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は じ め に

　再生医療では細胞が立体的な組織へと成長するため
の足場＝スキャフォールドが必要である．近年，機械
刺激が細胞に与える影響が注目され，再生医療におい
ても，スキャフォールドの内部で培養された細胞への
機械刺激について研究されるようになった1ﾝ3)．しか
し，代表的なスキャフォールドであるコラーゲンやマ
トリゲルは動物由来で成長因子を多く含み，また，製
造ロットごとにそれらの含有量に差が生じる場合があ
ることから4,5)，純粋に機械刺激の効果を評価すること
が困難であった．さらに，アレルギーや未知の感染症の
懸念があり6ﾝ8)，実際のヒト臨床応用にも問題があった．
　そこで我々は，３次元細胞培養から動物由来スキャ
フォールドが抱える問題を排除し，純粋に機械刺激の

効果を研究するためのツールとして，非動物由来の自
己集合性ペプチドゲル SPG178（self-assembling 
peptide gel #178）を開発した．ここでは，SPG-178の
ゲル形成挙動や生体適合性，さらに，実際にゲル内で
培養した細胞への機械刺激とその応答について紹介す
る9)．

自己集合性ペプチドゲルについて

　一般に，自己集合性ペプチドゲルは自己集合性ペプ
チドと呼ばれるペプチドからなり，それらは水中で自
発的に会合してナノファイバーを形成する．ナノファ
イバー同士がさらに絡み合うことで３次元ネットワー
クが構築され，最終的には含水率が99％程度の高含水
のゲル（＝自己集合性ペプチドゲル）となる．自己集
合性ペプチドが水中で会合する際はβシート構造を取
ることが多く，その場合，アミノ酸配列の特徴として
親水性アミノ酸と疎水性アミノ酸の繰り返し構造を持
つことが知られている10)．SPG-178を構成するペプチ
ドのアミノ酸配列は，ＲＬＤＬＲＬＡＬＲＬＤＬＲ
（Ｒ：アルギニン，Ｌ：ロイシン，Ｄ：アスパラギン
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酸，Ａ：アラニン）であり，一般的な自己集合性ペプ
チドゲルと同じく水中ではβシート構造を取る．さら
に自発的に会合してナノファイバーを形成することも
確認されており，中性領域において透明なゲルとなる
（図１）．同ペプチドには，正電荷を持つアルギニンが
４つ，負電荷を持つアスパラギン酸が２つ組み込まれ
ており，正味の電荷が＋２となるように設計されてい
る．これによって，中性領域での安定性と透明性を実
現しているが，もしも正電荷と負電荷を持つアミノ酸
の数を同じにしてしまうと，正味の電荷がゼロに近い
状態となり，中性領域でのペプチドの溶解性が低下し，
ゲルが崩壊しやすくなってしまう．

SPG-178の生体適合性について

　SPG-178を用いた３次元培養では，これまでにラッ
ト筋芽細胞（C2C12）やヒト繊維芽細胞（TIG-1），ヒ
ト軟骨肉腫細胞（OUMS-27）などを用いた実験を行っ
ており，それらの細胞がゲル内で増殖することが確認
されている．３次元培養されたC2C12について蛍光色
素による生死判別をおこなうと，ゲル内に死細胞の核
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図２　自己集合性ペプチドゲル内での３次元培養
ゲル内細胞（C2C12）のDAPI（死細胞）（Ａ），Calcein（生細
胞）染色（Ｂ），およびMerge（Ｃ）．Ｄ：培養０日目以降の細
胞DNA量の変化．（文献９より引用）
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図１　自己集合性ペプチドによるゲル形成および SPG-178ペプチドの特性
Ａ：SPG-178ペプチドの分子モデル．Ｂ：ゲル形成までの模式図．Ｃ：SPG-178の全反射型フーリエ変換赤外吸収スペクトル．1,616
㎝-1のピークはβシート構造，1,679㎝-1のピークは逆平行βシート構造がゲル内にそれぞれ存在することを示唆している．（1,672㎝-1の
ピークはペプチド合成過程で使用し，ゲルの中にわずかに残っていたトリフルオロ酢酸に起因するものである．）Ｄ：ペプチドナノフ
ァイバーの透過型電子顕微鏡観察像．（文献９より改変引用）
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が散見されるものの（図２Ａ），生細胞の伸長がみられ
（図２Ｂ），ゲル内において，多くの細胞が生着・生存
できることが確認できた（図２Ｃ）．また，DNA定量
によって，ゲル内のC2C12の増殖について調べたとこ
ろ，８日間の培養で細胞数が約12倍に増加することが
確認された（図２Ｄ）．これらより，SPG-178は細胞へ
の親和性が高く，３次元培養用スキャフォールドとし
て有用な材料であることが確認できた．

ゲル内での細胞の伸展について

　SPG-178が実際に伸展可能なスキャフォールドであ
り，内部の細胞にその伸展刺激を伝えることができる
かどうかを調べるため，まず，ゲルを専用のチャンバ
ーに保持させた後に20%の伸展を実施した．伸展の前
後の様子を共焦点レーザ顕微鏡によって観察したとこ
ろ，チャンバーの伸展に応じてゲル内の細胞が伸展さ
れることが確認された．細胞間距離の増加から計算さ
れた伸展率は19%であり，チャンバーの伸展率とほぼ
一致した（図３Ａ，Ｂ）．次に，チャンバーの伸展率を
10%として，５分間の静的伸展を実施したところ，ゲ
ル内細胞のERKが伸展をしない場合（N.S.）に比べ
て約2.8倍活性化されることが確認された（Ｓ）．また，
ERKリン酸化阻害剤である PD98059を添加した場合
（S.P.），伸展に伴うERKのリン酸化を完全に阻害し
たが，DMSO（PD98059の溶媒）添加のみの場合 (S.D.)
では阻害効果は見られなかった（図３Ｃ）．これらの結

果から SPG-178は伸展可能な材料であり，内部の細胞
にその伸展による機械刺激を伝達可能であることが確
認された．

お わ り に

　これまで再生医療に向けた細胞増殖・分化の制御は
増殖因子やサイトカインによるものが主流であった
が，近年では機械刺激を取り入れようとする研究が多
くみられるようになった．機械刺激の影響を詳細に調
査するには，それ以外の要素を極力排除した（非動物
由来の）系での実験が望ましく，人工合成物である自
己集合性ペプチドゲルはそのようなニーズを満たす材
料と言える．
　自己集合性ペプチドゲル SPG-178を用いた３次元
培養では，ゲルと細胞懸濁液を直接混ぜ合わせること
が可能であり，そのまますぐに培養を開始することが
できる．混合後においても中性領域で安定したゲルが
形成され，この，中性領域で安定したゲルを形成でき
るという性質により，SPG-178はゲル単体として，オ
ートクレーブ滅菌が可能であるという優れた特徴を有
している．
　SPG-178の構造的な特徴について，全反射型フーリ
エ変換赤外分光法から，SPG-178のペプチドは逆平行
βシート構造を取ることが確認された．また，透過型
電子顕微鏡観察では直径が10ﾌ以下のナノファイバー
構造が確認され，分子モデルとの一致が見られた．観

　 ペプチドゲルを用いた培養細胞への機械刺激：永井祐介，他３名 　
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図３　SPG-178内で培養されたC2C12への伸展刺激
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察されたメッシュサイズは細胞よりもはるかに小さ
く，ペプチドファイバーは化学架橋されていないこと
から，細胞の浸潤や成長に伴ってメッシュサイズが変
化すると考えられる．
　蛍光色素を用いた生死判別実験において，ゲル内で
の細胞の伸長が観察され，ペプチドファイバーへの細
胞の確実な接着が示唆された．また，DNA定量によ
ってゲル内での細胞増殖が確認され，これらより，
SPG-178ゲルのスキャフォールドとしての有用性が示
された．細胞培養初期には，ペプチド分子の正電荷ア
ミノ酸が細胞接着に寄与し，また，液体培地の血清成
分がファイバーに付着することで，さらに細胞接着を
助長すると考えられる．
　共焦点レーザ顕微鏡観察により，チャンバーの伸展
に伴う細胞の伸展と細胞間距離の増加が確認された．
さらに，伸展後の迅速なERKリン酸化は従来の二次
元培養系での報告と一致していた11,12)．
　これらの結果より，SPG-178ゲルは３次元培養細胞
へ機械刺激を伝達可能であり，その効果を研究するた
めの有用なツールであることが証明された．今後，
SPG-178と専用の伸展チャンバー，さらに自動伸展装
置を組み合わせることで，機械刺激に対する３次元培
養細胞の応答をより詳細に検討する予定である．
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