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研究成果の概要（和文）：本研究では、物理化学的特性を活用した高スループットな細胞操作法の実現を目指し
ている。研究期間において、特に表面張力をキーワードに、気泡や界面物性を利用した細胞パターニング技術を
開発した。
多数の気泡を生成したとき、これらの気泡の大きさが揃っていると、自発的に六角形状に整列させることができ
る。ここへ細胞が入った液体を流し込むことで、多数の気泡が壁となり大量の細胞を整列させることができ、結
果として、高スループットな細胞操作に成功した。細胞の「壁」の候補としては、寒天などの身近な物質も有効
であることを確認した。また、細胞数を増やすことで厚みのある細胞組織の作製も実施している。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to realize a high throughput cell manipulation 
method utilizing physico-chemical properties. During the research period, we developed a cell 
patterning technique using bubbles and interfacial properties, especially using surface tension as a
 key word.
When many bubbles with uniform size are generated in liquid, they can spontaneously be aligned in a 
hexagonal shape. By further pouring the liquid containing the cells into the aligned bubbles, the 
surface of the aligned bubbles became a kind of wall for cells, resulting in that 
hexagonal-patterned cell culture system was realized. As another candidate of "cell wall", we 
suggested that agar was quite useful material. In addition, by increasing the number of cells, we 
also performed the fabrication of thicker cellular tissue.

研究分野：機械工学

キーワード： 細胞操作　物理化学　表面張力　細胞培養　組織工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 近年、iPS細胞や ES 細胞などの幹細胞培
養法が確立され、大量の培養細胞を比較的
容易に入手できるようになりつつある。こ
のような培養細胞の利用が想定される領域
の一つとして、人工的に生体組織を作製す
るための技術分野である組織工学が挙げら
れる。例えば、平面状の細胞培養表面で上
皮細胞を培養することにより、皮膚や消化
管、眼球表面を覆う上皮細胞組織を作製す
ることが可能である。さらに人工的に作製
された培養上皮細胞組織を病変部の代替組
織としてヒトに移植する再生医療の取り組
みも進んでいる。 
 一般的な細胞の大量培養では、細胞はタ
ンクなどの容器内で液体培地中に浮遊して
おり、目的の組織の形状に細胞を構成する
という組織化というステップが必要である。
しかしながら、単に細胞を高密度に押し込
めても、酸素・栄養素の供給や老廃物の排
出を担う構造を付与しなければ、深部から
細胞が壊死してしまうため、機能的な立体
組織は作製できないことが本研究の基本的
背景としてあった。 
 これに対して、シート状の細胞組織を積
層することによって立体細胞組織を作製す
る際に血管内皮細胞を共培養することによ
って、数日で自発的に管腔構造を形成する
ことが知られていた。この管腔構造に培地
を灌流させることによって、立体細胞組織
内外で酸素・栄養素・老廃物の交換が可能
となる。一方、培養の初期段階でのこれら
の交換のための構造付与が課題であり、自
発的作用ではない人為的な構造作製法が望
まれていた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、従来のロボットのように動
作が完全に制御されたシステムを利用する
のではなく、物理化学的現象に基づく自発
的構造化を活用した細胞操作を目的とした。
特に細胞接着に着目し、この空間制御を培
養細胞組織への構造付与の糸口とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 細胞接着の空間制御法として、（１）気泡
の自発的整列現象を用いる方法と（２）パ
ターニングされた細胞非接着分子を用いる
方法をそれぞれ導入した。 
 気泡の自発的整列現象を用いる方法は、
図１に一連の流れを示すように、細胞培養
皿に注がれた液体培地に、細いピペットで
空気を吹き込むことで気泡を生成する。こ
の時、気泡は表面張力によって自発的に整
列し、気泡と気泡の間に液体が流れる状態

となる。このとき細胞懸濁液を流し込むと
気泡がある部分には細胞が接着せず、液体
培地の部分にのみ細胞接着が起こる。この
ようにして、整列した気泡の形状に細胞接
着を制御することができる。 
 もう一方のパターニングされた細胞非接
着分子を用いる方法は、図２に示すように。
細胞が接着しにくい分子を精密な鋳型に流
し込むことで細胞接着領域と非接着領域を
細胞培養皿表面に作り込むものである。事
前に微細加工技術を用いて、鋳型を作製す
る必要があるものの、鋳型をポリジメチル
シロキサン製とすることでガス透過性を活
用した自発的吸引作用を応用することによ
り、細胞培養を行う現場での作業量を低減
している。 
 各手法によって作製した細胞培養表面を
用いて、種々の細胞を培養し、実現可能性
や実際の医学・生物学分野での実験への応
用可能性を検証した。 
 

 
図１ 気泡の自発的整列現象を使

った細胞接着制御の模式図 



 
４．研究成果 
 
 細胞接着の空間制御法として、（１）気泡
の自発的整列現象を用いる方法と（２）パ
ターニングされた細胞非接着分子を用いる
方法に関するそれぞれの研究成果を以下に
示す。 
 
（１）気泡の自発的整列現象を用いる方法 
 ウシ胎児血清を 10v/v%添加したダルベ
ッコ変法イーグル培地を細胞培養皿に注ぎ、
3 種類の異なるサイズのマイクロピペット
チップ（10μL、200μL、1mL）を用いて、
起泡させた。表１に示すように、ピペット
チップの内径が大きくなるほど大きな気泡
が生成されることが分かる。また、今回の
条件では 200μL、1mL のチップで気泡の大
きさのばらつきが小さく、特に 200μLのチ
ップでは変動係数が 3%程度と精度よく起
泡できることが分かった。図３に示すよう
に、10μL のチップでは気泡のサイズが不
均一であり、明確な整列現象が確認できな
かった。一方で、200μL、1mL のチップを

用いた場合、気泡のサイズがほぼ均等にな
り、隣り合う気泡同士が自発的に最密構造
である六方状に並ぶことが確認できた。気
泡サイズの均一性が自発的整列現象の要で
あると推察される。 
 次に、ウシ頸動脈正常血管内皮細胞を、
気泡が自発的に整列した培養皿に播種した。
その後、温度 37℃、CO2濃度 5%で加湿され
た CO2 インキュベータ内で、2 時間静置し
たところ、播種した細胞が細胞培養皿の底
面に沈降、接着する様子が確認できた。そ
の後、未接着の細胞をリン酸緩衝液で洗い
流し、接着細胞のパターンを確認するため
に 0.4w/v%のクリスタルバイオレット－メ
タノール溶液にて染色した。染色された接
着細胞のパターンを図４に示す。細胞培養
皿の壁面付近では、細胞接着のパターンが
ぼやけて広がっている様子が見受けられる
ものの、壁面から離れた部分では、気泡の
自発的整列に伴う六方状の明瞭なパターン
が観察できた。 
 以上の結果から、特殊な器具を用いずと
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図２ パターニングされた細胞非

接着分子を用いる方法の模式図 

表１ 起泡時におけるピペットチップと

気泡の大きさの関係 

 
 

 
図３ 生成された気泡の自発的整列現象 

 

 
図４ 接着した細胞の染色結果 



も一般的な細胞培養作業で使用するマイク
ロピペットチップを利用して、均等な大き
さの気泡を生成し、細胞を播種することで
円形状の穴あきパターンを有する細胞培養
系を実現できることを確認した。 
 
（２）パターニングされた細胞非接着分子
を用いる方法 
 事前に、フォトリソグラフィの手法を使
って、必要な細胞非接着分子のパターンが
彫り込まれたポリジメチルシロキサン
（PDMS）製の鋳型を作製した。これは一般

的には半導体製造技術に基づくものである
が、近年外注などで簡便に入手できること
を確認している。 
 次に、細胞非接着分子として寒天の主成
分であるアガロースを選定し、PDMS製鋳型
に 2w/v%アガロース溶液を流し込むことで
鋳造法と同様な流れで微細構造を作製した。
アガロース溶液は、一般的に高粘度である
ため流動性が乏しいものの、PDMSを事前に
脱気することによって鋳型内に負圧を発生
させることができ、この負圧による吸引力
によって鋳型内の隅々までアガロースを行
き渡らせることができた。結果として、図
５に示すように、細胞非接着分子の微細パ
ターニングに成功している。 
 作製した細胞非接着分子の円形パターン
を利用して間葉系幹細胞の培養および分化
誘導を行った。培養条件は、増殖培地、脂
肪分化培地、骨分化培地、脂肪分化－骨分
化混合培地の４条件であり、細胞播種後、
増殖培地で１日培養した後、各培地に交換
し 2週間に渡って培養を継続した。最終的
に、間葉系幹細胞の分化の方向性を確認す
るために、脂肪分化マーカーの脂肪滴と骨
分化マーカーのアルカリフォスファターゼ
活性をそれぞれ染色した。染色結果を図６
に示す。増殖培地では、明瞭な染色箇所は
確認できない。脂肪分化条件では脂肪滴を
有する赤色に染色された細胞が円形パター
ンの中央部に集中している様子が確認でき
た。これに対して骨分化条件ではアルカリ
フォスファターゼ活性を有する青紫色に染
色された細胞が比較的全面に広がっている。
また、脂肪分化培地と骨分化培地を混合し
た条件では中心部が脂肪分化、周辺部が骨
分化を生じ、さらにその周辺部に未分化な
領域があることが確認できた。これは、円
形パターンが細胞集団に対する空間的な境
界条件となったためと考えられ、このこと
がパターン内の細胞の力学的不均衡を生み、
分化の空間的分布につながったと考えられ
る。 
 以上の結果から、本手法では、微細加工
による事前の準備が必要であるが、細胞接
着を比較的精密に空間制御することが可能
であると言える。長期にわたって細胞培養
が可能であり、幹細胞の分化誘導実験など
医学生物学分野への応用も期待できる。 
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