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研究成果の概要（和文）：金表面に形成させたアルカンチオール自己組織化単分子膜の還元脱離

反応に伴って、接着細胞を脱離させる技術を確立した。脱離に要する時間は５分以下であり、

他の原理に基づく既報の方法と比較して、非常に素早い細胞脱離法であることを示した。この

方法は、さらに心筋や線維芽細胞の細胞シート、肝細胞球状組織体の脱離などに応用可能であ

った。また、金ワイヤへ応用することで、血管様構造を有する組織構築のための基盤技術とな

りうることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：This study demonstrated that cells were detached within 5 min via 
electrical desorption of alkane thiol self-assembled monolayers. This is the most rapid cell 
detachment approach compared to other previous approaches. This electrical approach 
could also be used to harvest cell sheets of cardiomyocytes and fibroblasts, and hepatocyte 
spheroids. Furthermore, this was applicable to fabricate vascular-like structures, by 
transferring cells to the internal surface of microchannels in hydrogel. This approach can 
be a fundamental tool for engineering tissues with vascular networks. 
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１．研究開始当初の背景 
再生医療とは、生体外で組織や臓器を構築

し、これを移植することで再生を促す技術で
あり、すでに皮膚や骨が実用化され世界的に
臨床応用が始まっている。しかし、より複雑

な臓器・組織の再生医療の実現には、生体外
で３次元的な組織を構築する技術が必要と
なる。現在までに、耳や鼻などの単純な構造
体は、生分解性多孔質ポリマーを必要な形状
に加工し、これに細胞を播種して移植すれば
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再生可能であることが示されてきた。しかし、
細胞そのものの機能や特性が重要となる他
の多くの臓器・組織の再生医療には、より生
体組織に類似した高密度な細胞からなる組
織を構築する革新的技術が必要である。 
本研究では、電気化学的原理に基づき基板

表面から細胞を脱着する技術を確立し、これ
を用いて組織を構築する次世代再生医療の
基盤技術を提案する。 

 
２．研究の目的 
（１）本研究の一つ目の目標は、細胞操作
の基礎となる独自の細胞脱着技術を確立す
ることである。 
（２）次に、この技術を組織構造の構築へ
と応用し、実際に具体例を示す。 
 
３．研究の方法 
（１）自己組織化単分子膜（Self-assembled 
monolayer, SAM）の還元脱離と細胞の脱着 
 SAM の還元脱離が細胞の脱着を引き起こす
現象はすでに捉えていたことから、本研究で
はこのデータをもとに、使用するアルカンチ
オール分子の検討、金電極の表面構造などが
細胞の脱着挙動に及ぼす効果を検討し、素早
い脱着条件を実験的に探索した。 
（２）２次元細胞シートの積層化 
SAM を結合した金電極表面で、繊維芽細胞

や内皮細胞などを培養すると、細胞同士が接
着し細胞シートを形成する。5 mm×5 mm 程度
の大きさの繊維芽細胞シートでは、約 10 分
の電位印加により基板から脱着可能であっ
た。しかし、細胞シートがより大きくなった
場合、電位のシート全体への均一な印加が細
胞層の電気抵抗により妨げられることが予
想される。そこで、多孔質フィルタに金をス
パッタし、電極基板として使用することで、
細胞シートの大きさに依存しない脱着技術
が確立できないか検討した。 
（３）３次元細胞球状組織体（スフェロイド）
の構築 

Fig. 1 に示すように、微細加工と表面修飾
技術により、基板上でスフェロイド形成を誘
導し、かつ SAM の還元脱離により回収する技
術の開発に取り組んだ。ここで、ウェル底面
の細胞付着領域と非付着領域は、Micro 
-contact printing と呼ばれる SAM のマイク
ロ領域修飾技術により行った。 
（４）血管構造導入手法の確立 

細胞脱着技術を金ワイヤ上へ応用し、細胞
組織内への血管構造を導入する技術の確立
を試みた。まず、直径 500 µm 程度の金ワイ
ヤに血管内皮細胞を SAMを介して接着させた。
次にこのワイヤを培養チャンバー内で規則
配置し、コラーゲンゲルを満たした後に、電
位を印加して金ワイヤを引き抜いた。このよ
うにして、血管構造を導入した。血管内皮細

胞は、成長因子の添加によりゲル内で自発的
な毛細血管網を形成することが知られてお
り、微小な領域はこの血管新生を誘導するこ
とにより導入した。さらに次のステップとし
て、コラーゲンゲルにあらかじめ肝細胞を包
埋した。これにより、血管構造をもつ生体類
似の肝組織構造を構築した。 
 

４．研究成果 
（１）自己組織化単分子膜（Self-assembled 
monolayer, SAM）の還元脱離と細胞の脱着 
 10-Carboxy-1-decanethiol、7-Carboxy-1- 
heptanethiol、L-Cysteine の３種類のチオー
ル分子を用いて、まず細胞の脱離に及ぼす効
果を検証した。その結果、それぞれの分子の
還元電位は、-0.93V、-0.89V、-0.71V と異な
るにも関わらず、細胞脱離に及ぼす差異は全
く見られないことが分かった。この結果は、
細胞脱離の律速過程がチオール分子の還元
脱離過程ではなく、接着細胞のコントラクシ
ョン過程であることを示唆している。 
（２）２次元細胞シートの積層化 
脱離した細胞シートの取り扱いを容易に

するため、第一層の細胞シートのみに脱離前
にコラーゲンゲルを支持層として付与した。
そして、電位印加により細胞シートを剥離し、
そのまま別の細胞シート上に静置し、再び電
位印加により脱離させた。この操作を繰り返
すことで、肝細胞や繊維芽細胞、心筋細胞シ
ートを多層積層化できることを示した。 
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電位印加
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Fig.1 スフェロイド用基板 



Fig. 2 肝細胞スフェロイド (A)播種直後、

(B)培養 2 日目に形成されたスフェロイド、

(C)電子顕微鏡写真、(D)各ウェルにスフェロ

イドが形成されている様子、(E)生死染色、

(F)電気化学的に回収したスフェロイド 

（３）３次元細胞球状組織体（スフェロイド）
の構築 

微小マイクロウェル構造と micro contact 
printing 法を利用して、粒径の均一な肝細胞
スフェロイドアレイを作製し、そのアルブミ
ン分泌およびアンモニア代謝能を評価した。
その結果、少なくとも２週間高い活性を維持
することを確認した。さらに、このスフェロ
イドは電位印加により回収可能であった
(Fig. 2)。 

 

（４）血管構造導入手法の確立 
直径 500 µm 程度の金ワイヤに血管内皮細

胞をチオール分子層を介して接着させた。次
にこのワイヤを培養チャンバー内で規則配
置し、コラーゲンゲルを満たした後に、電位
を印加して金ワイヤを引き抜いた。このよう
にして、内表面が血管内皮細胞に覆われた血
管様構造を導入した。培養培地中に種々の成
長因子を添加して還流培養したところ、血管
内皮細胞は、ゲル内へ向けて自発的に管腔構
造を伸長し、血管様構造間を橋渡しするよう
に伸長した。さらに次のステップとして、コ
ラーゲンゲルにあらかじめ肝細胞を包埋し、
血管構造をもつ肝組織様の構造体の作製に
取り組んだ。その結果、肝細胞は還流培養中
に増殖することが示され、内表面を血管内皮
細胞に覆われた血管様構造を介して酸素や
栄養素が供給されていることが示唆された。 
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