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研究成果の概要（和文）：　細胞熱刺激システムを構築し，42℃以上で細胞が確実にアポトーシスを起こすこと
が分かった．次に，実際に加熱領域を限定し，熱刺激を加えたところ，任意の領域のアポトーシスを誘発するこ
とに成功した．
　構築した組織の使用に際し，評価を行いその安全性を担保する必要がある．そこで，申請者は機械的特性を用
いた評価法を提案した．人工的な組織の様に小型で発生張力の小さい試料の機械的特性評価が可能なシステムは
存在せず，評価方法も確立していない．また，人工組織は機械的，化学的に脆弱で，把持，及びシステムへの固
定が困難である．そこで，申請者は専用の評価システム，及び把持具を開発し人工組織を用いた疑似評価も行っ
た．

研究成果の概要（英文）： A thermos stimulation system for cells was constructed and temperature that
 caused apoptosis was confirmed. Then, we successfully induce apoptosis of cells adhered on 
arbitrary area by thermos stimulation loaded on the arbitrary area.
 It is necessary to evaluate artificial tissues for application of tissues. Therefore, we proposed 
the evaluation method which measuring mechanical properties of tissues. There had been few systems 
which had been able to evaluate artificial tissues whose size and contracting force was so small. 
Additionally, because of artificial tissues had been weak mechanically and chemically, there had 
been no fixtures which had been able to connect tissues to evaluation system. Thus, we also 
developed special systems. By using the developed system and artificial tissues (artificial heart 
tissues), we successfully simulate the evaluation. Then, we evaluated beating properties of heart 
tissue by using the developed system.

研究分野： BioMEMS，バイオメカニクス
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１．研究開始当初の背景 
 人工多能性幹細胞の科学に，細胞シート技
術や積層組織，スフェロイド，細胞プリンテ
ィングのような組織工学の知見を統合する
ことで，人間の体内に生きた部品を導入する
ことが可能となる．しかしながら，生命科学
と工学技術との間には未だ大きなかい離が
存在しており，この間を埋める新しい考え方
の必要性を痛感している．しかしながら，生
体に対して何らかの工学的操作を施すと，そ
の影響を知るために膨大な検証実験が求め
られた上，完全な証明には至らず，いつまで
も安全性への不安が付きまとう．戦略的に取
り組まないと、機会の見落としや実験条件の
爆発に翻弄されかねない． 
 申請者は，生きた部品の安全な加工法を創
成するという目的のもとに考察した結果，生
物に適した加工方法という発想を持ち、これ
に基づいて生物を取り扱う手段を選ぶべき
であるという考えに至った．例えば従来のメ
スで切り取るような加工は組織に対し，深刻
なダメージを蓄積し，調和を乱すことから細
胞の壊死（ネクローシス）を誘発し得る．結
果，その許容範囲内のみでの施術しか施すこ
とができなくなる． 
そこで，申請者は，プログラムされた細胞死
（アポトーシス）を用いることで，より生物
に対するダメージの小さい加工方法を目指
した． 
 
２．研究の目的 
 細胞レベルから組織レベル（μm～mm）に
おける生体部品の創生を目指した．そのため
に生体に対して親和性を有した加工方法を
検討した．本申請では，その嚆矢として“熱”
を利用する．すなわち，熱を用いて細胞にア
ポトーシスを誘発させ，そのご死細胞を除去
することにより組織の整形を試みる． 
 
３．研究の方法 
 本研究では，熱を用いた組織形成を目指す．
そのために以下 2項目の研究を進めた． 
(1) 細胞熱刺激法の確立 
熱を用いた細胞のアポトーシス誘導に際

して，どの程度の温度をどの程度の時間加え
れば良いか調べる必要がある．過度な温度や
時間で刺激をしてしまった場合，必要以上に
細胞がダメージを受け，加工領域以外でのア
ポトーシスの発生や．ひどい場合は組織その
ものが壊死してしまう可能性もある． 
そこで，本研究では細胞に複数の条件で熱

刺激を加え，細胞死の観察を行った． 
 
(2) 細胞アポトーシスのパターニング 
任意の部位の細胞や組織にアポトーシス

を起こすことで，任意の形状に加工できる．
本研究では，細胞や組織の特定の領域に熱を
加えその領域で細胞死を誘発させることで，
細胞や組織の任意な形状への加工を試みた． 

 

(3) 作製した組織の評価方法の確立 
作製した組織が熱によるダメージを受け

ていないかの評価は重要である．組織が熱に
より何らかのダメージを受けていた場合，そ
の組織特有の機能を失う可能性があり，最悪
の場合移植した人体に悪影響を及ぼすから
である． 
本研究では，機械的特性を用いた組織の評

価を試みた．機械的特性を用いることで，生
化学的評価や形態学的評価に比べより包括
的な評価が期待できる．本研究では近年，組
織工学において発展が注目されている心筋
組織に重点を置き，その機械的特性の評価方
法の確立を目指し，組織の拍動特性の評価を
行った． 
また，体外で再構築した組織の機械的特性

方法は未だ確立されておらず，評価方法も存
在しなかったため，評価方法の開発も行った． 
 
４．研究成果 
(1) 細胞熱刺激法の確立 
 まず，2 次元平面状に培養した細胞に熱刺
激を加える方法を確立した．通常のポリスチ
レンディッシュ，及びフィルムボトムディッ
シュに培地を充填し，ヒータを用いてディッ
シュ底面から熱刺激を加え熱伝達効率を調
べた．この時，ディッシュとヒータの間の充
填物は以下の様にした．すなわち，スペーサ
（銅板）及び熱伝導グリス有り，スペーサの
み，そして充填物無しの3通りである．結果，
通常のディッシュにスペーサ及びグリスを
用いたものが最も効果的に培養表面に熱を
伝達することが分かった． 
 次に，実際に細胞に熱刺激を加え，どの程
度の温度でアポトーシスが誘発されるか調
べた．図１に試験システムを示す．ヒータを
用いて，通常ディッシュの培養表面をスペー
サ，グリスを通して加熱する．温度は微小熱
電対を用いてリアルタイムに測定し，調整し
た．刺激細胞には組織に多く含まれ，かつ培
養が容易な線維芽細胞（NIH-3T3）を用いた．
刺激時間は約10分間とし，刺激温度は37℃，
38℃，40℃，42℃とした． 
 結果，42℃において細胞はアポトーシスを
起こし，全ての細胞が培養表面から剥離，除

 

図１ 細胞熱刺激試験 



去された．一方，40℃以下では目立った細胞
死は確認できなかった．また，その後も培養
を継続したところ，細胞の十分な増殖が観察
された．このことから，熱を用いた細胞加工
において，42℃の刺激を 10 分程度加えれば
良いことが分かった． 

 
(2) 細胞アポトーシスのパターニング 
 35mm ディッシュ内に細胞を 100%コンフル
エントまで培養した．その後，銅板を介して，
ヒータでディッシュ底面に熱刺激を加えた．
銅板の形状は半円形であり，ディッシュ底面
の半分のみに熱刺激が加わるようになって
いる（図２）．細胞には線維芽細胞に比べよ
り複雑な機能を有する筋芽細胞（C2C12）を
用いた．熱刺激を加えた結果，刺激を加えな
かった領域に比べ刺激を加えた領域にて多
くの細胞が死んで剥離していることが観察
できた．以上より，細胞死による細胞のパタ
ーニングの可能性が示唆された． 
 
(3) 作製した組織の評価方法の確立 
① 測定システムの開発 
図 3に開発した評価システムを示す．開発

した評価システムは以下に示す3つの要素か
ら構成される．すなわち①引張試験機構，②
吸引制御機構，及び③専用ソフトウェアであ
る． 

①の引張試験機構に関しては，ステッピン
グモータにより試料にひずみ量を与え，この
時発生した引張力を微小張力トランスデュ
ーサにより電圧値に変換する．電圧値はアン
プで増幅され，専用ソフトウェアにより PC

に保存される． 
②の吸引制御機構に関しては，小型ポンプ

により吸引圧を与え，専用ソフトウェアによ
り電磁弁，電磁バルブをフィードバック制御
することにより，常に安定した圧力供給を行
う． 
③の専用ソフトウェアは，試験時における

引張速度や圧力の設定が可能である．試験時
以外でもこれらのパラメータは調整可能で
あり，試験システムへの 3次元組織の速やか
なセッティングを実現している． 

 
② 把持方法の確立 
体外で再構築した組織は機械的，科学的に

非常に脆弱であり，通常の把持方法（クラン
プや接着）での把持は難しい．そこで我々は
吸引による組織の把持を検討し，Micro 
Vacuum Chuck (MVC)の開発を行った（図４）．
MVC は複数の微小吸引孔を持ち，吸引時に発
生し得る組織への応力の分散が期待できる．
また，吸引孔の集積密度を上げることにより，
吸引孔内への3次元組織の過度な吸引の回避
も可能である． 
MVC は集積した微細構造が必要なため，フ

ォトリファブリケーションにより作製した．
シリコン基板上にフォトレジスト，とマスク
を設置し，露光，現像した．現像した微細構
造を PDMS に転写し，カバーガラスに接着し
た．吸引孔の各辺は 100 µm とした．これよ
りも大きいと試料が必要以上に吸引孔内に
引き込まれてしまう． 

 
③ 心筋組織の拍動特性評価 
構築した心筋組織の拍動特性を評価する

場合，測定システムの構造上，インキュベー
タ内での測定は難しく室温での拍動力特性
評価となる．一方で，培養表面から剥離，回
収した組織はしばらくの間拍動が停止する．
この拍動の停止が培養温度（37℃）から室温
（25℃前後）に低下したためによるものか，
剥離時の機械的な衝撃により細胞内骨格が
破壊され起こるものか調べた． 
複数の心筋組織を用意し，剥離後 20 分毎

に拍動，及び細胞内骨格を観察した．細胞内
骨格の観察に際しては，組織を固定後アクチ

 
図３ 組織評価システム 

 

図２ 熱刺激による細胞死パターニング 

 

図４ Micro Vacuum Chuck (MVC) 



ンフィラメントを傾向観察した．結果，拍動
している組織，及び拍動していない組織の両
者において目立ったアクチンフィラメント
の差異は確認できなかった．剥離した組織は
40 分程度で拍動の復帰が見られた．このこと
から，心筋組織の拍動は剥離時の衝撃による
細胞内骨格の破損によるものではなく，温度
的な衝撃によるものである可能性が示唆さ
れた．しかしながら，一方で拍動は短期間で
復旧することから，心筋組織の熱加工におい
て，深刻なダメージを追う可能性が少ないこ
とが示唆された． 
 
④ 昆虫心臓組織の熱刺激拍動特性評価 
 ③の結果より組織の拍動特性は熱によっ
て影響を受ける可能性もあることが分かっ
た．そこで，実際に熱が組織の拍動に対して
どのような影響を与えるか調べた．③でも述
べたように測定システムの構造上，インキュ
ベータ内での評価は難しく，評価は室温で行
われる必要がある．そこで，本研究では室温
においても長期間培養ができる昆虫心臓組
織を用いて拍動特性に熱が与える影響を調
べた． 
 昆虫心臓組織に 5℃～40℃の熱刺激を加え
た場合，拍動周波数は温度の上昇に合わせ増
加傾向にあった．一方で，拍動力は 15℃前後
で最大を示した．これは細胞や組織の拍動機
能の維持において，最適な温度領域が存在す
ることを示している．すなわち，熱加工時に
おいても，この最適温度を明らかにすること
により，より効率的な加工が実現できると期
待できる． 
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