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研究成果の概要（和文）：分子動力学計算により、細胞脱離に適したオリゴペプチドの配列(CAAAEKEKEKEKGRGDSP)をデ
ザインした。次に、金ニードルに血管内皮細胞をペプチドを介して接着させた。そしてこのニードルを培養チャンバー
内に配置し、ハイドロゲルをチャンバー内でゲル化させた後に、電位を印加して金ニードルを引き抜いた。このように
して、内腔が内皮細胞に覆われた血管様構造を作製した。さらにゲル内にあらかじめ肝芽腫由来Hep G2を包埋すること
によって、血管網を有する立体的な肝組織を作製した。

研究成果の概要（英文）：An oligopeptide (CAAAEKEKEKEKGRGDSP) was designed using molecular dynamics 
calculations to electrochemically detach cells from a culture surface. Vascular endothelial cells 
attached on needles via the oligopeptide layer were electrochemically detached from the needles and 
transferred to surrounding hydrogel, resulting in endothelialized microchannels. Further, hepatoblastoma 
Hep G2 cells were previously encapsulated in the hydrogel. Hep G2 cells self-organized with vasculatures 
in following perfusion culture and formed vascularized hepatic tissues in vitro.

研究分野： 生物工学
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１．研究開始当初の背景 
再生医療とは、生体外で組織や臓器を構築

し、これを移植することで再生を促す技術で

あり、すでに皮膚や骨が実用化され世界的に

臨床応用が始まっている。特に近年、あらゆ

る臓器細胞になる能力を持つ万能細胞（iPS 細

胞）が日本発の技術として脚光を浴びている。

一方、生体内への細胞移植実験では、移植し

た細胞の大部分が対象臓器に生着せず、単に

細胞懸濁液を生体内にインジェクションする

方法では十分な治療効果が得られないことが

問題となっている。すなわち、iPS 細胞などか

ら患者に必要な細胞が得られるとしても、そ

の細胞を使って生体外で組織体を構築する技

術がなければ、より重要かつ複雑な臓器の再

生医療は実現しえない。そこでこれまでに、

耳や鼻などの単純な構造体は、生分解性多孔

質ポリマーを必要な形状に加工し、これに細

胞を播種して移植するアプローチが試みられ

てきた (R. Langer, JP. Vacanti, Science, 260, 
pp.920-6, 1993)。しかし、この方法は移植後の

細胞の増殖と自発的な組織化に依存しており、

生分解に伴う局所的な pH の低下、分解速度

と細胞増殖速度が釣り合わないなどの問題が

あった。つまり、生体組織に類似した高密度

な細胞集合体を生体外であらかじめ構築でき

る革新的技術が必要であった。本研究では、

電気化学を利用した独自技術をベースに、こ

のような高度な細胞組織体を構築する基盤技

術の確立に取り組んだ。 
 
２．研究の目的 
現在、温度応答性ポリマーを修飾した表面

が、有望な細胞脱離法として注目されている。

この培養表面で細胞シートを作製し、温度変

化により回収して疾患部位へ移植するという

治療法が開発され、臨床試験を含めて活発に

研究が進められている。ただし、この方法で

は細胞脱着に 30～50 分を要することが報告

されている(O. Kwon et. al., J Biomed Mater Res, 
2000)。後述するように細胞シートを積層化す

るために細胞脱離操作を繰り返す際、脱離時

間の短縮は特に重要である。 
申請者らは、近年全く新しい観点から電気

化学的な反応により５分程度で細胞が培養表

面から脱離する現象を発見した。この原理は、

アルカンチオール自己組織化単分子膜(self-
assembled monolayer: SAM)を介して細胞を接

着させ、電位印加により金－チオレート結合

を切断して SAM を還元脱離させることで、こ

れに伴い細胞も脱離させるものである。この

方法は、申請者らの知る限り最も素早い非侵

襲的な細胞脱離法である。ただし、使用する

アルカンチオール分子は生体に存在しないた

め、将来の臨床応用において安全性の問題が

生じる可能性があった。そこで本研究の 1 つ

目の目的は、より安全性の高い自己組織化オ

リゴペプチドを本原理に応用することとした。

ペプチドは分解されてもアミノ酸しか生じな

いため、より安全性の高い手法となりうる。 
一方、酸素の拡散限界のため高密度な細胞

集合体のすべての細胞が生存可能な厚みは、

表層から 200～500 µm 以下である。したがっ

て、細胞シートを単に積層化するのみでは 500 
µm 以上の厚みのある組織は作製できない。つ

まり、生体類似のより大きな組織や臓器を構

築するためには血管構造を導入する技術が必

須であり、この点が現在、再生医療分野にお

いて最大の課題の１つとなっている。そこで

本研究の 2 つ目の目的は、本細胞脱離法を微

細な金ニードルに応用し、微小血管サイズの

金ロッドから血管内皮細胞を脱離させること

により、組織内に血管構造を付与する技術を

確立こととした。 
 

３．研究の方法 
 アルカンチオール分子に替わるオリゴペプ

チドを設計では、特に素早い細胞脱現のため

に金表面で密に自己組織化するオリゴペプチ

ドの設計が必要であった。なぜなら、オリゴ

ペプチドの表面密度が低く、培地中のタンパ

クなどが金表面へ非特異吸着すると、これを

介して接着した細胞は電気化学的に脱離させ

ることはできないためである。そこで、配列

の中央にリジン(K)、グルタミン酸(E)のような

プラス、マイナスにチャージしたアミノ酸を

交 互 に 配 置 し た オ リ ゴ ペ プ チ ド 
(CAAAEKEKEKEKGRGDSP) を作製・評価し

た。このペプチドは、末端のシステイン(C)の
持つチオールを介して自発的に金表面に結合

し、隣接するペプチド分子間の K および E の

静電的な相互作用によって自己組織化した。

この自己組織化ペプチドは表面の電荷が打ち

消される、いわゆる両性イオンペプチドであ

る。さらに一方の末端に、細胞接着配列（RGD）

を付与することで、タンパクの非特異吸着を

抑制した上で細胞が接着できるようにデザイ

ンした。このペプチドに求められる要件は、

バルク溶液中では分子同士が凝集せずに、金

表面に結合した際にのみ隣接する分子間で密

な分子層を形成することであった。そこで研

究協力者 Dr. Gautieri との共同研究により

Molecular dynamics 計算を用いて、バルク中の

ペプチドの三次構造および分間の塩橋形成を

解析した。 
 血管構造の構築は、再生医療分野において

ブレークスルーが必要な重要な課題の一つで

ある。そこで、この細胞脱離技術を金ニード

ルへ応用し、細胞組織内への血管構造を導入

する方法の確立に取り組んだ。まず、直径 500 
µm 程度の金ロッドに血管内皮細胞を上記の

ペプチドを介して接着させた。次にこのニー



ドルを培養チャンバー内に規則配置し、ハイ

ドロゲルをチャンバー内でゲル化させた後に、

電位を印加して金ロッドを引き抜いた。この

ようにして、内腔が内皮細胞に覆われた血管

様構造を作製した。血管内皮細胞は、成長因

子の添加によりゲル内で自発的に毛細血管網

を形成することが知られており、金ニードル

間の微小な領域(約 500 µm)は管腔形成を誘導

することにより毛細血管網で接続可能かどう

か評価した。さらに、ゲル内にあらかじめ肝

芽腫由来HepG2細胞を包埋することによって、

血管網を有する肝類似組織の構築が可能かど

うか評価した。 
 
４．研究成果 
 オリゴペプチドの設計では、分子動力学計

算によって、CAAAEKEKEKEKGRGDSP がバ

ルク中では低い割合で α へリックス構造を形

成すること、分子間の酸性および塩基性アミ

ノ酸による塩橋は形成されないことが示され

た。一方、金表面に結合した際の分子間相互

作用を、同様に分子動力学計算により予測し

た結果、細胞接着配列(RGD)を表面に露出し

たまま、密な分子層を形成することが示され

た。つぎに、このオリゴペプチドを金表面に

修飾して細胞を接着させ、細胞脱離試験を行

った。従来のアルカンチオール分子が細胞脱

離に 5 分を要したのに対して、約 2 分ですべ

ての細胞が脱離できることが確認された。 
 このオリゴペプチドを用いて、ニードルか

ら血管内皮細胞を電気化学的にハイドロゲル

に転写したところ、内表面が血管内皮細胞に

覆われた血管様構造を作製可能であった。さ

らに、送液培養中に転写した血管内皮細胞お

よびあらかじめハイドロゲルに包埋した血管

内皮細胞と間葉系幹細胞が自発的に関空構造

を形成し、ニードルで作製した血管様構造の

間を接続することが示された。ここへさらに

あらかじめ肝芽腫由来 Hep G2 を導入したと

ころ、高密度な肝組織様構造が形成されるこ

とが示された。 
 また、脱離に使用するオリゴペプチドは、

本原理では細胞組織側に混入すると考えられ

る。例えペプチドであっても、生体内で悪影

響がないことを証明する必要があった。そこ

で、研究分担者による医学的な助言のもとで、

高濃度ペプチド溶液をラット腹腔内に注入し、

炎症反応の有無を評価した。その結果、生理

食塩水を注入した場合と比較して、顕著な炎

症反応の発生は観察されないことが示された。 
 以上により、安全かつ素早い血管構造作製

技術が確立できた。 
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