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研究成果の概要（和文）：本研究では3Dバイオプリンターに適したバイオインク及びバイオペーパー用ゲルの開発を行
った。3Dバイオプリンターは細胞を含むゲル溶液を吐出し、細胞の配置と共に立体組織の形成を行うことが可能である
。これまでに造形能に優れたアルギン酸を用いていたが、細胞増殖には適していないことが知られている。そこで、ア
ルギン酸をコレステロールで疎水化し、ゼラチンや増殖因子でであるFGF、VEGFにシクロデキストリンを修飾すること
で、アルギン酸ゲルに物理的に強固に吸着させることに成功した。また、ゼラチンをスポット状に吸着させたゲル上で
細胞を培養したところ、スポット状に接着していることが確認された。

研究成果の概要（英文）：In this research, we developed high functional hydrogel materials as bioink and bi
opaper for 3D bioprinter. It is possible to fabricate 3D tissue-like structures by ejecting pre-gel soluti
on with cells. We used alginate solution as gelling materials, however it is well-known that alginate is n
ot suitable for using as a cell-adhesive scaffold. Therefore, we modified alginate with cholesterol for ad
ding hydrophobicity, and gelatin or other growth factors with cyclodextrin which can subsume cholesterol, 
respectively. And thus, we succeeded to fabricate alginate gel where cyclodextrin-modified materials can a
dsorb onto the surface. Moreover, it was observed that cell-patterning surface could be prepared onto the 
alginate gel with gelatin spotted areas. 
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１．研究開始当初の背景 
我々の研究室では 3D プリンターを利用し

たバイオプリンティング技術の開発に世界
的に先駆けて成功した。ゲル造形能に優れる
アルギン酸を用いることで、細胞を封入した
ゲルビーズやゲルファイバー、ゲルシート、
ゲルチューブといった様々な組織様構造の
作製を容易に行うことが可能であった。しか
しながら、アルギン酸内に包埋した細胞はそ
のままでは接着・増殖ができずにいずれ死滅
してしまうことが問題として挙げられてい
た。そんな中、フィブリノーゲンを用いて同
様にゲル構造物を作製したところ、ゲルファ
イバー、ゲルシートの作製が可能であり、細
胞もゲル内で接着・増殖することが確認され
た。しかしながら、チューブのような 3 次元
構造が作製できず、また、粘着性が非常に高
いため、ファイバーやシートが作製した後、
培養容器にくっついてしまいうまく培養で
きないなどの問題点があった。そこで、ゲル
造形能に優れ、細胞接着性を有する材料の開
発が急務であると感じ、3D バイオプリンタ
ーに適した「バイオインク」の開発と共に、
立体構築に必要な「バイオペーパー」の開発
に着手した。このようなバイオインク・バイ
オペーパーの実用化は、組織工学の更なる発
展に大きく寄与することが期待できる。 
 
２．研究の目的 

iPS 細胞の発見により、再生医療・組織工
学における臓器や組織作製のための細胞ソ
ースの問題に大きな光明を得た。しかしなが
ら、依然としてセンチメートルはおろか、ミ
リメートルサイズの組織でさえも細胞から
再構築することが困難である。そこで、本研
究では、3D データをもとに様々な任意形状
を立体的に「印刷」可能な 3D バイオプリン
ターを用いて、組織や臓器の作製を目標に研
究に取り組んだ。3D プリンターでは細胞を
同時に用いるため、立体構造を作製する材料
として生体親和性の高い材料が必要になる。
また、細胞の乾燥を防ぐために水中での立体
組織作製が必要になってくる。そこで、カル
シウム存在下で瞬時にハイドロゲルを形成
可能なアルギン酸ゲルを用いた 3次元組織構
築に着目した。アルギン酸は、細胞親和性が
高いため、有用なバイオインクとなりうる。
さらに、瞬時にゲル造形を行うことが可能で
あることから、バイオインクであると同時に、
優秀なバイオペーパーでもある。しかしなが
ら、これまでの研究成果から、アルギン酸は
細胞接着性に乏しいことが判明している。そ
こで、本研究では、インクジェット印刷で高
精細印刷に用いられるスーパーファイン紙
と同じような、バイオインクを高精細に吸着
できるバイオペーパーの開発を行うことで、
細胞接着性の問題をクリアし、3D プリンタ
ーをより組織工学に応用しやすいものする
ために、バイオインク・バイオペーパー用材
料（スーパーファインゲル）の開発を試みた。 

３．研究の方法 
これまで当研究室で用いられてきたアル

ギン酸をベースに、シクロデキストリンと疎
水性物質の物理的包摂現象を利用し、スパー
ファインゲルの開発を行った。 
(1)疎水化アルギン酸の開発 
コレステロールを DMSO に溶解し、カルボ

ニルジイミダゾールを加え、コレステロール
の水酸基を活性化した後、エチレンジアミン
(EDA)をコレステロールに対し10～20モル倍
量添加した。室温で 4 時間反応させたのち、
大容量の熱メタノール/水混合溶媒中に反応
溶液を滴下し、反応物を沈殿させ、回収した
(Ch-NH2)。 
次いで、2-モルホリノエタンスルホン酸

(MES)バッファーを pH6.8 に調整し、アルギ
ン酸ナトリウムを 1％になるように溶解させ
た。そこに、水可溶化カルボジイミド(WSC)
および N ヒドロキシコハク酸(NHS)を加え、
アルギン酸のカルボキシル基を活性化した。
活性化アルギン酸溶液にそれぞれ、アダマン
タンアミン塩酸塩(Ad-NH2)、t-ブチルアミン
(tBu-NH2)、n-ブチルアミン(nBu-NH2)、およ
びCh-NH2を加え、室温で12時間反応させた。
反 応 後 、 そ れ ぞ れ の 溶 液 を 透 析 膜
(MWCO:12000-14000)に入れ、純水に対して 8
時間ごとに水替えをし、3日間透析を行った。
透析終了後、それぞれを凍結乾燥し、各種疎
水化アルギン酸(XX-Alg, XX: Ad,n-Bu, t-Bu, 
Ch)を得た。 
(2)シクロデキストリン修飾ゼラチン・増殖
因子の作製 
適量の-シクロデキストリンを 40％水酸

化ナトリウム水溶液に溶解し、モノクロロ酢
酸をシクロデキストリンの 2 モル倍量加え、
室温で 3時間反応させた。反応終了後、大容
量の冷メタノールに反応溶液を投下し、反応
物を沈殿、回収した(カルボキシメチル CD)。 
作製したカルボキシメチル CD を MES バッ

ファー(pH6.8)に溶解し、WSC および NHS にて
カルボキシル基を活性化させた。そこにあら
かじめ 40℃の純水中に溶解させておいたゼ
ラチン溶液を投入し、40℃で 12 時間反応さ
せ た 。 反 応 終 了 後 、 透 析 膜
(MWCO:12000-14000)に入れて、40 ℃の純水
に対して 8 時間ごとに水替えをし、3 日間透
析を行った。透析終了後、凍結乾燥をしてシ
クロデキストリン修飾ゼラチン(CD-Gel)を
得た。また、線維芽細胞増殖因子(FGF)およ
び血管内皮細胞増殖因子(VEGF)は生理食塩
水に溶解させ、活性化したカルボキシメチル
CD 溶液中にそれぞれ投入し、室温で 12 時間
反応させた。その後、それぞれの溶液をスピ
ンカラムに入れ、遠心機で延伸することによ
り、脱塩・タンパクの回収を行った(CD-FGF, 
CD-VEGF)。 
(3)疎水性包摂現象を利用した物理ゲルの作
製 
生理食塩水に各疎水化アルギン酸を溶解

させ、2％溶液を作製した。それとは別に 40℃



の生理食塩水に CD-ゼラチンを溶解させ、
10％溶液を調整した。これらの溶液を等容量
混合させることで、ゲルの調整を行った。 
(4)疎水性アルギン酸の細胞親和性の観察 
 生理食塩水を用いて 1％疎水化アルギン酸
溶液を作製した。調整した溶液を 0.22m の
シリンジフィルターに通すことで、滅菌を行
った。マウス線維芽細胞(NIH3T3)細胞を 1×
106cells/mL になるように、各疎水化アルギ
ン酸溶液にて分散させ、100mM の CaCl2溶液中
に滴下し、細胞内包ゲルを形成した。得られ
たゲルを培養液中で培養し、培養 0、12、24、
48 時間後に Live/Dead 染色を行って、細胞の
生死判定を行った。 
(5)疎水アルギン酸ゲルシート状への CD-Gel
のパターン化、およびゲル上での細胞のパタ
ーン化培養 
 1％の Ch-Alg(生理食塩水)を調整し、カス
タムメイド 3D バイオプリンターを用いてゲ
ルシートの作製を行った。作製したゲルシー
トに 3D プリンターで CD-Gel を印刷した。
CD-Gel を印刷した後、培養液でゲルを洗浄し、
NIH3T3 を播種して培養を行った。 
 
４．研究成果 
(1)疎水化アルギン酸およびCD修飾素材はそ
れぞれ FT-IR、LC-MASS および動的光散乱に
よる分子量測定によって検討した。FT-IR の
結果より、疎水化アルギン酸はいずれも
1600-1650cm-1 にアミンに由来すると思われ
るピークの出現が認められた。また、LC-MASS
および分子量測定の結果からも、未修飾アル
ギン酸と比較して分子量の増大を認めたこ
とから、目的の疎水性物質の修飾が行えたと
判断した。また、CD 修飾ゼラチンに関しても、
分子量の増大を確認した。 
(2)作製した疎水化アルギン酸とCD-Gelを用
いて CD の疎水性物質包摂能を利用した物理
ゲルの作製を検討した。その結果、Ad-Alg お
よび Ch-Algは非常に緩いゲルではあったが、
CD-Gel 溶液と混合してしばらくのちにゲル
の形成を確認できた。一方、nBu-Alg および
tBu-Alg は溶液の濃度を振ってもゲルの形成
には至らなかった。これは-CD のサイズに対
して nBuおよび tBuいずれも十分な大きさで
はなかったためにしっかりと包摂されてい
なかったのが原因であると考えられる。コレ
ステロールおよびアダマンタンアミンは
-CD にて包摂されることが既往の研究です
でに分かっており、これらを修飾したアルギ
ン酸ではしっかりとCDによる包摂が起こり、
そこを物理架橋点としたゲルの形成が可能
であったと考えられる。 
(3)各疎水性アルギン酸ゲル内にNIH3T3を包
摂したゲルを作製したところ、いずれの疎水
化アルギン酸においても、瞬時に細胞内包ア
ルギン酸ゲルを作製することが可能であっ
た。ゲル作製後すぐの Live/Dead 染色におい
ては、いずれもほとんどの細胞が生存してい
ることが示された。その後、経時的に生死判

定を行ったところ、Ch-Alg に内包した細胞は
48 時間後も 90％以上が生存している状態で
あったのに対し、nBu-Alg および tBu-Alg で
は24時間後に30％程度の細胞死が確認され、
48 時間後には 50％以上が死滅していること
があきらかになった。さらに、Ad-Alg では
12 時間後にすでに 30％程度の細胞が死滅し
ており、24 時間で 70％以上の細胞が死滅し
ている状態であった。詳しいメカニズムは明
らかにしてはいないが、疎水物質による細胞
膜への影響の大きさが、これらの細胞の生存
に寄与しているのではないかと考えられる。 
(4)これまでの結果より、作製した疎水化ア
ルギン酸のうち、細胞親和性及び CD との包
摂能を利用できるものは Ch-Alg であると判
明した。そこで、Ch-Alg ゲルシートを用いて
CD-Gel, CD-FGF および CD-VEGF のパターン化
を行った。Ch-Alg は未修飾のアルギン酸と比
較して同濃度で粘度が低下したため、3Dプリ
ンターでの吐出が比較的容易であった。また、
未修飾のアルギン酸と同様、ゲルシートの作
製も問題なく可能であった。さらに、FITC で
ラベル化した CD-Gel, CD-FGF, CD-VEGF を吐
出してパターン化印刷したところ、Ch-Alg ゲ
ルシート上にしっかりパターン化されてい
ることが分かった。さらに、培養液で洗浄後
もパターンが維持されていることから、Ch と
CD の物理包摂によって、ゲル上にこれらの物
質が強固に吸着していることが示された。そ
こで、NIH3T3 を CD-Gel をパターン化したゲ
ルシートと共に培養したところ、パターン状
に細胞が接着・伸展していることが観察され
た。これにより、作製した Ch-Alg と CD 修飾
材料は、3D バイプリンターに適したバイオイ
ンク・バイオペーパーであると考えられる。
これらの材料を用いることで、3 次元組織の
作製をより発展させることが期待できると
考える。 
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