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IFIO−2 　ガン マ 線架橋 に よ る エ ラ ス チ ン モ デル ペ プチ ドの

　ナ ノ粒 子 化
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［目的1本研究に お い て は 、米 国 の BRL 社 に よ り開 発 され た エ ス チン モ デル

ベ プチ ドの
一

定以 上の 温 度で 凝 集 微 粒 子化 す る とい う特性 に 注 目し、畷集

させ た状態 を保 ち なが ら架 僑 試 薬 の残 留 の 恐 れ の な い ガ ン マ 線照剔
．
を行

い 、薬剤担持囗∫能な 架橋ナ ノ粒 予の 訓 製 を試 み た 。
「方法 IJく腸菌を 用 い た 遺伝 了

．T．業 技 術 に よ り作製 され た po1｝・（GVGVP ）251

の 水溶液を 調 製 し、凝 集 速 度 、温 度を 変化 さ せ て ポ リヘ プ チ ドを微粒 f’化
した uこ れ を 保温 しな が ら60Co ガ ン マ 線で 照射 し、架橋 粒子の 生成 を確 認

した 後、動的光散乱法に よ り粒径 分布を測定 した。また．得 られ た架橋粒

子 を 用 い 、楽 剤 担 持徐放の 可 能性に つ い て も検 討を行ったu
［結果】ボ リペ プ チ ド水溶液 を4℃か ら 42 ℃へ 急速 に昇 温させ、ガン マ 線照 射

を 行 う こ とに よ り転 移温 度以 下の 温度に 戻し て も、200nm 以下の ポ リベ ブ
．

チ ド架橋 ナ ノ 粒子が 得ら れ た。得 られた 架橋微粒 子に 抗 が ん剤 （メ トトレ

キ サ ー・卜）を 担持 さ せ 、PBS 中に 徐 放さ せ る と、約8割 の 薬剤が 短時間 で徐

放さ れ、残 りの 2割 が 徐々 に徐放 された、、
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【目的 】再生医療 の 分野に お い て 特定 の領 域で 特定 の成長因了を働 かせ る こ

とは 重要なテ
ー一

マ で ある 。しか し、特 k の成 長閃子 を特定 の 領域 にバ タ ー
ン 化 す る こ とは難 しい ．しか し、バ イ オ マ テ リア ル をパ タ ー

ン 化 する こ と

は 比較的筒単で ある 、キ チ ン に 結合する ドメ イ ン 〔ChiBD ）を繊維芽細胞成

長因子〔FGF2 ）に融合 させ 、パ タ ーン 化 した キ チ ン に 融合タ ン パ ク をバ タ ー一
ン 化 させ よ うと試 み た。FGI，2 は繊維芽細胞 をは じ め と する さまざまな細

胞 に 対 して 増殖活性 や幹細胞 を 未分化な ま ま 維持す る こ とが知 られて い

る。
【方法 と結果】ChiBD ・FGF2 を コ ードす る DNA をプ

．
ラス ミ ドに 導入 し、発

現プラ ス ミ ドを構築 した 。シ
ー

クエ ン ス に よって 配列を確認 した 。大 腸 菌

で ChiBD −FGF2 を発現 さ せ、大腸菌破砕液上 清よリア フ ィ ニ テ ィ
ー

カ ラ ム

ク ロ マ トグラ フ ィ
t一で精製 し、SDS −PAGE とウエス タ ン ブ ロ ッ トで 確 認 し

た．ChiBD −FGF2 を便 っ て作製 した さまざまなバ イオマ テ リ アル へ の 結 合

を抗 FGF2 抗体 を用 い て 検討 した。キチ ン シ
ー

トに対す る吸 着 を調 べ た と

こ ろ 、結 合する こ とが確 か められた．セ ル ロ
ー

ス ろ紙に キチ ン をパ タ
ー

ン

化 した もの には キチ ン をパ タ ー
ン 化 した部分 だ け に 抗体反 応が 見 られ た。

また 、キ トサ ン を全面に 塗布 した ろ紙に 無水酢酸で キ トサ ン を部 分 的 に ア

セ チ ル化 し た場 合、ア セ チル 化 した部分 に だ けChiBD −FGF2 が 結 合 す る こ

と もわ か っ たっ
【考察】バ タ ー

ン 化 され た 様 々 なキ チン バ イオ マ テ リア ル に、FGF2 を ロ
ー

カル デリバ リ
ー

す る こ とが可能 とな っ た。
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【目的】再生医療 に お い て ．特定の 領域 、つ ま リパ タ
ー

＝一ン グされ た領 域 で

細胞の 成長が制御 で きる ように なれ ば、生体 内の 複雑 な形 態形 成 を 漠倣で

きる の で はない だろ うか 。本研究で は そ の 足が か り と して 、まず 特 定 の マ

テ リア ル 上で 細胞 増殖 を コ ン トロ
ー

ル しよ う と試 み たc
【方法 と結果】セ ル ロ

ー
ス に 特 異的に結 合する タ ンパ ク 質cellulosc 　binding

doulain〔GBD ）と 細胞増殖 因子i
・
ibl．oblast　grewth 　fa［tnr−2（FGF2 ）と の融合 タ

ン パ ク質を作 製 し、人腸 菌で 発現 したc ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム ク ロ マ トグラ

フ t 一で精製 した。こ れ をセ ル ロ
ー

ス バ イオマ テ リア ル に吸 着 させ 、マ テ

リア ル 上 で の 細胞 へ の 影 響を検討 した。マ ウ ス 前駆骨 芽細胞 M 〔IE　T3．・Elは

低 lt［1清培地 中で は細胞が 伸展せ ず、また生存 で きない 。こ こに FGF2 が 存

在 す る と生存可能 にな る 。作製 した融合タ ン パ ク質CBD −FGF2 は セ ル ロ ー
ス バ イ オ マ テ リア ル に結 合し、かつ M （］STa．−F．1を生存 させ る活 性 が あ る こ

とが 確認され た。
【考察】FGF2 は 細胞増殖や 細胞 の 未分化維持な どの 活性 が あ る こ とか ら、
セ ル ロ ー

ス でパ タ ー
ン 化 したバ イオマ テ リア／レ上で 幹細胞 の 未 分 化 状 熊 を

維持 した ま ま増殖 させ る こ とが で きる の で はない か と考え られ る 。

我 々 は 羊毛ケ ラチン か ら 3 次 元 多孔体 を作製 し、新 規 再 生 医 療 用 細胞 足場
と して の 検討 を進 め て い る．今回、ケ ラ チ ン 多 孔 体 の 抗 原性 を調 べ るた め 、
モ ル モ ッ ト皮 卜

．
に 多孔体 を埋 め こ み ．多孔 体周 辺 の病 理 組 織 像 を検討 した

の で鰕告 する tt
（実験方法）モ ル モ ッ トの 左側背 部皮膚を 切 閉 し、圧 縮 成 形 また は 凍結 乾燥
ケ ラ チン 多孔体 （lxl 　cm 角） を、皮下 に 挿入 したc 翌 日屠殺 後被 験 物 質の

周辺 組織 を摘 出 し 1 日 1回挿入群 とした。2回 挿人 群は ．1同 目挿入 か らS ヵ

月後、同様 に A側背 部皮 1・
．
に 被験物質 を挿入 した ．翌 日左側 、右 側 両 方 の

被 験物質 周辺 の 組織 を摘 川した ．左側検体 は3 ヵ 月 1図 挿入 群、右 側 検 体 は

3 ヵ 月挿入後 1H 挿 入群 と したu摘 出組織 は ホ ル マ リン 固 定 後．パ ラフ ィ ン

ブ ロ ッ ク に し、薄切、II ・E 染色 を行い 、病理組織像 を観察 した．対 照 群

と し て、被験物質非挿 入群、市販止血用 コ ラ
ー

ゲン 多孔 体挿人 群 を設 けた 。
（結 果 と考察） 抗原性 は、3 ヶ

．
月留置後 1 日留置群の 皮 ド脂 肪 層 の 炎 症 性 細

卵浸 潤に よ り判断 した ．、各検体 とも 1 ト
．
「留置群で は 皮 ド脂 肪層 に 変 化 は 見

られ な か っ た が 、2種の ケ ラチ ン 多孑L体及び コ ラ
ー

ゲン 多孔 体の 9．ヶ 月 留 置

後 1 口留置群で は 、皮 剛旨肪層に 軽度の 炎症性 細胞 授 潤 が 見 られ た tt こ れ

よ り、2 種の ケラ チン 多孔体は市販IF
．
血 用 コ ラ

ー
ゲン 多孔 体 と同等 の 僅か

な 抗原性 を有 して い る と判断 された。各多孔体 の 体内吸収 速 度 は、コ ラ ー
ゲ ン 多孔体 〉 凍結乾燥 体 〉 圧縮成形体 の順 に 小 さ くな っ た。
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