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脳および脊髄を含む中枢神経組織は、ニューロン、アストロサイト、オリゴデンド

ロサイトから構成されている。これらの細胞は、神経幹細胞と呼ばれる未熟な細胞が

分化することによって産み出される。近年、神経幹細胞に関する生物学の目覚しい発

展に伴い、パーキンソン病をはじめとする中枢神経疾患の治療に大きな期待が寄せら

れるようになった日-3J。現在、世界各国で盛んに研究が進められている細胞移植
療法では、神経幹細胞あるいは少し分化の進んだ神経前駆細胞などが、損傷を受けた

組織あるいはその周辺部位へ注入される。動物を用いた治療実験では多くの成功例が

報告されているが、そのような治療法を一般の医療とするには、解決しなければなら

ない課題もまだまだ多いのが現状である。

中枢神経疾患の再生医療を実現するには、少なくとも次の二つの課題を克服しなけ

ればならない。まず、移植細胞源となる神経幹細胞の確保である [2J。安全かっ信頼

性の高い医療を実現するには、性状の均質な神経幹細胞を大量に調製するための手段

が不可欠で、ある。従来、ニュースフェア培養と呼ばれる細胞培養法が神経幹細胞を得

るための標準的方法として広く用いられてきた。しかしながら、その方法によって得

られる細胞集団には神経幹細胞の他に分化の進行した細胞も多く含まれ、一度に得ら

れる神経幹細胞の数は決して多くはなかった。もう一つの課題は、移植細胞の生存率

の向上である。移植された神経幹/前駆細胞の生存率はホスト組織内で急速に低下し、

期待通りの治療効果を得ることが難しい。一時的な接着足場の喪失や、炎症性細胞の

攻撃などが細胞死の原因であると推測されている[4，5J。

上記の二つの課題に対して、我々は、生体内において細胞の機能制御に深く関わる

増殖因子に着目し、神経幹細胞の増殖および生存を高度に制御できる新たなバイオマ

テリアルの設計に取り組んで、きた。

移植細胞源の確保に関して、神経幹細胞の増殖を強力に促進する上皮細胞増殖因子

(EGF)を表面に固定した細胞培養基材を設計した。表面固定されたEGFが、細胞内

へ効率よく増殖シグナルを与えることができるよう、遺伝子工学的手法によって EGF

分子の末端にオリゴヒスジン配列を融合し、これを利用して基材表面に EGFを配向

固定した。さらに、 EGF受容体の二量化を伴うシグナノレ伝達を促進するため、自発的

な二量体形成能をもっ EGFを設計した。これには、分子間で coi1ed-∞i1の形成が可

能なαヘリックス配列を EGFに組込んだ。

一方、移植細胞の生存維持を目的として、細胞死を抑制することで知られる脳由来
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神経栄養因子 (BDNF) を取り上げ、これを組込んだヒアルロン酸 (HAc)ハイドロ

ゲルを設計した。この内部に移植細胞を包含することで、 BDNFの生存促進効果を期

待でき、また、ハイドロゲ、ル状の構造によって炎症性細胞の攻撃から内部の細胞を保

護することができるものと期待した。 BDNFのHAcゲ、ルへの複合化には、 BDNFに融

合したオリゴヒスチジン配列と、予め HAcに結合させた亜鉛イオンとのキレート形

成反応を利用した。また、細胞に障害を与えることなく HAcに架橋を導入するため、

両末端にオリゴヒスチジンをもっポリペプチドを合成した。

本報告では、上記の二つのバイオマテリアルに関して、それらの合成およびinvitro 

にける機能評価の結果について述べる。

2. 実験

2・1. 遺伝子工学的手法によるキメラタンパク質の合成

本研究で合成したタンパク質の構造を図 1に示す。 EGF[6，7Jおよび BDNF[8J 

のC末端にヘキサヒスチジン (His)を導入した。また、分子間 coiled-∞ilによって
ヘテロ二量体を形成する αヘリックス配列[E5，(KELASVE)sおよびK5，(EKLASVK)sJ 

をEGFとHisの聞に介在させた自己二量化EGFを合成した [9J。さらに、架橋剤と

して、両末端に Hisをもっ EI0[(KELASVE)lOJを合成した。これらのタンパク質の

合成には大腸菌発現系を用いた。

(A)増殖因子キメラタンパク質

EGF-His EGF トLE--[J!D

EGF・E5・His I EGF トPGGGGGPJ E5 トLEζHisI 

EGF-K5・His I EGF トPGGGGGP4 K5 トLEζ豆コ
BDNF-His BDNF トPGGGGG-日目

(8)架橋性ポリペプチド

EI0 日亙}GG4 (KELASVE)lO トLE-巴E

図1.設計した細胞増殖因子キメラタンパク質および架橋性ポリペプチドの構造.

EGFおよびBDNFをコードする DNAは、 cDNAライブラリーを鋳型としてポリメ

ラーゼ連鎖反応 (PCR)により調製した。一方、人工的な配列である E5、K5、およ

びEI0の調製には、それらをコードする合成DNA配列を用いた。 おおよびK5に対

する DNAをオーバーラップ伸張 PCR法によって EGF遺伝子と連結し、目的とする
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キメラ遺伝子を合成した。各遺伝子を Hisをコードする配列をもっプラスミド DNA

に挿入した。これらのプラスミドを大腸菌内で発現させ、目的とするタンパク質を得

た。大腸菌から抽出したタンパク質は、ニッケルイオンを担持したアフィニティーカ

ラムを用いて精製し、透析法によりリフォールデイングさせた。

2-2. EGFキメラタンパク質の表面固定

金薄膜を蒸着したガラス基板 (22x 26 x 0.5 cm3) の表面に 16・mercaptohexadecanoic
acid (COOH-thiol)および(l-mercaptoundec・11・yl)triethyleneglycol (TEG-thiol)の混

合自己組織化単分子膜(混合 SAM)を形成させた。これにより表面に導入されたカ

ルボキシル基にカノレボジイミド法によってル(5-Amino-l・carboxypentyl)iminodiacetic 

acid (NTA)を結合させた。その後、表面の NTAにNi2+イオンをキレート化させた。

次に、この基板を EGFキメラタンパク質溶液に浸潰し、 EGFキメラタンパク質をキ

レート結合により固定した。図 2にその概略図を示す。最後に、結合しなかったタン

パク質を除去するため、基板をリン酸緩衝液 (PBS)で洗浄した。固定されたEGFキ

メラタンパク質の表面密度は、表面プラズモン共鳴分析法 [10Jによって測定した。

固定化EGFが作用する微小領域の範囲を調べるため、基板上の特定の領域 (3x 18 
mm2) にのみEGFキメラタンパク質を固定した基板を作製した。これには、光バター

ニング法を利用して、海領域に 1・hexadecanethiolのSAM、島領域に上述の混合SAM

を形成させた基板を用いた。島領域に EGFキメラタンパク質をキレート結合を介し

て固定し、海領域には細胞接着性を付与するためフィブロネクチン (FN)を吸着させ

た。

図2.EGFキメラタンパク質を配向固定した基材表面の概念図.
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2-3. Zn2+化HAc(Zn2+圃，NTA圃HAc)の合成

図3に示すように、活性エステル化法を用いて、 HAcに含まれるカルボキシル基に

NTAを結合させた。反応液を蒸留水に対して透析することで未反応の NTAを除去し

た後、 ZnS04を添加することでZn2+-NTA-HAcを得た。限外ろ過により未反応の Zn2+

イオンの除去および濃縮を行った。

(A) 
ヰoq:
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(B) 

Zn-NTA 
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図3. (A) NTA圃HAcの合成スキームおよび、 (B)Zn2+-NTAの構造.

2-4. 多重内部反射赤外吸収分光分析 (MIR-lRAS)

MIR-lRAS分析装置 [llJを用いて、固定化EGFキメラタンパク質の水中における

二次構造を分析した。まず、両端に 450のエッジをもっシリコン基板の表面にシラン

カップリング処理を行うことで、カルボキシル基を導入した。その後、前述の方法に従

い、 EGFキメラタンパク質を配向固定した。この基板について MIR-lRAS分析を行っ

た。 NTA化表面をレフアレンスとし、重水中にて測定した。

2-5. 円二色性 (CD)スペクトル測定

EGFι圃圃占.E白5-担.

め、それらの等モル混合物について CDスペクトルを測定した。 EGF・E5-His(2.2 mM) 

およびEGF-K5-His(2.2 mM)を含むPBS溶液を調製し、 JASCOJ-805を用いて測定

した。光路長は 1mmであり、 200Cにて 8回の積算を行った。
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2・6. 架橋HAcの粘度および濁度

種々の濃度の E1ω0を混合したZn2釦+圃NTA.担Ac溶液の粘度およびび、濁度を測定した。所

定濃度の E10を混合したZn2+-NTA・HAc溶液 (0.6%)を内径1.0mmの石英キャピラ

リー内に注入した。溶液が 10cmの距離を垂直落下する時間 (t)を測定し、式(1 ) 

により相対粘度 (η/170)を算出した。

η/η。=t / to 、、，，
r

咽
目
且

/
1
1
 

ここで、 ηoは溶媒 (PBS)の粘性率 (0.01g cm-1 S-I) [12J、内はPBSの落下時間であ

る。一方、それらの溶液について、 490nmの光の透過率を測定することにより濁度を

求めた。

2-7. 神経幹細胞の培養

EGFキメラタンパク質固定基板:ラット胎児(胎生 16日)の線条体より細胞を採

取し、浮遊状態で培養した。培地には、 B27サプリメント (2%)、EGF(20 ng/mL)、

塩基性繊維芽細胞増殖因子(bFGF，20 ng/mL)、GlutaMAX(3 mM)、へパリン(5μg/mL)、

ペニシリン (100U/mL)、ストレプトマイシン (100μg/mL)を含むDMEM/F12培地

を用いた。得られた細胞凝集体(ニューロスフェア)をトリプシン処理により単個細

胞に分散させた。この細胞を 3.0x 104 cells/cm2の密度でEGFキメラタンパク質を固

定した基材上に播種し、 EGFおよびbFGFを省いた上記の培地中で 4，-.....，5日間培養し

た。タンパク質の固定領域を限定した基板の場合には、1.0x 105 cells/cm2の密度で細

胞を播種し、 3日間培養した0

HAcハイドロゲ、ル:Zn2+圃NTA-HAc溶液に1/5量の 5倍濃縮培地 (EGFおよびbFGF

を含まない)、およびE10(150μg/mL)、BDNドHis(120μg/mL)を添加した。その混

合液を 24・wellポリスチレン細胞培養プレートの各ウェルに添加し、 37Ocで 1時間
放置することでゲル化させた。生成したゲ、ル上に、ニュースフェア形成細胞を2.0x 105 

cells/cm2の密度で播種し、 3時間培養した。その後、底面のゲ、ルと同成分の混合液を

細胞上に重層し、 1，-.....，3日間インキュベートした。

2-8. 蛍光免疫染色

細胞の分化状態を調べるため、神経幹細胞内に特異的に発現するネスチン、および、

神経細胞内に特異的に発現するs-チューブリン 111の蛍光免疫染色を行った。まず、
基板上で培養した細胞を固定した後、界面活性剤処理により細胞膜の透過性を充進さ

せた。次に、非特異的な抗体の吸着を抑制するためブロッキング処理を行った後、ネ

スチン (1:200，mouse monoclonal Rat 401， BD phanningen， Franklin Lakes， NJ， U.S.A.)お

よびチューブリン (1:600，rabbit polyclonal， Covance， Princeton， NJ， U.S.A.)に対する抗

体を結合させた。遊離の抗体を洗浄して除去した後、蛍光標識された抗 IgG抗体を

結合させた。最後に、 Hoechstにより細胞の核を染色し、蛍光顕微鏡で観察した。
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2・9. 細胞の生存率

HAcゲ、ル内で、培養した細胞を calcein-AMおよびpropidiumiodide溶液に 30分間暴

露し、生細胞を calcein-AM (緑色蛍光)で、死細胞を戸opidiumiodide (赤色蛍光)で

染色した。さらに、 Hoechstにより細胞の核(青色蛍光〉を染色し、蛍光顕微鏡で観

察した。

3. 結果および考察

3・1. EGFキメラタンパク質の配向固定

EGFキメラタンパク質溶液の CDスペクトルを図4に示す。 EGF-HisのCDスペク

トノレは、天然の EGFのスペクトル [13J と良い一致を示した。 EGF-E5・Hisのスベク

トルでは、ランダム構造由来の 198nmの負のコットン効果が観測された。EGF圃K5-His

では、 222nmにαヘリックス構造由来の負のコットン効果が観測された。 EGF-E5・His

とEGF-K5-Hisとの等モル混合溶液で、は、222nmの負のコットン効果が大幅に増大し、

198 nmの負のコットン効果の消失した。この結果は、おと K5聞の coiled-coil形成

にもとづきヘテロこ量体が形成されたこと示唆する。
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図4.EGFキメラタンパク質の CDスベクトル.

これらの EGFキメラタンパク質を Ni2+イオンを固定した表面にキレート結合を介

して配向固定した。固定化されたタンパク質の表面密度を SPR法によって測定した結

果、 0.32""0.35μg/cm2で、あった。

固定されたタンパク質の構造に関する情報を得るため、 EGF-Hisを固定した基板に

ついて MIR-lRASスペクトルを測定した。その結果、アミドIおよびアミドII吸収帯

にEGF-Hisに由来するピークが観測され、 EGF-Hisの固定化されていることがわかっ

た。図 5には、MIR-lRAS分析で得られたアミドI吸収帯のスペクトルを示す。Gaussian
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関数法により分離した各ピークの面積比より、固定化EGF-Hisに含まれる二次構造の

組成を求めた。表 1に示すように キレート結合を介して配向固定された EGF-His

の二次構造組成は、 Yangらによって報告された溶液中の EGFに関する二次構造組成

日4J とよく一致した。この結果は EGF-Hisが、基板上に固定された後にもその高

次構造を維持していることを示唆している。

0.009 

20.006 
~ 
畠
』。
!:I.l 

者0.003

0 
1700 1680 1660 1640 1620 

Wavenumber (cm-1) 
1600 

図5.配向闘定したEGF-HisのMIR-IRASスペクトル(アミドI吸収帯). 

表1.基板上に配向固定したEG下Hisおよび溶液中の天然型EGFの二次構造組成

状態

溶液中 a

配向固定

s-Sheet 

40:6 

40.9 

a文献 [14Jより引用.

Loop 

13.0 

13.9 

二次構造(%)

Reverse旬m Random coil 

25.0 16.5 

24.3 17.1 

3-2. EGFキメラタンパク質固定基板上での神経幹細胞の増殖

Side-chain 

4.9 

3.8 

EGFキメラタンパク質を配向固定した基材上における神経幹細胞の増殖曲線を図

6Aに示す。細胞の増殖速度は、 dEGF-His固定化表面上において最も大きく、細胞数

は4日間の培養で約 60倍に増加した。これ対して、 EGFキメラ蛋白質を単量体とし

て固定した場合 (EGF-His、EGF-K5・His、EGF・E5・His)には、細胞数は4日間の培養

で 30""'45倍に増加した。標準的な培養法であるニューロスフェア培養法によって同

様の実験を行った結果、細胞数の増加は4日間で9倍で、あった。

-88- 化繊講演集第66集



(A) 

... 
e 0.8 
U 

J語
也

，<>Y 0.6 
o 
F司、.〆
』
曲

'E 0.4 
E 
因。0.2
0 

(B)位相差顕微鏡像 蛍光顕微鏡像

* 

o 20 40 60 80 100 
Time (h) 

図6.EGFキメラタンパク質を配向固定した表面上での細胞培養試験結果. (A)細胞増殖曲

線(データは平均値±標準偏差， n = 3). 回:dEGF-His，・:EGF-E5・His，口:EGF-K5-His， 

o : EGF-His. *有意差あり (p< 0.05). (B) EGFキメラタンパク質を配向固定した基材上で
4 日間培養した細胞の位相差顕微鏡像およびネスチンとチューブ，リンの蛍光免疫染色像.ス

ケールバー:100μffi. 

次に、 4日間培養後の未分化・分化マーカーの発現について調べた。結果を図 6B

に示す。いずれの基板上においても、ほとんどの細胞が未分化細胞のマーカーで、ある

ネスチンを発現し、分化細胞のマーカーであるチューブリンを発現する細胞は極めて

少なかった。これらの写真をもとに、未分化細胞の割合を求めた結果、 dEGF-His固

定化表面上では 98.3士 0.6%が神経幹細胞であることがわった。単量体で固定した場

合においても 90%以上が神経幹細胞であった (EGF-His: 90.1土3.5%、EGF-K5・・His: 

96.7土 1.0%、EGF-E5・His: 96.7土1.8%)0 一方、ニューロスフェア培養法における幹

細胞の割合は 50'"'"'60%で、あった。

以上のように、 EGFキメラタンパク質を配向固定した基材上では、神経幹細胞が選

択的に増殖した。これは、 EGF受容体を高頻度に発現する神経幹細胞が、固定化EGF

との相互作用によって基材上に選択的に捕捉され、また、 EGFにもとづく増殖シグナ

ルが効果的に伝達されるためと考えられる。二量体を形成して固定されたEGFでは、

受容体を介したシグナル伝達がさらに効果的に起こるため、神経幹細胞がよりいっそ
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う選択的かっ活発に増殖したものと思われる。

ところで、生体内において EGFは、溶液状態として存在し、 EGF受容体との相互

作用を通じてその機能を発揮することが知られている。そこで、固定化 EGFキメラ

タンパク質の作用についてより深い理解を得るため、細胞培養下における固定化EGF

キメラタンパク質の遊離の可能性について、表面の微細加工法を利用して調べた。そ

の結果、図 7に示すように、 EGFキメラタンパク質の作用範囲は固定された領域に限

定されることがわかった。すなわち、 EGFキメラタンパク質が固定化された状態で細

胞に作用していることが示唆された。

以上の結果、 EGFキメラタンパク質を配向固定した基材を用いることで、従来のニ

ューロスフェア培養法に比べて格段に純度が高く、また、より短い時間内に神経幹細

胞を獲得できることが示された。

(A) 

EGF配向固定化領場

(B) 
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図7.EGF-Hisの固定化の安定性に関する試験結果.(A) EGF-His固定化領域を限定した基板

の概略図. (B)基板上の異なる領域における位相差顕微鏡像およびネスチンとチューブリン

の蛍光免疫染色像.スケールバー:100μm. 

3-3. Zn2+-NTA・HAcへの BDNF-Hisの担持

合成した NTA圃HAcを赤外分光法および核磁気共鳴法により分析した結果、 HAc1 

ユニット当たり 3分子の NTAの導入されたことがわかった。この Zn2+-NTA・HAcの

溶液に BDNF-Hisを加え複合体を調製した。図 8には、透析法によって、複合体から

の BDNF-Hisの遊離について調べた結果を示すo Zn2+-NTA・HAcと複合体を形成した

BDNF-Hisは、 12日後にも安定に担持されていることがわかる。一方、 Zn2+イオンを

結合させていないNTA・HAcとBDNF-Hisを混合した場合には、約 3日間でほぼすべ

ての BDNF-Hisが遊離した。これらの結果から、 BDNF-Hisは、 Zn2+-NTA・HAc中の

Zn2+イオンと Hisとのキレート結合により安定に担持されることが示された。
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図8.Zn
2
+-NTA・HAc(0)またはNTA・HAc(.)からのBDNF-Hisの遊離試験結果(データは平均値

±標準偏差， n= 3). 

3・4. Zn2+-NTA圃HAcの架橋

Zn
2
+-NTA-HAcとEI0との混合溶液について行った粘度測定の結果を図 9に示す。

図からわかるように、 EI0の濃度の増加に伴いη/ηoは増加したが、 150μg/mLを境に

η/η。は急激に減少した。同様の混合溶液について濁度測定を行った結果、 EI0の濃

度が 150μg/mL以上になると濁度が急激に上昇した。このことから、 150μg/mL以上

のEI0濃度におけるが'70の減少は、 E10による架橋が過多に起こり、 Zn2+-NTA・HAc

が凝集体を形成することが原因であると考えられる。

神経幹細胞移植では、キャリアとなるゲ、ル内に細胞を少なくとも 24時間程度滞留

させることが必要で、ある。そこで、細胞を剛球体であると仮定し、ストークスの定理

より得られる式 (2)を用いて、細胞が 24時間以上滞留できるゲ、ル状物質の相対粘度
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図9.EIO濃度と Zn2+-NTA・HAc溶液の粘度 (0，n = 5)および濁度(・， n = 2)の関係.

[Zn2+-NTA-臥 c]= 0.6%，溶媒:PBS. 
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を見積もった。

4 
-πr3 (ρc一ρm)g=6πηrv
3 

(2) 

ただし、 rは細胞の半径 (5x 10-4cm)、ρcおよび、Pmはそれぞれ細胞(1.074g/cm
3
) [15J 

および溶媒 (1.000g/cm3) の密度であり、 gは重力加速度である。また、細胞がゲ、ル

中を 24時間で 1cm沈降する時の沈降速度はv=1.16 x 10-6cmlsであるから(細胞の

沈降速度が v= 1.16 x 1 0-6 cml sであれば、細胞がゲ、ル中を 24時間で 1cm沈降する)、

ゲ、ルの相対粘度η/ηoが347以上であれば細胞は 24時間で 1cm以上沈降しない。図 9

からわかるように、 0.6%のZn2+-NTA-HAc ~こ 150μg/mL の E10 を添加して作製したゲ

ルでは、 24時間以上にわたって細胞を滞留させることのできる十分な粘度を有する。

3・5. BDNF担持HAcゲ、ル中で、の細胞生存率の向上

E10 (150μg/mL)の添加によって架橋し、さらに、 BDNF-His(120μg/mL)を担持

させたゲ、ル内で、ニューロスフェア形成細胞を培養した。 1'"'"'3日間の培養後、細胞の

生存率を測定した。結果を図 10に示す。 BDNFを担持したゲ、ル中で、は、 3日後でも約

60%の細胞が生存しているのに対し、 BDNFを担持していない HAcゲル中では、培養

1日で半数の細胞が死滅し、 3日後には、生細胞率が 25%程度に低下した。この結果
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図 10.HAcゲル内で培養した細胞の生存率に及ぼす担持BDNF-Hisの効果. (A) BDNF担持

または非担持HAcゲ、ル中で3日間培養した細胞の顕微鏡像.左は生細胞 (calcein-AM)，右は

死細胞 (propidiumiodide)の蛍光顕微鏡写真である.スケールパー:100μm. (B) BDNF担

持 (0) または非担持(・)HAcゲ、ル中で、培養した細胞の生細胞率(データは平均値±標準

偏差， n=4). *有意差あり(p< 0.01). 
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から、 BDNFを担持することによって、ゲ、ル中に埋入した細胞の生存率が有意に向上

することが明らかとなった。

4. まとめ

神経幹細胞の大量確保、および、移植細胞の生存率の向上を目的として、細胞増殖

因子を組み込んだバイオマテリアルを設計した。

EGFキメラタンパク質に融合された Hisを利用して基板上に配向固定する方法は、

EGFの構造維持と安定な固定化にとって有利で、あった。EGFキメラタンパク質の配向

固定された表面では、神経幹細胞が選択的に増殖した。とくに、二量体形成能を有す

る EGFキメラタンパク質を用いることで選択的増殖の効率が向上した。本研究で設

計した基材を用いた培養法は、従来のニューロスフェア培養法と比較して、神経幹細

胞の大量確保の点で格段に優れた方法である。

一方、 HAcをベース材料とするハイドロゲ、ルの作製で、は、 HAcに固定した Zn2+イ

オンとポリペプチドに含まれる Hisとのキレート形成反応を利用して、架橋の導入お

よびBDNFの担持が可能で、あった。 BDNFを担持させたゲ、ル内で、は、ニューロスフェ

ア形成細胞の生存率が、対象群に比べて高く維持された。細胞死を抑制できる移植用

キャリア材料としての可能性が示された。
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