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3P−2087　　 医療機器被覆を 目指 し た細胞特異性接着ペ プ チ

　　　　　　　 ドの 探索
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【背景
・

目的】　現在，先進 国で は 心 疾患や 脳 卒中 などの 循環器 系疾患 が

死因の 大半を 占めて い る．致死性 の高 い こ れ ら の疾患 の治療 に 用い られる

人工 血 管や カテ
ー

テ ル ，ス テ ン トなど の 医療機 器に おい て，長期留 置に お

ける 再狭窄 が大 きな 問題と な って い る．
1紅管 内留置型 医 療機器 にお い て 最狭窄 の 原 因 は ，平滑 筋細 胞の 過形 成 に

よ る 血 管 肥 大 化 ，血 小 板 の 付 着 に よ る血 栓 形 成 な ど の 複雑 な要 因が 知 られ

て い る ．こ れ らの 問 題 を 解決 す るた め には 迅 速 な 内皮化 を促 し，血 管肥 大

化の 抑制 ・∬iL栓形 成 の 予 防す る こ とが必 要で あ る．そ こで 我 tl は，平滑 筋

細胞に は 接着性を有さ ず，内皮細胞 に は接着性 を持 っ ような，細胞 特異的

ペ プ チ ドを生体分子（コ ラ
ー

ゲン IV ）か ら探 索 し、医療機器 へ の迅速 な 血管

の 内皮化促進効果 を検証 した．
【実験 方法

・
結 果】 本 研究で は ，細 胞 ス ク リーニ ン グ技 術 と して 有 効

な 、ペ プチ ドア レ ／細胞 ア ッ セ イ法 を 用 い た ．ペ プチ ドア レ イは ．セ ル

ロ ー
ス メ ン ブ レ ン 上 に 多種類の ペ プチ ドを 任意に合成する こ と が可 能で あ

り，多検体の 細飽
一
ペ プチ ド相彑 作用 を検証す るの に適 して い る，ペ プ チ

ドア レイ を用 い た探 索の 結果，RGD 配 列以 上に 内皮 細胞に 対 して特 異的な

接 着を示す 3残 基の ペ プチ ドを20種類 以上取得す る事 に成 功 した．こ の 中

の ペ プ チ ドを更 に 評価 し，血 管 内医療機器被覆 の有効が示 唆 された．
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2003 年．我 々 は B 型肝炎 ウ イ ル ス の ヒ ト肝 臓 特 異 的 な感染 機 構 を 有す る ナ

ノ カ プ セ ル で ある同表面抗 原 タ ン パ ク 質 L 粒子 を酵母 で 生産 させ ，生 体 内

ピ ン ポ イ ン ト遺伝 子
・
薬剤 送達用非ウ イル ス ベ ク タ

ーtF
バ イオ ナ ノ カ プセ

ル （BNC ，　Bio −nanocapsule ）
「1

を開発 した （山田 ら．　 Nat　Biotcch ）。さ ら に

2008年 に は．BNC が リボ ソ
ー

ム と複合体 （BNC
−Lp 複合体）を形成す る こ

と を発 見 し，薬剤 や遺 伝子 を 包含する リボ ソ
ー

ム の生体内 ビ ン ポ ／ン ト送

達 を可 能 に した （鄭 ら、JControlled　Release） 。木 研究で は ，カ チ オ ン 性

リボ ソ
ー

ム と 遺伝 子 の複 合 体 （リポ プ レ ッ クス ） が 高 い遺伝子導入活性 を

有 しなが ら も，標的 化能 が 低 い こ と に着 目 し，BNC −Lp複 合 体 の 最適 化 を

行った．具体 的に は ，BNC と リポ プ レ ッ ク ス を 融 合 さ せ る 際 に ，　 BNC 表

層 に 存在す る膜透過 ドメ イ ン の 活性を最大限 に高め る条件 を検討 した．ま

た ，複 合体形成 に 寄与 しない リポプ レ ック ス 及 びBNC を除 去す る条件 を検

討 した 。そ の結果，同複合体の 学位DNA あた りの 遺伝子導入効率 は，従釆

型BNC −Lp複合体や リポ プ レ ッ ク ス 単体 と比較 して 100倍以上 も向 ヒして い

た 。さ ら に，B 型肝炎 ウ イ ル ス 由来の ヒ ト肝臓 特異的認識能に よる ヒ ト由

来肝臓網胞 特異 的遺伝子導入能 は 約30倍 （対 ヒ ト由来非肝臓細胞） で あっ
た。以．Eの よ うに ，　 BNC −Lp複台体は，リボ ソ

ー
ム に ウ イ ル ス 由来 の機能

を付与す る もので ，既存 リボ ソ
ーム 法 の 可 能性を 著し く広げ る新 しい 手法

と考え られた 。

Screening　of 　cell −specific 　adhesion 　peptides 　fbr　medical
device 　coating
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【背景 ・目的 】in　n’ino遺伝子 デ リバ リ
ー

技術 は、遺伝 子 治療 や基礎医 学 研 究

へ の 応用 の た め に重要 で ある n 我 々 は、簡便 な naked 鰒酸導 入 法 で あ る組

織押圧 核酸導入 法 〔押 圧法 ）の 開発を進め て き た。押圧法で は 核酸水溶液

を静注 後、組織 を押圧 するだけで その部 分に 核酸が導入 され る。これ まで

押圧法 をマ ウ ス 腎臓 に 適用する場合、開腹後、啓臓を直接押圧 して いたた

め、長 期的 に 繰 り返 し押圧法を行 うの は 困難で あった。本研究で は、マ ウ

ス 腎臓 を長期的 に繰 り返 し押圧 す る こ とが 可能 なマ イク ロ デバ イス の開発

を 目指 した 。
【実験方法 及 び結果】MEMS 技術 （Micro　Electro　Mechanical　Systems）
を用 い て マ ウ ス 腎臓押 jE用 マ イク ロ デバ でス を作製 し、押圧法を 行った 。
す なわち、3次元光造形技術 で作製 した 腎臓位 置同定用 ケ

ー
ス 内に マ ウ ス

腎臓 と圧力 で大 き く膨 張す るシ リ コ
ー

ン ゴム 製 マ イク ロバ ル
ー

ン を収納 し

た ．ル シ フ ェラーゼ を発現す る プ ラ ズ ミドDNA 水溶液 を尾静脈 に注射後、
マ イ ク ロ バ ルーン を膨 張さ ぜ る こ と で ケ ー

ス 内の 腎臓を押圧 し、プ ラ ス ミ

ドDNA の 導入 を 試み た 。6時間後、押圧 した 腎臓 に お い て ル シ フ ェラーゼ

の 発現が確 認された。また 発現 量 は 押圧力に相関する こ とが 明 らか に な っ
た。本 デバ イス を用 い る こ と で 、開腹な しに、長期的 に繰り返 し マ ウ ス 腎

臓 に対 し押圧法を行 う こ とが可能に なる と期待 され る。
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【目的 】 間 葉 系 幹細胞 （MSC ）か ら軟骨細胞へ の分化度、並び に脱分化 し

た 軟骨 細 胞 の 再 分 化 度 の 、培 養上 清中の MIA 濃 度定量に よ る非侵襲的推定

の 可 能性 を 検 討 した。
【方法 】 ヒ ト骨 髄MSC と ヒ ト膝関節軟骨細胞 を、軟骨分化用培地 を用 い て

約 3週 間ペ レ ッ ト培 養を 行 い 、培 地 交 換 の 際 に 得 られ る培養 ヒ清中の メ ラ

ノ
ー

マ 阻害活性 （MIA ） ダ ンパ ク質濃 度 を測 定 す ると 共 に 、細胞数、正 常

軟骨細 胞と比 べ たア グ リカ ン 遺伝子 発現 率を 測 定 した。
【結果 と考 察】MSC か ら軟 骨細胞 へ の 分 化培 養 及 び 、脱 分 化 した 軟 骨細

胞の 再分化培 養に おい て 、ア グ リカ ン 遺 伝 予発現率 が約 100秘 以下 の 範 囲

で 、ア グ リカ ン 遺伝 子発現率 と MIA 比生産速度 との 間に 良好な 正 の 相 関関

係 が得 られ た 。ま た 、100％以 上 の ア グ リカ ン 遺伝 子発現率範 囲で は MIA

比生産速度がほ ぼ
．
定 に な る傾 向 がみ られ た。従って 、培養 ヒ清中の MIA

定量に よ り、軟骨細胞 へ の 分化度 を非侵襲的 に 推定 で きる 可能 性が 示 され

た。
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