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研究成果の概要（和文）：刺激応答性の高分子複合体から成る殻（ナノシェル）で細胞を覆い、刺激を与えられて初め
て機能を発揮するような「ケージド細胞」を調製する方法の開発を行った。本研究では、細胞の制御に用いる外部刺激
として、時間的・空間的分解能が極めて高い光刺激を選択し、光分解性のナノシェルを開発した。ナノシェルの材料と
して、光分解性リンカーを介して生体適合性の高い高分子を集合化し、光分解性のヒドロゲルを開発した。この光分解
性の集合体を交互積層法によって細胞表面に被覆する技術を開発し、被覆したケージド細胞は、光照射によってその伸
展や接着、貪食がコントロールできることを示した。

研究成果の概要（英文）：We developed methods for preparing "caged cells", which are covered with the nano-
shell consisting of stimuli-responsive polymer complexes to control the cellular functions with external s
timuli. In this study, light stimulation was selected as the external stimulus because of its high spatio-
temporal resolution, and photo-cleavable nano-shells were challenged to be developed. For the cell-coating
 material, a photo-degradable hydrogel was produced by self-assembly of biocompatible polymers through a p
hoto-cleavable linker group. Then, the method for coating cellular surfaces with the present photo-degrada
ble self-assembly materials was optimized for tightly caging living cells, and the functions of caged cell
s such as elongation, adhesion and phagocytosis were successfully confirmed to be controlled by light irra
diation.
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１． 研究開始当初の背景 
近年、ES 細胞や iPS 細胞といった分化万能

細胞を細胞源とした有用細胞の調製法が確
立し、分化誘導した細胞を用いた再生医療や
創薬用の人工組織モデルの構築、細胞移植療
法、養子免疫療法など様々な分野への応用が
期待されている。しかし、再生医療や組織工
学分野においては、心筋や皮膚などの単純な
構造の組織については構築法が確立しつつ
あるが、肝臓の肝小葉などの複雑な構造の組
織については未だに組み立てる方法論が確
立していないのが現状である。また、細胞移
植や養子免疫療法においても、生体防御系に
よる拒絶をすり抜けて目的の位置に細胞を
送達する技術が不十分であり、細胞の本来有
する機能を十分に有効利用できていないと
言える。 
細胞は細胞表層の膜タンパク質を介して

周辺環境や他の細胞と相互作用する。従って、
細胞が接着してほしい場所でのみ細胞表層
の膜タンパク質がマトリクスと相互作用で
きるように個々の細胞を制御できれば、一細
胞ずつを複雑な構造に配置することが可能
である。同様に、生体内で目的の位置に到達
するまでは細胞表層が他の細胞に認識され
ないように保護されていて、到達後に他の細
胞や周辺環境と相互作用するように時空間
的に制御できれば、免疫防御網をすり抜けて
目的の部位のみで細胞を働かせられる。この
ように、細胞表層の相互作用を人為的に制御
できれば、生体内外で自由自在に細胞を制御
できると考えられる。 
近年、生体分子に光分解性の保護基を修飾

し、一時的にその機能を抑制する方法（ケー
ジング）が注目されている。この保護された
分子（ケージド分子）は、光照射によって保
護基が分解されて本来の機能を取り戻す。従
って、ケージド分子を生体内に導入し、望み
のタイミングに望みの場所にのみ光を照射
することによって、その機能を時空間的に制
御できる。そこで、刺激分解性の殻（ナノシ
ェル）を細胞に被せれば、細胞表層と外部と
の相互作用が抑制された「ケージド細胞」が
調製でき、細胞の機能を生体内外の刺激で自
由自在に制御できるのではないかというア
イデアを着想した。 
 
２．研究の目的 
 刺激応答性のナノシェルで細胞を被覆す
ることによってその機能を抑制したケージ
ド細胞を調製する技術を開発し、ケージド細
胞を用いることによって刺激に応じて細胞
機能を制御することを目的とした研究を行
った。 
 
３．研究の方法 
（1）光分解性材料の合成と集合化 
 光分解性リンカーを介して末端にビオチ
ンを修飾した四分岐ポリエチレングリコー
ル（PEG）を合成し、この光分解性ビオチン

化四分岐 PEG（photo-cleavable biotinylated 
4arm PEG: PB-PEG）とアビジンとを生理条件
の緩衝液中で種々の濃度条件、混合比率で混
ぜ、これらの自己集合によるゲル形成を倒置
法およびレオメーターを用いた粘弾性測定
によって巨視的に評価した。また、マイクロ
サイズの蛍光ビーズをこの混合水溶液中に
懸濁させ、共焦点レーザー顕微鏡を用いてそ
のブラウン運動を解析することにより、ゲル
化に伴う自己集合体の形成を微視的に追跡
した。得られたヒドロゲルに対し、種々の強
度で紫外光（365 nm）の照射を行い、その光
応答性を上記と同様の方法で巨視的および
微視的に評価した。 
浮遊細胞であるマウス proB 細胞株 BaF3 細

胞を PB-PEG 水溶液中に懸濁させ、上記と同
様にアビジン水溶液と混合することによっ
てゲル内に包埋した。また、ゲル中で培養後
に蛍光試薬による染色法を用いて生死判定
を行った。さらに、細胞を包埋したゲルに光
照射を施してゲルを溶解させた後、溶けた水
溶液から回収した細胞の生死判定も上記と
同様に行った。 
 
（2）ビーズへの光分解性材料の被覆 
 細胞表層に（1）で開発した光分解性材料
を被覆するための方法を検討するために、ま
ずは細胞の代わりに、アビジン修飾されたマ
イクロサイズのビーズに対して材料の被覆
を試みた。平均粒径が 2μm のアビジン修飾
ビーズを PB-PEG 水溶液に懸濁させて静置
し、その後遠心操作によって上清を分離除去
した。次に、この PB-PEG 修飾を施したアビ
ジン修飾ビーズをアビジン水溶液に懸濁さ
せ、静置後同様に上清を分離除去した。この
ように、ビーズ表面に PB-PEG とアビジンと
を交互に積層し、ビーズ表面を光分解性自己
集合体で被覆した。ビーズへの材料の被覆は、
動的光散乱測定法による粒子径の測定と、フ
ローサイトメーター解析による蛍光標識ア
ビジンの定量によって確認した。また、この
ビーズ上のコーティングが、光照射によって
分解脱離することも同様の方法で調べた。 
 
（3）細胞表層被覆のための足場分子の検討 
 細胞膜上に自発的に集積することが知ら
れている PEG 脂質にビオチンを修飾した。こ
のビオチン化PEG脂質を細胞表面に作用させ
た後、蛍光標識アビジンを添加し、共焦点レ
ーザー顕微鏡および蛍光フローサイトメー
ターによりアビジンの細胞膜上への導入を
確認した。また、PEG と脂質との間を光分解
性リンカーでつないだ光分解性PEG脂質にも
ビオチン修飾を行い、上記と同様に、細胞表
層にアビジンを導入することができるかを
調べた。さらに、（1）と同様に光照射を施し
た後、細胞表層上からアビジンが消失するか
どうか顕微鏡観察により調べた。また、光分
解性PEG脂質と細胞膜との相互作用の光依存
性を調べるために、ガラス基板上にこの PEG



脂質を修飾し、種々の量の光を照射後に細胞
を播種し、せん断応力をかけた際の細胞の残
存率を求めた。 
 
（4）細胞のケージング法とその評価法 
 （3）で検討した方法を用いて細胞表層に
光分解性ビオチン化 PEG 脂質（photo-cleavable 
biotinylated biocompatible anchor for membrane: 
PB-BAM）を介してアビジンを導入し、（2）
で開発した方法を用いて、PB-PEG とアビジン
との交互積層を行った。その際に、上記と同
様にアビジン水溶液に蛍光標識アビジンを
含ませ、細胞表層に（1）で開発した光分解
性自己集合体材料が積層されることを共焦
点レーザー顕微鏡観察および蛍光フローサ
イトメーター解析により評価した。また、こ
の細胞に対して光照射を施した後、全く同様
の評価を行った。 
 ケージングを施したヒト子宮頸癌 HeLa 細
胞の伸展を評価するために、コラーゲンコー
ト表面に対して播種し、15分後の細胞の形態
を観察した。また、接着を評価するために、
ケージングを施した細胞と施していない細
胞をそれぞれ異なる色の蛍光色素で染色し
てスライドガラス上に播種し、生理条件の緩
衝液に繰り返し浸漬することによって、接着
していない細胞を表面から洗い流した。その
後、それぞれの色の細胞の残存率を蛍光顕微
鏡観察によって算出し、接着性を評価した。
全く同様の方法で、ケージング後に光照射を
施した細胞の接着性も定量した。 
 ケージングを施したマウスマクロファー
ジ細胞株J774細胞の貪食を評価するために、
蛍光マイクロビーズの細胞内への取り込み
を共焦点レーザー顕微鏡観察によって評価
した。 
 
４．研究成果 
（1）光分解性材料の開発とその機能評価 
 PB-PEG 水溶液とアビジン水溶液とを両者
が一定濃度以上で等モル量になるように混
合すると、ビオチン-アビジン相互作用を介し
て迅速にゲル化することが分かった。また、
ゲル化後、包埋したマイクロサイズのビーズ
のブラウン運動が完全に停止することより、
サブマイクロの大きさのメッシュ状集合体
が形成され、立体障害的にマイクロサイズの
物質の動きを制御できることが示唆された。
このヒドロゲルに対し、細胞毒性の無い弱い
強度の光（365 nm、5 J/cm2 以下）を照射した
ところ、ゲルの溶解が確認できた。また、光
照射後、ビーズのブラウン運動も再開するこ
とより、ゲル内部に形成されたメッシュ状の
自己集合体の分解も示唆された。このように、
マイクロサイズの物質の制御に利用可能な
微細な自己集合体から成る光分解性ゲルの
開発に成功した（投稿準備中）。 
 このゲルに BaF3 細胞を包埋し培養したと
ころ、ゲル内で細胞の動きは抑制されるが、
3 日後もほぼ全ての細胞が生存していること

が分かった。また、上記の検討で用いた弱い
強度の光を照射したところ、マイクロビーズ
と全く同様に、細胞の運動が再開され、溶解
した水溶液から細胞を回収したところ、ほぼ
全ての細胞の生存が確認された。このように、
タンパク質と親水性ポリマーから成るこの
自己集合材料は生体適合性が高く、また、光
感受性が高いため細胞毒性の無い条件で細
胞の運動を光制御可能であることが分かっ
た（投稿準備中）。 
 また、本研究を進めるにあたり、ビオチン
化光分解性基に嵩高いアビジンやストレプ
トアビジンが強固に結合することによる立
体障害に着目し、この立体障害によってタン
パク質の機能が制御できることも確認した
（発表論文 2）。従って、細胞表層のタンパク
質が外部と相互作用するのを防ぐのに、数層
の集合体があれば十分に制御可能であるこ
とが示唆された。 
 
（2）ビーズを用いた被覆法の検討 
 PB-PEG とアビジンから光分解性材料を細
胞表層に被覆する方法について、マイクロビ
ーズを用いて検討を行なった。アビジン修飾
ビーズを、PB-PEG 水溶液とアビジン水溶液
とに数分間ずつ交互に 4 回浸漬させることに
よって、ビーズの粒子径が数百マイクロメー
トル大きくなることが動的光散乱測定法に
より確認された。さらに、この材料被覆ビー
ズに光を照射すると、（1）と同様に弱い強度
の光で、粒子径が被覆前と同じ大きさに戻っ
た。また、交互積層の際に、アビジン水溶液
中に蛍光標識アビジンを一部含ませたとこ
ろ、積層回数を増やすごとに、ビーズの蛍光
強度が増加した。光照射後は、蛍光強度が積
層前と同じ程度まで低下した。これより、設
計通りに PB-PEG とアビジンとの集合体によ
って被覆され、光分解性リンカーの分解によ
ってその集合体が分離してビーズ表面から
消失したことが示唆された。 
 
（3）細胞表層被覆のための足場分子の検討 
 細胞表面を（2）で開発した方法でビーズ
と同様に被覆するために、細胞表層上にアビ
ジンを導入するための足場分子について検
討を行なった。ビオチン化 PEG 脂質を種々の
濃度で細胞上に作用させたところ、数 100μM
以上の濃度を培地に加えると、数分以内に最
大導入量に達することが分かった（発表論文
3, 4）。また、ビオチン化光分解性 PEG 脂質を
用いて同様の検討を行なったところ、全く同
様の結果が得られた。さらに、導入後に光を
照射したところ、照射量に応じて、細胞膜上
のアビジンの量が減少し、光照射によるアビ
ジンの放出が確認された。また、基板に修飾
した光分解性PEG脂質と細胞との相互作用は、
光の照射量に応じて変化し、1J/cm2 以上の光
でほぼ完全に相互作用が無くなることも確
認できた（発表論文 1）。 
 



（4）細胞のケージング法の開発と評価 
 細胞膜上に PB-BAM を介してアビジンを
導入し、（2）で開発した方法を用いて（1）
で開発した光分解性自己集合体を細胞表層
に修飾した。その結果、四回以上の交互積層
により、細胞表層に厚みのあるシェルを形成
することができた。また、このシェルが光照
射によって溶解し、細胞表層から拡散して消
失することも明らかにした。 
そこで、ケージド HeLa 細胞をコラーゲン

表面の基板に播種し、細胞の伸展と接着が制
御できるかを調べた。その結果、光照射を施
した細胞のみ伸展し、接着性も向上する様子
が顕微鏡観察によって明らかにされた。さら
に、ケージド J774 細胞も調製し、貪食作用
を光制御できるかも検討したところ、光照射
を施したケージド細胞のみが蛍光ビーズを
貪食して細胞内に取り込む様子が顕微鏡観
察によって示された。以上のように、ケージ
ド細胞を調製し、その機能を評価することが
できた（投稿準備中）。 
このように、光分解性材料で細胞を被覆し、

その機能を光制御した例は未だ無く、極めて
独創的な成果であると言える。また、今後、
このケージド細胞技術を用いて、生体内外で
様々な応用が期待できる。 
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