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研究成果の概要（和文）：ナノセルロース・ナノキチンそのものの生来の特性（生理活性，チクソトロピー，酸
素バリア性など）を活用し，細胞培養パターニング足場材料（課題A）と紙ベースのマイクロ流体分析デバイス
（μPAD）（課題B）の創製に成功した。研究を進める上で，インクジェットや配向制御などの新たな加工法の適
用を進めた。3D印刷への応用を念頭に，キチン系ナノファイバーベースの伸縮性と温度応答性を有する細胞接
着・増殖性の高いハイドロゲルも得られた。基礎的な観点から，ナノファイバーの化学組成の分布の評価法を確
立し，それが及ぼす結晶性や細胞接着性への影響を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have developed cell culture patterning scaffold materials (subject A) and
 paper-based microfluidic analysis device (μPAD) (subject B) by utilizing the innate properties of 
nanocellulose/nanochitin itself, such as biological activity, thixotropy, and oxygen barrier 
property. We meanwhile proceeded with the application of new processing methods including inkjet 
printing and orientation control. For application to 3D printing, we also designed and synthesized a
 chitin-based nanofiber-based hydrogel with high elasticity, temperature responsiveness, and high 
cell adhesion and proliferation. From a basic point of view, we established a method for evaluating 
the distribution of the chemical composition of nanofibers and clarified the effect of it on 
crystallinity and cell adhesion.

研究分野：セルロース

キーワード： セルロース　キチン　キトサン　ナノファイバー　センシング　細胞培養　マイクロ流体ペーパー分析
デバイス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
課題Aでは，ナノキチン・ナノキトサン系足場材の細胞接着性への影響因子（脱アセチル化度（DD），凹凸，粘
弾性）を相互比較できる評価系を構築できた。ナノファイバーの表面から内部のDDの分布を評価できるようにな
り，結晶性との関係を明らかにできたのは，学術的に意味がある。課題Bでは，TEMPO酸化セルロースナノファイ
バー（TOCN）の特性をμPADの作り込みに合理的に活用した。TOCNをモジュールとしたμPADは焼却できるので後
処理が衛生的で，在宅医療，疾病スクリーニング，環境分析，衛生管理ツールに応用可能である。以上のよう
に，本研究ではナノセルロース・ナノキチンの新たな捉え方を提案することができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 ナノファイバー（NF）・ナノクリスタル（NC）といったナノセルロース・ナノキチンの製造と
利用法の研究が進展する中で，応用分野の更なる深化・拡張が強く求められている。代表者は，
先行する科研費（若手 A; H26–29）で「バイオ NC の寸法が，一般的なインクジェットプリンタ
用インク色材の顔料サイズと同等である」ことに着目して，未開拓であった NC のインクジェッ
ト印刷に着手し，微細成型技術を確立していた。応用分野に関しては，代表者が当時所属してい
た学科（岐阜大応用生物科学部応用生命科学）の多数を占める生命科学者との意見交換により，
バイオメディカル用途に関する以下の課題 A および B のアイデアを得る状態にあった。 
課題 A. 先行する科研費若手 A では，キチン NC（ChNC）の脱アセチル化物（dChNC）をセロ
ファン（細胞接着性無し）上にインクジェット印刷すれば，得られる dChNC マイクロパターン
形状に応じてマウス繊維芽細胞の接着形態を誘導できることを見出した。細胞パターニング基
板の研究は 90 年代から行われている[Science 264, 696 (1994)]。その目的は「細胞成長形態の誘
導」や「細胞とシグナル分子の反応の追跡を容易にして，医薬のスクリーニングに活用すること」
等である。プロセッシング法として一般には有害物質が必要なリソグラフィが使われる。これを
dChNC 分散液のインクジェット印刷に置き換えると，非接触で自由度が高く安全なナノ素材の
直接成形が可能になる。申請時には，「接着した細胞を多糖分解酵素で基質特異的に剥がせれば，
細胞剥離に通常使われるトリプシン（タンパク質分解酵素）処理が不要で，マイクロバターン化
細胞シートを回収できる」という研究立案当初は無かった着想を得ていた。 
 一方，既往の研究と同様に，代表者らも「細胞接着にはキチンの脱アセチル化度（DD）と微多
孔構造が効く」ことを把握していた。そのため，DD のキャラクタリゼーションを精密に行い，
キチン系マイクロパターンのバリエーションを増やせば，種々の細胞に適用性を拡張できると
考えた。 
課題 B. Harvard 大 Whitesides らによる紙と樹脂だけを使った医療デバイス (µPAD) [Angew. 
Chem. Int. Ed. 46, 1318 (2007)]を嚆矢として，紙のメディカル応用研究が国内外で進展していた。
代表者は，サバティカルで滞在したカナダ McMaster 大学で，プルラン（グルコースが α1-4, α1-
4, α1-6 結合した多糖）を乾燥したピルが，不安定な酵素・核酸を室温で保蔵できることが見出さ
れ[Angew. Chem. 126, 6269 (2014)]，これを µPAD 部材に応用する研究が盛んであった。 
 プルランを使った研究を見るに，セルロースナノファイバー（CNF）でなければできないこと
を着想した。すなわち，プルランは水溶性が高いため，µPAD からすぐに溶け出てしまう。CNF
ならば，紙のパルプ繊維上にナノ流路を形成して定着でき，徐放化できる可能性がある。予備検
討で，TEMPO 酸化 CNF（TOCN）の乾燥ピルに「酵素や非常に酸化されやすい分子」を包埋す
れば，室温で安定的に保蔵できることを見出した。これにはおそらく乾燥 TOCN の酸素バリア
性が効いている。 
 加工の観点からは，TOCN 水分散液のチクソトロピー性が有用である。剪断下では粘度が下が
るこの特性は，ヘアスプレー基材としての実用化にもつながっている。代表者らは，チクソ性に
より TOCN をインクジェット吐出できることを実際に確認した。これは，TOCN をインクベー
スとした µPAD を，汎用インクジェットプリンタで簡便に作製できることを意味する。 
 
２．研究の目的 
 インクジェット技術を基盤プロセスとして，バイオメディカル材料コンセプト A および B を
提案・確立し，セルロース・キチンの NC・NF ならではの応用の途を切り拓く。 
課題 A. 細胞接着性に富むキチン系素材をインクジェット印刷して，マイクロパターニング細
胞培養基板を創製する。キチン・キトサン分解酵素で基板から細胞をダメージ無く剥がせること
を確認する。3D プリンタのインク材への展開を念頭に，ナノキチン系細胞親和性ハイドロゲル
を設計する。細胞接着性に大きく影響するナノキチンの脱アセチル化度の評価法を確立し，ナノ
キトサンへの変化過程を精査する。 
課題 B. 乾燥 TOCN の酸素バリア性を活かし，乾燥膜中で不安定分子や酵素を室温で安定保蔵
する。これをインクベース基材として，µPAD を構築する。ナノセルロースの物質安定保蔵能に
関与する要因を調査する。 
 
３．研究の方法 
課題 A. 
(1) マイクロパターニング細胞培養基板の創製 
①インクジェット印刷（図 1） 
 キチンを塩酸とともに 90 ℃で 6 h 撹拌して加水分解し，ChNC 水分散液を調製した。さらに
50 w/v%の NaOH とともに 150 ℃で 14 h 撹拌して脱アセチル化し，dChNC を調製した。得られ
た dChNC を各種機器分析に供した。dChNC の水分散液をインクジェット卓上実験装置 Labojet-
1000（(株)マイクロジェット製）から吐出し，セロファンフィルム上に微細成形した。セロファ
ン上に形成された dChNC 微細成形体にマウス線維芽細胞 L929 を播種した。48 h 培養した後，
0.25 w/v%ヤタラーゼ溶液に浸漬させて細胞を剥離させた。剥離させた細胞を 96 ウェルプレート



上で 1–5 日間培養し，生細胞数を測定した。 
②ゲル（図 2） 
 市販のキチン NF（ChNF，（株）スギノマシン製 BiNFi-s-キチン）を高濃度アルカリ処理によ
り脱アセチル化物（dChNF）を得た。dChNF にグリシジルトリメチルアンモニウムクロリド
（GTMAC）およびメタクリロイルクロリド（MEC）を反応させ，細胞接着性に起因する正電荷
の保護および架橋剤に必要なビニル基の付与を行った（生成物を dChNF-GTNA-ME と命名）。生
成物は NMR による置換度（DS）の算出，ゼータ電位測定による電荷の確認，および FE-SEM に
よる形状観察を行った。dChNF-GTNA-ME を架橋剤とするハイドロゲルを作製し，引張試験，マ
ウス線維芽細胞 L929 を用いて細胞接着性と細胞剥離能を調査した。 
 
(2) ナノキチンからナノキトサンへの変化過程の精査 
 ChNF およびそれを種々の条件でアルカリ処理して得た dChNF を，種々の比率の尿素-
d4/LiOD/D2O 溶媒と混合した。溶媒組成によって溶解率が異なる状態の 1H NMR スペクトルを得
られるので，それらから溶解度と DD を定量した。各試料の広角 X 線回折（WAXD）プロファ
イルも測定し，L929 の接着と増殖挙動も評価した。 
 
課題 B. 
(3) µPAD の設計 
 0.5 wt%の TOCN（レオクリスタ，第一工業製薬（株）より供与）水分散液に酢酸インドキシ
ル（IDA）もしくはアセチルコリンエステラーゼ（AChE）の溶液を加えてボルテックスミキサー
で混合した。これらをマイクロピペットでテフロンシートあるいは濾紙上に滴下・乾燥させるこ
とで，IDA および AChE/TOCN ピルあるいは紙デバイスを作製した。作製したピルはサンプル
管，紙デバイスはチャック付きポリ袋中，室温で保存した。 
 作製したピルおよび紙デバイスの比活性は，酵素反応によって比色定量した。48 ウェルプレ
ートにピルを入れ，IDA/TOCN ピルには AChE 溶液，AChE/TOCN ピルには IDA 溶液をそれぞ
れ添加し，30 秒間振盪し，1 時間酵素反応を行った。生成したインディゴの吸収ピーク（605 nm）
強度をマイクロプレートリーダーで測定し，ピルの比活性を算出した。紙デバイスには，AChE

 
図 1 NC インクのインクジェット印刷によるマイクロパターニング細胞培養足場材の調製スキーム 

 
図 2 カチオン基とビニル重合性官能基を有する dChNF 修飾物の調製スキーム 
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図 3 TOCN を搭載したマラチオン検出用 µPAD の調製 
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もしくは IDA の溶液を直接添加し，酵素反応を行った。1 h 以上乾燥させた後，デバイスの画像
をスキャナで取り込み，生成したインディゴの青色強度を ImageJ で定量することで，比活性を
算出した。 
 AChE/TOCN 水分散液に，表面張力の調整剤として界面活性剤（Triton X-100）を添加し，イン
クジェット用インクを調製した。これをインクジェット装置に充填し，濾紙上に岐阜大学のロゴ
マークを印刷した。印刷物を乾燥させた後，IDA 溶液を滴下し，インディゴが生成して呈色する
様子を観察した。TOCN を含まないインクも同様にインクジェットで印刷し，酵素反応後の外観
を比較した。 
 半定量 µPAD は濾紙上にワックスプリンタ（Xerox Color Qube8580）で流路を作製して得た（図
3）。濃度の異なる有機リン系殺虫剤として知られるマラチオンの水溶液をアッセイに供した。 
 
４．研究成果 
(1) マイクロパターニング細胞培養基板の創製 
①インクジェット印刷 
 FT-IR 測定から，dChNC は脱アセチル化度が 61.1%であり，キトサンの結晶構造を持つことが
分かった。 
 マウス線維芽細胞 L929 をセロファンフィルム上の dChNC 微細成形体とともに 48 h 培養した。
dChNC 微細成形体は，0.20 wt%の dChNC 水分散液を用いて，1–10 発分の液滴によって形成され
ており，液滴の数によってドット径を制御できた。細胞が接着した dChNC 微細成形体をヤタラ
ーゼ溶液に 10 min 浸漬させたところ，細胞を剥離させることに成功した。剥離させた細胞を 96
ウェルプレートに播種し 1–5 日間培養したところ，生細胞数の増加が確認できた。すなわち，非
タンパク分解によって，細胞を剥離させることに成功した。 
②ゲル 
 NMR より，GTMAC 由来の N+(CH3)3 のピークおよび MEC 由来の CH3 のピークが観られ，
DSGTMAC = 0.087 および DSMEC = 0.093 と算出された。FE-SEM 観察から，反応後も NF 構造が維
持されていることが確認された。これらのことから，細胞接着性を保持したキチン NF 由来の架
橋剤の調製に成功した。架橋剤の dChNF-GTNA-ME とポリ(N-イソプロピルアクリルアミド)
（PNIPAM）で構成されるハイドロゲルは，引張試験より最大応力約 32kPa を記録した。細胞接
着性試験より，細胞を良好に接着させることが明らかとなった。細胞剥離試験より，図 4 のよう
に PNIPAM 由来の体積相転移を用いることで，温度変化による細胞剥離能が確認された。これ
らのことから，細胞接着性と細胞剥離能を両立したキチン系 NF 由来の新規細胞培養足場材料の
創製に成功した。 
(2) ナノキチンからナノキトサンへの変化過程の精査 
 dChNF の断面方向の DD の分布を定量し，脱アセチル化による結晶構造の変化を追跡し，細
胞の接着・増殖に対するこれらの構造因子の影響を調べた。 
 市販の ChNF は，NF の形状を維持したまま，高濃度アルカリ処理によって脱アセチル化され
た。得られた dChNF は，尿素-d4/LiOD/D2O 溶媒の LiOD 濃度に応じて，完全に，あるいは部分
的に溶解した。溶解部の割合と DD を 1H NMR で定量したところ，ChNF の脱アセチル化は表面
から進行したことがわかった。WAXD より，dChNF 全体の DD（overall DD）が 60%まで増加す
るにつれてα-キチン結晶の疎水面の連続性が増大したことが示された。overall DD が 60%を超
えると，結晶形は水和キトサン型に変化し，全体として結晶性が低下した。マウス線維芽細胞
L929 培養試験では，overall DD の増加と共に接着細胞数が増加した。特に，培養初期の細胞接着
には DD 分布から見積もられた表面の親水化が寄与することが示唆された。一方，高度に脱アセ
チル化された dChNF の WAXD から類推される試料の全体的な親水性の増加は，細胞培養を数

 
図 4 細胞接着と細胞剥離が可能なキチン系 NF 複合ヒドロゲルの開発 
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十 h 継続した場合の増殖を促進するようであった。
一連のデータから見積もられた脱アセチル化と細
胞挙動ならびに高次構造の関係を図 5 にまとめた。 
 これらの結果は，NF 表面と内部構造の違いが，
その表面での動物細胞の接着・増殖挙動に影響を
与えることを示すものであり，キチン系 NF のさら
なる生医学的評価が望まれる。 
(3) µPAD の設計 
 未処理の IDA および AChE を空気中・室温で放
置すると，いずれも数時間で失活し，バッファー溶
液中では IDA は約 1 週間，AChE は約 3 日で完全
に活性を失う。一方，TOCN ピル中に包埋した IDA
および AChE の活性は，室温で少なくとも 1 ヶ月
間保持された。すなわち，酸素バリア性の高い
TOCN フィルムを用いることで，不安定分子の酸化
による失活を抑制できたと考えられる。さらに，
TOCN に直接酵素を包埋しても，活性を損失しない
ことが確認できた。 
 次に，IDA および AChE/TOCN 紙デバイスを室
温で保存した時の比活性を調べた。IDA のみの紙
デバイスでは，51 日間の保存で比活性が約 54%ま
で低下したのに対し，IDA/TOCN 紙デバイスは活
性を保持した。AChE のみの紙デバイスでは，28 日
間の保存で比活性が約 15%まで大きく低下したの
に対し，AChE/TOCN 紙デバイスは比活性を 90%程
度保持した。したがって，紙上でも，TOCN により
不安定分子の失活を抑制することができると考え
られる。 
 TOCN ベースの酵素インクを濾紙上にインクジ
ェット印刷し，酵素反応に供した後の印刷物の外
観を図 6 に示す。調製したインクは良好に吐出・微
細成形が可能であった。さらに，TOCN を含まない
インクでは，インディゴが滲み，通水によって酵素が容易に流延したのに対し，TOCN 含有イン
クでは，インディゴはロゴマーク状に生成していた。TOCN の乾燥固形物は，ファイバー間に水
素結合を形成するため，水を添加しても再分散しないという特徴を有している。したがって，通
水時にTOCN層は膨潤し，徐々に反応液が浸透することで酵素反応場となることが考えられる。
このことから，通水しても TOCN ドメインは拡散せず，酵素は主に TOCN ドメイン内に保持さ
れていることが示された。 
 これらの知見を活用して，TOCN を組み込んだマラチオンの半定量 µPAD を作製した。マラチ
オンは AChE の加水分解触媒能を阻害するので，それを反応系に添加すると結果的にインディ
ゴの生成が損なわれる。マラチオン無添加時でも，センシング領域に TOCN を含まない µPAD で
はインディゴによる呈色を観察することはできなかった。一方，TOCN を組み込んだ µPAD で
は，マラチオオン無添加時にはインディゴを検出でき，マラチオン濃度が増加するにつれて青色
強度が減少した。すなわち，この µPAD を用いてマラチオン濃度を評価することができた。 
 センシング領域に TOCN を含まない µPAD では，生成したインディゴをセンシング領域に保
持し難いだけでなく，青色の呈色そのものも弱かった。呈色の乏しさは，酵素反応に必要な時間
が TOCN を含まない µPAD では確保されないことによる可能性が高い：TOCN 非搭載 µPAD で
は水が流路の上端に約 6 min で達したのに対して，TOCN を組み込んだ µPAD ではこれに 15 min
以上要した。したがって，センシング領域に存在する TOCN は，流速を制御し，反応時間を確
保する，すなわちデバイス上で実質的に徐放能を発現しているものと解釈することができる。 
 以上の知見を総括すると，TOCN がもつ次の特性を活用して，それを µPAD のモジュールとし
て合理的に組み込むことができる： 
- 「乾燥状態での酸素バリア性」は「不安定物質の貯蔵能」として作用する。 
- 「高度な膨潤能」により「生化学反応場」が提供される。 
- 「酵素の固定化能」は「センシング領域の固定化」に有用である。 
- 「乾燥状態への水の浸透の遅さ」は「流速制御」と「デバイス上での実質的な徐放能」とし

て働く。 
TOCN の水分散液はインクジェット印刷が可能なので，µPAD の製造プロセスを簡素化できる。
紙にセルロースを印刷していることになるので，焼却しても灰が残らず，衛生面でも廃棄物処理
の面からも後処理が容易である。 
 その他，不安定分子の安定保蔵機構の解明，流路設計，および適用可能なアッセイ系の拡張な
どの検討も行った。 

 
図 5 細胞接着と細胞剥離が可能なキチン
系 NF 複合ヒドロゲルの開発 
 

 
図 6  酵素反応後のインクジェット印刷物
の外観 
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