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研究成果の概要（和文）：

本研究では、細胞壁の構造を模倣した“人工細胞壁”用いて、細胞壁中のヘミセルロースの

機能を解明することと、ヘミセルロース吸着人工細胞壁を肝実質細胞の培養基質として利用す

るための検討を行った。人工細胞壁の基本骨格はハニカムパターン化セルロースフィルムであ

り、これに、広葉樹の代表的ヘミセルロースであるキシランとカラマツに特有なアラビノガラ

クタン（AG）を吸着させ、その物性変化を追跡した。両ヘミセルロースとも吸着によりフィル

ムの引張強度を向上させた。キシラン吸着フィルムをマイクロ波処理することで、吸着を強固

にでき、弾性率が向上することを見出した。また、力学測定の結果を基に、木材の荷重下にお

ける変形モデルの検証を行ったところ、Bending-strerching model がハニカム状の配列を取る

細胞壁断面の変形を適確に表現していることが明らかとなった。

一方、培養基質としての検討では、小孔径のハニカムフィルムが肝細胞の機能を発現させる
と報告されているスフェロイドを形成させ、AG の吸着で見かけ上の接着細胞数は増加した。
しかし、生細胞数は減少した。この結果より、弱い吸着しか示さない AG は培養中に溶出して
細胞接着を阻害することが示された。また、大孔径フィルムでは、一つの孔に一つの細胞が嵌
り込む現象が観測され、細胞アレイとしての有用性が示唆されたが、接着細胞数が少なく、こ
の改善が今後実用に向けての課題あることも分った。

研究成果の概要（英文）：
In this study, hemicellulose-adsorbed honeycomb-patterned cellulose films termed as “artificail

wood cell wall” were developed to investigate the function of hemicelluloses in wood cell wall and to
develop the cell culture for liver cells. Tensile strength and its modulus of the cellulosic films were
enhanced by the adsorption of hemicelluloses, xylan and arabinogalactan (AG). Xylan adsorption and its
tensile modulus were improved by microwave irradiation. We judged proposed theory for the elucidation
of deformation mechanism of wood cross-scetion upon the mechanical stress from the tensile properties
of honeycomb-patterned films. As a result, the theory of bending-stretching model was suitable for the
elucidation, and xylan-adsorbed film showed more fitting to the theory.

In addition, we evaluated AG-adsorbed honeycomb-patterned film as a culture substrate for
mouse liver cells. The films with small pores were found to be a new type candidate substrate for the
culture. On the other hand, the films with larger pores would be suggested to be a plate for cell array, but
the number of attached cell was so small. For the industrial application, this problem should be
overcome.
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研究分野：農学

科研費の分科・細目：森林学・木質化学

キーワード：木質バイオマス

１．研究開始当初の背景
研究代表者は、「木質バイオマスの包括的

利用」を目標に、これまで木質バイオマス成
分の新規のリファイナリーシステムの構築
と、分離成分の高機能化に取り組み、特に、
分離成分を再構築して、樹木・木材の細胞壁
構造に由来する特異的機能（軽量高強度や水
分通導のための耐水性など）を再現化する材
料“人工細胞壁”の創製を最終目的に設定し
た。この目的を達成するために、先ず、人工
細胞壁の基本骨格となる、ハニカム状に孔が
配列したハニカムパターン化セルロースの 2

種の調製法を確立した。最初の方法は、セル
ロース II 型のハニカムフィルムを調製する
方法で、従来から提案されている水を鋳型と
する高分子の自己組織を利用する手法であ

る。他方は、研究代表者らの独自の方法で、
I 型のセルロースを産生する酢酸菌の運動を
ハニカム状寒天培地を用いて制御すること
で、目的とするセルロース I 型ハニカムパタ
ーン化セルロースフィルムを作製する手法
である。

これらのハニカムフィルムに単離リグニ
ンを吸着させることで、高湿度条件下で顕著
な強度増加が見られることを見出したが、ヘ
ミセルロースの効果については、未解明であ
った。

２．研究の目的
本研究課題では、人工細胞壁の基本骨格と

なるハニカムパターン化セルロース材料に
ヘミセルロースを吸着させて、物性の変化を
明らかにすると共に、このへミセルロース吸
着ハニカムフィルムを細胞培養基質、または
細胞機能探索用培養基質（細胞アレイ）とし
ての有用性を明らかにすることを目的とし
た。

３．研究の方法
(1) ハニカムパターン化セルロースフィル
ムの調製

我々が開発した調製法に従い（Fig. 1）、
孔径 5～20 m のセルロース II 型ハニカムパ
ターン化フィルムを調製した。また、孔径 13
および 20 m のセルロース I 型フィルムも調
製した。なお、本研究で用いた第一鋳型は、
自己組織化で作製したフィルムをマスキン
グ材として、シリコン基板上にこのフィルム
を置き、イオンエッチングして鋭角状の孔を
もつシリコンである。
(2) ハニカムフィルムへのヘミセルロース
の吸着と機器分析

セルロース II 型ハニカムパターン化セル
ロースフィルムを、カンバとブナのキシラン、
およびカラマツから抽出したアラビノガラ
クタン水溶液に浸漬した。その後、風乾また
は、マイクロ波照射を行った。

セルロース I型ハニカムパターン化フィル
ムでは、アラビノガラクタンを吸着させ、高
崎量子応用研究所の協力で電子線照射を行
った。
両フィルムとも、ヘミセルロース固定化量

を測定した後、次の実験を行った。セルロー
ス II 型フィルムでは、3-D 光学顕微鏡で観察
しながら引張強度を測定した。
また、アラビノガラクタンが吸着したフィ

ルムに、5～7週齢の SD ラットの肝実質細胞
を播種し、37℃、5％CO2で培養した。培養後
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Fig. 1. Fabrication of honeycomb-patterned
cellulose (C) as a framework of artificial cell
wall. A, 1st mold (honeycomb-patterned
polycaprolactone); B, honeycomb-patterned agar
medium.
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3 日目と 7日目に培地を交換し、その直後の
精細胞の割合を Cell Counting Kit-8（同仁
化学）を用いて測定した。測定後さらに、測
定プレートを洗浄して、ホルマリン固定、オ
スミウム酸化固定を行い低真空 SEM（日本電
子 JSM-5310LV）で細胞の形態を観察した。

４．研究成果
(1) セルロース II 型ハニカムフィルムの力
学特性に及ぼすヘミセルロースの効果
① ヘミセルロースの吸着量とマイクロ波照
射の効果

ブナのキシラン水溶液にハニカムフィル
ムを 16 時間浸漬し、未吸着のキシランを水
洗で除去すると、フィルムの 14％に相当する
量の吸着が観測された。水洗前に、マイクロ
波処理を行うと吸着量が 43％に増加した。同
様に、カンバキシランでも 18％から 32％に
増加し、マイクロ波がキシラン吸着を強固に
することが示された。

しかし、アラビノガラクタンでは、未処理
でも 27％吸着するが、マイクロ波の有意な効
果は観測されなかった。後述するように、水
洗時間を長くすると、アラビノガラクタンが
フィルムから遊離してきて、アラビノガラク
タンとセルロースの吸着は非常に弱いこと
が明らかとなった。

② 引張強度に及ぼすへミセルロースの効果
セルロース II 型のハニカムフィルは孔径

が大きくなるに従い、引張強度および弾性率
が低下した。これは、フィルム中のセルロー
ス量が低下したことに起因する。このフィル
ムに、キシラン、アラビノガラクタン、どち
らのヘミセルロースを吸着させても、これら

の力学物性は向上した。アラビノガラクタン
では、マイクロ波処理で力学特性が低下した
(Fig. 2)。これは、前述と同様に、マイクロ
波がアラビノガラクタン吸着の促進より、フ
ィルムの構造破壊に働いたことを示す。一方、
キシランでは、マイクロ波照射で弾性率が向
上した。FT-IR 解析より、セルロースとキシ
ラン間の水素結合形成がマイクロ波照射に
よって起きていることが示され、この結果、
より堅いフィルムに変換されたことが明ら
かとなった。
③ 木材細胞壁の変形理論の評価

引張試験中のフィルムの変形を 3-D顕微鏡
で観察した結果、Poisson’ratio がほぼ 1と
なり、木材小口面の変形と一致した。このこ
とより、ハニカムフィルムの引張試験から細
胞壁の変形モデルを検証できると考え、これ
まで提案されてきた stretching model、
bending model および bending-stretching
model theory に本実験結果を適用して、それ
らの妥当性を判断した。

本実験結果が最も高い決定係数（R2）を与
えたのは、bending-stretching model theory
であり、セルロースの弾性率を 112.3 GPa と
仮定したとき R2=0.89 となった。松尾らが X
線回折（Macromolecules 1990）で求めた弾
性率と非常に近い値であり、ハニカムパター
ン化セルロースフィルムが、木材中のセルロ
ースの構造解析の好適なモデルとなること
を示唆した。

さらに、キシランが吸着したハニカムフィ
ルムは R2=0.989 を示し、この時、セルロース
の弾性率は 97.1 GPa となった。この値はセ
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adsorbed honeycomb-patterned film of
cellulose II. MW stands for microwave
treatment.
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Figure.2. Tensile strength (A) and modulus of
elasticity (MOE, B) of arabinogalactan (AG)-
adsorbed honeycomb-patterned film of
cellulose II. MW stands for microwave
treatment.
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Figure.3. Tensile strength (A) and modulus of
elasticity (MOE, B) of birch xylan (XBR) -
adsorbed honeycomb-patterned film of
cellulose II. MW stands for microwave
treatment.
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ルロース II 型の理論弾性値（160 GPa）の 61%
に相当し、非晶領域の推定も可能なった。
以上より、ヘミセルロース吸着フィルムは、

木材の荷重変形を解析するのに相応しいモ
デルとして利用できることが明示された。

(2) アラビノガラクタン吸着ハニカムパタ
ーン化セルロースへの肝実質細胞の接着
孔径制御が容易なセルロース II 型ハニカ

ムパターン化フィルムを用いて、孔径及びア
ラビノガラクタン吸着によるマウス肝実質
細胞の接着性を、まず、SEM を用いて観察し
た。この結果、ハニカムの径が小さいほど肝
実質細胞は、多数吸着しスフェロイドを形成
していた。また、アラビノガラクタンを吸着
させることで、吸着量が増加することが、定
性的ではあるが観測され、大孔径フィルムで
は細胞が孔に嵌り込む減少が観察された。こ
の結果は、小孔のフィルムは、細胞培養基質
として有用であり、また、大孔フィルムは、
細胞アレイとしての利用可能性を示唆した。

しかし、この SEM 観察では、吸着した細胞
の生死が不明であり、培養基質あるいは細胞
アレイとしての有用性を評価するには、実際
の生細胞を測定する必要があった。そこで、
生細胞数の測定を可能にする Cell Counting
Kit-8 を用いて、培養 3 日後と 7日後の精細胞
の数とその形態を観測した。

Fig. 4 に、コントロールに対する生細胞数
を示す。コントロールには、肝実質細胞の接
着に一般的に使用されるコラーゲンコーテ
ィングシャーレを用いた。また、図横軸の数
字はセルロース II型フィルムのハニカム径、
AG はアラビノガラクタン吸着フィルムを表
す。孔径 5 m も 20 m とも、AG が吸着する
ことにより、生細胞数は、予想に反して減少
した。以前の我々の研究から、AG とセルロー
スとは親和性が低いことが示されており、し
たがって、予想外の結果は AG がハニカムフ
ィルムより溶出して、吸着阻害を生じさせた
ことに起因すると推測された。そこで、より
強固な結合を図るために、電子線照射を行っ

た。これは、照射により、AG とセルロースに
ラジカルを生じさせ、両者のラジカルカップ
リングにより架橋をしようとする試みであ
る。電子線照射におり、若干吸着生細胞数は
上昇したが、依然として AG 無しの方が細胞
数は多かった。

Fig. 5 に孔径 5 m、Fig.6 に 20 m のセル
ロース II 型ハニカムフィルムに吸着した肝
細胞の形態を示す。図 3の方が多数の球形細
胞が接着しているのが分り、一部の細胞はス
フェロイド状の集合体を形成した。7 日の培
養では、集合体が更に集まり、立体的に大き
な集合体へと変化した。スフェロイドの形状
は、肝機能発現に重要と言われているので、
人工肝細胞への創製に期待が持たれる。一方、
20 m では、個々のハニカムの孔に細胞が埋
まっており、DNA チップのような細胞チップ
への応用が期待される。
Fig. 7 に、セルロース I型ハニカムフィル

へ接着した肝細胞の形態を示す。同じハニカ
ム径を用いても、Fig. 5 のような接着形態は
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Fig. ４. Ratio of the number of living liver cell on
artificial wood cell wall to that on collagen dish as
a control.
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Fig. 5. Cultured liver cell on honeycomb-patterned
film of cellulose –II with the diameter of 5 mm.
(a) and (b), 3-days culture; (c) and (d), 7-days
culture.
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Fig. 6. Cultured liver cell on honeycomb-
patterned film of cellulose –II with the pore
diameter of 20 m.(a) and (b), 3-days culture;
(c) and (d), 7-days culture.
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見られず、一般に用いられるコラーゲンコー
トシャーレ上での培養と同様に、細胞が平板
上に広がった形態となった。化学構造が同じ
セルロースでも、結晶構造の違いが、細胞の
接着様式に影響を与えることが、本研究で明
らかとなった。

以上、本研究の成果を纏めると、
①ヘミセルロース吸着ハニカムパターン化
セルロースは、木材の荷重変形を解析・理論
化するための好適なモデル材料である。
②アラビノガラクタンが吸着した小径ハニ
カムフィルムは、肝実質細胞培養基質として
有望視される。一方、大径フィルムは細胞ア
レイとしての可能性が示唆されたが、実用化
には、固定化する細胞数の増加を図る必要性
が今後の課題として示された。
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