
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２２７０１

若手研究(B)

2013～2012

ボトムアップ的手法による細胞集積型バイオマイクロデバイスの構築

Fabrication of cell-based bio-microdevice by bottom-up approach

９０３４２９５６研究者番号：

小島　伸彦（Kojima, Nobuhiko）

横浜市立大学・総合科学部・准教授

研究期間：

２４７１０１４２

平成 年 月 日現在２６   ５   ９

円     3,600,000 、（間接経費） 円     1,080,000

研究成果の概要（和文）：　本研究では、細胞を基本構成材料とした３次元的な「バイオマイクロデバイス」構築のた
めに、組織構造の制御方法確立やそのメカニズム解明を目標とした。
　組織構造の制御方法について、肝細胞とハイドロゲルビーズを用いて、微小流路構造をもつ細胞凝集体を構築できた
。次に膵α、膵β細胞からなる疑似膵島を作製し、そのαとβの比率によってグルコース応答性のインスリン分泌活性
が変化することを明らかとした。また、膵α細胞と膵β細胞による自己組織化的なマントルーコア構造形成に糖鎖が関
与することも分かった。
　本研究を通して、「細胞配列制御による膵島の高機能化」という、社会的に重要なテーマへと展開できた意義は大き
い。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish the methods for fabrication of three-dimensio
nal "bio-microdevice" that is mainly comprised of single cells. In addition, we tried to reveal the mechan
isms of self-organization occurring in the process of the fabrication of bio-microdevices.
We found that aggregation and cultivation of hepatic cells and hydrogel beads resulted in the formation of
 network-like microvessels in the hepatic spheroids.We also established a method for fabrication of the ps
eudo-islet using pancreatic alpha and beta cells. The pseudo-islet acquired not only higher insulin produc
tion rate in a specific alpha/beta ratio but also the real islet-like structure. Moreover, it was revealed
 that sugar chains were involved in the cell-rearrangement.
These results indicate that development of the processes and understanding of the mechanisms to fabricate 
"bio-microdevice" lead to innovative product like the pseudo-islet.
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１．研究開始当初の背景 
	 細胞は隣接する同種あるいは異種の細胞
と相互作用しながら、いわゆる「社会」を形
成している。この細胞社会には「秩序」を保
つためのルールが存在し、細胞の空間的位置
決めは、このルールに従って決定されている。
すなわち、細胞と細胞とが接触すると、一定
のルールに基づいて細胞の挙動が決定され
る。多細胞生物は、この局所的な振る舞いを
積み重ねることで、高度な秩序を生み出して
いる。 
	 細胞をその基本構成材料とするマイクロ
デバイス（バイオマイクロデバイス）の構築
は、近い将来必ず実現すると考えられる。な
ぜなら、細胞培養技術の発展により、iPS 細
胞などの幹細胞を含めた様々な細胞の培養
が可能となっており、これを高次構造化させ
ることができれば、様々な生物的現象を再現
できるからである。例えば疾患状態を作りだ
すことができれば、治療方法や治療薬の探索
を行うことができる。 
	 生体の機能を再現するためには、その構造
を模倣する必要がある。しかし、例えば血管
構造を再現したいとき、血管内皮細胞を意図
するパターンに配列させても、培養を行うと
その並びは変化してしまう。これは、先ほど
述べたような細胞社会のルールを考慮に入
れていないためである。細胞を使って組織や
臓器の機能の一部を備えたバイオマイクロ
デバイスを作り上げるためには、細胞の自律
的な移動、すなわち動的な自己組織化を理解
し利用する必要がある。 
	 Foty らは 2 種類の細胞を均一な状態で混
ぜ合わせて球状の組織を作ると、始めはラン
ダムに存在していた 2種類の細胞が徐々に移
動を始め、最終的には中心部に集まる細胞と、
その外側を覆う細胞とに分かれると報告し
た [Foty et al., Development, 122, 
1611-1620 (1996)]。これは細胞が物理的・化
学的に周囲の環境を認識して行動する自己
組織化現象の一例を示している。しかしなが
ら、上記の手法では細胞接着を細胞自身の接
着能力にゆだねているため、極端に凝集しに
くい細胞を使用することができないという
制限があった。 
研究代表者はこのような問題を解決するた
め、細胞の表面に「接着剤」に相当する生体
分子の導入処理を施し、細胞の凝集能力に関
係なく数分で凝集させる技術を開発した
[Kojima et al., Biomaterials, 32, 6059-6067 
(2011)]。この技術は細胞毒性がほとんどみら
れ ず [Kojima et al., Biomaterials, 27, 
4904-4910 (2006)]、細胞同士を瞬時に連結で
きるものである [Kojima et al., J. Robot. 
Mechatron., 22, 619-622 (2010)]。また、そ
の接着効果は一時的であり、「細胞を仮止め
できる瞬間接着剤」といえる。一旦形成され
た凝集体はそれ以降はバラバラになること
はなく、接着剤による仮止め効果がなくなっ
ても、自身で作り上げた接着装置群を利用し

て形態を維持できた。上皮細胞株（Hep G2）
と血管内皮細胞株（MS1）を用いてヘテロな
凝集体を形成すると、およそ 5時間後から凝
集体内で細胞が移動を開始し、24時間後まで
にネットワーク状の構造を獲得した。さらに
培養を 7日間続けると、血管様の特徴ある構
造 に 成 長 し た  [ 前 出 Kojima et al., 
Biomaterials, (2011)]。 
	 このような動的な自己組織化を制御する
ことができれば、バイオマイクロデバイスを
作りだすための有効な技術となると考え、研
究の実施に必要な研究費の申請に至った。 
２．研究の目的 
	 細胞を構成材料としたマイクロデバイス
を設計・作製するためには、シリコーンやガ
ラスを用いた場合のようなトップダウン的
手法ではなく、細胞間相互作用によるボトム
アップ的な手法が必須となる。本研究では、
細胞の動的な自己組織化現象を利用して、生
物学的な階層構造をもつ「バイオマイクロデ
バイス」を構築・制御する手法を開発するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は２年間で実施し、以下の２つの計画
に取り組むこととした。	 
	 
計画１：メチルセルロース培地の利用による
細胞組織の自己組織化とその制御	 
	 本計画では、新たに開発したメチルセルロ
ースを用いた迅速細胞凝集法を用いた。この
方法の特徴は、細胞の表面修飾や、磁性体の
取り込みなどの細胞に対する処理を一切必
要としないことである。また、直径が 100	 nm
〜100	 µmと非常に幅広いサイズの粒子を凝集
させることができる。細胞凝集にアルギン酸
ゲルビーズを用いれば、マルチコア−シェル
のコアの部分に位置するゲルを溶かして中
空化し、組織化に影響を与えることが可能で
あると想定された。また、従来の Hep	 G2 細
胞と MS1 細胞との組み合わせだけでなく、膵
αおよびβ細胞由来の細胞株による自己組
織化的な細胞再配列について特に検討を行
うことを計画した。	 
	 
計画 2：自己組織化に関与するメカニズムを
分子レベルで検証	 
	 自己組織化を制御するためには、そのメカ
ニズムを解明する必要がある。我々は、共焦
点顕微鏡観察などで手間のかかる三次元培
養システムを改良し、自己組織化における細
胞移動を簡便に観察できる自己組織化簡易
評価システムを開発した。このシステムは 96
ウェルプレートフォーマットと電動ステー
ジ蛍光顕微鏡とを組み合わせたもので、多数
のサンプルを効率良く観察できる。	 
	 すでにいくつかの培養条件や阻害剤を検
討し、現時点で自己組織化に関与している要
素は、「血清」、「PI3K シグナル経路」、「アク
チン重合」、「チューブリン重合」となる。こ



れらに関与する分子群の探索を検討する。さ
らには、細胞表面のたんぱく質間における認
識に重要な役割を果たすと考えられる「糖
鎖」についても、自己組織化現象への関与を
調べることを計画した。	 
	 
４．研究成果	 
計画 1「マルチコア−シェル構造の利用による
自己組織化の制御」について	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図１ アルギン酸ゲルビーズ（緑）と Hep G2 細胞
（赤）からなるハイブリッド凝集体。メチルセルロ
ース培地に吐出して 10 分後の様子。 
	 
	 インクジェットノズルシステムを購入し
て細胞と同程度のアルギン酸ハイドロゲル
ビーズを作製した。このゲルビーズと Hep	 G2
細胞とを 1 対１の比率で混合し、メチルセル
ロース培地に吐出するという方法で、ハイド
ロゲルビーズと細胞とからなるハイブリッ
ドな凝集体を作製した（図１）。その結果、
凝集体内部にネットワーク上の「流路」を形
成することに成功した（図２）。ゲルビーズ
は分画分子量が大きいため、ゲルビーズが存
在したままでも凝集体内部への物質交換が
改善されるが、酵素によりゲルビーズを除去
することで、直径 1	 µm の蛍光ビーズが凝集
体の深部にまで到達できることも明らかと
なった。また、物質交換の改善については、
遺伝子発現や代謝機能の改善により確認す
ることが可能であった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図２ 内部に微小流路構造を備えた凝集体。図
１のようにハイブリッド凝集体を作成した後、培
養して細胞同士を自己組織化させた。この図で
はビーズは無色で見えないが、微小流路部分
に詰まっている。 
	 
	 異なる細胞からなるヘテロ凝集体におけ
る自己組織化現象について、種々の異種細胞
の組み合わせを試した結果、膵α細胞株(α
-TC1.6)と膵β細胞株（MIN6m9）を用いたと
きに、マウスの膵島の構造、すなわちβ細胞

をコアとしてα細胞が単層のシェル構造を
自発的に形成することを見出した（図３）。
グルコース応答性のインスリン分泌能を測
定したところ、	 β細胞に対して特定の比率
のα細胞が存在するときに、インスリン分泌
能が高まることが判明した。このようないわ
ゆる疑似膵島について、凝集体サイズの検討
や上記のハイドロゲルビーズの埋め込みに
よる構造の制御によって、2000 個のβ細胞の
みからなる一般的な疑似膵島を基準とした
ときに対して、40 倍を超えるインスリン分泌
機能を備えた高機能化疑似膵島を作製する
ことができた。	 
	 

図３ 膵α細胞と膵β細胞の３次元環境化にお
ける自己組織化現象。自発的にα細胞がβ細
胞の外側に移動する。 
	 
計画 2「自己組織化に関与するメカニズムを
分子レベルで検証」について	 
	 まず、Rho や Rac の野生型、構成的活性型
あるいは優性阻害型の遺伝子の準備と、細胞
への導入条件等を検討し、これらの変異型分
子の影響を調べたが、明確な実験結果を得る
ことができなかった。続いて細胞表面の糖鎖
に結合するレクチンによるスクリーニング
を開始したところ、一部のレクチンが自己組
織化に影響を与えることが判明した。現時点
で、自己組織化的な細胞配列パターン形成は、
細胞の運動能（アクチンや微小管の重合）が
特に大きく寄与しており、E-カドヘリンや
Rho-ROCK などは関与が認められていない。す
なわち、細胞間接着が形成される前に、細胞
間認識とそれにともなう細胞移動が存在す
ると考えられる。このような概念は細胞を工
学的に取り扱うバイオマイクロデバイスの
分野で非常に重要であるとともに、発生生物
学における細胞の移動においても重要な知
見である。	 
まとめ	 
	 以上の結果をまとめると、本研究において
は、ハイドロゲルビーズの混ぜ込みや、膵α、
β細胞によるパターン形成など、細胞凝集体
の内部構造や細胞配列パターンを制御でき
ることを示すことができた。加えて、細胞間
認識に細胞表面の糖鎖が関与している強い
証拠を得ることもできた。このような成果は、
本研究の課題名にもあるような「細胞集積型
のバイオマイクロデバイス」をボトムアップ
的に構築することに関するモデルや原理を
示すものとなった。特に、疑似的な膵島につ
いては、将来的に iPS 細胞などからインスリ
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ン分泌細胞を誘導できた際、より少ない細胞
でより高いインスリン分泌能を有する膵島、
すなわち「ハイパー膵島」をつくることがで
きれば、コスト削減など、糖尿病治療に貢献
できる。このようにバイオマイクロデバイス
開発の具体的な目標を設定できたことも、評
価できると考えている。	 
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