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研究成果の概要（和文）：本研究では「決定論的超並列単一細胞加工技術」の創成により，バイオ3Dプリンティ
ングの革新を目指した。ペリスタポンプを搭載し，被覆用チャンバを独立させたピペットアレイを新たに開発し
た。この作製には吸引・吐出口，細胞用流路，空圧バルブを有した多層構造の形成を利用した。ピペットに外骨
格と3軸リニアステージを設けて，治具で固定した。吐出用の溶液へ移動を可能とし，実験を安定化させた。捕
獲や吐出性能は，表面張力と基板間相互作用も影響を与えた。細胞の位置固定技術としてバイオインクで細胞を
固定する技術を確立した。バイオインク内でも細胞は増殖し，細胞はゲルを分解した。1週間の長期にわたり高
生存率を保った。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to innovate bio 3D printing by creating "deterministic 
massively parallel single-cell processing technology". We developed a new pipette array equipped 
with a peristaltic pump and a separate chamber for encapsulation. This structure was fabricated by 
multi-layer soft lithography. Holes, cell channels, and pneumatic valves were integrated. The 
pipette was equipped with an exoskeleton and a 3-axis linear stage and fixed with a jig. The pipette
 was moved to the solution for dispensing, thus stabilizing the experiment. Capture and dispensing 
performance was also influenced by surface tension and substrate-substrate interaction. We 
established a technique for printing cells in bioink as a cell positioning technique. Cells grew in 
the bioink, and cells degraded the gel, maintaining high viability for as long as one week.

研究分野：バイオマイクロシステム

キーワード： 超並列単一細胞操作 　決定論的加工　光硬化　ペリスタポンプ 　外骨格　バイオインク

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体外で緻密な多細胞組織を超並列で10の6乗個形成できれば，十分な細胞間相互作用により生体内の状態を再
現し，腫瘍や臓器の生命現象を効率的に調査できる。従来のバイオ3Dプリンティングの配置では，トレードオフ
が存在しており，高い並列処理数と細胞個数の制御性は両立できなかった。本研究では，申請者の有する細胞操
作技術，微細加工技術をベースに，構造を知能化・2Dア レイ化するアイデアを活用し，この配置原理を刷新す
ることに成功した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
バイオプリンティングは生体外にて多細胞の生体組織の緻密
な組織を作る技術である。細胞間相互作用を実現し，腫瘍や臓
器の生命現象を効率的に調査できる。バイオプリンティングの
従来のトレードオフ解消には，決定論的な超並列的単一細胞加
工の確立が必要である。これまでの単一細胞マニピュレーショ
ンの並列化と自動化の実績に，知能化を取り込み，本研究の決
定論的な超並列単一細胞加工に発展できると考えた。 
①申請者は細胞を流体力で操作する 10×10 並列中空ピペッ
トアレイを開発して，並列的に単一細胞を操作し，効率的にマ
イクロウェルアレイ中に輸送している (Nagai ら, Biomed. 
Microdev., 2015)。②さらにピペットを通過する電流を利用し，
単一細胞を検出して配置する条件を見つけた（Nagai ら , 
Micromachines 2017）。③チャンバ中への単一の細胞トラップ
が可能なように構造を設計している（Nagai ら，IEEJ Trans., 
2014）。細胞操作，微細加工技術，構造の知能化を統合し，決定
論的超並列単一細胞加工の技術創成，バイオプリンティングへ
の応用が可能だという着想を得た。 
 
 
２．研究の目的 
従来のバイオ 3Dプリンティングは，トレードオフが存在し，高い並列処理数と細胞個数の制
御性は両立できなかった（図 1）。例えば並列ノズルで処理数を増やしても，確率論的な配置で
あり，単一個数，20µm間隔といった距離の制御はできない。そのため細胞間相互作用の安定し
た再現が困難であり，変革が望まれていた。そこで本研究では，申請者の有する細胞操作技術，
微細加工技術をベースに，構造を知能化・2Dアレイ化するアイデアにより，原理を刷新するこ
とを目指した（図 2）。これらを発展させて，生体外にて多細胞の生体組織の緻密な組織を超並
列的（106個）に作り，十分な細胞間相互作用を実現し，腫瘍や臓器の生命現象を効率的に調査
する。細胞からの組織構築には，ヒト細胞（直径約 15µm）のバイオインク懸濁液を吐出，硬化
後に成熟させる。 
 
 
３．研究の方法 
10⁶以上のオーダで単一細胞を配置して，十分な数の病変モデルが構築できる細胞プリンタの
構築を進めた。原理検証のために，スケールアップな方法を利用して，10 個単位で単一細胞を
操作した。 
ペリスタポンプの原理を搭載し，被覆用チャンバを独立させたマイクロマニピュレータアレ
イを開発した。吸引・吐出口，細胞用流路，空圧バルブの多層構造に成功した。ペリスタポンプ
による送液は Python 3.0を介して自動的に制御して，粒子や細胞の捕獲や吐出状態を評価した。 
細胞の位置固定技術として，バイオインク（光照射後ゲル）内の細胞を経過観察した。ゲル内
細胞の増殖が確認され，細胞培養における指数関数的な増殖を示した。さらに細胞はゲルを分解
した。1 週間の長期的な高生存率を保ち，細胞プリンタに有用な硬化条件と光硬化性ゲルである
ことを示し光硬化性ゲル）内での長期の細胞生存は確認されている。その一方で単一細胞レベル
での配置はされていない。単一細胞プリンティングするために，単一細胞レベルでの細胞とゲル
の時系列変化を調査した。細胞の機能性，ゲルの生分解，固定後の位置ずれ，生存率等の観点よ
り，最適な配置固定条件を求めた。 
 
 
４．研究成果 
多層構造からなる 14x20個の透明ピペットアレイを微細加工技術で形成した。図 3は単一の
ピペットを示す。ピペット開口(直径 30μm)と隣接したチャンバを並列に配置した。チャンバ上
部に，流れ切替用にはバルブを設けた。(A)捕獲時に細胞はチャンバ内の捕獲部(高さ 5μm)に向
かった。捕獲後，チャンバへ向かう流れが止まり，単一細胞のみがトラップされた。(B)ミネラ
ルオイル(油相)で押し出し，余分なインクを除去し，インクで被覆した細胞を得た。(C)細胞捕獲
後には，バルブを開け，ピペット開口部への輸送を試みた。細胞の付着により脱離が不十分であ
った。  

20 µm 粒子による単一粒子捕獲実験では，駆動周波数 4Hz，駆動時間 90 s，駆動圧力 150 
kPa，濃度 1.0×10^5  particles/mLが最適条件であった。単一粒子の捕獲率は 81 %であった。
ペリスタポンプを逆流するとフッ素系溶体に単一粒子が吐出された。しかし，被覆された粒子は
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吐出されなかった。小径の液滴が生成されるメカニズムにはフッ素系溶体とペリスタポンプが
寄与している。ポンプを駆動し続けると小径の液滴が大量に生成された。ペリスタポンプを駆動
すると液体は前後した。その際，フッ素系溶体が吸引・吐出口から流路内に引き込まれ，粒子懸
濁液をせん断する。3つある空圧バルブを緩やかに加圧して吐出すると，単一粒子は振動せず吐
出された。ただしフッ素系溶体の境界面が確認できなかった。粒子の濡れ性よりも SU-8 基板の
濡れ性が高いことや，SU-8 基板が水で濡れていたことが考えられる。 
光硬化によって作製したバイオインク（ゼラチンメタクリレート GelMA，光硬化ゲル）を測
定し寸法評価を行った。設計値との差は 3~5µmであることから影響は少なかった。積算光量が
2000mJ/cm²でパターン以外も硬化させ，オーバー露光となり，必要以上に大きな積算光量を与
えた。 
さらに GelMA 内に固定した直後の細胞の生死判別を行った。積算光量の増加に伴い，細胞生
存率が減少傾向となり，最高細胞生存率が 40%程度であり，実用的ではないと考えられた。細
胞の生死は積算光量の大きさだけでなく，光硬化性ゲルを作製する際の GelMA 濃度や LAP 濃
度にも影響する。これらの濃度を変化させて，細胞生存率を向上させる方法を発見した。 

GelMA 濃度が 10%w/vと比較して，GelMA 濃度が 5%w/vでは高い生存率が確認された。細
胞の最高生存率として積算光量 1070mJ/cm²，1280mJ/cm²でおよそ 80%~90%の生存率を得た。
より低侵襲な積算光量 800，900mJ/cm²ではゲルの脱落や崩壊が見られた。積算光量の最適値
は 1000mJ/cm²である。また GelMA 濃度を抑えることが有効である。 
ゲル内細胞の増殖が確認され，細胞培養における指数関数的に増殖した。細胞を固定したゲル

面積を測定すると，5dayで面積が大きく減少し，細胞によるゲルの生分解性が示された。また
細胞の固定位置からの位置ずれは 30µm 以内であった。1 週間後の長期的な高生存率を保ってお
り，細胞プリンタに有用な硬化条件と光硬化性ゲルである。 

GelMA 濃度 5%w/v，積算光量 1000mJ/cm²，室温 28℃で光硬化による細胞のゲル内固定を
行い，0day から 3day までの長期的な細胞生存率を求めた。細胞の接着や増殖，ゲルの溶解が
観察された。光硬化後 3 日間の日数経過を経ても細胞生存率は総じて 90%以上であった。同時
にゲルの分解具合から光硬化における室温条件がゲルの硬化具合に大きく影響する重要なパラ
メータであることを示した。 
 

 
図 3 ペリスタポンプを搭載したピペットアレイによる送液実験-実験結果 
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