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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞が「呼吸」に伴う副生物として産生する微量の過酸化水素を利用し
て。高分子とその高分子からのヒドロゲル形成反応を触媒する酵素などを含む1つの溶液に浸すだけで細胞をヒ
ドロゲル被膜で1個ずつ別々に包括できる方法の創出に取り組んだ。その結果、細胞膜に細胞の生存を損なわな
い方法で刺激を加えて、細胞の呼吸活性を上昇させることにより、最大で系に存在する細胞の98%を、厚さ1マイ
クロメートル程度のヒドロゲル皮膜で覆うことに成功した。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we tried to develop a novel method for enclosing mammalian 
cells in hydrogel sheath individually. Especially, we focused on the use of cell respiration as a 
trigger of the enclosing process. It is known that a small amount of reactive oxygen species is 
produced in respiration. Our idea is a use of the reactive oxygen species for the formation of 
hydrogel sheath on the individual cell surface. We used a certain biocompatible molecule for 
enhancing respiration activity. By soaking in the aqueous solution containing enzyme, polymer and 
the biocompatible molecules, 98% of fibroblast cells were successfully enclosed in a hydrogel sheath
 of around 1 micrometer in thickness.

研究分野： 生物化学工学

キーワード： 生体材料　生物化学工学　細胞包括
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ヒドロゲルは、水を大量に含有することか
ら、生体や生体を構成する細胞との親和性が
非常に高い。このため、ヒドロゲルを使った
再生医療や組織工学に関するさまざまな研
究が行われている。その中でも、粒子状のヒ
ドロゲルに細胞を包括する細胞包括ヒドロ
ゲル粒子は、ヒドロゲル部分を免疫隔離膜と
して利用した、免疫抑制剤非投与下での非自
己 細 胞 の 移 植 （ Lohr et al, Lancet 
357:1591(2001)）や、ヒドロゲル部分を物理
的な保護材として、細胞をせん断力などの外
部刺激から保護しながら培養するためのツ
ールとして 1970 年代より検討・実用化が行
わ れ て き た （ Orive et al, Nat Med 
9:104(2003)など）。更に最近では、脂肪幹細
胞や iPS 細胞、ES 細胞などさまざまな幹細
胞の分化制御ツールとしての有用性も広く
知られるようになりつつある（Kim et al, 
Stem Cell Res 11:978(2013)；Davidovich et 
al, Biomaterials 32:4489(2011)）。 
このような多くの検討が行われてきたヒ

ドロゲルへの動物細胞包括技術に関して、細
胞をゲル内へ包括する方法に着目すると、過
去 50 年間、ほぼ常識として行われてきたの
は、細胞が存在しなくても進行する高分子水
溶液のゲル化に細胞を巻き込む方法である。
研究代表者自身も、過去 20 年近く細胞のヒ
ドロゲル粒子への包括を行ってきたが、やは
りその「常識」にもとづいた方法を採用して
きた（Biomaterials 22:2827(2001); 23:4177 
(2002); 26:4786 (2005)等）。 
一方、最近、研究代表者は、過酸化水素を

消費して進行する西洋わさび由来ペルオキ
シダーゼが触媒するフェノール性水酸基間
の架橋形成反応を使い、さまざまな特性を有
するヒドロゲルを、高分子水溶液から作製し
て利用する研究を行ってきた（Biomaterials 
30:5937(2009); 33:6721(2012); 53:494 
(2015)）。さらに、この西洋わさび由来ペルオ
キシダーゼによる架橋形成反応を使い、細胞
が呼吸の過程で放出する活性酸素を検出す
ることに関する研究も行ってきた（Anal 
Chem 86:11592(2014)）。これらの研究を実
施している中で、この 2 つの技術・方法を組
み合わせれば、これまでのヒドロゲルへの細
胞包括に関する「常識」の範囲外にある、細
胞が存在することではじめて進行するゲル
化を用いた細胞包括法が創出可能ではない
か？と考え、本研究を着想した（図 1）。  
なお、細胞を 1 個ずつ別々に高分子/ヒドロ

ゲル薄膜に覆う 1 細胞包括は、ヒドロゲルに
包括された細胞の移植部位選択肢を広げる
など、従来、細胞包括ヒドロゲル粒子が適用
されてきた用途での有用性を向上させるだ
けでなく、1 細胞レベルでの機能解析、機械
的マニュピュレーションなど新しい用途で
の利用が期待されている（Lee et al, Angew 
Chem Int Ed 53:8056(2014)）。一方で、これ
までにマイクロ流路のような液滴を形成さ

せるデバイスを用いず、かつ 1つの水溶液（酵
素・高分子などを同時に含む）に浸すだけの
極めて簡単な操作で 1細胞包括を実現できる
方法はない。よって、本方法の開発に成功す
れば、その容易さから多くの研究者が利用す
ることになると期待され、上記の各分野の発
展に大きく寄与することにつながるだけで
なく、細胞包括ヒドロゲル粒子の新しい用途
開拓につながる可能性も高い。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞が「呼吸」に伴う副生物
として産生する微量の過酸化水素を利用し、
分子とその高分子からのヒドロゲル形成反
応を触媒する酵素などを含む 1つの溶液に浸
すだけで細胞をヒドロゲル皮膜で 1 個ずつ
別々に包括できる方法の創出に取り組む。こ
の方法は、既存の方法と比べて極めて容易な
操作での 1細胞包括を可能とするだけでなく、
用途に応じて皮膜の特性を制御することも
可能とする。これは、1 細胞レベルでの機能
解析や分化シグナル付与、1 細胞ごとの機械
的マニュピュレーション、非自己細胞の血管
からの移植等の用途において有用となると
期待される。すなわち、本研究は、細胞の機
能・分化に関する基礎研究から再生医療や細
胞治療などの応用にまで寄与する革新的な 1
細胞包括技術の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 簡便な刺激付与による活性酸素産生速度
の制御可能性の検討 
 細胞の呼吸を制御する方法として、脂質に
着目した。一方で、一般に脂質は培養液と混
ざりにくいため、細胞に脂質による刺激を効
率的に与えるためには、脂質を可溶化する必
要がある。そこで、オレイル基にポリエチレ
ングルコール鎖を付与した細胞膜修飾剤
（BAM）を用いて、細胞の活性酸素産生挙動
を制御することを試みた。具体的には、まず、
緑色蛍光蛋白（GFP）と BAM を結合させた
分子を作製し、この溶液に細胞を浸すことで、

図 1. 本研究で提案した方法． 



GFP-BAM 濃度と細胞の浸漬時間と細胞表面
への GFP-BAM の固定化量の相関を明らかに
した。その後、過酸化水素特異的蛍光プロー
ブを細胞内へ取り込ませ、BAM 溶液に浸漬
することで、過酸化水素産生速度の変化を測
定した。さらに、BAM と結合させる蛋白質
（アルブミン（BSA）、オブアルブミン、カゼ
イン）の種類を変えることで、BAM の活性
酸素産生誘導性が変化するのかを調べた。検
討の対象としては、マウス線維芽細胞（10T1/2
細胞、STO 細胞）、ヒト肝臓がん由来細胞
（HepG2 細胞）、ヒトさい帯静脈内皮細胞
（HUVE 細胞）を使用した。さらに、細胞へ
の影響も調べた。 
(2)細胞表面へのヒドロゲル皮膜形成評価 
 BAM と BSA を結合させた BSA-BAM を細
胞に作用させた後、アルギン酸とチラミンを
水溶性カルボジイミドを使用して結合させ
たフェノール性水酸基導入アルギン酸と西
洋わさび由来ペルオキシダーゼを含む水溶
液に浸した。15～60 分間に洗浄し、フローサ
イトメーターを用いて皮膜が形成した細胞
の割合を測定した。また、西洋わさび由来ペ
ルオキシダーゼと BAM を結合させた
HRP-BAM を同様に作用させた後、西洋わさ
び由来ペルオキシダーゼを含まないフェノ
ール性水酸基導入アルギン酸水溶液に浸し
た。ヒドロゲル皮膜の形成の評価には、蛍光
顕微鏡およびフローサイトメーターを使用
した。 
 
４．研究成果 
(1) 簡便な刺激付与による活性酸素産生速度
の制御可能性の検討 
 マウス線維芽細胞（10T1/2 細胞）を培養皿
から剥離後、15 nM、150 nM、1.5 M の
GFP-BAM 溶液に 1～15 分間浸した後の、細
胞表面の蛍光強度を測定した結果を図 2 に示
す（15 nM GFP-BAM 溶液に 1 分間浸した場
合の蛍光強度を 1 とした相対蛍光強度）。そ
の結果、浸漬 15 分以内に細胞表面に存在す
る GFP-BAM 量はほぼ一定値となっているこ
とがわかった。続いて、BSA-BAM 濃度およ
び溶液への浸漬時間を操作した場合の、細胞
内活性酸素量を、細胞に蛍光プローブを取り
込ませることで測定した。その結果を図 3 に

示す。浸漬時間 1 分では、いずれの条件でも
細胞の活性酸素産生に差は確認されなかっ
た。一方で、15 分間浸漬した条件では、15 nM
と 150 nM の BSA-BAM ではほとんど活性酸
素産生に差が見られなかったのに対して、1.5 
M では 15 nM の場合の約 1.5 倍の蛍光強度
を示した。なお、BSA と結合させていない
BSA では活性酸素産生速度の向上は確認さ
れなかった。さらに、この活性酸素産生速度
の向上は、蛋白質に依存しないことを明らか
にするために、カゼインとオブアルブミンと
結合させた BAM を用いて、活性酸素の産生
評価を行ったところ、いずれの場合にも 15
分後には、活性酸素産生の増大に起因する蛍
光強度の増大が確認された（図 4）。これらの
結果より、脂質成分を細胞膜に接触させるこ
とによって、細胞の呼吸活性が増強され、そ
れにより生じる活性酸素産生も増大するこ
とが明らかとなった。 
 細胞周囲へのヒドロゲル皮膜を形成させ
るにあたって、細胞の生存が阻害されていて
は細胞包括技術として意味をなさないこと

図 2. 濃度の異なる GFP-BAM 溶液への浸漬時
間と細胞の蛍光強度. 

図 3. 濃度の異なる GFP-BAM 溶液への浸漬時
間と細胞の活性酸素産生にもとづく蛍光強度. 

図 4. カゼイン-BAM、オブアルブミン-BAM 溶
液への浸漬時間と細胞の活性酸素産生にもと
づく蛍光強度. 
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