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【基本構想】 
  国内死因の第 3 位となっている脳血管障害のうち、脳梗塞は全体の 75%以上を占め、一命をとりとめ

た場合でも後遺症が残る場合が多く、我が国の「寝たきり」原因の 25%を占めている。脳機能発揮の中心

的役割を担う神経細胞（ニューロン）は、皮膚や肝臓の細胞とは異なり増殖能に乏しく、脳組織がほとん

ど再生しないため、手足の麻痺や言語障害などの後遺症が残ることが多く、患者や家族の QOL を著しく低

下させる社会問題となっている。 
 一方、医師の側にも悩みがある。脳梗塞発症後 4.5 時間以内であれば血栓溶解治療薬を投与できるが、

2%程度の患者にしか治療効果が得られていない。発症 8 時間以上の患者に対しては安定期まで見守ること

しかできず、医師もまた、亜急性期の重度脳梗塞患者に効果のある何らかの治療法を求めているのが現状

である。 
 戦略的研究シーズ育成事業（「脳梗塞治療のためのスキャフォールド材料」）では、生体適合性が高く、

脳内投与に適した硬さに分子設計した 16 アミノ酸からなる両親媒性ペプチド (RADA)3-RADG を開発した。 
 本プロジェクトでは、この超分子ペプチドを革新的な医薬品へと開花させるため、低免疫原性の短いア

ミノ酸からなる両親媒性ペプチドを開発し、「分子集合体医薬」への展開を実現する。また医薬品展開に加

えて、細胞の足場材料となる「分子集合体材料」への展開も目指す。 
 超分子ペプチドの概念を含め、生体組織を構成する分子の配列・集積構造とダイナミクスを模倣した材

料が、破綻した生体内生命反応システムを修復し、生体が本来持つ再生能力を賦活化させることで、疾患

治療に役立つと私達は考える。その実現には、「生体内環境」で生体分子と同様の集積構造やダイナミクス

を持つ合成機能分子を「設計（計算科学）」し、「開発（有機化学）・評価（分析化学）」し、「適合化（生物

学）」する学術基盤が求められる。その基盤構築に向け、「生体内をフィールドとする物理学、化学、生物学

の融合」を目指し、関連する研究を第一線で行っている研究者を招いて議論する「生体内超分子システム

研究会」を立ち上げ、生体分子の変性や生体組織の損傷修復を制御するための学術基盤構築を目指す。 
 

1. 2023 年度の研究目的 

 
(1) 基本技術の紹介と研究開発のねらい 
 
2021 年度までに、短いアミノ酸からなり、中性でゲル化

し、生理活性タンパク質の取り込みと徐放を達成する新規

11 アミノ酸からなるペプチド（Ac-RIDARMRADIR-NH2）

JigSAP を開発した（図 1a-d）。JigSAP は、凹凸を持つ組木

状の疎水面を有しており、合致する凹凸部との選択的疎水

性相互作用と、水素結合によるβシート形成によって自己

選択的に一次元集積する。凹凸状疎水面は、グリコホリン

A などのホモ二量体蛋白質に広く見られる構造であり、そ

の特徴的な構造モチーフである AXXXA 配列や GXXXG
配列は、αヘリックスからβストランドへとコンフォメー

ション変化することが知られている。実際に JigSAP は、

水中でヘリックスからβシートへの構造変化を示してゲ

ル化し、この動的変化と並行して粘弾性も増加した（図 1e-
h）。JigSAP はこの動的特性のため、溶解直後に脳内投与

しやすい柔らかさを有している点が特徴である。 

 

図 1：JigSAPによるハイドロゲル形成  
a, Ac-RIDARMRADIR-NH2 (JigSAP) の空間充填モデル．凹凸
状の疎水性表面を示す． b, MD シミュレーションにより得

られた JigSAP の水中超分子構造のスナップショット． c, 
37℃で 48 時間培養した JigSAP の写真（ペプチド濃度: 1.0 
wt%, pH 7.4）．矢印はハイドロゲルを示す．d, JigSAP の透

過型電子顕微鏡写真．e, f, JigSAP の貯蔵弾性率 (G', 赤) 
と損失弾性率 (G", 青) の時間変化． g,h, JigSAP の円二
色性（CD）スペクトル．h, JigSAP の CD シグナル強度の時間

変化 (217.6 nm) ． 



 JigSAP を使って脳梗塞後の血管新生を促進させるため

に、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）の C 末端に JigSAP 配

列を付加し、約 1 週間かけて徐放させる技術を確立し、マ

ウス中大脳動脈遠位部梗塞（dMCAO）モデルと光化学反

応誘発性血栓形成（PT）モデルの 2 種類の脳梗塞モデルマ

ウスを用いて、VEGF-JigSAP の治療効果を検討し、脳梗塞

発症 1 週間後の脳内単回投与で歩行機能改善を認めた。ま

た、血管内皮細胞の増殖促進と数の増加、および、ニュー

ロン数減少の抑制を認め、VEGF-JigSAP による亜急性期

脳梗塞モデルの治療効果は血管新生とニューロン細胞死

抑制効果の影響によるものと示唆された（図 2：Yaguchi et 
al., Nat Commun 2021）。 

 
 我々は独自開発した本技術を基盤に、抗体医薬治療や核

酸医薬治療などの既存の治療モダリティ「分子治療」とは

異なり、分子が集合化して機能を発揮する新しい治療モダ

リティ「分子集合体治療」を創出する。具体的には、分子

医薬を投与局所で徐放させる「分子集合体医薬」と、移植

細胞や培養細胞の足場材料として機能する「分子集合体材

料」を開発する。「分子集合体治療」では様々な疾患が対

象となり得るが、初期段階では特にアンメットメディカル

ニーズが多い中枢神経系疾患に焦点を当てる。 
 
(2) 分子集合体医薬の創生 
 
我々は VEGF-JigSAP にマウス脳梗塞モデルの治療効果が

あることを見出したが、VEGF による血管透過性亢進と

いう副作用もあることから、VEGF 自体がいまだ臨床応

用されていない。また、化学合成では製造できない分子

量の大きいタンパク質のため、臨床応用に向けて莫大な

製造費用を要するという問題点もある。そこで今年度は

臨床応用に適した化学合成可能な生理活性物質 Z を用い

て、臨床応用を目指した研究開発として展開した。 
 加えて、Z-JigSAP の有効性の信頼性を高めるため、大

脳基底核まで広範な傷害を起こす中大脳動脈梗塞

（MCAO）モデルを確立した。また、歩行機能解析にお

いける評価者のバイアスと労力削減を目的とした自動化

解析の確立にも着手した。 
 研究開発と並行して、本技術を基盤とした大学発スター

トアップ起業を視野に入れ、事業開発の準備も進める。「分

子集合体医薬」はパイプライン型を想定して準備を進める

（図 3）。主要なパイプラインとなる脳梗塞では、第 1 相

臨床試験または第 2 相臨床試験段階まで自社開発を進め、

それ以降は製薬企業へ導出し、一時金、開発マイルストー

ン収入、ロイヤリティ収入を得る。公的研究機関との連携

によって有望な対象疾患を見出されれば、パイプラインの

追加を検討する。 

 
(3) 分子集合体材料の創生 
 
中枢神経系オルガノイドを用いた再生医療や創薬研究が

注目を浴びている。一般的なオルガノイド作製時には、そ

の 3 次元構造形成を補助して維持するために、細胞外マト

リックス（ECM）が用いられる。オルガノイド作製に用い

る ECM は、細胞接着性や、オルガノイドを立体的に支え

るための機械強度等、様々な特性を備えていることが必要

である。従来のオルガノイド作製技術では、マウス肉腫細

胞に由来するマトリゲルや、動物組織から抽出されるコラ

ーゲン等の天然 ECM がゲル化剤として主に用いられてい

る。しかしながら、動物由来のゲル化剤は、分子量分布や

成分組成が必ずしも均一ではなく、製造ロットごとの品質

に差がある。また、生体内に導入される場合には、抽出物

中に混入する微量成分やコンタミネーションによってア

レルギーや未知の感染症を生じるリスクも避けることが

できない。また、異なる脳領域オルガノイドを組み合わせ

て結合させるアセンブロイド培養や移植用組織として使

用する場合には、オルガノイド形成後に ECM を除去する

必要がある。マトリゲルやコラーゲンの場合にはプロテア

ーゼ処理によりゲルを分解できるが、プロテアーゼ処理は

オルガノイドの表面も同時に損傷してしまうことが避け

られない。一方で、人工 ECM でもあるペプチドゲルは、

アミノ酸側鎖の異なる特性を生かすことで分子集合体の

構造制御が可能であり、精密かつ合理的な分子設計により

ハイドロゲルの物理・化学的特性、すなわち、電荷状態、

疎水性、細胞接着性、粘弾性、刺激応答などを調整するこ

とができる。 
 そこで今年度は、中枢神経系のオルガノイド培養に適し

た JigSAP を開発することを目的とした。はじめに網膜の

3 次元組織培養系をモデルに、ハイドロゲルの粘弾性が組

織発生に与える影響を検討した。さらに、JigSAP ゲルを

分解する 11 アミノ酸からなるDegradation (D)-JigSAP を開

発した。 

図 2：VEGF-JigSAP による亜急性期脳梗塞モデルマウスの治
療効果 

図 3：分子集合体医薬のパイプライン型ビジネスモデル 



 研究開発と並行して、事業開発の準備も進める。「分子

集合体材料」はプラットフォーム型を想定して準備を進め

る（図 4）。JigSAP ペプチドを細胞足場として活用するビ

ジネスであり、国内外の細胞治療を開発する再生医療スタ

ートアップ企業や細胞培養スタートアップ企業等のニー

ズに合わせた分子集合体材料を開発して提供する。スター

トアップ企業等の対象に応じた培養・動物モデルでの評価

までの初期開発を、それら企業との共同研究開発として行

うことで、短期的には、共同研究開発契約による契約一時

金、研究開発マイルストーン収入を得る。非臨床試験以降

は共同研究開発パートナーの企業が主体となって実施し、

それら企業へライセンスアウトを行う。長期的には、ライ

センス契約に伴う開発マイルストーン収入、ロイヤリティ

収入を得る。細胞治療の発展・普及とともに事業規模を拡

大していき、国外を含めた複数の共同研究開発を同時並行

で進める。 

 
2. 2023 年度の研究成果 

 
(1) 分子集合体医薬の創生 
 
詳細は常勤研究員・原の研究成果にて記載するが、齧歯類

脳梗塞モデルにおいて Z-JigSAP の治療効果を見出し、特

許出願に至った（特願 2023-192464）。また、大脳基底核ま

で損傷領域が広く生じる中大脳動脈梗塞（MCAO）モデル

マウス作製に成功し、歩行機能解析の精度向上と簡便化を

図ることを目的とした 2 次元画像からの 3 次元姿勢推定

に至るアルゴリズム確立に成功した。 
 以下はデータ未発表のため詳細は割愛するが、損傷脳再

生メカニズムの解明においては、従来、神経機能回復には

炎症シグナル抑制が重要だと考えられていたものの、急性

期の炎症シグナルがその後の運動機能回復に重要だと示

唆する研究成果を得た。さらに、静脈内および髄腔内投与

を可能にする改変型 JigSAP の開発においては、体内投与

に適した 2 種類のアニオン性の改変型 JigSAP、α-helix 構

造を示す JigSAP-α と β-sheet 構造を示す JigSAP-β の開発

に成功した。 
 今後は、Z-JigSAP の治療効果を MCAO モデルでも確認

し、有効性のデータを確固たるものにする。また、Z-JigSAP
の投与最適濃度の決定、作用機序の解明を行う。作用機序

解明では、Z-JigSAP 投与群とコントロール JigSAP 投与群

での空間トランスクリプトーム解析や、JigSAP 単独投与

による安全性／毒性試験も進め、臨床応用展開に向けた研

究開発を進める。 
 

(2) 分子集合体材料の創生 
 
詳細は常勤準研究員・秋本の研究成果にて記載するが、低

融点アガロースを用いた胎仔網膜組織培養系において、ハ

イドロゲルの粘弾性が組織発生に与える影響を検討し、生

体脳より弾性率が著しく低いアガロースゲルで培養した

網膜組織では立体構造を保つことができず、網膜傷害時に

発現増加するミュラーグリアマーカーの遺伝子発現量が

上昇することを見出した。一方で、同程度の弾性率を示す

アガロースゲルでの培養では立体構造が維持され、ミュラ

ーグリアマーカーの遺伝子発現量上昇は認められず、生体

脳と同程度の弾性率を示すゲル培養の重要性を見出した。 
 さらに、生体脳と同程度の弾性率を示す Culture (C)-
JigSAP の開発に成功し、C-JigSAP の分解剤 Degradation 
(D)-JigSAP の開発に成功した（特願 2023-192489）。 
 今後は、今年度得られた材料設計指針を活かし、C-
JigSAP を用いた多能性幹細胞由来の脳オルガノイド培養

系の確立を目指す。また、中枢神経系以外の細胞種におけ

る C-JigSAP の足場材料としての効果も検討する。 
 
 
 
 
 

図 4：VEGF-JigSAP による亜急性期脳梗塞モデルマウスの治

療効果 



分子集合体医薬の創生 

「超分子ペプチドを用いた脳梗塞の再生医療」プロジェクト 

常勤研究員 原 央子 

 

 

1. はじめに 

 

損傷した組織の再生において、細胞外マトリックス

（ECM）は、細胞間基質接着のみならず分泌タンパク質

の吸着／放出や増殖の制御などの様々な役割を担ってい

る。損傷組織へ人工 ECM を埋植することで、修復細胞

の足場機能に加えて、修復促進因子の放出源として機能

すれば、損傷組織の再生や機能回復に有用と期待され

る。我々が開発した 11 アミノ酸からなる両親媒性ペプチ

ド JigSAP (Jigsaw-Shaped Self-Assembling Peptide) は、膜

貫通タンパク質グリコフォリン A の二量体形成ドメイン

を模倣した分子設計となっており、ペプチドの疎水面が

凹凸形状を示す分子である。JigSAP は生理的 pH かつ炭

酸イオン存在下で自己組織化して超分子ナノファイバー

を形成し、ハイドロゲルとなって細胞足場として機能す

る。さらに、JigSAP を共有結合させた生理活性物質と過

剰量の JigSAP を混合することで、JigSAP 結合物質はゲ

ルに取り込まれた後、徐々に放出される性質を持つこと

から、投与した局所で生理活性物質を徐放する革新的ペ

プチドゲルである（Yaguchi et al., Nat Commun 2021；

17/999,313（米国）；EP21850578.2（欧州）；特願 2022-

539576（日本））。 

 本プロジェクトでは、重度の脳梗塞発症から 1 週間程

度経過した亜急性期の脳梗塞に対する革新的治療法開発

を目指している。有望シーズ展開事業において、血管新

生能を持つ血管内皮細胞増殖因子（VEGF）と JigSAP を

混合した VEGF-JigSAP を、脳梗塞発症 1 週間後のモデル

マウス脳内に単回注入することで、歩行機能の改善を見

出した（Yaguchi et al., Nat Commun 2021）。しかしなが

ら、VEGF による血管透過性亢進という副作用もあるこ

とから、いまだ VEGF が臨床応用されていない。また、

VEGF が化学合成では製造できない分子量の大きいタン

パク質のため、臨床応用に向けて莫大な製造費用を要す

るという問題点もある。そこで今年度は臨床応用に適し

た化学合成可能な生理活性ペプチド Z を用いて、臨床応

用を目指した研究開発として展開した。 

 加えて、Z-JigSAP の有効性の信頼性を高めるため、

dMCAO モデルとは異なる脳梗塞モデルにおける治療効

果を検討するため、大脳基底核まで広範な傷害を起こす

中大脳動脈梗塞（MCAO）モデルを確立した。また、評

価者のバイアスと労力削減を目的とした歩行機能解析の

自動化にも着手した。 

 

2. 実験と結果 

 

(1) Z-JigSAP の開発 

血管新生能を持つ生理活性ペプチド Z は N 末端側に活性

ドメインを持つため、既に報告済みの C 末端に JigSAP

を共有結合した VEGF-JigSAP とは異なり、C 末端側に

JigSAP を共有結合させた。データは割愛するが、Z-

JigSAP は JigSAP を結合していない生理活性ペプチド Z

と同等の活性を持つことを確認した。そこで、我々が確

立済みの中大脳動脈遠位部梗塞（dMCAO）モデルの発症

1 週間後に Z-JigSAP を脳内に単回投与し、投与 1 週間後

に歩行機能を解析した。その解析の結果、Z 単独投与で

は歩行機能改善効果が認められなかったが、Z-JigSAP 投

与群では改善効果が認められた（図 1）。齧歯類脳梗塞モ

デルにおいて Z-JigSAP の治療効果を見出したことで、特

許出願に至った（特願 2023-192464）。 

 

(2) 中大脳動脈梗塞（MCAO）モデルの確立 

 

これまで、損傷脳再生メカニズムの解明のために、中大

脳動脈遠位部梗塞（dMCAO）モデルマウスを用いてき

た。再生メカニズム解明の手掛かりになる損傷中心部と

ペナンブラ領域における遺伝子発現変動や経時変化の検

知に注力する手法である。しかしながら、損傷領域が大

脳皮質に限定しているため、行動異常が捉えにくいとい

図 1：Z-JigSAP 投与による歩行機能回復. 

dMCAO モデル作製 7 日後に歩行機能テストを行い、足の
踏み外し割合を算出した。歩行機能テスト直後に Z-JigSAP

を脳内に投与し、さらに 7 日後（脳梗塞 14 日後）に 2 回目
の歩行機能テストを行った。Y 軸は歩行機能の回復度を示
したもので、「7 日後の足の踏み外し割合／14 日後の足の踏

み外し割合」として算出した。 



う問題点があった。また、Z-JigSAP の有効性を確固たる

ものにするためには 2 種類以上のモデルで検討すること

が望ましい。そこで、本研究では、大脳基底核まで損傷

領域が広く生じる中大脳動脈梗塞（MCAO）モデルマウ

ス作製を試みた。具体的には、頸動脈から直径約 200 μm

のファイバー（Doccol MCAO suture）を挿入して中大脳

動脈 （MCA）分岐域まで押し込み、血流を 60 分間止め

る方法で重度脳梗塞 MCAO モデルマウスを作製した。こ

れまでの dMCAO モデルマウスと今回新たに作製した

MCAO モデルマウスの損傷領域を比較したところ、

MCAO モデルでは大脳基底核まで損傷部が拡大している

ことを確認した（図 2）。 

 

(3) 歩行機能解析の自動化 

 

歩行機能テストでは、図 3 に示す亀甲金網の上にマウス

を置き、10 分間自由歩行させ動画を撮影する。この動画

から、マウスの総歩数と足を踏み外した歩数を観測者が

BORIS ソフトウェア上で記録し、足の踏み外し割合を算

出する。この解析の問題点は、観測者ごとに足の踏み外

し基準が異なるため、基準となる対象群の計測を実験ご

とに行う必要があり多大な労力を要する点である。ま

た、行動解析実験全般に当てはまるが、観測者が気づか

ない変化を抽出できない点も問題点として挙げる。そこ

で本研究では、足の踏み外しを物理量によって判別する

技術を開発し、歩行機能解析の精度向上と簡便化を図る

ことを目的とした。 

 はじめに、実験環境を包括的に再現した仮想環境で複

数の合成データを作成し、そのデータをトレーニングデ

ータとして使用した。具体的には、歩行機能テストの実

験環境を仮想環境で再現し、3 次元空間内の物体が手前

の物体で隠れるオクルージョンが多くなるマウスの合成

データセットの作成と、2 次元および 3 次元姿勢推定の

精度の比較を行った。2 次元姿勢推定では YOLOv8-Pose

を用いて複数の合成データセットを使用し、CG で作成

したテストデータと実際の実験の画像で精度の比較を行

った。3 次元姿勢推定には複数視点からレンダリングし

た合成データセットを用いて三角測量による推定値の評

価を行った。学習データを作成する際には、Unreal 

Engine 5.3 を使用して描画と基準データの生成を行った。

また、汎用性を高めるため、背景色やマウスの位置・回

転、亀甲金網の位置・回転、カメラの位置・回転などの

要素をランダムに設定できるようにした。マウスの重要

な基準点を図 4 に示した。 

 

 作成した教師データを使用して姿勢推定モデルの学習

を行った。YOLOv8-Pose を使用し、事前学習された姿勢

推定モデルに対して、複数の教師データを使用したファ

インチューニングを行った。図 5 に 2 次元姿勢推定のテ

ストデータの結果を示すが、適合率が 81.1%と算出さ

れ、良好な結果を得た。次に 3 次元姿勢推定を行った。4

視点から撮影した CG 画像計 36 枚からなるテストデータ

に対し、上記データセットにより学習させたモデルを使

用し、Iskakov らの手法による三角測量を実行した

図 2：MCAO モデルの確立 

dMCAO（左）および MCAO（右）モデル作製 7 日後に脳
切片を作製し、ミクログリアマーカーIba1 で免疫染色して
損傷領域を可視化した。（左）dMCAO モデルでは大脳皮質

特異的に傷害された。（右）MCAO モデルでは大脳皮質に
加えて大脳基底核も傷害された。 

図 3：歩行機能テスト 

マウスを亀甲金網の上に置き、動画を撮影する。黄色の丸
印で示した足の踏み外しを観測者が BORIS ソフトウェア

上で記録し、総歩数に対する足の踏み外し割合を算出する。 

図 4：機械学習のための合成データセット作成 

（上）基準点の設定（下）Unreal Engine 5.3 でレンダリングさ

れた教師データの例 



（Karim Iskakov et al., Proc ICCV 7718-7727, 2019）。推定

座標と正解座標の距離の平均 MPJPE を算出して精度を算

出した結果、CG データセットに対し平均誤差 7 mm 以内

の推定値という良好な結果を得ることに成功した。 

 

 

 

3. 今後の展望 

 

Z-JigSAP の治療効果を MCAO モデルで確認し、有効性

のデータを確固たるものにする。また、Z-JigSAP の投与

最適濃度の決定、作用機序の解明を行う。JigSAP 単独の

安全性および毒性試験も進め、臨床応用展開に向けた研

究開発を進める。 

 

 

図 5：姿勢推定解析 

背景色やマウスの位置・回転、亀甲金網の位置・回転、
カメラの位置・回転などの要素を加えた適合率の測定 

図 6：3 次元姿勢推定 

（上・中）4 視点から撮影した CG データを用いて

解析した（下）姿勢推定の精度評価（青線：正解座
標、赤線：推定座標） 



 

 

 

分子集合体材料の創生 

「超分子ペプチドを用いた脳梗塞の再生医療」プロジェクト 

常勤準研究員 秋本 沙織 

 

 

1. はじめに 

 

 中枢神経系オルガノイドを用いた再生医療や創薬研究

が注目を浴びている。一般的なオルガノイド作製時には、

その 3 次元構造形成を補助して維持するために、細胞外マ

トリックス（ECM）が用いられる。オルガノイド作製に用

いる ECM は、細胞接着性や、オルガノイドを立体的に支

えるための機械強度等、様々な特性を備えていることが必

要である。従来のオルガノイド作製技術では、マウス肉腫

細胞に由来するマトリゲルや、動物組織から抽出されるコ

ラーゲン等の天然 ECM がゲル化剤として主に用いられて

きた。しかしながら、動物由来のゲル化剤は、分子量分布

や成分組成が必ずしも均一ではなく、製造ロットごとの品

質に差が問題点となっている。また、生体内に導入される

場合には、抽出物中に混入する微量成分やコンタミネーシ

ョンによってアレルギーや未知の感染症を生じるリスク

も避けることができない。また、異なる脳領域オルガノイ

ドを組み合わせて結合させるアセンブロイド培養や移植

用組織として使用する場合には、オルガノイド形成後に

ECM を除去する必要がある。マトリゲルやコラーゲンの

場合にはプロテアーゼ処理によりゲルを分解するが、プロ

テアーゼ処理はオルガノイド自体も同時に損傷してしま

うことが避けられない。一方で、人工 ECM でもあるペプ

チドゲルは、アミノ酸側鎖の異なる特性を生かすことで分

子集合体の構造制御が可能であり、精密かつ合理的な分子

設計によりハイドロゲルの物理・化学的特性、すなわち、

電荷状態、疎水性、細胞接着性、粘弾性、刺激応答などを

調整することができる。最近我々は、世界に先駆けて、吸

着したタンパク質をゲル局所で放出するペプチドゲル

JigSAP を開発し、JigSAP を共有結合した VEGF との融合

タンパク質 VEGF-JigSAP を脳内に投与することで、マウ

ス亜急性期脳梗塞モデルの機能回復効果があることを見

出した（Yaguchi et al., Nat Commun 2021；17/999,313（米

国）；EP21850578.2（欧州）；特願 2022-539576（日本））。本

発明の特徴は、11 個のアミノ酸 JigSAP 配列を共有結合し

た機能性タンパク質に過剰量の JigSAP と混合して体内投

与すると機能性タンパク質が 1 週間程度かけて放出され

る点である。 

 そこで本研究では、中枢神経系のオルガノイド培養に適

した JigSAP を開発することを目的とした。はじめに網膜

の 3 次元組織培養系をモデルに、ハイドロゲルの粘弾性が

組織発生に与える影響を検討した。さらに、JigSAP ゲルを

分解する 11アミノ酸からなるDegradation (D)-JigSAPを開

発した。 

 

2. 実験と結果 

 

(1) 網膜組織 3次元培養に対するゲル弾性率の影響 

 

 マウスから摘出した脳（Brain）と、オルガノイド培養で

一般的に用いられている天然 ECM コラーゲンゲル

（Collagen gel）とマトリゲル（Matrigel）の機械強度を検

討するために、それぞれのサンプルの動的粘弾性測定を行

った（図 1）。その解析の結果、コラーゲンゲルやマトリゲ

ルに比べて、生体脳のせん断弾性率（G'）の値が 10 倍以

上高く、より高い機械強度を示すことが明らかとなった。 

 

 そこで、中枢神経組織の 3次元ゲル培養における弾性率

の差異の影響を検討するために、さまざまな弾性率を示す

アガロースゲルを作製した。まず、ゲル化する低融点アガ

ロース（SeaPlaque GTG Agarose）の濃度を検討し、約 0.1%

の濃度でゲル化することを確認した（図 2）。 

図 1：マウス脳組織の動的粘弾性測定 

マウス生体脳組織は汎用培養ゲルより高い弾性率を示し
た。 



 

 それぞれの濃度における動的粘弾性測定を行い、本研究

では生体脳組織よりも機械強度の高い2%と若干低い0.5%、

汎用ゲルと同程度の 0.1%のアガロースゲルの 3 種類を用

いて検討することにした（図 3）。 

 

 胎生 14 日目のマウスレンズと網膜を含む組織を単離し、

異なる弾性率を示すアガロースゲルに網膜組織を包埋し

て 17 日間メンブレン培養を行った（図 4 上）。培養後に凍

結切片を作成し、視細胞マーカーの Recoverin とレンズマ

ーカーの CRYAB で免疫染色した。いずれの条件下でも生

体網膜と同様の網膜層構造を認めたが、0.1%アガロースで

培養した網膜組織は球状形態を保持しせず、潰れた形状を

示した（図 4 下）。 

 

 次に細胞分化に対する影響を検討するため、Q-PCR 解

析にて視細胞（Recoverin）、ミュラーグリア（Glutamine 

synthetase）、未分化細胞（Nestin）、双極細胞（PKCα）、ア

マクリン／水平細胞（Calbindin）のマーカー遺伝子発現を

検討した（図 5）。いずれの条件でも培養下でも個体発生と

同様に網膜分化は進行したが、出生 12 日目の生体網膜組

織（P12）に比べ、2%ゲルでは視細胞マーカーの低下が認

められ、0.1%ゲルではミュラーグリアマーカーの上昇が認

められた。また、いずれの条件でも抑制性神経細胞マーカ

ーの低下が認められた。 

 

 汎用ゲルと同程度の弾性率を示す 0.1％アガロースゲル

で培養した培養組織は、球状形態を維持せず、網膜傷害時

に発現増加するミュラーグリアの遺伝子発現量が上昇し、

生体網膜よりも高い弾性率を示す 2%アガロースゲルで培

養した組織では、視細胞の遺伝子発現量が低下したことか

ら、粘弾性特性が in vitro 網膜発生に影響を与えることが

明らかとなった。 

 

(2) D-JigSAPの開発 

 

 脳内投与の実験では溶媒を加えてからゲル化するまで

の時間が短すぎると投与しにくいという問題点があった

が、ゲル培養では、ゲル化までの時間が短い方が好都合で

ある。そこで我々は、培養用 JigSAP として 2 時間程度で

硬くなる 11 アミノ酸からなる改変型 JigSAP を開発し、

Culture-JigSAP（C-JigSAP）と名付けた。C-JigSAP の弾性

図 2：アガロースゲルの調整 

低融点アガロース (SeaPlaque GTG Agarose)を用いてゲル
化濃度を検討した。0.13%以上の濃度でゲル化した。A: 

2.0%, B: 1.0%, C: 0.50%, D: 0.25%, E: 0.13%, F: 0.063%,  

G: 0.031% 

図 3：アガロース濃度の調整による弾性率の制御 

 

図 4：弾性率の違いによる培養立体組織の形状の違い 

（上）実験方法：胎生 14日目のレンズと網膜を単離し、ア

ガロースゲルに包埋して 17日間組織培養した。培養後の組
織の凍結切片を作製し、Recoverinと CRYABで免疫染色し
た。（下）凍結切片の免疫組織染色像 

図 5：弾性率の違いによる遺伝子発現の違い 

胎生 14日目（E14）、出生 2日目（P2）、および出生 12日目

（P12）の網膜、2%, 0.5%, 0.1%アガロース 17日間培養し
た組織から RNA を抽出し、Q-PCR 解析を行った。P12 網
膜をコントロールとした。* p<0.05 (P12 生体網膜との比較） 

図 6：C-JigSAPの動的粘弾性測定 

 



率は約 1 kPaで、生体脳の弾性率と同程度であった（図 6）。 

 この C-JigSAP のゲル化に必要不可欠となる分子間結合

を同定するために、固体 NMR 解析で分子間結合ドメイン

を明らかにし、その結合に重要なアミノ酸に変異を加え、

分子間結合を切断する 11 アミノ酸からなる Degradation 

(D)-JigSAP を開発した。C-JigSAP とは異なり、同条件で溶

解した D-JigSAP はゲル化せず（図 7）、さらに興味深いこ

とに、ゲル化した C-JigSAP に D-JigSAP を添加することで

C-JigSAP ゲルが分解されることが明らかとなった。以上

の結果から、我々は生体脳と同程度の弾性率を示す C-

JigSAP の開発に成功し、C-JigSAP の分解剤 D-JigSAP の開

発に成功した（図 8）（特願 2023-192489）。 

 

 

 

 

 

3. 今後の展望 

 

 今年度はハイドロゲルのキャラクタリゼーションを網

膜組織の立体培養系を中心に進めてきたが、今後は多能性

幹細胞由来の脳オルガノイド培養にて解析を進める。また、

中枢神経系以外の細胞種における C-JigSAP の足場材料と

しての効果も検討する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7：（左）ゲル化した 1% C-JigSAP、（右）ゲル化しな
かった 1% D-JigSAP 

 

図 8：（上）1% RADA16ゲルに D-JigSAPを加えた。
（下）1% C-JigSAPに D-JigSAPを加えた。RADA16や
C-JigSAPは赤く着色した。 
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質フォールディング促進 
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