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諸 言 

 
細胞は生体を構成する基本単位であり、生命活動の維持のため、生体内の異変に対処す

る複雑な機能を備えている。近年の分子生物学や細胞生物学の発展とともに、細胞の機能

に関する理解が深まり、細胞移植が新しい治療法として注目されるようになってきた。特

に、損傷した組織・臓器の再生や修復に対しては細胞移植が有効な治療法になると考えら

れ、皮膚細胞1)、角膜細胞2)、心筋細胞3, 4)、血管内皮前駆細胞5)、筋芽細胞 6)、間葉系幹細

胞（MSC）7-17)

細胞移植においては、移植した細胞の損傷部位への集積が治療効果を決定する重要な因

子となる。しかし、ラットの心筋に心筋細胞を局所注射した場合でも、投与した細胞の約

10%しか心筋組織に集積しないことが報告されており

については、臨床において再生治療が開始されている。 

18)、細胞を治療の標的部位へ集積させ

るための工夫が必要である。心筋梗塞モデルマウスに対し、遺伝子導入により炎症組織に

対する親和性を持つ分子(CCR-1)を高発現させたMSCを移植することで、梗塞部位への

MSCの集積、ならびに心筋の線維化に対する治療効果を改善できることが報告された19)

細胞表面の接着関連分子の数を増やす方法として、遺伝子導入法

。

したがって、細胞表面の接着関連分子数の増加は、細胞による治療効果の向上に有効だと

考えられる。 
19-21)、細胞膜上の分子と

の化学結合22-24)、脂質誘導体と細胞膜の相互作用25-27)を利用して修飾する方法などが知られ

ている。その中で、著者は治療においては簡便性、安全性に優れた細胞表面修飾法が必要

であると考え、ポリエチレングリコール（PEG）脂質誘導体を用いた修飾法28-33)に注目し

た。すなわち、PEGをリンカーとして両末端に脂質と機能分子を結合したPEG脂質誘導体

は、脂質部分が細胞膜に相互作用し、細胞に加えるだけで細胞表面に機能分子を導入でき

る。またPEG脂質誘導体は、既にリポソーム製剤の材料として用いられている34-37)ので、

生体への安全性に関する情報が揃っており、また、内在性分子を直接化学結合により修飾

する方法22-24)

そこで本研究では、まず、蛍光修飾 PEG 脂質誘導体を用いた細胞表面への修飾量の評価

法を確立し、ヒト間葉系幹細胞 (hMSC)を用いて PEG 脂質誘導体の修飾量に影響をおよぼ

す因子の検討を行った。また、低分子化合物や超音波照射を利用して、PEG 脂質誘導体に

よる細胞表面修飾の効率を向上する手法の開発を行った。さらに PEG 脂質を介して細胞間

接着に関わる機能分子で hMSC に表面修飾し、ヒト肝類洞血管内皮細胞 (hLSME)に対す

る接着能を増強することに取り組んだ。 

と比較して、内在性分子に対する影響は少ないと考えられる。 

 以下、三章にわたり得られた知見を論述する。 
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総 論 の 部 

 

第一章 hMSC 表面への PEG 脂質誘導体修飾に影響を 

およぼす因子の検討 
hMSC 表面へ修飾された機能分子による接着能増強効果には、その修飾量が大きく影響

すると考えられるため、修飾量に影響をおよぼす因子を明らかにする必要がある。そのた

め、この検討には PEG 脂質誘導体の修飾量を厳密に測定できる手法による評価が必要であ

る。 
これまで、hMSC表面分子へ修飾されたペプチド22)や抗体25)

トリパンブルー（TB）は、近接したfluoresceinの蛍光を消光することが知られている

の修飾量は、蛍光標識したペ

プチドおよび抗体を用いて修飾されたMSCの蛍光強度から評価されていた。そこで本研究

では、fluoresceinで標識された蛍光標識PEG脂質誘導体を合成し、蛍光強度による修飾量

の評価を行うこととした。しかしこの場合、蛍光標識されたPEG脂質は細胞膜だけでなく

細胞内部にも分布するため、hMSC表面に修飾された量を正確に評価することができないの

で、それを解決する方法の開発が必要となる。 
38-41)。

また、TBは、生細胞の細胞膜をほとんど透過せず、損傷を受けた死細胞の細胞膜だけを通

過するため、生細胞と死細胞の識別に利用されている。これらのTBの性質を利用すると、

fluoresceinで蛍光標識されたCandida菌を貪食させた好中球にTBを添加することにより、

好中球表面に付着したCandida菌の蛍光だけが消光されるので、好中球に貪食された

Candida菌の量を蛍光強度から定量できる40)

次に、修飾量に影響をおよぼす因子として、PEG 脂質誘導体の濃度、PEG 鎖の分子量な

ど、PEG 脂質誘導体の量や形状が修飾量におよぼす影響を評価した。また、PEG 脂質誘導

体を細胞へ添加する際の培養条件として、時間、温度、培養液中のウシ胎児血清(FBS)濃度

の影響も評価した。さらに、生体から採取された MSC は、純化や増殖のため、培養皿に一

度接着させて培養した後に移植される場合があることを考慮し、PEG 脂質で修飾する時の

細胞の培養方法として、細胞が接着した培養皿に PEG 脂質誘導体を含む培養液を加えて培

養する方法と、PEG 脂質誘導体を含む培養液中に hMSC を分散し、培養液を転倒混和する

方法を用い、それぞれの方法で修飾した場合の修飾量を比較した。また、表面修飾された

hMSC を生体内へ投与することを考慮し、PEG 脂質誘導体の修飾の安定性評価を目的に、

。そこで、蛍光標識PEG脂質誘導体で修飾し

たhMSCを用いて、TBを添加せず測定したhMSCの蛍光強度から、TBを添加してhMSC表

面の蛍光を消光させたhMSCの蛍光強度を差し引くことで、hMSC表面に修飾されたPEG
脂質誘導体の蛍光強度だけを測定できると考え、TBを用いたhMSC表面に修飾されたPEG
脂質誘導体の定量法を確立した。 
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FBS を含む培地中における hMSC 表面の修飾量を経時的に測定した。さらに、PEG 脂質

誘導体の修飾が MSC の骨細胞、脂肪細胞への分化能におよぼす影響を確認した。 
 

1-a PEG 脂質誘導体による細胞傷害性の評価 
 
本研究では、細胞表面のPEG脂質誘導体修飾量の測定のため、fluoresceinを末端に導入

したFluorescein-PEG-distearoyphosphatidylethanolamine (Flu-PEG-DSPE)を実験に用

いた。PEG部分の分子量が異なる3種類のFlu-PEG-DSPE （PEG鎖平均分子量2000、5000、
10000）を合成し、まず培養皿に接着したhMSCもしくは培養液中に分散したhMSCに対す

る傷害性を評価した。Flu-PEG2000-DSPEおよびFlu-PEG5000-DSPEは 5 mMでDulbecco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM)に対して溶解した。Flu-PEG10000

 

-DSPEは 5 mM で溶

解しなかったため、3 mMで実施した。修飾を行わなかった群の生存率を 100 %として

Flu-PEG-DSPEを含む培養液中で処理した群の生存率を算出したところ、いずれの処理群

でも生存率の低下はほとんど認められなかった(Fig. 1)。本結果から、Flu-PEG-DSPEによ

る修飾はhMSCに対する細胞傷害性が無いことが示され、以後の実験では本検討で用いた濃

度以下で修飾を行うこととした。 

 

Fig. 1 Cell viability of hMSCs treated with Flu-PEG-DSPE.   

Cell viability of hMSCs was evaluated by CCK-8 assay following treatment with 5 mM of Flu-PEG2000-DSPE or 
Flu-PEG5000-DSPE, 3 mM Flu-PEG10000-DSPE and 0.1% Triton X as a negative control for 4 h at 37 

  

°C under 
adhered (A) or dispesed (B) condition. Each result represents the mean ± S.D. (n = 4). 

A B 
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1-b TB による細胞表面の蛍光消光の確認 
 

Flu-PEG2000

まず、蛍光標識リポソームを用いてTBの蛍光消

光効果を検証した。蛍光分子が内包されないリポ

ソームを調製するため、DSPGとコレステロールから構成されるリポソームを調製した後、

Flu-PEG

-DSPEで修飾したhMSCを共焦点

蛍光顕微鏡で観察したところ、観察を行った全て

のhMSC表面にfluorescein由来の蛍光が確認さ

れた (Fig. 2)。しかし、hMSC内部にも蛍光が確

認され、修飾の際にPEG脂質の一部がhMSC内に

取り込まれることが示唆された。そこで、修飾し

たhMSCにTBを添加してhMSC表面の蛍光を消

光することで、hMSC内部に取り込まれたPEG脂

質誘導体の蛍光強度だけを測定し、TBを添加しな

いhMSCの蛍光強度から差し引くことでhMSC表

面に修飾されたPEG脂質誘導体の蛍光強度だけ

を測定することとした。 

2000

 

-DSPEを混合して加温することで、fluoresceinが表面に導入された蛍光リポソ

ームを得た。導入前のリポソーム粒子径は 122.3±1.7 nm、導入後のリポソーム粒子径は

126.5±6.0 nmであり、導入前後で顕著な変化は認められなかった。この蛍光リポソーム分

散液に 0~10 v/v %のTBを加えた後、蛍光光度計で蛍光強度を測定したところ、TB添加量

依存的に蛍光強度は低下し、10 v/v% 群では蛍光はほぼ観察されなかった (Table. 1)。 

Table. 1 Quenching effect of trypan blue on fluorescein introduced liposome. 

Trypan blue         
(v/v %) 

Fluorescent intensity of  
fluorescein introduced liposome 

Ratio (%) 

0 2600860 100.0  

1 510820 19.6  

2 211710 8.1  

5 38940 1.5  

10 2410 0.1  
  

 

 

 

 

Fig. 2 Observation of modified hMSC. 
Fluorescent images of hMSCs modified 

with Flu-PEG2000-DSPE were observed by 
confocal microscopy. Scale bar, 100 µm  
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次に、修飾を行ったhMSCに10 v/v %のTBを加えて観察したところ、TB添加群のhMSC
表面の蛍光は著しく減弱した(Fig. 3)。このことからリポソームの場合と同様に、hMSC 表

面の蛍光が TB によって消光できることが確認された。 
 

Fig. 3 Effect of TB on fluorescence on 
hMSC surface. 
Fluorescent images of hMSCs modified 
with Flu-PEG2000

 

-DSPE with or without 
trypan-blue were observed by confocal 
microscopy. Scale bars, 5 µm.  

 
 

 
この結果を踏まえ、TB 未添加群、10 v/v %の TB を添加した群における各 hMSC の蛍光

強度をフローサイトメーター(FACS)で測定し、TB 未添加群の蛍光強度の中央値から TB 添

加群の蛍光強度の中央値を差し引いた値を hMSC 表面の蛍光強度とし、以下の検討ではこ

の値を PEG 脂質誘導体修飾量の指標とした。 
  
1-c  PEG 脂質誘導体の量と構造が修飾におよぼす影響 
 

PEG脂質誘導体濃度がhMSC表面のPEG脂質誘導体修飾量におよぼす影響について評価

するため、非接着hMSCを 0.1、0.25、0.5、1、2、3 mMのFlu-PEG2000

 

-DSPEを含むDMEM
中で 2 時間培養することで修飾を行った。各hMSCの細胞表面蛍光強度をFACSで測定した

結果、PEG脂質濃度の増大とともに細胞表面蛍光強度は増大した (Fig. 4)。 

 
Fig. 4 Influence of concentration of 
Flu-PEG-DSPE on cell surface 
modification efficiency. 
Unadherent hMSCs were incubated for 2 
h at 37 °C with different concentrations of 
Flu-PEG2000

 

-DSPE. The cell surface 
fluorescent intensity of modified hMSCs 
was measured by flow cytometry. Each 
result represents the mean ± S.D. (n = 3). 
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修飾に用いるPEG脂質誘導体のPEG鎖分子量がhMSC表面のPEG脂質誘導体修飾量にお

よぼす影響について評価するため、1 mMのFlu-PEG2000-DSPE、Flu-PEG5000-DSPE、

Flu-PEG10000

Fig. 5 Influence of the molecular weight of the 
PEG chain on cell surface modification 
efficiency. 

-DSPEを含むDMEM中で 2 時間培養することで修飾を行った。修飾後の各

hMSCの細胞表面蛍光強度をFACSで測定した結果、PEG鎖分子量が大きいほど細胞表面蛍

光強度は高かった (Fig. 5)。 

Unadherent hMSCs were incubated with 1 mM of 
Flu-PEG-DSPE for 2 h at 37 

 

°C. Each result 
represents the mean ± S.D. (n = 3).Statistical 
significance was evaluated by D unnett’s test 
versus the group with a molecular weight of 2000 
(*P < 0.05). 

 
 
 

 
 
 
1-d  PEG 脂質誘導体で修飾する際の培養条件の影響 
 

PEG脂質誘導体の修飾時間がhMSC表面のPEG脂質誘導体修飾量におよぼす影響につい

て評価するため、 hMSC が接着した 12 well dishに 0.1 mM および 1 mMの

Flu-PEG2000

 

-DSPEを含むDMEMを加え、2、8、24、48 時間培養することで修飾を行っ

た。修飾後の各hMSCの細胞表面蛍光強度をFACSで測定した結果、0.1 mMで修飾した群

は、時間の延長と共に細胞表面蛍光強度が直線的に増大した。一方、1 mMで修飾した群は、

24 時間までは 0.1 mM群同様、直線的に細胞表面蛍光強度が増大したが、その後の 24 時間

の培養では細胞表面蛍光強度の増大が緩やかになった (Fig. 6)。 

Fig. 6 Influence of exposure time on cell 
surface modification efficiency.  
Adherent hMSCs were incubated with 0.1 
and 1 mM of Flu-PEG2000

 

-DSPE at 37°C for 
the indicated times. Each result represents 
the mean ± S.D. (n = 3).  
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修飾時の培養液温度がhMSC表面のPEG脂質誘導体修飾量におよぼす影響について評価

するため、hMSCが接着した 12 well dishに 0.1 mMのFlu-PEG2000

 

-DSPEを含むDMEMを

加え、4、25、37、42 ℃で 2 時間培養することで修飾を行った。各hMSCの細胞表面蛍光

強度をFACSで測定した結果、温度の上昇とともに細胞表面蛍光強度は増大した (Fig. 7)。
37 ℃で修飾した群は、4 ℃で修飾した群の約 20 倍、25 ℃で修飾した群の約 3 倍の細胞表

面蛍光強度を示したが、42 ℃で修飾した群との間には有意な差は認められなかった。 

Fig. 7 Influence of temperature on cell surface 
modification efficiency. 
Adherent hMSCs were incubated with 0.1 mM 
of Flu-PEG2000

 

-DSPE for 2 h at each 
temperature. Each result represents the mean ± 
S.D. (n = 3). Statistical significance was 
evaluated by Dunnett’s test versus the group at 
37 °C (*P < 0.05; N.S., not significant). 

 

 
 
 
 

培養液に添加するウシ胎児血清(FBS)濃度がhMSC表面のPEG脂質誘導体修飾量におよ

ぼす影響について評価するため、非接着hMSCを 0、2.5、5、10 %のFBSおよび 0.1 mMの

Flu-PEG2000

 

-DSPEを含むDMEM中で 2 時間培養することで修飾を行った。修飾後の各

hMSCの細胞表面蛍光強度をFACSで測定した結果、FBS濃度の向上とともに細胞表面蛍光

強度は減少し、FBS中の成分がPEG脂質誘導体の修飾を阻害する働きを有することが示唆

された(Fig. 8)。 

Fig. 8 Influence of FBS concentration on cedll 
surface modification efficiency. 
Unadherent hMSCs were incubated with 100 µM 
of Flu-PEG2000

 

-DSPE for 2 h at 37 °C in DMEM 
containing, 2.5 %, 5 %, 10 % FBS or not. Each 
result represents the mean ± S.D. (n = 3).  
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本研究では、plastic dishに接着したhMSCにPEG脂質誘導体を含むDMEMを加えて培養

し、その後トリプシン処理を行ってplastic dishから剥がして回収する方法と、plastic dish
に接着したhMSCをトリプシン処理を行って剥がした後、PEG脂質誘導体を含む培養液中

に分散し、培養液を転倒混和する方法を用いて修飾を行っている。培養法の違いがhMSC
表面のPEG脂質誘導体修飾量におよぼす影響について評価するため、それぞれの培養法で、

1 mMのFlu-PEG2000

 

-DSPEを含むDMEMを用い 1、2 時間培養することで修飾を行った。

修飾後の各hMSCの細胞表面蛍光強度をFACSで測定した結果、いずれの培養時間において

も培養法の異なるhMSC群間で細胞表面蛍光強度に有意な差は認められなかった (Fig. 9)。 

Fig. 9 Influence of incubation method 
on cell surface modification efficiency. 
hMSCs were incubated under 2 cell 
conditions [adherent (□) or unadherent 
(■)] using 0.1 mM of Flu-PEG2000-DSPE 
for 1 and 2 h at 37 

 

°C. In the unadherent 
condition, hMSCs were dispersed in the 
medium containing Flu-PEG-DSPE and 
rotated at 3-s intervals in an incubator. 
Each result represents the mean ± S.D. (n 
= 3). Statistical significance was 
evaluated by Student’s t-test versus the 
adherent group at each exposure time 
(N.S., not significant). 

 
1-e 修飾された PEG 脂質誘導体の分子数および密度算出 
 

Flu-PEG2000-DSPEで修飾したhMSCに界面活性剤を加えて溶解し、蛍光光度計を用いて

測定した溶解液の蛍光強度と濃度既知のFlu-PEG2000-DSPE 検量線から、1 つのhMSCの

表面もしくはhMSC内部に存在するFlu-PEG2000-DSPE分子の数を算出した。次に、hMSC
表面に修飾されたFlu-PEG2000-DSPE分子の数を、FACSで測定したhMSC表面とhMSC内

部の蛍光強度の比(S/I比)から算出し、さらにhMSCの直径を 15 µmと仮定した場合の修飾密

度を算出した。1 mMのFlu-PEG2000-DSPEを含むDMEM中で 24 時間修飾したhMSCにお

いて、1 細胞あたりに 3.42×108 のFlu-PEG2000-DSPE分子が修飾されており、hMSC表面

において、2.07 nm2当たりに 1 分子のFlu-PEG2000-DSPEが修飾されていた(Table. 2)。ま

た、24 時間修飾群において、培養液に加えたFlu-PEG2000-DSPE分子数に対して、全ての

hMSC表面に修飾されたFlu-PEG2000

  
-DSPE分子数は約 0.3 %だった。 

D 
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Table. 2 The number and density of Flu-PEG2000

 

-DSPE molecules on hMSC surface. 

Adhered hMSCs were incubated with 1 mM of Flu-PEG2000-DSPE for 1, 3, 6, 12, and 24 h at 37 °C in DMEM 
containing 10% FBS. The fluorescence intensity of the cell lysate was measured by fluorometer. Whole cell 
fluorescence intensity was measured by flow cytometer (FACS). S/I ratio, the number and density of 
Flu-PEG2000

S/I ratio: ratio of the fluorescence intensity of the cell surface to that of the inside of cell.  
-DSPE on hMSC surface were calculated.  

 
1-f  修飾の安定性評価 
 
 PEG脂質誘導体の修飾を行ったhMSCを移植する場合、生体内での修飾の安定性が重

要になる。そこで、PEG脂質誘導体で修飾したhMSCを 10 %のFBSを含む 37 ℃の

DMEM中で最大 8 時間転倒混和し、所定時間後にサンプリングし、細胞表面蛍光強度

を測定した。Flu-PEG2000-DSPEおよびFlu-PEG5000-DSPE を用いて修飾を行った

hMSCについて検討したところ、1 時間後には両群ともに細胞表面蛍光強度は修飾直後

と比べて約 70 ~80 %に低下した。その後も時間経過と共に低下したが、低下の程度は

徐々に緩やかになり、8 時間転倒混和後には修飾直後と比べてFlu-PEG2000-DSPEで修

飾した群では 47 %、Flu-PEG5000

 

-DSPEで修飾した群では 57 %の細胞表面蛍光強度を

示した (Fig. 10)。 

Fig. 10 Stability of hMSC surface 
modification with Flu-PEG-DSPE. 
Unadherent hMSCs were modified 
with 1 mM Flu-PEG-DSPE for 2 h at 
37

 
°C, and modified hMSCs were 

suspended in the medium containing 
10 % FBS and rotated at 3-s intervals 
for the indicated times at 37

  

 

°C in an 
incubator. Statistical significance was 
evaluated by Dunnett’s test versus a 0 
hour group at each molecular weight  
(*P < 0.05; N.S., not significant).  

 
 
  

Without TB With TB

1 4.03E+04 6.92E+03 4.29E+03 0.61 2.68E+07 26.35
3 7.51E+04 2.28E+04 1.29E+04 0.77 6.08E+07 11.61
6 1.16E+05 3.87E+04 2.07E+04 0.87 1.03E+08 6.87

12 1.81E+05 6.29E+04 2.67E+04 1.35 2.02E+08 3.49
24 2.80E+05 1.02E+05 3.90E+04 1.63 3.42E+08 2.07

The area of one
FIu-PEG-DSPE

molecule introduced
on cell surface. (nm2)

Incubation
time (h)

Fluorescent
intensity of

lysate

Whole cell fluorescent
intensity S/I ratio

The number of
FIu-PEG-DSPE

molecule introduced
on cell surface (per cell)
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1-g 修飾が分化能におよぼす影響 
 
 MSCの移植による治療には、MSCが分化能を有することが必要であり、PEG脂質誘導体

の表面修飾がMSCの分化能に影響をおよぼさないことを検証する必要がある。そこで、マ

ウス初代培養MSC(mMSC)を 0.1、3 mMのFlu-PEG5000

 

-DSPEを含むDMEM中で 2 時間培

養することで修飾した後、骨分化誘導培養液中で 3 週間もしくは脂肪分化誘導培養液中で 2
週間培養した。分化の有無を確認するため、各細胞に対して骨分化、脂肪分化アッセイを

行った。修飾および分化誘導を行わなかったmMSCをnegative群とし、修飾を行わず、分

化誘導だけを行ったmMSCを未修飾 (PEG(-))群として比較した。骨分化誘導を行った各

mMSCに対し骨細胞染色を行ったところ、全ての修飾群および未修飾群で細胞が赤く染色

された (Fig. 11A) 。次いで、各mMSCに対してRT-PCRを行い、骨分化マーカーである

osteopontin、osteocalcinのmRNA量を測定したところ、全ての修飾群は、未修飾群とほぼ

同等かつnegative群よりも明らかに高いmRNA量を示した(Fig. 11B) 。以上の結果から、

PEG脂質誘導体による細胞表面修飾は、mMSCの骨細胞への分化能に影響を及ぼさないこ

とが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 11 Influence of mMSC surface modification with PEGylated lipid on osteogenic differentiation. 
Osteogenic differentiation of mMSCs modified with 0.1 mM and 3 mM of Flu-PEG5000

A 

-DSPE and cultured in 
osteogenic differentiation medium for 3weeks were evaluated. As negative control, unmodified mMSCs cultured in 
normal medium were evaluated. Staining of differentiated osteogenic cells (red) from the mMSCs by staining with 
Alizarin Red (A). RT-PCR analysis of RNA markers of osteogenesis. Expression of osteopontin and osteocalsin in 
the mMSCs were evaluated. Each result represents the mean ± S.D. (n=3) (B). 

B 

B 
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また、脂肪分化誘導を行った各 mMSC に対し脂肪細胞染色を行ったところ、全ての修飾

群および未修飾群で細胞が赤く染色され、脂肪細胞への正常な分化が確認された (Fig. 12 
A)。次いで、各 mMSC に対して RT-PCR を行い、脂肪分化マーカーである adipsin、ap2
の mRNA 量を測定したところ、全ての修飾群は、未修飾群とほぼ同等かつ negative 群よ

りも明らかに高い mRNA 量を示した(Fig. 12B) 。以上の結果から、PEG 脂質誘導体の細

胞表面修飾は、mMSC の脂肪細胞への分化能に影響を及ぼさないことが示された。 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 12 Influence of mMSC surface modification with PEGylated lipid on adipogenic differentiation. 

Adipogenic differentiation of mMSCs modified with 0.1 mM and 3 mM of Flu-PEG5000

 

-DSPE and cultured in 
adipogenic differentiation medium for 3weeks were evaluated. As negative control, unmodified mMSCs cultured in 
normal medium were evaluated. Staining of differentiated adipogenic cells (red) from the mMSCs by staining with 
Oil Red O (A). RT-PCR analysis of RNA markers of adipogenesis. Expression of adipsin and ap2 in the mMSCs 
were evaluated. Each result represents the mean ± S.D. (n=3) (B). 

 
 
 
 
 
 
 
 

A 

B 
B 
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1-h 考察 
 

本章では、hMSC 表面に修飾された PEG 脂質誘導体量だけを測定する手法を確立し、

PEG 脂質誘導体濃度、PEG 鎖分子量、修飾時間、温度、FBS 濃度、修飾時の培養方法の

違いの 6 つの因子について、それぞれ修飾量に対する影響を検討した。また、PEG 脂質誘

導体修飾が初代培養マウス MSC の骨分化、脂肪分化におよぼす影響を確認した。 
hMSC表面へのPEG脂質誘導体を用いた機能分子修飾において、まず修飾量を厳密に評

価できる手法が必要である。これまでに行われたペプチド22)や抗体25)

Flu-PEG

のMSC表面への修飾

に関する報告では、その修飾量は蛍光標識したペプチドおよび抗体を用いて修飾された

MSCの蛍光強度から評価されていた。そこで、fluoresceinを結合したPEG脂質誘導体を合

成し、蛍光強度による修飾量の評価に用いることとした。まず、本検討で用いるPEG脂質

誘導体は、3 mMもしくは 5 mMの高濃度でhMSCに添加しても細胞傷害性を示さず(Fig.1)、
PEG脂質誘導体を用いて修飾を行ったhMSCを共焦点蛍光顕微鏡で観察したところ、全て

のhMSCの表面にfluorescein由来の蛍光が確認され(Fig. 2)、修飾材料としての安全性、有

効性が確認された。一方で撮影した顕微鏡画像ではhMSCの内部にも蛍光が確認され、修飾

中にPEG脂質誘導体がhMSCの取り込み機構によって細胞内に取り込まれることが示唆さ

れた。 
2000-DSPEで修飾したリポソーム、hMSCにTB38-41)

hMSC表面へ修飾された機能分子による接着能増強効果は修飾量に依存すると考えられ

るため、次に修飾量に影響をおよぼす因子の検討を行った。その結果、修飾に用いるPEG
脂質誘導体濃度の増大、修飾時間の延長に伴って修飾量はほぼ直線的に増大した(Figs. 4, 6)。 
また、修飾に用いるPEG脂質誘導体のPEG鎖分子量が大きい群ほど修飾量が多く(Fig. 5)、
修飾時の培養液温度が高いほど修飾量は多かった(Fig. 7)。一方で、培養液に添加するFBS
濃度が高いほど修飾量は少なかった(Fig. 8)。さらに、PEG脂質誘導体で修飾する際のhMSC
の培養方法の違いは修飾量に有意な差を示さなかった(Fig. 9)。今回用いたPEG脂質誘導体

と似た構造を持つMaleimide-PEG

を添加すると、リポソーム 
(Table. 1)、hMSC表面(Fig. 3)の蛍光が消光した。そこで、修飾したhMSCにTBを添加した

後、FACSを用いてhMSC内部の蛍光強度だけを測定し、TB未添加hMSC群の蛍光強度から

差し引くことでhMSC表面だけの蛍光強度を算出することとした。この方法はhMSC表面に

修飾されたPEG脂質誘導体量だけを測定できる有用な測定法だと言える。 

1900-DSPEは水中で会合体を形成することが報告されて

おり42-43)、Flu-PEG-DSPEの一部は培養液中でDSPE同士が相互作用して会合体を形成して

いると考えられる。したがって、PEG脂質誘導体の細胞表面への修飾には、会合体から単

量体が解離する過程と単量体が細胞膜へ修飾される過程が関わっていると考えられる。

PEG鎖分子量が大きくなると、PEG脂質誘導体の水溶性が高まり、単量体としての溶解性

が向上し、単量体の存在比が増加したため修飾量が増大した(Fig. 5)と考えられる。また、

FBS中に含まれる成分がPEG脂質誘導体と相互作用し、細胞膜への修飾を阻害したため、
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FBS濃度が高くなると修飾量が低減した(Fig. 8)と考えられる。また、温度の上昇に伴って

細胞膜の流動性が向上することが報告されており44-47)

hMSC表面に修飾されたPEG脂質誘導体の分子数、修飾密度を算出したところ、1 mMの

Flu-PEG

、培養液温度の変化は単量体の細胞膜

への修飾過程に寄与している可能性が考えられる。 

2000-DSPEを含むDMEM中で 1、24 時間修飾したhMSCは、それぞれ一細胞あた

りに 2.68×107、3.42×108 のFlu-PEG2000-DSPE分子が修飾されていた（Table. 2）。hMSC
表面分子へ化学結合によって蛍光標識ペプチドで修飾する場合、一細胞あたりの修飾ペプ

チド分子数は 1.5×107~ 9.0×107であることが報告されており24)

1 mMのFlu-PEG

、脂質を介した修飾法は化

学結合法と同等かそれ以上の数の分子を細胞表面に修飾可能であると考えられる。 
2000-DSPE溶液中で修飾を行った場合、24 時間以降修飾量の増大が緩や

かになった(Fig. 6)。また、1 mMのFlu-PEG2000-DSPE溶液中で 24 時間修飾を行ったhMSC
表面におけるPEG脂質誘導体の修飾密度を算出した結果、分子量 2000 のPEG鎖が約 1.4 
nmの間隔で修飾されていることが推定された（Table. 2）。Andradeらは、分子量が約 2000
のPEGをplasctic表面に修飾する場合、PEG鎖間隔が 1~2 nm 以下だとタンパクの表面へ

の吸着が阻害されることを報告している48, 49)

放射性物質(RI)を取り込ませてRI標識したMSCをマウスに尾静脈投与すると、1.5 時間後

に大部分のRIが肺に分布し、血中には 5 %以下しか分布せず、その後時間経過と共に他の

組織への分布が増大することが報告されている

。したがって、修飾量が多い場合、修飾され

たPEG鎖の立体障害によって新たな修飾が起こりづらくなった可能性が考えられる。 

50)

MSCは、骨、軟骨、筋肉、神経、脂肪などの体を構成する組織の細胞に対する多分化能

をもつ幹細胞

。したがって、移植されたMSCのほとん

どは一旦肺に集積した後、血流に乗って他の組織へ移行すると考えられ、移植後のPEG脂

質誘導体の修飾の安定性を考慮する必要がある。そこでin vitroで安定性評価を行ったとこ

ろ、今回修飾に用いた平均分子量 2000、5000 のPEG鎖をもつPEG脂質誘導体は、10 %の

FBSを含む 37℃のDMEM中で 8 時間転倒混和した後もそれぞれ 47、57 %がhMSC表面に

残存する(Fig. 10)ことが確認された。また、経時的な修飾量の低下パターンは両群で似てお

り、転倒混和開始後に大きく低下し、その後時間経過と共に低下が緩やかになった(Fig. 10)。
したがって、hMSCに対する修飾が不安定なPEG脂質誘導体と、安定に修飾されたPEG脂

質誘導体が存在すると考えられる。 

51-54)であり、MSCによる損傷組織の修復効果には、標的組織の細胞への分化

による損傷部位の補完効果が寄与している7,10,11,55-58)といわれている。したがって、PEG脂

質誘導体による修飾をMSCの移植治療に適用するためには、修飾がMSCの分化能に影響を

およぼさないことを確認する必要がある。化学結合法によってMSCを機能分子で修飾した

報告では、修飾を行ったMSCが骨細胞および脂肪細胞に対して正常に分化し、修飾がMSC
の分化能に影響しないことを確認している22)。そこで、mMSCを用いた検討を行ったとこ

ろ、PEG脂質誘導体で修飾したmMSCは正常に骨細胞、脂肪細胞へ分化し(Fig. 11, 12)、修

飾が骨細胞、脂肪細胞への分化能に影響しないことが確認された。 
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 以上、本章では、hMSC 表面への PEG 脂質誘導体修飾にどのような因子が影響をおよぼ

すのかを検討するため、PEG 脂質誘導体の細胞表面への修飾量を測定する手法を開発し、

PEG 脂質誘導体濃度、PEG 鎖分子量、修飾時間、温度、FBS 濃度、修飾時の培養方法の

違いが修飾量におよぼす影響を明らかにした。また、hMSC 表面に修飾された PEG 脂質誘

導体の分子数を算出し、化学結合による修飾法と同等数以上の分子で修飾できることを明

らかにした。さらに、PEG 脂質誘導体の修飾が MSC の骨分化、脂肪分化に影響しないこ

とを確認した。したがって、MSC に対する機能分子修飾において、PEG 脂質誘導体を用い

た修飾は有効な方法だと期待される。 
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実験の部 

第一章 実験の部 

 
【1】試薬 

NH2

 

-PEG-distearoyl phosphatidyl ethanolamine (DSPE)、 distearoylphosphatidyl 
glycerol (DSPG)、コレステロールは日本油脂株式会社より購入した。5 %糖液は大塚製薬

株式会社から購入した。Fluorescein-N-hydroxysuccinimide (NHS)はThermo Scientific社
より購入した。penicillin streptomycin glutamine (PSG)、Opti-MEMはインビトロジェン

社より購入した。アセトン、トリパンブルー、aprotininはナカライテスク社より購入した。

PD10 カラムおよびCL-4BゲルはGEヘルスケア社より購入した。Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium (DMEM)およびウシ胎児血清  (FBS) はGIBCO 社より購入した。

Phosphate buffered saline (PBS (-))粉末は日水製薬株式会社より購入した。Cell Counting 
Kit (CCK-8) は同仁堂株式会社より購入した。Hoechst 33342 は Life Technologies社より

購入した。4 % paraformaldehyde (PFA)液、10% formalinは和光純薬株式会社より購入し

た。insulin、indomethacin、dexamethasone、3-isobutyl-1-methylxanthine、Oil Red O、

β-glycerol phosphate、ascorbate 2-phosphate、alizarin red、amphotericin Bはシグマ社

から購入した。 

【2】蛍光分子導入 PEG 脂質誘導体の合成および精製 
分子量 2000、5000 および 10000 のPEG鎖をもつNH2

 

-PEG-DSPEとFluorescein- NHS
を 1:2のモル比でアセトン中に溶解し、室温で一晩振盪した。反応液をPD10カラムに加え、

高分子量分画を回収し、未反応の Fluorescein を除去し、凍結乾燥することで

Flu-PEG-DSPEを得た。 

【3】ヒト間葉系幹細胞 (hMSC)培養 
hMSC は理研セルバンクから譲渡された UE7T-13 株を用いた。hMSC は 10% FBS、 1000 

U/mL penicillin G、100 µg/L streptomycin を添加した DMEM 中で培養した。 

 

【4】PEG 脂質誘導体の細胞傷害性測定 

接着 hMSC については、96 well plate に hMSC を播種し、37℃で 24 時間後培養した後、

各well にFlu-PEG-DSPEを含むDMEMを添加し37℃で4時間培養した。Flu-PEG-DSPE
を含まない DMEM で各 well を洗浄した後、CCK-8 solution を加え 30 分培養し、培養後

の各 well の培養液 100 µL を吸光度測定のため新しい 96 well plate に移した。非接着

hMSC については、プラスティックチューブ内で Flu-PEG-DSPE を含む DMEM 中に
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hMSC を分散し、37 ℃で 4 時間チューブを転倒混和（3 秒毎に 1 回転）した。チューブを

遠心し hMSC を沈降させ、培養液を Flu-PEG-DSPE を含まない DMEM に交換した。交

換後の hMSC 分散液を 96 well plate に播種し、CCK-8 solution を加え 30 分培養し、培養

後の各 well の培養液 100 µL を吸光度測定のため新しい 96 well plate に移した。吸光度計 
(Bio-Rad Model 550 microplate reader, Bio-Rad 社製)を用いて、各 well の 450 nm にお

ける吸光度を測定した。PEG 脂質で修飾していない群の吸光度を 100 %とし、各群の吸光

度を相対値として評価した。0.1 % TritonX を含む DMEM 中で 4 時間培養した群をネガテ

ィブコントロールとした。 
 
【5】fluorescein リポソームの調製 
 クロロホルムに溶解したDSPG、コレステロール（モル比 3：2）をエバポレートし、5 ％
糖液を加え 65 ℃で 30 分振盪した後、バスソニケーションを 10 分間、ポールソニケーシ

ョンを 3 分間行い、0.45 µmシリンジフィルターに通すことでリポソームを得た。調製時の

リポソーム構成脂質に対して 25 %モル量のFlu-PEG2000

 

-DSPEを混合し、60℃で 1 時間振

盪後、CL-4Bゲル充填カラムに投入し、fluorescein導入リポソーム分画を回収した。

fluorescein導入リポソーム分散液の蛍光強度は蛍光光度計(Fluoromax-4, HORIBA社製)を
用いて測定し、リポソームの粒子径はZetasizer Nano ZS (Malvern社製)を用いて測定した。 

【6】トリパンブルー(TB)による hMSC 表面の蛍光消光の確認 
hMSCを 0.1 mMのFlu-PEG2000

 

-DSPE 中で 2 時間培養した後、Hoechst 33342 を添加

し核染色を行った。このhMSCをPBS中に分散し、共焦点レーザー蛍光顕微鏡 (Nikon A1R 
MP confocal imaging system, Nikon社製)で観察した。さらにPBS中に最終体積比が 10 %
になるようにTBを添加し、再度観察した。 

【7】細胞表面蛍光強度の測定 
Flu-PEG-DSPE を用いて修飾した hMSCをPEG-DSPEを含まない新鮮なDMEMで 30

分洗浄した後、2 つのグループに分け、PBS および 10 v/v%のトリパンブルーを含む PBS
にそれぞれ分散し、フローサイトメーター (BD FACS CantoⅡ,BD Biosciences 社製)を用

いて細胞の蛍光強度を測定した。各細胞群に対し、一度に 10000 個の生細胞について蛍光

強度測定を行い、10000 個の細胞の蛍光強度の中央値を各細胞群の蛍光強度として評価し

た。TB 未添加群の蛍光強度から TB 添加群の蛍光強度を差し引いた値を細胞表面蛍光強度

として評価した。 
 
【8】hMSC の共焦点蛍光顕微鏡観察 

Flu-PEG2000-DSPEを用いて修飾したhMSCを 4 % PFAを用いて固定した後、共焦点レー

ザー蛍光顕微鏡 (FLUOVIEW FV10i confocal laser scanning microscope, Olympus社製)
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を用いて観察した。 
 
【9】hMSC 表面に修飾された PEG 脂質の分子数および密度測定 

Flu-PEG2000-DSPEで修飾したhMSCを 2 つのグループに分け、一方はフローサイトメー

ターを用いて細胞表面蛍光強度を測定した。他方は細胞数を計測後、界面活性剤を添加し

て溶解し、蛍光光度計を用いて溶解液の蛍光強度を測定した。フローサイトメーターで測

定したhMSC表面およびhMSC内部の蛍光強度の比と、蛍光光度計で測定したhMSC溶解液

の蛍光強度から、hMSC表面に修飾されたFlu-PEG2000-DSPEに由来する蛍光強度を算出し

た。濃度既知のFlu-PEG2000-DSPE溶液の蛍光強度から検量線を作成し、溶解液中のhMSC
数から 1 つのhMSCの表面に修飾されたFlu-PEG2000-DSPE分子数を算出した。さらに

hMSCの直径を 15 µmと仮定した場合のFlu-PEG2000

 
-DSPE分子の表面密度を算出した。 

【10】初代培養マウス MSC の採取 
C57BL/6 マウス（6 週齢、雌）の大腿骨および脛骨内の細胞を 10 %のFBS、1 %のPSG、

100 ng/mLのamphotericin Bおよびaprotininを含むDMEM中に分散し、24 well plateに
1×106

 

 cells/mLで播種した。37 ℃で培養を行い、2 日後、4 日後に培養液を交換すること

で接着していない細胞を除去した。1 週間後、plateに接着していた細胞を初代培養マウス

MSC (mMSC)として用いた。 

【11】骨分化誘導・Alizarin Red 染色 
10 mM β-glycerol phosphate 、 0.1 μM dexamethasone 、 50 μg/mL ascorbate 

2-phosphate を含むDMEM 中にmMSCを分散し、96 well plateに2×104

 

 cells/wellで播種

した。37 ℃で培養を行い、週3回培養液を交換し、3週間培養したmMSCを室温で20分間

10% formalinで処理した後、Alizarin Redで20分間染色した。 

【12】脂肪分化誘導・Oil Red O 染色 
5 μg/mL insulin 、 50 μM indomethacin 、 1 μM dexamethasone 、  0.5 μM 

3-isobutyl-1-methylxanthine を含むDMEM中でmMSCを分散し、96 well plateに1×105

 

 
cells/wellで播種した。37 ℃で培養を行い、週2回培養液を交換し、2週間培養したmMSC
を室温で10% formalin中で20分間処理した後、0.5% Oil Red O で20分間染色した。 

【13】Real time PCR 
GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit (シグマ社)を用いて MSC 中の全 RNA

を抽出し、PrimeScript® RT reagent Kit (タカラバイオ社)により逆転写反応を行った。各

mRNA(ap2, adipsin、osteocalcin、osteopontin、gapdh)量は SYBER® Premix Ex Taq (タ
カラバイオ社)を利用し、Lightcycler Quick System 350S (Roche Diagnostics 社)による
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Real time PCR により測定した。なお、プライマーには以下の配列を用いた。 
ap2 に対するプライマー： 5’-GGG ATT TGG TCA CCA TCC G-3’ (forward)、 5’-CCA 
GCT TGT CAC CAT CTC G-3’ (reverse) 
adipsin に対するプライマー： 5’-AGA CCC CTA CCC TTG CAA TAC G-3’ (forward)、 
5’-TGT TAC CAT TTG TGA TGT TTT CGA TC-3’ (reverse) 
osteocalcin に対するプライマー：5’-TGC TTG TGA CGA GCT ATC AG-3’ (forward)、
5’-GAG GAC AGG GAG GAT CAA GT-3’ (reverse)  
osteopontin に対するプライマー：5’-TCA CCA TTC GGA TGA GTC TG-3’ (forward)、
5’-ACT TGT GGC TCT GAT GTT CC-3’ (reverse)  
gapdh に対するプライマー：5′-TCT CCT GCG ACT TCA ACA-3′ (forward)、5′-GCT GTA 
GCC GTA TTC ATT GT-3′ (reverse).  
mRNA のコピー数は thermal-cycler software (‘Arithmetic Fit Point analysis’ for the 
Lightcycler)を用いて作成した検量線から算出した。各 mRNA の発現レベルは gapdh に対

する相対値によって評価した。 
 
【14】統計学的解析 
有意差検定では、二群間の比較にはスチューデント t 検定を用いた。また、多群間比較に

おいては Analysis of variance（ANOVA）を行い、Dunnett’s 法もしくは Tukey 法により

検定した。全 p 値は両側であり、p<0.05 を統計学的に有意であるとした。 
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第二章 hMSC 表面への PEG 脂質誘導体修飾を向上させる手法の開発 
 
総論の部 

前章において、修飾量に影響をおよぼす因子について整理したが、修飾の際の PEG
脂質誘導体の利用効率は低く、修飾効率を向上する手法の開発が必要だと考えた。両親

媒性の分子は水中で疎水性部分同士が会合し、ミセルや脂質二重層を形成する。したが

って、脂質 PEG 脂質誘導体の DSPE 同士が相互作用して会合体を形成し、細胞膜への

修飾が阻害されている可能性が考えられる。そこで、本章では有機溶剤、cyclodextrin 
(CD)の添加や、超音波照射による外部刺激を用いることによって、PEG 脂質誘導体の

会合体の形成を抑制し、hMSC 表面への修飾効率の向上に取り組んだ。 

諸言 

methanol (MeOH)、ethanol (EtOH)、dimethyl sulfoxide (DMSO)を添加してPEG
脂質誘導体の修飾を行うと、いずれの場合もhMSC表面への修飾量が増大した。修飾向

上効果は、MeOH、EtOH、DMSOの順に高かった。次に、αCD、MβCD、βCD、γCD
を添加してPEG脂質誘導体の修飾を行ったところ、いずれのCDもMeOHより修飾向上

効果が高く、特にαCDが最も高かった。また、αCDを添加すると水溶性の低い低分子

量PEG脂質誘導体の修飾量も向上した。また、

結果 

1

 

HNMR分析により、αCDがPEG脂質誘

導体の脂質部分に包接することを確認した。最後に、PEG脂質誘導体とhMSCを分散さ

せた培養液が入ったチューブを所定温度の水浴に浸けて培養液温度を 37 ℃に保ちな

がら超音波を照射したところ、超音波照射により修飾量が増大した。 

有機溶剤の添加、CD の添加、および超音波照射により、hMSC 表面への修飾量が向

上した。有機溶剤は、脂溶性の高い物質同士の相互作用を弱めることが知られ、また、

本研究において、CD は PEG 脂質誘導体の脂質部分へ包接したことが確認された。ま

た、超音波照射により培養液中のリポソームが崩壊することが知られており、さらに、

本研究では、照射中の培養液の温度を一定にして超音波照射の機械的刺激の効果の影響

だけを検証できるような実験系を設定した。以上より、PEG 脂質誘導体の会合体形成

が抑制された結果、単量体として分散する PEG 脂質が増えたことで hMSC 表面への修

飾量が向上したと考えられる。 

考察 
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実験の部 
【1】1

測定時の溶媒としてD
HNMR測定 

2

【2】超音波照射 
Oを用い、測定化合物を溶解し、測定した。 

ポリスチレンチューブに hMSC と PEG 脂質誘導体を含む培養液を加えて、一定温度

の水浴内に設置した。プローブをポリスチレンチューブ内の培養液の液面につけ、超音

波を照射した。 
 
その他、細胞傷害性測定、細胞表面蛍光強度測定、hMSC の蛍光顕微鏡観察、初代培

養マウス MSC の採取、骨分化誘導・Alizarin Red 染色、脂肪分化誘導・Oil Red O 染

色、Real time PCR、統計学的解析は第一章 実験の部に準じた方法で行った。 
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第三章 ペプチドリガンド導入 PEG 脂質誘導体修飾による hMSC の血管内皮

細胞への接着増強 
 
総論の部 

本章では、前章における検討により確立した PEG 脂質誘導体を用いた hMSC の表面

修飾法を用いて、細胞間接着に関わるリガンドを hMSC 表面に修飾し、炎症組織の血

管内皮細胞との親和性の増強効果を検討した。まず、接着を評価する方法として、一度

に多群の評価が可能な培養皿上の血管内皮細胞と MSC を一定時間共培養する方法と、

生体内で血流のある中で接着と解離を繰り返しながら減速して接着に至る過程をチャ

ンバー内に再現し、一定流速の流れ場の中で移動する細胞を顕微鏡撮影した動画から評

価する方法を確立した。これらの評価法を用いて、接着における PEG 鎖長の影響、炎

症組織の血管内皮細胞に特異的な親和性を持つペプチドをリガンドとして修飾した

hMSC の接着能増強を検証した。 

諸言 

予め量子ドットで蛍光標識した hMSC をヒト肝類洞血管内皮細胞 (hLSME)上で一

定時間共培養した後、回収された全ての細胞数と蛍光標識された細胞数を FACS で計

測し、蛍光標識された細胞を hMSC、標識されていない細胞を hLSME として、hLSME
に対して接着した hMSC 数の比率を計算し、その比率を接着能の指標とする方法を構

築した。流路の底部に hLSME を培養したチャンバー内に、蛍光標識された hMSC を

一定の流速中で流し、蛍光顕微鏡で hLSME の上を移動する hMSC をリアルタイムイ

メージングで撮影した。得られた動画から hMSC の各瞬間の移動速度、平均移動速度

を算出し、移動速度から接着能を評価する方法を構築した。 

結果 

異なる分子量の PEG 鎖をもつ PEG 脂質誘導体を、異なる量修飾した hMSC を調製

し、それぞれの接着能を評価したところ、PEG 鎖分子量、修飾量の増大に伴い接着能

が低下した。低分子量 PEG 脂質誘導体を修飾した場合は、接着能がほとんど低下しな

かった。 
低分子量の PEG をリンカーとし、リガンドとしてペプチドを導入したリガンド導入

PEG 脂質誘導体を合成した。これを用いてリガンドで修飾された hMSC の hLSME と

の接着能を評価した結果、hLSME 上で共培養した後に接着する hMSC 数が増加し、

hLSME 上を移動する hMSC の速度が低減した。また、その効果は未修飾の hMSC お

よび、逆配列のペプチドで修飾した hMSC と比較して高かった。 

共培養後に接着した hMSC 数から接着能を評価する方法は、多くの群を短時間で評

価できる点で有用であると考えられる。また、hMSC の移動速度から接着能を評価す

る方法は、移動速度の変化を解析できる点や、実際の血管内で起こっている現象を正確

考察 
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に再現できる点で有用であり、それぞれ目的に合わせて評価法を選択することが重要で

あると考えられる。 
PEG 鎖の鎖長や修飾量の増大により、hMSC の接着が低下した。PEG 鎖は、誘導体

の水和性やリガンドとの距離や柔軟性の調整において重要である一方、薬物や薬物キャ

リアに修飾された PEG 鎖は、被修飾物と酵素、抗体、細胞などの血中の物質との相互

作用を非特異的に阻害する作用があることが知られており、細胞の表面修飾においても、

同様の作用が影響したと考えられる。PEG 脂質誘導体を利用した hMSC の接着能増強

において、PEG 鎖の鎖長や修飾量の最適化が重要である。 
ICAM-1 に認識されるペプチドで修飾した hMSC の接着増強効果は、未修飾の MSC

より高く、ペプチドのアミノ酸配列依存的であった。PEG 脂質誘導体を用いた接着関

連分子の細胞表面修飾技術は、in vivo においても細胞の集積や治療効果の向上に寄与

できる可能性が示された。 
 
実験の部 
【1】ペプチドリガンド導入 PEG 脂質誘導体の合成 

固相合成法によって、低分子量の PEG を末端にもつペプチドを合成し、HPLC で精

製した。次に PEG-ペプチドと DSPE との脱水縮合によって両者を結合した。透析によ

って精製し、凍結乾燥後、ペプチド-PEG-DSPE を得た。 
【2】hLSME への接着評価 
蛍光標識した hMSC を、hLSME が接着したマルチウェルプレートに播種し、共培

養した。未接着の hMSC を除去し、接着した hMSC および hLSME を回収し、蛍光強

度の違いから各細胞を識別してそれぞれの細胞数を計測し、細胞数の比を算出した。こ

の細胞数の比を接着率として定義し、接着能の指標とした。 
【3】hLSME 上での移動速度評価 
蛍光標識した hMSC を、hLSME が接着したフローチャンバー内に一定流速で流し、

hLSME 上を移動する hMSC を蛍光顕微鏡に接続したカメラで撮影した。動画を解析

し、hMSC の各瞬間の移動速度および平均移動速度を算出した。 
 
その他、細胞表面蛍光強度測定、hMSC の蛍光顕微鏡観察、統計学的解析は第一章 実

験の部に準じた方法で行った。 
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結論 

 
以上、著者は三章に渡り、PEG 脂質誘導体を用いた hMSC 表面への機能分子修飾によっ

て hMSC の接着能を増強する手法の開発に取り組み、hMSC 表面へのペプチドリガンド修

飾による接着能増強に関する検討を行い、以下の結論を得た。 
 

 
第一章 hMSC 表面への PEG 脂質誘導体修飾に影響をおよぼす因子の検討 
 

hMSC表面へのPEG脂質誘導体修飾にどのような因子が影響をおよぼすのかを検討する

ため、PEG 脂質誘導体の細胞表面への修飾量を測定する手法を開発し、PEG 脂質誘導体濃

度、PEG 鎖分子量、修飾時間、温度、FBS 濃度、修飾時の培養方法の違いが修飾量におよ

ぼす影響を明らかにした。また、hMSC 表面に修飾された PEG 脂質誘導体の分子数を算出

し、化学結合による修飾法と同等数以上の分子で修飾できることを明らかにした。さらに、

PEG 脂質誘導体の修飾が MSC の骨分化、脂肪分化に影響しないことを確認した。 
 
第二章 hMSC 表面への PEG 脂質誘導体修飾を向上させる手法の開発 

 
PEG 脂質誘導体の疎水性基である DSPE 同士が相互作用して会合体を形成する結果、会

合体の外側の PEG 鎖が細胞膜との相互作用を阻害することが、PEG 脂質誘導体による

hMSC への修飾効率が低い原因であると考え、有機溶剤や CD の添加、または超音波照射

による会合体形成の抑制を利用し、hMSC 表面への修飾効率を向上させることができた。 
まず、有機溶剤またはCDの添加により、いずれの場合も修飾向上効果を示し、特にαCD

が最も高い効果を示すことを見出した。αCDは、1

次に、超音波照射によって PEG 脂質誘導体での hMSC 表面の修飾を向上することを考

え、修飾が向上されることを見出した。また、本節で実施した超音波照射条件では MSC の

分化能に影響をおよぼさないことを確認した。本手法は CD の添加と比べると修飾向上効

果は低いものの、修飾を向上する手法の一つとして有効だと考えられる。 

HNMRの分析においてPEG脂質誘導体の

脂質部分を包接することが明らかとなり、包接によってPEG脂質誘導体の会合体の形成を抑

制することで修飾向上に寄与していることが示唆された。また、PEG脂質誘導体修飾の安定

性を評価したところ、αCDを添加して修飾しても修飾の安定性に顕著な変化は認められな

かった。したがって、MSCに対する機能分子修飾において、有機溶剤もしくはCDの添加は

修飾の向上に有効だと期待される。 
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第三章 ペプチドリガンド導入 PEG 脂質誘導体修飾による hMSC の血管内皮細胞 
への接着増強 

 
PEG 脂質誘導体で修飾した hMSC の接着能を評価することを目的に、静置培養後の接着

hMSC 数から評価する方法と、フローチャンバーを用いて流れ場で移動する hMSC の移動

速度から評価する方法を構築した。 
hMSC 表面に修飾された PEG 鎖が hMSC の接着におよぼす影響について、静置培養後

の接着 hMSC 数から plastic dish および hLSME に対する hMSC の接着能を評価したとこ

ろ、修飾された PEG 鎖分子量および修飾量の増大に伴って hMSC の接着能は低下した。

一方で、EG2 量体をリンカーとする PEG 脂質誘導体で修飾した hMSC の接着能は未修飾

hMSC と同等だった。また、フローチャンバーを用いて流れ場で移動する hMSC の移動速

度を算出したところ、PEG 鎖による接着阻害効果が確認された。 
LFA-1/ICAM-1 の相互作用に関与し、ICAM-1 に対し高い親和性を有するペプチドを結

合した低分子量 PEG 脂質を合成した。合成したペプチド結合低分子量 PEG 脂質で修飾し

た hMSC の、ICAM-1 高発現 hLSME に対する接着能を評価したところ、静置共培養後の

接着率の向上、流れ場における移動速度の低減が確認された。また、これらの接着能増強

効果はアミノ酸配列特異的であった。したがって、PEG 脂質誘導体による hMSC 表面への

リガンド修飾は、hMSC の接着能の増強に有効な手法であると考えられる。 
 

以上、著者は、間葉系幹細胞を対象として PEG 脂質誘導体を用いた細胞膜表面修飾法の開

発に取り組み、修飾量に影響をおよぼす因子を整理すると共に、有機溶剤、CD 共存あるい

は超音波照射による修飾量増大法の開発を行った。また、本手法を用いて細胞接着関連分

子に親和性を持つペプチドを hMSC 表面に導入することにより、hLSME に対する hMSC
接着のペプチド配列特異的な増強を得た。以上の知見は、PEG 脂質誘導体を用いた細胞の

機能分子修飾によって、細胞を標的指向化できる可能性を示したものであり、今後の細胞

移植治療の展開に対して有用な情報を提供するものと考える。 
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