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A．研究目的 
高齢化社会の急速な進展により、パ

ーキンソン病などの内因性神経疾患

や糖尿病・脳卒中による神経変性疾患

などの外因性神経疾患は増加傾向に

ある。これらに対する治療法として、

神経幹細胞の移植や末梢神経の再生

などの組織再生医工学的なアプロー

チが注目されている。 
例えば、パーキンソン病はドーパミ

ン産生神経細胞の減少によって引き

起こされるが、神経幹細胞の移植によ

って患者の運動能力が向上するとい

う報告があり、幹細胞移植治療の有用

性が期待されている（Liu W.G. et al., 

Parkins. Relate. Desord. 
13(2007)77; Soldner F. et al., Cell 
136(2009)964)。さらに、倫理的問題

の少ない人工多能性幹細胞（Induced 
pluripotent stem cells; iPS細胞）か
ら神経幹細胞の作製が可能となった

ことで、細胞ソースの問題はほぼ解決

した。さらに近年、成人皮膚の線維芽

細胞から iPS 細胞を経由せず神経幹
細胞の迅速かつ高効率に作製する方

法も報告され、神経幹細胞移植の臨床

応用は目前のごとく期待されている

（ Matsui T. et al., Stem Cells 
30(2012)1109）。しかし実際には、分
化能の不安定な細胞の混入や、神経細

胞以外への分化による癌化などが懸

念されている。神経幹細胞を含む幹細

胞は、その細胞外環境に応答して分化

が誘導されるため、目的の細胞ならび

組織に効率良く分化誘導するために

は、それに適切な細胞外環境の構築が
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重要である。神経幹細胞の場合、ニュ

ーロンやアストロサイト、オリゴデン

ドロサイトなどへ分化する能力を有

しており、先に例として挙げたパーキ

ンソン病の場合は、移植した神経幹細

胞がドーパミン産生ニューロンへの

優先的に分化誘導されるような細胞

移植用担体が必要となる。神経幹細胞

の移植用担体として、キトサン、ヒア

ルロン酸やジェランガム（多糖）など

よりなるハイドロゲルの利用が多く

報告されているが、いずれも研究の範

疇を超えるものではない。幹細胞の分

子生物学的な研究が大きく先行して

おり、細胞移植用担体の開発など材料

分野の研究は立ち遅れているのが現

状である。 
一方、重篤な外因性神経疾患の治療

において、神経再生誘導管が自家神経

移植に代わる治療法として注目され

ている。吻合できない重篤な末梢神経

障害が生じた場合、これまでは腓腹神

経などを自家神経移植が適用されて

いた。しかし、ドナー神経の確保や摘

出部位の知覚不全、さらに移植後の再

生不良や過誤支配といった合併症が

問題であった。そのため、古くはシリ

コーンチューブなど、人工材料からな

る神経誘導間の開発が進められてき

た。先述の幹細胞移植と同じく、適し

た細胞外環境を人工的に構築しなけ

れば末梢神経再生は達成されない。日

本では、２０１３年にポリ乳酸-グリ
コール酸共重合体の織布でできたチ

ューブ内に動物由来のコラーゲンス

ポンジを充填した神経再生誘導管が

認可され、臨床において５ｃｍまでの

神経欠損の治療に用いられている。こ

の神経誘導管の臨床成績は良好で、

益々の普及が期待されている。しかし、

高純度とはいえ動物由来のタンパク

質が用いられていることから生物学

的危険性が懸念され、また織布よりな

るため周囲および再生される神経と

の癒着も強く疼痛が残る可能性があ

る。すなわち、内・外因性神経疾患の

治療には、神経再生に特化した細胞外

環境を構築できる、生体安全性に優れ

た人工マテリアルの開発が求められ

る。 
 これまでに我々は、神経再生医療へ

の応用を志向した神経再生性人工細

胞外マトリクス（人工タンパク質）の

生合成を試みてきた。この人工細胞外

マトリクスは、エラスチン骨格の繰り

返し配列（（VPGIG）n）（Yamaoka T. 

et al., Biomacromolecules 
4(2003)1680） とラミニン-Ｉ由来配
列（AG73）（Nomizu M. et al., J. Biol. 
Chem. 273(1998)32491）を組み合わ
せた単純な構造であり、エラスチン配

列に特徴的な温度応答性と AG73 の
優れた神経再生促進性を兼備してい

る。温度応答性とは、このタンパク質

の水溶液が転移温度以上になると凝

集して不溶化（コアセルベート）する

特性のことで、我々の人工細胞外マト

リクスは生理的条件下においては不

溶性である。そのため、長期間の埋入

にも耐えうる末梢神経再生誘導管の

素材として有用と考えられる。また、

この人工細胞外マトリクス水溶液を
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１０℃程度に冷却すると均一な溶液

となるため、細胞の懸濁液の調製やシ

リンジでの体内への注入が容易で、注

入後は体温によって不溶化して凝集

体を形成することで移植細胞をその

部位に保持できるような新たな細胞

移植用担体としての利用も考えられ

る。そこで本研究は、この人工細胞外

マトリクスの内・外因性神経疾患治療

への応用の可能性を模索することを

目的として、平成２４年度に開始した。 
平成２４年度に、我々が既に保有し

ていた発現用大腸菌クローンからの

ラミニン-I 由来神経突起伸長活性配
列（AG73）とエラスチンの繰返し配
列 よ り な る 人 工 タ ン パ ク 質

（ Histag-RKRLQVQLSIRT-GRL-(V
PGIG)30-VPLE；VP-AG）大量発現系
の確立と、ポリ乳酸との混合マイクロ

ファイバーの作製に成功した。また、

VP-AG/ポリ乳酸混合マイクロファイ
バー上で PC１２細胞の突起伸長の亢
進が認められた。そこで、さらなるス

テップとして、VP-AG/ポリ乳酸混合
マイクロファイバーを内層にもつ神

経誘導管（内径２ｍｍ）を作製し、ウ

サギ脛骨神経に作製した２ｃｍの欠

損へ移植した。２カ月後、神経誘導管

内部の末梢神経の再生を電気生理学

的に評価したところ、VP-AG を混合
することによる神経再生の亢進作用

はごく僅かなものであった。また、外

観観察で縫合部において神経様組織

がチューブ外に増殖している様子も

一部で確認された。そこで、前年度（平

成２５年度）は VP-AG/ポリ乳酸混合

マイクロファイバー神経誘導管の内

径を２ｍｍから３ｍｍに拡張して神

経組織の外部への増殖を防止し、かつ

移植期間を２カ月から３ヶ月に延長

することで、VP-AG の混合による末
梢神経再生の亢進性をより詳細に評

価した。その結果、平成２４年度と同

じく VP-AG を混合することによる神
経再生の亢進作用はごく僅かであっ

た。すなわち、VP-AG はＰＣ１２細
胞に対しては突起伸長活性を示した

ものの、in vitroにおける軸索伸長を
亢進する能力を備えていないと判断

し、新たな人工タンパク質の設計と生

合成に着手した。 
前年度中に、エラスチン様繰り返し

配 列 の 構 造 骨 格 (VPGIG)30 －

(VPGIG)30 をコードした発現用ベク

ターの作製まで至った。引続いて、本

年度はその骨格へのラミニン由来

IKVAV 配列の導入を検討した。タン
パク質１分子あたりの活性配列数を

増加させることで、神経再生活性の向

上を計った。さらに、新たな人工タン

パク質とポリ乳酸とを混合したマイ

クロファイバーの配向化を検討した。

初年度のPC12細胞を用いた評価の結
果、軸索がファイバーに沿って伸長し

ている様子が観察されたことを踏ま

えて、ファイバーを神経軸索と平行に

配向にすることで、神経の再生が促進

されると考えた。さらに配向化した人

工タンパク質/ポリ乳酸混合マイクロ
ファイバー上でのラット DRGニュー
ロンの突起伸長も評価した。 
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B．研究方法 
１．新規人工細胞外マトリクス

(IKVAV-(VPGIG)60) (IK-VP)の生合成 
 昨年度に得た(VPGIG)60 発現用ベ

クター（pET19b(VPGIG)60）へのラ

ミニンα鎖ドメイン由来 IKVAV（Ile-
Lys-Val-Ala-Val）配列（Tashiro K. 

et al., J.Biol.Chem. 265(1989)1617
4）の導入を検討した。pET19b(VPGI
G)60には、図１（A）のように２つの(V
PGIG)30をコードした DNA の両端お
よび中央部に活性配列を導入するた

めの制限酵素切断サイト(NdeI, SalI
および XhoI)を設けてある。まず、Nd
eI部分への IKVAV配列をコードした
DNA（図１（B））の挿入を検討した。
pET19b(VPGIG)60 を制限酵素 NdeI
（FastDigest; Life technologies）で
切断し、アガロース電気泳動からの切

り出しによって精製後、脱リン酸化（E.

 coli. Alkaline phosphatase; TOYO
BO）した。DNAをフェノールで抽出、
エタノール沈殿した後に、TNE 緩衝
液に溶解させた。併行して、IKVAV
をコードしたオリゴ DNAをリン酸化
（γATP/T4 Polynucleotide kinase;
 TOYOBO）して精製後、TNE バッ
ファーに溶解した。アニーリングした

IKVAVコードオリゴDNAとNdeIで
切断された pET19b(VPGIG)60とを混

合し、ライゲーション（Ligation hig
h; TOYOBO）した。ライゲーション
反応後の溶液の DNA濃度を吸光度計
（λ=260nm）で定量し、所定量の D
NA を使用して DH5αコンピテント
セルをコールドショック法で形質転

換した。その後、大腸菌の分散液を寒

天培地（アンピシンを含む）上に播種

した。およそ２４時間、３７℃のドラ

イインキュベーター内で培養し、コロ

ニーの有無を確認した。数コロニーを

ピックアップし、アンピシリンを含む

SOC 培地で培養後、スピンカラムで
プラスミド DNAを精製した。得られ
た DNA を NdeI および XhoI で切断
し、得られるフラグメントのアガロー

スゲル電気泳動の結果から IKVAV コ
ード DNAの導入を評価した。 
 IKVAV-(VPGIG)60（IK-VP）発現用
ベクター（pET19b(IK-VP)）を大腸菌
（Rosetta 株）にコールドショック法
で形質転換し、その発現用クローン（R
osetta (IK-VP)）を得た。Rosetta (I
K-VP)を 5ｍL の 2xYT 培地で一晩振
盪培養した。それをスターターとして、

Overnight ExpressTM Autoinductio
n System（Merck 社製）を含む 500
mLの 2xYT培地(アンピシリン・クロ
ラムフェニコール含有)に加えて、3
0℃で 24時間培養、IK-VPを発現誘導
した。大腸菌懸濁液を遠心（３５００

rpm, １５分, ４℃）し、大腸菌ペレ
ットを回収した。そこへ Urea含有 Tr
is 緩衝液を大腸菌ペレット１ｇあた
り５ｍL加え、充分に懸濁させたのち
に-８０℃で凍結した。およそ２４時
間後、凍結した大腸菌懸濁液を解凍し、

超音波ホモジナイザーで大腸菌を破

菌した。砕菌後、溶液を遠心（１００

００rpm, １５分, ４℃）して上清を
回収し、０．８μｍのシリンジフィル

ターで濾過することで残渣を取り除



5 
 

いた。この溶液と Hisタグ精製用カラ
ム（His-accept：ナカライ社製）とを
３：２（v%）で混合し、４℃で一晩
緩やかに撹拌することで IK-VP をカ
ラムに吸着させた。その後、０．３M
-NaCl/リン酸緩衝溶液で洗浄し、２０、
５０、２５０および５００mMのイミ
ダゾールを含むリン酸緩衝溶液で順

次、IK-VPを溶出させた。溶出した水
溶液を SDS-PAGEで泳動し、CBB染
色および銀染色によって含有タンパ

ク質の分子量を確認した。その後、

４℃にて透析（MwCo: 10000Da）す
ることで混入したイミダゾールを除

去し、凍結乾燥した。 

 
２．配向性 IK-VP－ポリ乳酸混合マイ
クロファイバーの作製 
 いずれのマイクロファイバーも、前

年度と同様にエレクトロスピニング

法で作製した。まず、ポリ L-乳酸（M
w=106000; 武蔵野化学研究所）のみ
を用いてマイクロファイバーの配向

化条件を検討した。円板型ターゲット

（直径１４０ｍｍ×厚さ６ｍｍ）を高

速に回転し、ファイバーを巻き取るこ

とで配向の揃ったマイクロファイバ

ーの作製を検討した。濃度が１０，１

５および２０％となるようにポリL－
乳酸をの濃度を 1,1,1,3,3,3-ヘキサフ
ルオロイソプロパノール（HFIP）で
溶解した。印加電圧を±４．０～５．

０ｋV（電位差８．０および１０．０
ｋV）、溶液射出速度を２．０ｍｌ/ｈ、
ニードル-ターゲット間距離を１０ｃ
ｍとし、円板の回転数を２００～１２

５０ｒｐｍと変化させた時のファイ

バーの配向性を走査型電子顕顕微鏡

で観察した。また、最適化した条件で

内層が配向マイクロファイバーのチ

ューブを試作した。 
 さらに、ポリ L－乳酸で配向ファイ
バーを作製できた条件で、(VPGIG)60

（VP）および IK-VPのみでなるファ
イバーの作製を検討した。両タンパク

質を１０％となるようにHFIPに溶解
し、円板型ターゲットを用いてマイク

ロファイバーを作製した。さらに、マ

イクロファイバーをリン酸緩衝溶液

（PBS）に浸漬させ、溶液中での安定
性を確認した。 
 ポリ L-乳酸と VP もしくは IK-VP
を混合したマイクロファイバーの配

向化も検討した。ポリ L-乳酸と VPも
しくは IK-VPを等量混合し、20%（そ
れぞれは 10%）の HFIP溶液を調製し
た。ニードル-ターゲット間距離やタ
ーゲットの回転速度を変化させてエ

レクトロスピニングすることで、最も

マイクロファイバーの配向が揃う条

件を模索した。さらに、得られた混合

マイクロファイバーを PBS に浸漬さ
せ、その安定性も評価した。 

 
３．配向性 IK-VP－ポリ乳酸混合マイ
クロファイバー上でのラット DRGニ
ューロンの接着と突起伸長挙動の評

価 
 ポリ L-乳酸と VP もしくは IK-VP
を混合した配向性マイクロファイバ

ー不織布上でのラット後根神経節

(DRG)ニューロン（Lonza）の接着お
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よび突起伸長を評価した。 
 ポリ L-乳酸と VP もしくは IK-VP
を混合した配向性マイクロファイバ

ー不織布を Cell culture slide （SPL
社）に固定した。各ウェルにラット

DRG ニューロンを２００個播種し、
SingleQuotsTM を添加した PNGMTM

初代神経細胞増殖培地（いずれも

Lonza）を用いて７２時間培養した。
その後、４％ホルムアルデヒドで接着

した DRGニューロンを固定化し、メ
タノールでの膜透過処理と５%ヤギ
血清/０．３％Triton-Xを含む PBSに
よ る ブ ロ ッ キ ン グ を 経 て 、

Neurofilament を免疫染色で可視化
した。免疫染色は、Alexa Fluor® 594
で 蛍 光 ラ ベ ル さ れ た

Neurofilament-L Rabbit mAb (Cell 
signaling technology 社)を用いて行
った。１次抗体として、を２次抗体と

して用いた。各試料上のラット DRG
の形態を、共焦点レーザー顕微鏡およ

び走査型電子顕微用で観察した。 

 
C．研究結果 
１．人工細胞外マトリクス(IK-VP)の
生合成 
まず、pET19b(VPGIG)60 の NdeI
および XhoI 切断性をアガロース電気
泳動で確認した（図２）。その結果、

NdeI および XhoI でのみ切断した場
合は僅かにバンドが低分子側へ移動

し、NdeIと XhoIの両方で切断すると
約５００ｂｐのフラグメントが認め

られた。このことから、NdeI および
XhoI でベクターの１か所のみが切断

されることを確認した。続いて、

IKVAVをコードしたオリゴ DNA（相
補鎖）を混合して９８℃-１５分でア
ニール後、３０℃まで徐冷することで

二重鎖オリゴ DNAを調製した（図３）。
相補 DNAの混合溶液とそのアニーリ
ング後のアガロース電気泳動の結果、

混合するのみで一本鎖 DNAよりもバ
ンドが高分子側へ上昇したことから、

二重鎖の形成にアニーリングを要し

ないことが分かった。その後、NdeI
で切断された pET19b(VPGIG)60 と

IKVAVコード二重鎖オリゴDNAとを
混合してライゲーション後、その

DNA を用いて大腸菌コンピテントセ
ル（DH5α）を形質転換した。寒天培
地（アンピシンを含む）上に播種した

ところ、２４時間後におよそ１０個の

コロニーを認めた。全てのコロニーを

回収して５ｍL の SOC 培地（アンピ
シリン含む）で培養後、DNA を回収
した。しかし、NdeI/XhoI切断で生じ
るフラグメントの長さは、ライゲーシ

ョン前後で同様であったことから、得

られたコロニーにはセルフライゲー

ションした pET19b(VPGIG)60が導入

されていることが示唆された。本方法

での pET19b(VPGIG)60 への IKVAV
コードオリゴ DNAの導入が困難であ
ると判断し、ミューテーション法によ

る pET19b(VPGIG)60への IKVAV コ
ードオリゴ DNAの導入を外部業者へ
委託した。 
委 託 合 成 し た

pET19b(IKVAV-(VPGIG)60) 
（pET19b(IK-VP)）をクローニング用



7 
 

大腸菌株（DH5α）および発現用大腸
菌株（RosettaTM(DE3)ｐLysS）にそ
れぞれ導入した。いずれも５コロニー

をピックアップして培養後、プラスミ

ドベクターを抽出・精製し、NdeI お
よび XhoI 切断してからアガロース電
気泳動でフラグメント長を確認した

（図４）。その結果、回収したすべて

のプラスミドベクターにおいて１０

２１ｂｐのフラグメントを確認でき

たことから、pET19b(IK-VP)で形質転
換されたクローニングおよび発現用

大腸菌株が得られたことが示された。 
続 い て 、 発 現 用 大 腸 菌 株

（pET19b(IK-VP)で形質転換された
RosettaTM(DE3)ｐLysS）から IK-VP
の発現を誘導した。得られた大腸菌の

破砕液を SDS-PAGE で泳動したとこ
ろ、IK-VP（Mw=33911 Da）に由来
する濃いバンドが確認された（図５）。

さらに、Hisタグ精製用カラムを用い
て IK-VPを吸着・溶出させたところ、
５０および２５０ｍM のイミダゾー
ルを含むバッファーで溶出した区画

に IK-VP のみが存在し、高純度の
IK-VP を得ることをできた（図６）。
最終的には、約１２０ｍｇ/１L培養の
大量発現系を確立することができた。 

 
２．配向性 IK-VP－ポリ乳酸混合マイ
クロファイバーの作製 
 まず、ポリ L-乳酸のみを用い、溶液
濃度を１０，１５および２０ｗ％、タ

ーゲット-ニードル間を１０ｃｍ、印
加電圧を±５．０および±４．０ kV
として円盤型ターゲットへ電界紡糸

した（図７）。その結果、ポリ L-乳酸
の濃度が１０％ではファイバーにな

らず、１５％ではビーズが混在したフ

ァイバーに、２０％で均一なファイバ

ーが形成された（図８）。その配向は、

印加電圧が±５．０ｋVではランダム
であったが、±４．０ｋVにすると溶
液濃度が２０％のファイバーでター

ゲットの回転方向に配向した。 
 さらに、２０％のポリ L-乳酸溶液を
ドラム型および円板型ターゲットを

用いて、様々な回転速度で電界紡糸し

た。その結果、ドラム型では１２５０

ｒｐｍで高速回転させると配向が揃

った。一方の円板型では、５００ｒｐ

ｍでほぼ配向が揃い、より高速に回転

させると均一性が向上した（図９）。 
 ドラム型ターゲット（１２５０ｒｐ

ｍ）で作製した配向性マイクロファイ

バー不織布をステンレスチューブに

巻き付け、それをターゲットとニード

ルの間に設置してポリ L-乳酸を電界
紡糸することで、長軸方向にファイバ

ーが配向した内層を持つチューブの

作製できることも確認した（図１０）。 
 ポリ L-乳酸で最適化した配向性フ
ァイバー作製条件を基に、(VPGIG)60

（VP）および IK-VPのみでの配向性
マイクロファイバーの作製を試みた。

１０％のVPもしくは IK-VPのHFIP
溶液を円板型ターゲット（１０００ｒ

ｐｍ）に印加電圧±５．０ｋVで電界
紡糸したところ、いずれもおおよそ配

向の揃ったマイクロファイバーを作

製することができた（図１１）。マイ

クロファイバーの直径は、IK-VPの方
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が細くなる傾向があった。これは、タ

ンパク質中のカチオン性残基数が多

くなったためと考えられる。得られた

VPおよび IK-VPマイクロファイバー
を室温（２５℃）および３７℃の PBS
に３時間浸漬させ、その安定性を評価

した。その結果、VP では２５℃およ
び３７℃いずれでもファイバーが完

全に溶解していた（図１２）。一方の

IK-VPは、２５℃では部分的なファイ
バーの溶着が認められた。３７℃では

ファイバーの形状を保持していたも

のの、ファイバーの径が大きくなった。

これは、ファイバーが PBS に浸漬さ
れることで膨潤したことを示唆して

いる。そこで、アニーリングによるフ

ァイバーの構造安定化を図った。VP
および IK-VP マイクロファイバーを
６０℃で４８時間アニーリル後、３

７℃の PBS に２４時間浸漬して安定
性を評価した。その結果、VP マイク
ロファイバーでは、アニーリングの有

無に関係なく溶解した。一方の IK-VP
もアニールの効果は認められず、アニ

ーリングしたものもファイバーの溶

着と膨潤が認められた（図１３）。す

なわち、VPおよび IK-VPのみで作製
したファイバーは、PBS中で安定に保
持できないことが分かった。 
 そのため、昨年度と同じく、VP も
しくは IK-VP とポリ L-乳酸を混合し
た配向性マイクロファイバーの作製

を検討した。VPもしくは IK-VPとポ
リ L-乳酸をそれぞれ１０％とした
HFIP溶液を、それぞれの回転速度、
ニードル-ターゲット間距離および印

加電圧で円板型ターゲットへ電界紡

糸した。その結果、VPとポリ L-乳酸
を混合した場合、ターゲット回転速度

１３００rpm、印加電圧±６．０ｋV、
ニードル-ターゲット間距離１５ｃｍ
の条件で配向性ファイバーを作製で

きた（図１４）。ターゲットの回転速

度が１０００ｒｐｍではファイバー

の配向は揃わず、また１３００ｒｐｍ

でも印加電圧が±７．５ｋVでは配向
が乱れ、±５．０ｋVではファイバー
の噴射量（紡糸量）が少なくなった。

同様に、IK-VP とポリ L-乳酸の混合
マイクロファイバーの作製も検討し

た。その結果、VP と同じく、ターゲ
ット回転速度１３００ｒｐｍ、印加電

圧±６．０ｋV、ニードル-ターゲット
間距離１５ｃｍで最も配向したマイ

クロファイバーが作製された（図１

５）。印加電圧が±７．５ｋV と大き
い場合は、ファイバーの径が細くなり、

配向が乱れた。最適化した条件で作製

した VP もしくは IK-VP とポリ L-乳
酸との混合マイクロファイバーを３

７℃の PBS に２４時間浸漬させて、
その安定性を評価した（図１６）。そ

の結果、いずれもファイバーの形状は

変化せず安定に保持されていたこと

から、引き続く細胞実験等にはこの混

合マイクロファイバーを用いること

とした。 

 
３．配向性 IK-VP－ポリ乳酸混合マイ
クロファイバー上でのラット DRGニ
ューロンの接着と突起伸長挙動 
 それぞれ最適化した条件で３０分
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間紡糸することでポリ L-乳酸のみ、ポ
リ L-乳酸と VP もしくは IK-VP を混
合した配向性マイクロファイバーを

作製し、Cell Culture Slideに挟み込
んで固定した（図１７）。その上に、

播種したラット DRGニューロンを７
２時間培養後、Neurofilamentを免疫
染色で可視化した（図１８）。その結

果、ポリ L-乳酸のみおよび VPとポリ
L-乳酸を混合したマイクロファイバ
ー上では球状に接着したラット DRG
ニューロンが僅かに観察されたのみ

であった。一方、IK-VP とポリ L-乳
酸を混合したマイクロファイバー上

では、ラット DRGニューロン接着数
が増加し、かつニューロフィラメント

陽性の長い軸索がファイバーの配向

に沿って伸長している様子が見られ

た。 
 また、７２時間培養後の試料表面の

ラット DRGニューロンの接着形態を
走査型電子顕微鏡で観察したところ、

IK-VP とポリ L-乳酸を混合したマイ
クロファイバー上でのみ、ラット

DRG ニューロンが一本のファイバー
上に接着し、その配向に沿って軸索を

伸長している様子が認められた（図１

９）。  

 
D．考察 
 平成２５年度に新たに作製した

エラスチン様繰り返し配列骨格を持

つ VPにラミニン由来神経突起伸長活
性 IKVAV配列を導入した IK-VPを大
腸菌発現システムで生合成すること

ができた。また、発現条件を最適化す

ることで約１２０ｍｇ/１L 培養の大
量発現系を確立できた。 
 昨年度までの結果を踏まえて、本年

度は、配向の揃ったマイクロファイバ

ーの作製を詳細に検討した。IK-VPの
みでマイクロファイバーを作製する

ことが最も理想的と考えているが、タ

ンパク質のみでは PBS に浸漬させた
際に部分的な溶着やファイバーの膨

潤が認められた。そのため、昨年度ま

でと同じく、ポリ L-乳酸との混合系を
採用した。VP と IK-VP 共に、ポリ
L-乳酸に複合させることで、生理的環
境下における安定性が飛躍的に向上

した。ポリ L-乳酸との疎水的な相互作
用や、結晶間の相互作用によるものと

推測される。また、高回転の円板型タ

ーゲットを用いた電界紡糸によって、

配向性の揃ったポリ L-乳酸のみおよ
び、VPもしくは IK-VPとポリ L-乳酸
との混合マイクロファイバーを作製

できた。印加電圧が±７．５ｋV以上
になると直径の細い配向の乱れたフ

ァイバーが紡糸された。試料溶液の噴

射速度（電位差が大きい方が速く移動）

が速いと、ターゲットの最高回転速度

（１３００ｒｐｍ）では巻き取りが追

いつかないため、配向が乱れたと考え

られる。 
 さらに、IK-VP とポリ L-乳酸との
混合マイクロファイバー上でのみ、ラ

ットＤＲＧニューロンのファイバー

の配向に沿った軸索の伸長が認めら

れた。一昨年度のＰＣ１２細胞を用い

た評価と比較して、軸索の伸長が大き

く促進され、かつその方向を制御する
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ことができた。末梢神経再生のための

足場として使用する場合、神経断面間

の長軸方向への軸索伸長が速い神経

再生に重要であり、本研究の配向型

IK-VP とポリ L-乳酸の混合マイクロ
ファイバーがそれを実現できる可能

性が示唆される。 

 
E．結論 
 本年度は、昨年度に得たエラスチン

様繰り返し骨格配列（(VPGIG)60；VP）
へのラミニン由来神経再生性 IKVAV
配列の導入とその大量発現系の確立、

さらにそれら人工タンパク質とポリ

L-乳酸の配向型混合マイクロファイ
バーの作製とラット DRGニューロン
の接着および軸索伸長の in vitro評価
を行った。 
 VPおよび、それに IKVAV配列が導
入された IK-VP 共に、１００ｍｇ/１
L培養を超す大量発現系を確立するこ
とができた。そのため、足場材料に用

いるための充分量を確保できると考

え、VPおよび IK-VPのみでのマイク
ロファイバー化を検討した。いずれも

電界紡糸によってマイクロファイバ

ー化することができたものの、PBSに
浸漬した際に安定性が乏しかった。神

経誘導管として使用する際は、神経再

生が完了する数か月間はファイバー

の形状が保持されねばならず、タンパ

ク質のみでなるマイクロファイバー

はその用途に適さないと判断した。そ

こで、一昨年度からの試みと同じく、

ポリ L-乳酸との混合化によって安定
性の向上を計ったところ、VP および

IK-VP いずれを混合したポリ L-乳酸
マイクロファイバーも、PBSに２４時
間浸漬させた際は形状を維持してい

た。続くラット DRGニューロンを用
いた in vitro評価では、生理的環境下
で７２時間晒された際もファイバー

の形状が維持されていることも確認

した。また、IK-VP とポリ L-乳酸を
混合したマイクロファイバー上での

み、ラット DRGニューロンはニュー
ロフィラメント陽性の長い軸索をフ

ァイバーの配向に沿って伸長した。そ

の軸索の長さは、一昨年度に PC12細
胞で見られた１０μｍ程度のものと

は違い、長いもので５０μｍにも達し

ていた。細胞種や培養期間が異なるた

め直接比較することができないもの

の、５倍もの軸索長の違いは大きな活

性の向上と期待される。 
 研究開始当初は、エラスチン繰り返

し骨格配列を持つ人工タンパク質の

温度凝集性を利用した細胞移植担体

（移植細胞の活性・保護剤）としての

利用も検討する計画であった。しかし、

平成２４－２５年度に、我々が既有し

ていた人工タンパク質の in vivoにお
ける末梢神経再生促進能力が乏しい

ことが明らかとなったため、新たな人

工タンパク質の生合成に舵を振って

研究を遂行した。本年度に得た IK-VP
の水溶液に４℃で PC１２細胞を分散
させた後、３７℃で IK-VP を凝集さ
せることで、細胞も同時に凝集される

ことを確認している（図？）。移植細

胞を IK-VP の温度凝集性を利用して
保護できる可能性に期待されるもの
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の、移植用担体（補助材）としての有

用性の検証には至らなかったことは、

研究計画の不充分さを反省すべき点

である。しかし、エラスチン様人工タ

ンパク質を使ったバイオマテリアル

の動物実験の報告結果から、エラスチ

ン骨格配列は抗原性が低いことが予

測されており、我々は今もなお移植用

担体として適切だと考えている。本研

究プロジェクトで得た貴重な知見を

もととして、引続き、人工タンパク質

（特に、本年度得た IK-VP）の神経再
生性について評価したい。 

 
F．健康危険情報 
 本研究課題では遺伝子組み換え大

腸菌を取り扱っているが、遺伝子組換

え生物等の使用等の規制による生物

の多様性の確保に関する法律」、「遺伝

子組換え生物等の使用等の規制によ

る生物の多様性の確保に関する法律

施行規則」及び「研究開発等に係る遺

伝子組換え生物等の第二種使用等に

当たって執るべき拡散防止措置等を

定める省令」等に基づいて遂行してお

り、研究者および第三者への健康被害

等は一切生じていない。 

 
G．研究発表 
１．論文発表 
１）Sachiro Kakinoki, Tetsuji 

Yamaoka, Thermoresponsiv
e elastin/laminin mimickin
g artificial protein for mod
ifying PLLA scaffolds in n
erve regeneration, J. Mat. 

Chem. B, 2, 5061-5067 (20
14). 

 
２）Sachiro Kakinoki, Midori 

Nakayama, Toshiyuki Mori
tan, Tetsuji Yamaoka, Thre
e-layer microfibrous periph
eral nerve guide conduit c
omposed of elastin-laminin
 mimetic artificial protein 
and poly(L-lactic acid), Fro
ntiers in Chemistry, 2, Art
icle 52 (2014). 

 
２．総説・著書等 
該当なし 

 
３．学会発表 
１）柿木佐知朗、中山みどり、森

反俊幸、山岡哲二、ECM模倣
マトリクスとポリ乳酸との複

合ナノファイバーを用いた末

梢神経再生、平成 26年度繊維
学会年次大会（２０１４年６

月１１－１３日、船堀）[国内
学会、口頭発表] 

 
２）柿木佐知朗、中山みどり、森

反俊幸、山岡哲二、エラスチ

ン‐ラミニン模倣人工タンパ

ク質/ポリ乳酸マイクロファイ
バーよりなる神経誘導チュー

ブによる末梢神経再生、第 52
回日本人工臓器学会大会（２

０１４年１０月１７－１９日、

札幌）[国内学会、口頭発表] 
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３） Sachiro Kakinoki, Midori 

Nakayama, Toshiyuki 
Moritan, Tetsuji Yamaoka, 
Electrospun Micro-Fibrous 
Conduits Composed of 
Poly(l-lactic Acid) and 
Elastin-Laminin Mimicking 
Protein for Peripheral Nerve 
Regeneration, 2014 
TERMIS-AM Conference 
(December 13-16, 2014, 
Washington D.C., USA) [国
際学会、口頭発表] 

 
４）柿木佐知朗、中山みどり、森

反俊幸、山岡哲二、エラスチ

ン-ラミニン模倣人工細胞外
マトリクス混合ポリ乳酸ファ

イバーよりなる神経再生用ス

キャホールドの開発、日本化

学会第９５回春季年会（２０

１５年３月２９日、日大船橋

[国内学会、口頭発表] 

 
H．知的財産権の出願・登録情報 
該当なし 
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