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研究成果の概要（和文）：３次元的な組織構築を可能としたナノファイバーをベースとした基材の基盤技術開発をめざ
し，ナノファイバー中のペプチドの分子配向と自己組織化の実証と，ナノファイバー技術の幹細胞培養への応用をおこ
なった。芯鞘ナノファイバーの利用により，水に不溶のゲル状のコラーゲンファイバーを得た。またナノファイバーを
一定方向に配向させたシート状の構造体を作製し，これを積層することで，造血幹細胞の培養に適した「バイオミメテ
ィックファイバー」の創製をおこなうことができた。

研究成果の概要（英文）：To apply nanofibers to three-dimensional tissue constructs, we have tried to 
develop nanofiber-based scaffolds, including the self-organization and alignment of pepitide molecules in 
nanofibers and the stem cell culture by using nanofiber scaffolds. We have successfully fabricated 
collagen gel-like fibers by exploiting core-shell nanofibers. We also developed culture sheets construct 
by layering alined fiber sheets and applied them to hemetopoitic stem cell culture, which is called as 
'biomimetic fibers'.

研究分野：バイオマテリアル
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１．研究開始当初の背景 
 iPS/ES 細胞をはじめとする幹細胞研究の
急速な発展により，再生医療の実用化が期待
されている。こうした中，細胞から組織・臓
器を立体的に構築するために，細胞の微小環
境を適切に制御できる医用材料が強く望ま
れている。一般に，生体組織中で細胞は，細
胞外マトリクス(ECM)と呼ばれる繊維状の
糖・タンパク質等から成る構造体の中に存在
しており，これらは局所的に特定の方向に配
向するなどの異方性の高い微細構造を有し
ている。細胞の形態や配列は，こうした異方
性により，緻密に制御されている。したがっ
て再生医療で使用される材料にも ECM で見
られるような異方性が求められる。しかしな
がらこれまでに，骨や上皮等の再生を目的と
した組織工学分野で，細胞の接着の場を提供
する材料として長らく使用されてきたハイ
ドロゲルや合成高分子は，等方的かつ均質な
物性を有する。そのため，より複雑な組織・
臓器の構築には限界があり，生体のもつ微細
構造を再現できる材料が望まれている。 
 生体の組織に見られる異方性のある構造
を模倣して，一方向に配向させたナノファイ
バーから成る配向性の高い足場材料をエレ
クトロスピニング法により作成した。この上
で間葉系幹細胞を培養したところ，配向性の
足場上では骨芽細胞，脂肪細胞両方へ誘導さ
れたものの，無配向の足場上では脂肪細胞へ
の分化が抑制され骨芽細胞への分化が選択
的に生じるという興味深い知見を得た。この
結果は，基材の形状や幾何構造を変えること
で細胞の機能を自由に制御できることを示
している。 
 
２．研究の目的 
 そこで本申請課題では，３次元的な組織構
築を可能としたナノファイバーをベースと
した基材の基盤技術開発をめざし，下記の研
究項目を推進することにした。 
 
(1) ナノファイバー中のペプチドの分子配向
と自己組織化の実証 
 細胞外マトリクスタンパク質のコラーゲ
ンを用いて，ナノファイバーを作成する。こ
れまでの多くの研究では，高い水素結合能を
有するヘキサフルオロイソプロパノール
（HFP）等の高極性溶媒にコラーゲンを溶解
させ，これをエレクトロスピニング法により
紡糸することでコラーゲンナノファイバー
を作製している。しかし，化学的架橋処理な
しには，ファイバーの高強度化・不溶化は実
現できていなかった。そこで，分子配向にも
とづいてファイバーの高強度化と不溶化を
はかる。 
 
(2) バイオミメティック・ファイバーの創成
と機能評価 
 架橋剤を使用せずにコラーゲンナノファ
イバーを作成できれば，再生医療用途におけ

る安全な材料としての使用が期待される。配
向ナノファイバーを用いて生体組織を模倣
した異方性の高い構造を模倣した新規配向
性ファイバー（バイオミメティック・ファイ
バー）の創成を行う。これの再生医療用の埋
込材料としての有用性評価をおこなう。 
 
３．研究の方法 
(1) ナノファイバー中のペプチドの分子配
向と自己組織化の実証 
 同軸ノズルを用いて，芯鞘型のナノファイ
バーをエレクトロスピニング法により作成
した。内層には酢酸緩衝液(pH 3.6)に溶解さ
せた I型コラーゲンを，外層には水溶性高分
子であるポリビニルピロリドン(PVP)を用い
た。これを回転式ドラム型コレクタ上で紡糸
し，ナノファイバーシートを回収した。回収
したファイバーをエタノール水溶液および
水で洗浄することで，PVP を除去し，ファイ
バー状のコラーゲンゲルを得た。これにより
コラーゲンは芯鞘ファイバー内で分子配向
を形成し，自己組織化的に高次構造が形成さ
れるものと考えられた。これを酢酸緩衝液に
再溶解させ，SDS-PAGE による分子量評価，円
二色性(CD)スペクトル測定による二次構造
評価を行った。 
 
(2) 「バイオミメティック・ファイバー」の
創成と機能評価 
 生体組織を模倣した異方性の高い構造を
模倣した新規な３次元ファイバー足場材料
の創成を目指し，ナノファイバーシートを多
層に重ねるための層状の基材を，アクリル加
工機を用いて作製した。この層状の基材に観
葉系幹細胞を播種したのち，各層間で造血幹
細胞を培養することで人工造血幹細胞ニッ
チと呼ぶべき培養環境を構築した。培養した
造血幹細胞の性質はフローサイトメトリー
およびコロニーアッセイ法により評価した。 
 
４．研究成果 
(1) ナノファイバー中のペプチドの分子配向
と自己組織化の実証 
 コラーゲンを芯，PVP を鞘としたナノファ
イバーの形成は，芯・鞘それぞれの紡糸溶液
に赤・緑の蛍光色素を添加しておき，これを
蛍光顕微鏡で観察することで確認できた。作
成したファイバーをゲル化・洗浄することで
ゲル状のファイバーを得ることができ，これ
を SEM で観察した。得られたファイバーは水
には溶解せず，ゲル化しているものと考えら
れた。そこでこれを酸性緩衝液で再溶解させ
たのち，SDS-PAGE をおこなったところ，洗浄
操作後のコラーゲン溶液は，高分子バンドが
明瞭に観察でき(Fig. 1)，三重らせん構造が
維持されていることがわかった。一方で，有
機溶媒を用いて紡糸したコラーゲンファイ
バーを再溶解したものの電気泳動では，スメ
アなバンドが観察され，タンパク質の変性と
切断が生じていることがわかった(Fig. 1)。
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Fig. 1 SDS-PAGE. Lane 1: marker, 2: 
co-axial fiber as spun, 3: washed co-axial 
fiber, 4: original collagen, 5:PVP 6: 
electrospun fiber by using HFP 

得られたゲルファイバーの CD スペクトルを
測定したところ，トリプルヘリックスに由来
するコットン効果がもとのコラーゲンに対
し 70%程度維持されていることがわかった。
以上より，コラーゲン特有の高次構造を保持
したままファイバー化することに成功した
と言える。 

 
(2) 「バイオミメティック・ファイバー」の
創成と機能評価 
 ナノファイバーを一定方向に配向させた
シート状の構造体を作製し，この上で骨髄由
来間葉系幹細胞（MSC）を培養した。通常の
培養皿上での培養では，MSC を骨芽細胞や脂
肪細胞等へ分化誘導させるためには，それぞ
れの分化に適した誘導因子のカクテルを培
地に添加する必要がある。これらの因子をす
べて混和した培地を用いて培養すると，骨芽
細胞も脂肪細胞もいずれも出現する。しかし
ながら，一定方向に配向させた異方性のある
ナノファイバー上で培養したところ，脂肪細
胞への分化が抑制され，骨芽細胞方向への選
択的な分化が起こるという興味深い結果が
事前に見出されていた。これは，細胞が足場
の異方性から力学的な刺激を細胞骨格を介
して受けたためと考えられる。そこで，一方
向に配向させたナノファイバーシート上で
MSC を培養してこれを積層し，各シート間で
造血幹細胞（HSC）を培養できるよう，ナノ
ファイバーシートを蜂の巣箱状に積層する
ためのアクリル板を加工した培養治具を設
計・作成した(Fig. 2)。これは，HSC は生体
中では骨芽細胞様ストロマ細胞に取り囲ま
れた造血ニッチと呼ばれる微小環境中で増
殖するという知見をもとに，造血ニッチを模
した培養系を人工的に作製する目的でおこ
なったものである。 

 
 先の結果では，異方性ファイバー上では骨
芽細胞への選択的分化が見られたため，ここ
で MSC と HSC を共培養することで，HSC の効

率的増幅が可能になると考えた。期待通り，
異方性シートを用いた場合，未分化な造血幹
細胞が効率的に増殖するという大変興味深
い知見が得られた(Fig. 3)。この結果はファ
イバーシートの幾何構造が MSCの細胞機能に
影響し，さらにそれが HSC の増殖に影響を与
えたものと考えられ，基材側からの工学的ア
プローチによる細胞機能制御につながる成
果として期待できる。 
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Fig. 2 Biomimetic nanofiber scaffold 

Fig. 3 Expansion of HSPC 
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