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研究成果の概要（和文）：細胞の培養環境を細胞スケールで制御することの重要性をマイクロ流体デバイスを用
いて検証した．酸素濃度制御型デバイスにより，従来法では制御が困難な異なる酸素環境の細胞の共培養を実現
することができた．また，細胞培養過程の非侵襲観測の方法として，非線形光学顕微鏡の有用性を示した．コラ
ーゲンゲルを培養基質とする場合は，第2高調波発生光を用いた基質構造の可視化および変形解析が力学的環境
要因の検討に有効である．

研究成果の概要（英文）：The importance of controlling microscopic culture environment in cellular 
scale, was verified using microfluidic devices.  By using an oxygen concentration controlled device,
 it was possible to realize the co-culture of the cells in different oxygen environment, which is 
difficult to control by the conventional methods.  Moreover, the usefulness of nonlinear optical 
microscopy was shown as a method of non-invasion observation of the cell culture process.  
Visualization and deformation analysis of the substrate structure using second harmonic generation 
light are effective for the examination of the mechanical environmental factor, when the collagen 
gel is made to be culture substrate.

研究分野： 生体医工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来は十分に検討されていない細胞スケールの微小領域における培養環境に着目しているのが本研究の特徴であ
る．現状のマクロな制御によって実現した培養環境は，細胞スケールでみるとおそらく不均一であり，これが組
織の品質に影響を及ぼしている可能性が高い．微小領域の環境制御が実現できれば，より均質な細胞を高効率で
取得することが期待できる．また，微小流体デバイスを応用した小型培養器で集密化が実現すれば，培養工程の
自動化への対応も容易になる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
再生医療の実用化をすすめるためには培養組織の製造技術の開発が不可欠である．臨床段階

にある単純な構造の組織から，より複雑な構造の高機能な組織の移植へと展開するうえでは，培
養組織の品質管理の重要性は今後ますます高まると考えられる．現状の製造工程・品質管理に関
して，細胞の分化・増殖の観測および制御技術は十分とはいえない．特に，培養過程の非侵襲的
な経時観測と分化・増殖に影響する細胞スケールの微視的環境制御の必要性は高い．微視的な環
境としては増殖因子などの生化学的要因のみではなく，細胞外基質の硬さなどの力学的要因を
考慮する必要がある． 
 
２．研究の目的 
培養組織の作製工程の効率化および品質向上を実現するために，マイクロ流体デバイスを用

いた細胞スケールの微小領域における培養環境の制御技術と，非線形光学顕微鏡を用いた非侵
襲的な細胞機能評価法を確立する．細胞スケールの微小培養領域の環境因子として酸素濃度と
細胞外基質の力学特性に着目する． 

 
３．研究の方法 
(1) マイクロ流体デバイスの作製 
マイクロ流体デバイス(図１)はシリコーン（PDMS）

を材料としてソフトリソグラフィー法で作製した，デ
バイス中央の培養チャンバ（幅：1300 μm，高さ: 200 
μm）に培養液を供給する流路（幅：500 μm）と酸素濃
度を調整したガスを流すための流路（幅：500 μm）を
配置し，PDMS壁内の拡散により培養チャンバの酸素濃
度の制御を可能にした．異なる酸素濃度ガスを流した
場合には培養チャンバ内に1方向の酸素濃度勾配を実
現できる．培養液チャネルに異なる組成の培養液を流
して生化学的な環境要因を制御することも可能であ
り，異種細胞の共培養にも応用できる． 
 

(2) コラーゲン基質の可視化と変位解析 
3 次元培養基質として用いられるコラーゲンゲルを第 2 高調波発生光（SHG光）を用いて非侵

襲的に可視化した．超短パルスレーザを光源とする非線形光学顕微鏡を構築し，コラーゲン基質
からの SHG光と蛍光標識した細胞から 2光子励起蛍光を同時取得して画像化した． 
ゲルの変形解析では， SHG 画像をもとにしたデジタル画像相関法でゲルを構成するコラーゲ

ン線維の変位解析をした．コラーゲンの SHG光発生効率は特異的に高いので，染色やマーカー添
加なしで変位解析に必要な画像を取得することができる．染色剤やマーカーは細胞接着の阻害
要因となりえるので，SHG 画像を用いる利点がある．SHG 光を用いてコラーゲンゲルを顕微観測
するとコラーゲン線維の構造を可視化できるので．マーカー不要の変位解析が可能となる． 
 
４．研究成果 
(1) 酸素濃度分布の検証 
マイクロ流体デバイスによる酸素濃度の制御の有効性を確認するために，りん光の酸素依存

消光性を利用した光学的計測により酸素濃度を実測し，細胞の低酸素応答を検証した．デバイス
底面にりん光体微粒子を付着させ，既知酸素濃度のガスで平衡した状態でりん光画像を取得後，
りん光強度と酸素濃度の校正をした． 
2 本のガス流路に異なる酸素濃度のガス（0%, 5%）を流

した場合は，培養チャンバ内でほぼ線形な勾配の酸素濃度
分布となり，培養チャンバ内の細胞のなかで低酸素となる
一部の細胞のみで低酸素誘導因子（HIF-1α）が発現するこ
とを免疫染色で確認した（図２）．従来の低酸素培養実験
では均一な酸素濃度場における細胞応答の解析しかでき
ないのに対し，本デバイスを用いた場合では異なる酸素環
境の細胞を共培養できるので，より生体内の環境に近い空
間分布をもつ酸素濃度場に対する細胞応答の解析への応
用が期待される． 
フィブリンゲル内に高密度播種した線維芽細胞をデバ

イス内で培養して酸素濃度を計測した結果，細胞が死んで
いる場合は数値計算結果と一致したが，細胞が生きている
場合は低酸素の領域が増加した．この結果は培養中の細胞
の酸素消費が無視できないことを示しており，数値計算モ
デルを細胞の酸素消費を考慮して構築する必要がある．従
来の酸素濃度計測法では培養組織内の酸素濃度分布を細
胞スケールで実測することは困難だったため，本研究で確

図 1 マイクロ流体デバイス 

図 2 酸素濃度分布と低酸素誘

導因子の発現の関係 



立した酸素濃度計測法で実際の酸素分布を把握できる意義は大きい． 
 

(2) 培養組織モデルの構築 
観測対象とする培養モデルとして，血管新生および関節軟骨に着目して培養系を構築した． 
血管新生モデルでは，低酸素による新生血管の発芽をマイクロ流体デバイス内で再現するた

めに，血管内皮細胞と線維芽細胞の共培養をおこなった．デバイス中央のチャネルをフィブリン
ゲルを充填して血管外組織とみたて，ゲルの側面に隣接した２つのチャネル壁にそれぞれ異な
る細胞を播種して初期状態とした．血管内皮細胞を播種したチャネルでは播種後 2 日目には強
固な細胞間接着が完成した血管壁様構造が確認できた．細胞播種チャネルのさらに外側には規
定酸素濃度の混合ガスを灌流するためのガスチャネルが設置してあり，2つの細胞播種チャネル
を異なる酸素濃度に制御できる．今回は低酸素暴露する線維芽細胞側のガスチャネルの酸素濃
度を 0%に，通常酸素の血流に暴露される内皮細胞側のガスチャネル酸素濃度を 10%に設定する
ことで，異なる酸素環境おかれた細胞の共培養を実現した．それぞれの細胞の酸素環境を確認す
るために，酸素不足状態で発現する低酸素誘導因子 HIF-αの免疫染色を行ったところ，線維芽
細胞内でのみ HIF-αの発現がみられ，所期の酸素環境における培養状態が実現できていた． 
関節軟骨培養モデルでは，再生医療で臨床応用されている自家軟骨培養組織の製造工程に従

って，ウサギ膝関節由来軟骨細胞をコラーゲンゲルに包埋した培養軟骨をマイクロ流体デバイ
スのチャネル内で作製した．通常播種密度で 3週間培養すると，軟骨小腔様の細胞集団が形成さ
れ，軟骨基質である 2 型コラーゲンの産生が確認できた．これらの結果はデバイス内でも従来の
培養系と同様に正常な軟骨細胞が維持できているができていることを示している．従来の培養
系ではゲル内部の細胞を培養状態で観測することはできないが，デバイスを用いることで時系
列観測が容易となるので，培養条件の最適化への貢献が期待できる． 
 
(3) 傾斜構造細胞外基質の作製 
細胞外基質の硬さは方向性のある細胞遊走

に影響を及ぼすことが知られている．培養系の
細胞外基質の硬さを変化させる従来法では，構
成物質の密度や添加する架橋剤の濃度勾配に
よって硬さが徐々に変化する傾斜構造を実現
している．しかし，これらの基質の微視的な組
成が異なっているため，細胞が感受している硬
さの実態がどのようなものは不明である．そこ
で，pH勾配があるマイクロ流体デバイスの流路
内でコラーゲンをゲル化することで新たな傾
斜構造基質を作製した．SHG 光を用いて作製し
たコラーゲン基質の構造を観測した結果（図
3），太く疎な線維から細く密な線維に段階的に
変化する傾斜構造が確認できた．この傾斜構造
基質内に腫瘍細胞を播種して遊走を観測した
ところ，細く密な線維構造側への移動が顕著に
みられた（図 4）． 
 
(4) 傾斜構造細胞外基質の作製 
細胞が接着するときには基質を引っ張るため

に変形が乗じる．この引張力は細胞機能の評価
指標となるので，基質の変形をもとに細胞の引
張力を定量化する牽引力顕微鏡の開発されてき
た．従来の方法では変形解析のマーカーとなる
蛍光ビーズを分散させた合成高分子製の基質を
用いているが，生体内環境の再現という点では
十分ではない．そこで本研究では生体内に近い
環境を再現できるコラーゲンゲルを用いた基質
の変形解析方法の検討をした．線維芽細胞をコ
ラーゲンゲルの表面に播種して接着する過程の
2 時刻で SHG 画像を取得し，デジタル画像相関
法で基質の変形を定量化した結果は基質の局所
構造を反映したものと考えられる不均一な分布
となっていた(図 5)．SHG光強度はコラーゲン線
維の密度・配向に依存しているためにゲルの材
料特性の指標となる．局所的な密度と配向度が
高い線維ほど SHG 光強度が高くなることから，
ゲルの硬さと SHG 光強度には正の相関があると
推察される．これは，SHG画像をもとにした材料

図 3 傾斜構造ゲルの SHG 画像 

図 4 細胞遊走の軌跡 

図 5 コラーゲン基質の変形解

変形前 SHG 画像 変形後 SHG 画像 

変位ベクトル 



特性の評価の可能性を示しており，細胞スケールでは不均一なコラーゲンゲルの変形を解析す
る上で有用である．基質の硬さに依存する走性をもつ細胞をコラーゲンゲル上に播種して遊走
の経時観察を行った結果，SHG強度分布と細胞の移動方向には，基質硬さと移動方向と同様の関
連があり，SHG 光強度による材料特性評価に妥当性が示された．SHG 画像をもとにした変位・材
料特性解析を用いることで，組織形成・再生過程における細胞動態に関する有用な知見が得られ
ると期待される． 
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