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研究成果の概要： 
本研究は、ティッシュエンジニアリング（組織工学）において重要となる任意配置・形状の細

胞アセンブリングやその修復（追加・除去）を可能とする技術の確立を目的とした。この目的

のために、感温性ゲルを用いたラピッドプロトタイピング（RP）の押し出し法による細胞アセ
ンブリを行う「マイクロピペット細胞アセンブリ法」を提案するとともに、昆虫細胞を利用し

て、培養実験を試みた。さらに、ゲル温度の低下によってゲル状態からゾル状態に可逆的に変

化させて流動性を与え、培養細胞を回収できることを実験的に明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、生体組織を再生したり組織再生を工

学的に取り扱うティッシュエンジニアリング

が注目を集めている。また、細胞分子レベル

だけでなく個々の細胞が外界とどのように相

互作用しながら細胞全体で機能しているかを

明らかにする研究が大きく進展している。こ

れらの分野において工学的基礎技術として

個々の細胞接着や成長の空間的な位置決めや

制御を行う技術の開発が重要である。現在ま

でに、次のような技術が提案されている。 

 ①マイクロコンタクトプリンティング法

（Y. Takii, et. al. JSME Int. J. Ser. C, 
47,956(2004)） 
 ②インクジェットプリンティング法（E. A. 
Roth, et. al., Biomaterials, 25, 3707(2004)） 
 ③ラピッドプロトタイピング法（Y. Yan, et. 
al., Biomaterials, 26, 5864(2005)） 
①は、PDMS等の弾性体パターンによって接
着蛋白質を細胞培養基板に転写させて所望の

パターンの細胞培養を行う方法である。空間

分解能が高く、同種のパターンを多数作るこ
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とが可能であり、将来の大量組織を必要とす

る場合には優れた方法である。しかしながら

任意のパターン形状が必要な場合や個々の細

胞を任意の位置に配置させるなどの基礎技術

の開発には向いていない。②は、パソコン用

プリンターの印刷方式であるインクジェット

技術を利用した方法で、パソコンからのデー

タをあたかも印刷する様にして細胞をパター

ニングできる手法として注目されている。し

かしこの手法は比較的大きな面積の任意形状

のパターニングには適しているが、適用でき

る細胞の種類や培養液などに制限があり、開

発途上といえる。③は、マイクロピペットか

らゼラチンを射出して構造を作製する方法で

あるが、培養細胞の種類が限定され、細胞回

収が難しい。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ティッシュエンジニアリング（組

織工学）において重要となる任意配置・形状

の細胞アセンブリングやその修復（追加・除

去）を可能とする技術の確立を目的とする。

本研究は、①10℃に冷却されたマイクロピペ
ットから細胞を含んだ熱可逆性培養担体を

37℃程度に設定された基板上に射出して、担
体のゾル―ゲル転移によりゲル化させて

CADデータに基づく細胞アセンブリングの
自動化を行うこと、②細胞培養後、基板を冷

却して細胞回収が容易にできることが大きな

特徴である。 
 

３．研究の方法 
(1)ハイドロゲル 
本研究では，培養基材としてハイドロゲル

を用いる．ハイドロゲルとは，高分子が架橋

されて三次元の網目構造を造り，構造内に水

分子を持つ個体と液体の中間にあたる物質

である．本研究で使用する熱可逆性培養ハイ

ドロゲル（相転移温度 22℃）は，10℃以下
でゾル状態，22℃以上でゲル状態に転移する
完全合成高分子ゲルで，37℃で完全にゲル状
態となる．培地のほか，任意の細胞接着因子，

薬剤と混合可能で，さらにゾル状態のハイド

ロゲルを希釈することで容易に溶解できる． 
(2)RP押し出し法 
ラピッドプロトタイピングの押し出し法に

基づいた細胞アセンブリを行なう（図１）．

先鋭化したマイクロピペットから，冷却して

ゾル状態に保持した細胞が混合された培養

ハイドロゲルを，30℃程度に保温したディッ
シュ上に射出し，射出と同時に基板をプログ

ラム操作する．射出されたハイドロゲルは，

ディッシュ上で即座にゲル状態に転移し構

造を保持する．アセンブリパターンはコンピ

ュータプログラム上でデザインし，プログラ

ムと同様な細胞パターンを得る． 
先端開口径 50Pm以上のマイクロピペット
から細胞を混合した培養ハイドロゲルを射
出し，ディッシュ上に直接細胞アセンブリを
行なう．ここでハイドロゲル射出量は微少な
ため，通常の湿度環境では射出直後にゲル内
の水分が蒸発し，細胞がダメージを受ける．
これを防止するため，ミストによる加湿を行
なう．液体と気体の混合による液体スプレー
で微細な液滴径のミストを発生させ，アセン
ブリを行なうディッシュ空間の環境湿度を
過飽和状態に保持する．液体スプレーはステ
ージと同様に PCプログラムによって制御し，
任意の周期でスプレーを行なう． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
細胞アセンブリの過程は以下の通りであ
る。まず、コンピュータ上でアセンブリパタ
ーンのデザインを行い，ディッシュ空間の保
温を開始する．続いてハイドロゲルの冷却，
プログラムで設定した周期による液体スプ
レーを行う．ピペット内のハイドロゲルの十
分な冷却とディッシュ空間を過飽和状態に
保持後，液体スプレー下で細胞アセンブリを
実施する．アセンブリ終了後，ディッシュ上
に作製したハイドロゲル構造上に保温した
培地を重層する．培地重層後，ゾル転移温度
まで冷却する．ハイドロゲル構造はゾル状態
への転移を開始し，重層した培地によって希
釈され速やかに溶解を開始する．溶解中、細
胞は下に沈み，完全に溶解後は細胞だけが残
ってアセンブリパターンを保持し，PCプロ
グラム上で作成した細胞パターンを得る． 

 
４．研究成果 

(1)ハイドロゲル構造の作製 
細胞アセンブリを実施するにあたり，アセ

ンブリ精度を調査するために細胞を混合せ

Stage 

図1細胞アセンブリの原理； 
 (a) 全景, (b)拡大図, (c) スプレイシステム 

PC 

(c) 

(a) (b) 



 

 

ず，培養ハイドロゲルのみで構造体作製試験

を行なった．スプレー用液体は細胞アセンブ

リ 時 に 使 用 す る 75%DPBS (Dulbecco 
phosphate buffered saline)とした．さらに，
PMMA（アクリル）板をディッシュとして用
いた．5mm 正方形構造の作製工程における

CCD 顕微鏡像を図２に示す．これより，液
体スプレー下でもピペット開口径に依存し

た精度で，ハイドロゲル構造が作製可能であ

ることが確認できる．続いて液中での安定性

を評価するため，作製した構造上に 30℃程度
に保温した培地を 3ml 重層した．これより，
図３に示すように培地を重曹した瞬間に構

造が剥離した．さらに，図４のようにひび割

れが発生し，構造の崩壊に至った．なお，こ

の崩壊現象は保温温度が高いほど発生が促

進され，重層培地量を 100PLから 3mLの間
で変化させても同様に発生した．これより，

液中でのハイドロゲル構造の安定性に課題

があることが明らかになった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2)安定化ハイドロゲル構造の作製 
ハイドロゲルの安定化を図るため，培養ハ

イドロゲルにアラビアガム(GA)，＃400メチ
ルセルロース(MC)を混合した．毒性試験の結

果と接着力の両立を考慮し，GA 混合濃度は
0.01g/mL とした．また，ハイドロゲルの物
性を考慮し，MC混合濃度は 0.005g/mLとし
た．0.01g/mL GA-0.005g/mL MC混合培養
ハイドロゲルによって 5ｍｍ正方形構造を作
製した．作製後 30℃程度に保温した DPBS
を重層し 25～37℃で保温した．これより，
33℃以上になると図４と同様に崩壊現象が
発生した．一方，33℃以下の範囲では安定的
にディッシュ上に定着することがわかった．

続いて，保温温度 33℃から 5℃程度まで冷却
しハイドロゲル構造を溶解させた．その結果、

温度に反応して速やかに溶解することが確

認された．GA，MC を混合した結果，33℃
以下の液中ではハイドロゲル構造の安定性

を向上することが出来た．この要因について

接着に関しては，GA の接着性が効果的に作
用したものと考えられる．また崩壊に関して

は， 33℃以下の範囲ではハイドロゲルに混
合した希薄なMCが，水分子を含む親水的な
分子鎖をコロイド状に分散させるため，崩壊

を防止していると考えられる．さらにこの親

水基は接着効果を高める．しかしながら，

33℃以上では相転移によって分子鎖内の疎
水性が強まるため， MCでは分子鎖内の水分
子を保持できず，崩壊に達すると考えられる．

これより安定性が向上したのは，高温度領域

でMCが親水基を形成するためであると考え
られる． 
以上より 33℃未満では安定的なハイドロ
ゲル構造を作製することができた．33℃以上
では崩壊現象が発生するが，本研究ではアセ

ンブリ用細胞として Sf9を用いることとアラ
ビアガムの緩やかな毒性のためにハイドロ

ゲル中で培養しないことから，この崩壊を考

慮する必要はない． 
 
(3)安定化ハイドロゲルによる細胞アセンブ
リと培養 

0.01g/mL GA-0.005g/mL MC 混合培養ハ
イドロゲルを用いて，図２と同様な 5mm 正
方形の細胞アセンブリを実施し，操作終了後

30℃に保温した培地を重層した．ここで，コ
ンタミネーション防止のため，ハイドロゲル，

重層培地に抗生物質としてペニシリン-スト
レプトマイシンを推奨濃度で混合した．作製

後，ハイドロゲル溶解過程，溶解後の位相差

顕微鏡像を図５，図６，図７に示す．図５よ

り高精度かつ安定的なパターンが可能であ

ることが確認できる．また，図６より溶解す

るハイドロゲルの流動によって細胞は僅か

に拡散するが，図７よりディッシュ全体に拡

散することはなくアセンブリパターンを保

1 2 

3 4 

図２ 5mm角の作製プロセス 

図３ 作製ハイドロゲルの剥離現象 

図４ 作製ハイドロゲルパターンの崩壊 



 

 

持していることが確認できる．さらに，アセ

ンブリ終了後の細胞の生存を確認できるこ

とから，安定化ハイドロゲルによって生きた

細胞のダイレクトアセンブリが可能である

ことが確認された．次に作製した直線，曲線

構造を図８に示す．これより，体積，接着面

積が少ない微細構造も作製可能であること

が確認された． 
続いて，アセンブリされた 5mm 正方形細
胞パターンの培養を行なった．培養五日目ま

での位相差顕微鏡像を図９に示す．これより，

細胞がパターンを保持していないことが確

認できる．これは，本実験でディッシュとし

て使用したアクリル板は表面処理されてい

ないため細胞が浮遊状態となっており，僅か

な外部振動で拡散してしまうためである．次

に細胞の増殖に関して，アセンブリ直後から

二日目までは多くの細胞の生存が確認でき

るが，培養二日目以降になると細胞の死滅が

確認でき，培養五日目には生存している細胞

も見られるが多くの細胞が死滅する．この原

因は，重層培地量に対して細胞密度が希薄な

ためと考えられる．本研究で使用したアセン

ブリ用細胞 Sf9は，細胞密度が十分でないと
増殖せず死滅する特性を持つ．よって，アセ

ンブリ細胞が増殖しない原因は Sf9の特性に
あるといえる． 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９ 配列された培養細胞：(a)配列直後、(b)2

日後、(c)3日後、(d)3 日後、(e)4 日後,(d)5 日後 

 
(4)まとめ 

本研究では，RP の押し出し法と液体スプ
レーにより発生するミストを利用すること

で，ダイレクトに細胞アセンブリする手法を

提案した．培養ハイドロゲルを微細なマイク

ロピペットから射出することで，ミスト発生

下でもプログラム上で設計した任意のハイ

ドロゲル構造をディッシュ上に作製可能で

あることが明らかになった．しかしながら，

液中ではハイドロゲルの物性が引き起こす

構造の剥離や崩壊が発生する．そこで，

GA,MC による化学修飾によってハイドロゲ
ルの安定化を図った．この結果，33℃以下の
範囲では著しく安定性が向上した．安定化ハ

イドロゲルを用いて細胞アセンブリを実施

した結果，作製されたパターンは培地中で安

定的であり，冷却によってハイドロゲルは速

やかに溶解した．溶解の流動によって細胞は

僅かに拡散するが，PC 上でのデザインと同
様な生きた細胞のパターンを得る事ができ，

本研究の組織工学，再生医療への有効性を示

す結果が得られた． 
今後の展望としては，重層培地量の減少，

図５ 細胞混合安定化ハイドロゲルによるパターン 

図６ 安定化ハイドロゲルの溶解後の細胞配列状態 

図７ 細胞混合ハイドロゲルの溶解過程 

図８ 各種の細胞混合ハイドロゲルパターン

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) 



 

 

低密度培養用培地，接着系細胞の導入，さら

に表面処理済のディッシュの利用によって，

アセンブリ細胞の培養が可能と考えられる．

また，高温領域で安定かつ細胞毒性を持たな

いハイドロゲルを導入することで，ゲル内で

アセンブリ細胞が培養可能になると考えら

れる． 
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