための診断薬
(Anal. Biochem., 282, 65, 2000)、センシング
機能とモジュレーション機能をあわせもつ
イ ン テ リ ジ ェ ン ト タ ン パ ク 質 (J. 
Am.Chem.Soc., 125, 16228, 2003) などであ
る。また強固な構造を有する配列を設計し、
ここに細胞接着機能を有する配列を導入す
ることにより、超耐熱性の細胞接着タンパク
質を創出した(Biomacromolecules, 1, 382, 
2000)。一方、神経幹細胞分化時に機能する
転写因子タンパク質を、神経芽細胞に直接添
加することによって神経細胞への分化を誘
導できることを明らかにした (Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 310, 730, 2003)。
最近は組織構築を目指し、細胞制御機能と足
場が一体化したタンパク質材料開発を進め
ている(Biomaterials, 29, 2977, 2008)。以上
のように研究代表者は人工タンパク質合成、
細胞工学・組織工学、材料工学に関する研究、
技術の蓄積があり、これらをベースとして融
合することにより再生医工学に対する斬新
なアプローチが可能である。 
以上のような背景から、失われた組織を再

生するめに生体親和性に優れ、かつ高度な細
胞制御機能を有する新しいタンパク質材料
の創製を創案するに至った。 

 
２．研究の目的 
本研究は、現在ますます脚光を浴びている

再生医工学の実用化を加速するために、高度
な細胞制御機能と生体適合性を有するタン
パク質を素材とした新しい組織再生用材料
を創製することを目的として行った。本研究
では、成長因子と足場が一体化した新しい概

念のタンパク質材料を創製し、これにより細
胞分化を誘導して組織形成することを目指
した。このように多機能タンパク質を人工的
に設計・構築し、組織構築・再生医工学の材
料として利用するという研究は再生医工学
を進展させるためには最重要課題の一つで
ある。 

 
３．研究の方法 
(1) 構造体アセンブリユニットタンパク質
の設計・合成 
細胞との相互作用、細胞の機能制御を行う

機能ユニットを精密配置するための構造体
アセンブリユニットの設計・合成を行った。
まず疎水性相互作用、静電相互作用等の非共
有的結合により分子間で自己組織化能を発
現するタンパク質の一次構造を設計し、設計
されたアミノ酸配列に対応するDNAの合成を
行い、大腸菌内遺伝子発現により設計タンパ
ク質を合成した。分光学的手法により構造を
解析した。またタンパク質の自己組織化能を
利用して基板上に集積し、ナノ構造形成プロ
セスを電子顕微鏡（TEM）および原子間力顕
微鏡（AFM）により直接観察して評価した。 
具体的には過去の研究の蓄積から、高い生

体適合性を有し、かつ非常に安定な疎水的ス
パイラル構造をとるエラスチン由来のペン
タペプチド（GVGVP）やヘキサペプチド
（GVGVAP）の繰り返し配列をベースとした。
この配列にチャージを持つアミノ酸を周期
的に配置して分子間相互作用部位を導入す
ることにより、ナノメートルオーダーで構造
を制御したタンパク質構造体を構築した。 
(2) 足場タンパク質材料の構築～細胞機能
制御ユニットの組み込み～ 
 第一の細胞制御機能ユニットとして、フィ
ブロネクチン由来の RGD 配列、PHSRN 配列、
ラミニン由来の IKVAV 配列、NCAM 由来の配列
等、天然の構造タンパク質中に見出されてい
る細胞接着機能を有する最小のアミノ酸配
列群に対応する遺伝子を合成した。これらの
遺伝子を、(1)で合成する構造体アセンブリ
ユニット遺伝子に連結し、遺伝子発現により
細胞接着能を組み込んだ機能タンパク質を
合成した。このタンパク質を、基板上に自己
組織化させることにより構造体を形成し、細
胞足場とした。ここに種々の細胞を播種し、
接着する細胞種、細胞数、形態を顕微鏡観察
等により解析し、足場材料としての性能を評
価した。 
(3) 細胞分化誘導能を有するタンパク質材
料構築～細胞機能制御ユニットの創出～ 
細胞分化能を有する機能タンパク質を設
計・合成し、(2)で構築した足場タンパク質
に導入した。細胞分化を制御するタンパク質
パーツの設計にあたり、天然の成長因子タン
パク質、転写因子タンパク質の配列をもとに
改造を施し、目的に応じて高安定性、高機能
性を付与したタンパク質を合成し、その機能
を評価した。 



 
４．研究成果 
研究代表者はこれまでに、上皮細胞成長因

子（EGF）、塩基性繊維芽細胞成長因子（bFGF）
等、細胞の成長を促進するタンパク質性因子
に種々の改造を施し、さらに足場材料タンパ
ク質と一体化させることにより、細胞接着能、
細胞増殖能を併せ持つ高機能タンパク質材
料の開発に成功してきた。本研究では神経組
織の再生をターゲットとした。 
本研究で新たに構築した細胞足場タンパ

ク質材料は、神経幹細胞や神経細胞特異的に
接着機能を有することが明らかとなり、これ
らを適宜使い分けることにより、組織形成の
度合いに応じた足場材料となることが示さ
れた。 
機能を発現する神経組織の再生には神経

細胞だけではなく、神経細胞を再生・維持す
る役目を担うグリア細胞の共存が必須であ
り、両者が協調的に働ける環境を提供するこ
とが重要である。そこで神経細胞への分化を
誘導する転写因子である Olig2、および神経
細胞の機能を維持するCiliary Neurotrophic 
Factor (CNTF)をターゲットとしてエンジニ
アリングを行った。これら遺伝子のクローニ
ングを行い、小型化、安定化等の改造を行い、
神経幹細胞から分化を誘導し、神経組織を形
成することができる改造型タンパク質を合
成した。 
新たに合成した改造型タンパク質と、足場

タンパク質遺伝子とを組み合わせ、細胞接着
足場と神経細胞分化機能を併せ持つ一体型
タンパク質を構築した。神経細胞分化モデル
として、多分化能を有する P19 細胞を利用し
た。Olig2、CNTF をそれぞれベースに構築し
た改造タンパク質を連結した足場タンパク
質を自己組織化により集積した基板上に P19
細胞を播種し、細胞形態変化、および分化時
に発現する遺伝子マーカーを経時的に測定
した。その結果、Olig2 ベースのタンパク質
により神経細胞への分化が誘導されること
が示された。一方 CNTF べースのタンパク質
により神経細胞の安定化が促されて神経組
織に適切な環境が提供され、神経機能が維持
されることが明らかとなった。 
本研究では、特に神経の細胞分化・組織構

築に焦点をあて、細胞接着機能と細胞制御機
能が一体化した、新規タンパク質材料を創製
し、再生医工学材料としての基礎を築いた。 
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