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研究成果の概要（和文）：クリック架橋型光開裂性架橋剤を合成し、光分解性ゲルを調製した。様々な基材と架
橋剤の濃度における光分解性ゲルの調製条件について検討し、ゲルの形成特性、ゲルの分解特性、細胞接着性と
いった観点から評価した。血管内皮細胞が良好な接着性を有し、良好なパターン分解が可能な条件を見出した。
また、光分解性ゲルをマイクロ流路内に導入し、フェムト秒レーザーを走査することで、光分解性解ハイドロゲ
ルに対して多光子励起加工を行った。二光子励起加工形成した管腔構造に血管内皮細胞を導入することで血管様
組織に構築が可能となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We synthesized a click-crosslinkable and photocleavable crosslinker to 
prepare a photodegradable hydrogel. The preparation conditions of the photodegradable hydrogel with 
various basepolymers and the concentration of the crosslinker were investigated and evaluated from 
the viewpoints of hydrogel forming properties, hydrogel decomposition characteristics, and cell 
adhesiveness. We found conditions that vascular endothelial cells have good adhesiveness and good 
patterned degradation. In addition, we performed multiphoton fabrication in the photodegradable 
hydrogel by introducing photodegradable hydrogel into the microchannel and scanning the femtosecond 
laser onto the hydrogel. We considered that introduction of vascular endothelial cells into the 
formed luminal structure makes it possible to construct a blood vessel like tissue.

研究分野： 生物化学工学
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１．研究開始当初の背景 
（１）生体内の発生現象は時間的に変化する
細胞周囲の三次元環境によって制御されて
いるが、この三次元的かつ時間的に変化する
環境を生体外で再構成することは難しく、生
体外で幹細胞から三次元組織を誘導するこ
とが困難なことの原因の一つとなっている
と考えられる。近年、生体外で三次元組織を
構築する手法として光硬化性・光分解性のハ
イドロゲルを用いた手法が着目されている
[1]。 
 
（２）申請者は数年前に、可逆的に分解可能
なアルギン酸カルシウムゲルを用いて、三次
元培養環境を時空間的に制御する「三次元ダ
イナミックマイクロパターン共培養法」を提
案し、この手法がマウス胚性幹（ES）細胞の
心筋細胞への効率的分化誘導に有用なこと
を示してきた（図 1）[2]。三次元培養環境を
時間的に制御する方法は、世界的にも数例し
か報告例が無く[3]、ES 細胞の分化誘導への
応用例は申請者らの報告が世界で初めての
ものである。 
 
（３）上記の研究では細胞に対して不活性な
アルギン酸カルシウムゲルを用いていたが、
さらに近年、申請者らは、アミノ基を有する
様々な高分子と反応して光分解性ゲルを形
成する光開裂型架橋剤を開発し [4]、これま
でに、バイオマテリアルを基材とした光分解
性ゲルを用いて細胞を二次元・三次元的に操
作する技術の開発を進めてきた[5]。 

 
２．研究の目的 
（１）本研究提案では、申請者らの開発した
「バイオマテリアルを基材とした光分解性
ゲル」を用いることで、三次元培養環境を精
密に時空間的に制御する「ダイナミック三次
元培養環境制御法」を確立することを目的と
して研究を進めた。具体的には、光分解性ゲ
ルに所定のパターン光を照射したり、レーザ
ー光を走査することで、光分解性ゲル中にパ
ターン状のマイクロウェルや中空状の構造

の形成を試みた。 
 
（２）形成されたマイクロウェルや中空構造
に血管内皮細胞を導入することで形成され
たパターン構造を反映した血管組織を形成
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）光開裂型架橋剤の合成 
活性エステル型光開裂型架橋剤（図 2）は

近年我々の研究グループで独自に開発した
化合物であり、アミノ基を有する種々の高分
子と反応して光分解性ゲルを形成し、光照射
に応答して分解する[4]。有機合成を専門とす
る分担研究者の高木が合成した。 
 一方、活性エステル型の光開裂性架橋剤を
使用して細胞を光分解性ゲルに内包する際
に、光開裂性架橋剤の濃度の高い条件では細
胞が死滅する場合があることが確認されて
いる。つまり、架橋密度の高い，固くて構造
的に安定な光分解性ゲルの中に細胞を包埋
することが困難であることが見いだされて
いる。そこで、クリック反応によって架橋す
る光開裂性架橋剤を新たに合成した。 

 
（２）細胞マイクロパターニング 
光分解性ゲルを用いて三次元培養環境を

マイクロスケールで所定のタイムポイント
で変化させる「ダイナミック三次元培養環境
制御法」を確立を目指し、光分解性ゲルの調
製条件、分解条件、細胞接着条件について検
討した。 
当初の計画では iPS 細胞からの血管組織を

分化誘導する予定であったが、iPS 細胞由来

 

図１. 三次元ダイナミックマイクロパター

ン共培養法[2]． 

 

図２. 活性エステル型光開裂性架橋剤の分

子構造 

 

図３. クリック架橋型光開裂性架橋剤の分

子構造 



の血管内皮細胞が市販されるなど、研究にお
ける分化誘導自体の意義は薄まってきてい
た。このような状況変化を鑑み、分化誘導済
みの iPS 細胞由来の血管内皮細胞や初代血管
内皮細胞を用いてパターン化血管組織の構
築を試みた。 
 
（３）光分解性ゲルの多光子励起加工 
チタンサファイアレーザー（Tsunami, 

SpectraPhysics 社）を顕微鏡（IX51, オリンパ
ス社）に導入し、制御プログラム（LabVIEW, 
National Instruments 社）で顕微鏡ステージを
走査することで、光分解性解ハイドロゲルに
対して多光子励起加工を行った。まず、X 方
向の走査スピード（VX, 1,500-12,000 m/sec）
および Y 方向の走査間隔を（ΔY, 1-8 μm）変
化させ、X-Y 平面上の 300 × 200 μm の領域を
走査した。次に、VX（3,000-12,000 μm/sec）
および深さ方向の間隔 (ΔZ, 12-100 μm）を
変化させ、X-Y-Z 空間上の 300 × 200 × 
300 μm の領域を走査した。その後、微粒子
を滴下して連続的な空間の加工の成否を確
認した。 
 
（４）マイクロ流体デバイス内での光分解性
ハイドロゲルの加工 
マイクロ流体デバイスのチャンバーに光

分解性ハイドロゲルを導入し、VX を 3000 μ
m/sec、ΔY を 3 μm、ΔZ を 12 μm に設定
し、X-Y-Z 座標上の 3000 × 99 × 96 μm
の領域に加工を行った。 
 
４．研究成果 
（１）光開裂性架橋剤の合成と細胞マイクロ
パターニング 

H27 年度は当該研究に使用する活性エステ
ル型光開裂性架橋剤を合成し、ゼラチンやポ
リエチレングリコールといった様々なバイ
オマテリアルを基材として光分解性ゲルを
調製した。この際に、様々な基材と架橋剤の
濃度における光分解性ゲルの調製条件につ
いて検討し、ゲルの形成特性、ゲルの分解特
性、細胞接着性といった観点から評価した。 

H28 年度はクリック架橋型光開裂性架橋剤

を合成し、本架橋剤を用いて光分解性ゲルを
調製した。活性エステル型光開裂性架橋剤の
場合と同様に、様々な基材と架橋剤の濃度に
おける光分解性ゲルの調製条件について検
討し、ゲルの形成特性、ゲルの分解特性、細
胞接着性といった観点から評価した。血管内
皮細胞が良好な接着性を有し、良好なパター
ン分解が可能な条件を見出した（図４）。 
 
（２）光分解性ゲルの多光子励起加工 
 X-Y 平面走査では、幅間隔ΔY の値が 3 μ
m以下の場合に走査領域全面に加工痕跡が観
察されたことから、連続的な平面が光分解性
ハイドロゲル内に加工されたと考えられる
(図５a)。X-Y-Z 空間操作では、深さ間隔ΔZ
の値が 25 μm 以下の場合に照射領域と非照
射領域の微粒子の焦点位置が異なることか
ら、連続的な空間が加工されたと考えられる
(図 5b)。 

 

図４. クリック架橋型光分解性ゲル上での

血管内皮細胞のマイクロパターニング 

図５. 光分解性ゲルの多光子励起加工 

 

図６. マイクロ流体デバイス内に導入

した光分解性ゲルの多光子励起加工 

 
図７. 光分解性ゲル内に形成されたマイク

ロ流路様構造 



 
（３）マイクロ流体デバイス内での光分解性
ハイドロゲルの加工 
クリック架橋型光分解性ゲルを用いて作

製した光分解性ゲルをマイクロ流路内に導
入し、フェムト秒レーザーを走査することで、
光分解性解ハイドロゲルに対して多光子励
起加工を行った（図６）。また、マイクロ流
体デバイスに導入した光分解性ハイドロゲ
ルに二光子レーザー加工した際に、マイクロ
流路様の構造がハイドロゲル内に加工でき
ることが確認された (図７)。 
今後、二光子励起加工形成した管腔構造に

血管内皮細胞を導入することで血管様組織
に構築が可能となると考えられる。 
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