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研究成果の概要（和文）：

組織サイズの細胞集団を設計するために、細胞集団を形成することに起因する細胞内シグナ

ル伝達および脂肪滴の蓄積を調べた。細胞をそれぞれパターン基材上に 2 - 8 個の細胞集団を形

成するように播種した。低分子量 G タンパク質の活性化を調べた結果、細胞どうしの接合部位

でこれら低分子量 G タンパク質が強く活性化していることが分かった。更に、単一の細胞集団

内で比較した場合、より多くの細胞と接合した細胞ほど脂肪滴の蓄積量が増すことが分かった。

研究成果の概要（英文）：

In order to design cell clusters as large as a small tissue, I investigated the cellular

signaling and the lipid droplet accumulation depending on the formation of cell clusters.

Cells were plated on a pattern substrate so that cell clusters with 2 - 8 cells could be formed,

respectively. It was observed that small G-proteins activated strongly in the joined part

between cells. Moreover, it was observed that the amount of accumulated lipid droplets

increased with an increase in the number of joined cell in a single cell cluster.
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１．研究開始当初の背景

細胞は生体内でさまざまな細胞の隣人に

囲まれている。これらの隣人どうしの関係が、

生体組織を正常な状態に保っている。細胞ど

うしは相互に刺激し合い、この刺激に基づい

て正常な分化や増殖、機能発現などを行う。

細胞の配置が、いかに重要であるかは実際の

生体組織の構造からも理解できる。肝臓は、

肝機能を発現する肝細胞を数十マイクロメ

ートルの間隔で内皮細胞が被う事で、正常な

肝機能を維持している。この肝細胞と内皮細

胞の相互作用を調節することにより肝機能

を高めた報告もある。

人工肝臓を含め、人工肝臓を含め、現在ま

でに様々な人工臓器や生体代替材料が考案

され、実用化あるいは試験的に運用されてい

るが、課題が残されているものが多い。その

原因の一つとして、このような生体内の複雑

な共培養系を十分再現できていないことが

あげられる。現在の細胞組織工学で用いられ

ている数々の手法をもってしても、生体内の

ように細胞どうしの相互作用を制御するこ

とは容易ではない。このことは、我々が細胞

同士の相互作用を完全に理解しきれていな

いためである。

本研究課題は、このことを細胞組織工学が

さらに発展するために避けては通れない大

きな山と考え、細胞を自在に配置し、細胞集

団の機能を生体内のように調節することを

狙っている。

これまでの研究で、細胞サイズ以上の三次

元パターン基材上で細胞を培養した場合、三

次元パターン基材にはまった状態で動くこ

となく長期間生存する細胞が多数観察され

ていた。このような三次元パターン基材とマ

ニピュレーション技術を組み合わせて、数種

類の細胞の配置を自在に制御し、生体の微細

構造を模倣した共培養系の構築および評価

ができないかと考えた。

２．研究の目的

本研究課題は複数の細胞を正確に配置す

る技術の開発および、細胞同士の相互作用を

評価する技術の開発を目指している。

まず、細胞の配置および相互作用を制御す

るための基材の開発を行う。さまざまな細胞

サイズ以上の三次元パターン基材を作製し、

その三次元的な形状と細胞マニピュレーシ

ョン技術を利用して細胞を配置する。これら

の三次元形状によって細胞は移動が抑制さ

れ、隣接する細胞とのみ接合し、強く相互作

用をする。パターンの形状や間隔を調節する

ことによって、この細胞間接合を調節可能と

考えている。次に、接合させた細胞間に働く

相互作用を、細胞内シグナル伝達を顕微観察

することによって明らかにする。最終的には

器官を構成する細胞を、三次元パターン基材

を用いて最適に配置し、生体内と同じように

正常に機能する細胞組織の構築を目指して

いる。本研究課題で得られた技術と知見はよ

り複雑な人工生体組織の作製に利用できる

と考えている。

３．研究の方法

組織サイズの細胞集団を設計するために、

細胞集団を形成することに起因する細胞内

シグナル伝達および脂肪滴の蓄積を調べた。

実験には COS-1 細胞、HUVEC、MEF、

HepG2 細胞が用いられた。細胞集団の形成

には、MEMS を用いてシリコン基板上に作

製された三次元パターン基材、正立型蛍光顕

微鏡に取り付けられたマイクロマニピュレ

ーターが用いられた。

三次元パターン基材は、新たに開発された

正三角柱および四角柱が細密充填したもの、

あるいは格子状の形状のものが用いられた。

これらの三次元パターン基材は MEMS を用

いて 1 cm 角のシリコンウェハー上に掘られ

ており、細胞サイズ以上の大きさの凹みを有



している。また、これらの凹みどうしの間に

細胞が通り抜けられない程度の隙間が設け

られている。

マイクロマニピュレーターのキャピラリ

ー先端に蛍光色素を塗布し、先端の位置を蛍

光観察できるように改良した。配置する細胞

は PKH67 により生細胞染色されたものが用

いられた。マイクロインジェクターを備えた

マイクロマニピュレーターによって、これら

の細胞をそれぞれパターン基材上に 2 - 8 個

の細胞集団を形成するように播種した。この

とき、培養開始までの細胞へのダメージを軽

減する目的で、パターン基材を浸漬した培地

と細胞懸濁液を氷冷した。24 時間培養後、隣

合わせに播種された細胞どうしの接合を、カ

ドヘリン染色によって確認することを試み

た。

三次元パターン基材に播種され、24 時間培

養された上記の細胞に活性化した低分子量G

タンパク質（Ras, Rho, Rac）をモニターする

プローブを導入した。プローブを発現させな

がら 24 時間培養（5% CO2, 37℃）後、Ras、

Rac、Rho の活性化を蛍光顕微鏡および共焦

点レーザー走査型顕微鏡によって観察した。

EGF やインスリン刺激の前後における低分

子量 G タンパク質の活性化についても観察

を行った。また、MEF および HepG2 に関し

ては脂肪滴の蓄積に関しても調べた。更に、

これらの細胞集団にパルミチン酸を添加し、

24時間培養後に 4 % ホルマリンPBS溶液で

固定し、蓄積された脂肪滴を Nile Red で染

色した。各細胞集団の脂肪滴蓄積量は蛍光顕

微鏡観察によって評価された。

最後に、細胞集団を自発的に形成するパタ

ーン基材を作製すれば、高速かつ省エネルギ

ー的に人工生体組織を作製できると考え、細

胞播種のみで数種類の細胞の配置を制御で

きるパターン基材の開発を行った。特定の部

位に細胞を集める工夫をした数種類のパタ

ーン基材が MEMS を用いて作製された。こ

れらのパターン基材上での細胞の挙動が蛍

光顕微鏡によってタイムラプス観察された。

４．研究成果

作製された三次元パターン基材上で培養

された細胞は平坦な表面上で培養された細

胞と比べて運動性が大きく抑制されること

が分かった。また、細胞サイズ以下の三次元

パターン基材上で培養された細胞は大きく

伸展するが、細胞サイズ以上のものの上で培

養された細胞は孔にはまった状態を維持し

やすく、伸展を抑制されていることが分かっ

た。更に、最初に孔の外にあった細胞も孔の

中に入り込みやすいことが分かった。このこ

とは、孔の外と中の微細なラフネスの差に起

因しているのではないかと考えている。孔の

外は平坦であるが、孔の中は孔を掘るときに

出来た微細な凹凸があり、これが細胞の接着

性を向上させている可能性がある。

正立型蛍光顕微鏡に取り付けられたマイ

クロマニピュレーターを用い、明視野反射像

で血清培地に浸漬した三次元パターンの形

状を確認しながら、蛍光像でキャピラリー先

端と PKH67 で染色された細胞を確認し、細

胞を特定の場所に配置した。この方法で細胞

が生存している（接着伸展できる）時間内に

10 個前後の細胞を特定の場所に配置できる

ことが分かった。

2 - 8 個の細胞集団を形成させた細胞どう

しの接合部位でこれら低分子量 G タンパク

質（Ras, Rho, Rac）が強く活性化しているこ

とが分かった。また、活性化の強さは接合し

た細胞の数が多いものの方がより強いこと

が分かった。EGF 刺激に対する応答性に関し

ては、細胞集団を構成する細胞の数が増える

につれて Ras の活性化に顕著な遅れが現れ

た。細胞集団の中でも接合している細胞の数



が多いもの（中心のもの）が遅れて活性化す

ることが分かった。

また、単一の細胞集団内でも接合している

細胞の数が多い細胞ほど脂肪滴のサイズと

数が増すことが分かった。パルミチン酸を添

加して培養すると、この傾向がより強まるこ

とが分かった。更に、脂肪滴蓄積の程度は接

合する細胞の数が多いものの方がより強い

ことが分かった。

本研究課題を遂行する上で細胞集団を形

成することにより細胞内シグナル伝達や脂

肪滴蓄積に明確な差違を確認できた意義は

大きい。特に細胞集団の中でも接合している

細胞の数によりシグナル伝達や脂肪滴蓄積

に差違が見られたことは大変興味深い。この

ことは同種の細胞でも集団内での位置を調

整してやることで、機能発現を制御できる可

能性を示唆している。

細胞播種のみで数種類の細胞の配置を制

御できるパターン基材の開発に関して、さま

ざまな三次元パターン基材上での細胞のタ

イムラプス観察を行った。その結果、三次元

パターンの形状によって、細胞を特定の部位

に集めることができることが分かった。また、

細胞の種類によってこの集まり方に差があ

ることから、数種類の細胞を播種するだけで、

複雑な細胞集団を作製できると期待される。

細胞集団の形成形態、細胞集団を自発的に

形成するパターン基材については特許出願

を予定しているので触れることができない。

今後も細胞内シグナル伝達を一つの指標と

しながら、パターン基材とマニピュレーショ

ン技術を用いて細胞集団の形成を制御し、よ

り細胞の機能発現を向上・維持できる人工生

体組織を開発する。
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