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研究成果の概要（和文）：タンパク質や細胞などの脆弱なバイオ材料の機能を最大限に利活用するためには、生理環境
下での加工プロセスが極めて有効である。本研究では、細胞の脆弱性に対応したバイオファブリケーション技術を開発
して、in vitro細胞組織工学への展開を図った。マイクロ流体技術、ソフトリソグラフィー技術、表面技術等をハイド
ロゲルや高分子ナノシート等と効果的に融合させることで、細胞周囲環境の制御が可能な２次元および３次元培養系を
作製して細胞組織機能の評価を行ったところ、これらの系が機能性の筋肉組織等の形成に有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Developing fabrication process under physiological conditions is of significance i
n order to utilize the maximum function of biosources such as proteins and living cells. In this project, 
biofabrication techniques to endure the fragility of living cells were developed towards in vitro cell and
 tissue engineering. The combination of microfluidic technique, soft lithographic technique, and surface e
ngineering with hydrogels and polymeric nanosheets enabled the development of 2D and 3D cell culture syste
ms capable of controlling cellular environments and it is demonstrated that these systems are useful for t
he formation of functional tissues including muscles.
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１．研究開始当初の背景 
 今世紀は培養細胞を徹底的に利用する時
代であり、iPS 細胞の樹立など細胞培養技術
の急速な進展は、再生医療のみならず、生体
外で細胞機能を効果的に利活用する「in vitro
細胞組織工学」の可能性を飛躍的に拡大する
と予想できる。特に、ヨーロッパを発信源と
して動物実験に対する規制が急速に強まる
状況を受け、培養細胞を用いる薬効試験や化
学物質の安全性評価に関する技術革新が急
務となっている。また、パーキンソン病など
の難病メカニズムの解明や治療法の開発に
おいても培養細胞の利用が期待できる。こう
した動物細胞を用いるバイオアッセイの信
頼性を確保するためには、生体内と同等の機
能を発現した培養組織を再現性良く作製す
る技術が必要不可欠である。例えば、生体外
での組織形成技術として、日本発の技術であ
る温度応答性ポリマーを利用した細胞シー
ト工学が世界的に注目されているが、この分
野の競争力を保ち、我が国のリーダーシップ
を担保していくためには、根幹となるバイオ
ファブリケーション技術の拡充が必要であ
り、他の技術シーズも発掘しておく必要があ
る。 
 
２．研究の目的 
 タンパク質や細胞などの脆弱なバイオ材
料の機能を最大限に利活用するためには、生
理環境下での加工プロセスが極めて有効で
ある。本研究では、細胞の脆弱性に対応した
バイオファブリケーション技術を開発して、
in vitro細胞組織工学への展開を図る。 
 
３．研究の方法 
 マイクロ流体技術、ソフトリソグラフィー
技術、表面技術等をハイドロゲルや高分子ナ
ノシート等と効果的に融合させることで、細
胞周囲環境の制御が可能な２次元および３
次元培養系を作製した。さらに、作製した培
養系を用いて細胞組織機能の評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1)マイクロ流路を用いた神経毒の濃度勾配
形成 
 マイクロ流路内に作製した PC12 神経細胞
の培養系を用いて、パーキンソン病の in 
vitro モデルの構築を検討した。マイクロ流
路内に神経細胞のアポトーシスを誘発する
6-hydroxydopamine（6-OHDA）の長領域濃度
勾配を迅速形成し、PC12 神経細胞の挙動を解
析した。低濃度の 6-OHDA 領域（260 uM 以下）
においては、主にアポトーシスによる細胞死
が観察され、高濃度の 6-OHDA 領域では、ネ
クロースによる細胞死が認められた。本手法
は、高効率で神経細胞のアポトーシスを誘導
する条件を迅速・簡便に見出すことができる
ため、ハイスループットな薬剤スクリーニン
グへの寄与が期待される。 
(2)マイクロゲルの３次元集積と局所除去に

よる生体組織構造の構築 
 異なる種類のマイクロゲルの誘導集積と
局所除去により、ポーラス構造を作り込んだ
３次元組織構造体の構築を検討した。液膜中
でマイクロゲル間に働くキャピラリーフォ
ースを利用して、基板上でマイクロゲルを迅
速に集合させて２次元クラスター構造を作
製し、これを逐次積層することで３次元構造
体を作製した。さらに、構造体内のアルギン
酸マイクロゲルを三リン酸ペンタナトリウ
ムで除去し、ポーラス構造を付与した。この
方法を用いて、細胞を包埋したマイクロゲル
で３次元構造体を作製し、ポーラス構造が高
い細胞生存率の維持に有用であることを示
した。今後、ポーラス構造の精密化や３次元
的な共培養系の構築が期待される。 
(3)基板表面上での微小液滴の形状制御 
 基板表面に形成した新疎水パターンを利
用して、微小液滴の形状制御を検討した。有
限要素法シミュレーションにより、親水性領
域の形状から液滴の形状を予測することが
可能であった。細胞懸濁液で形状を制御した
液滴を作ることで、基板表面上およびマイク
ロウェルアレイ内に容易に細胞をパターニ
ングすることができた。また、ハイドロゲル
のプレポリマーで形状を制御した液滴を作
製し、これを光架橋することで、３次元的な
マイクロゲルの形状制御も可能であった。 
(4)3 次元パターン化ハイドロゲルを用いる
筋肉組織形成 
 ソフトリソグラフィー技術により、ゼラチ
ンメタクリレート（GelMA）ハイドロゲルで
繰返し構造を有する培養基板を作製した。こ
の溝内に筋芽細胞（C2C12 細胞）を播種し、
３次元的な筋管組織への分化を誘導した。溝
の幅を 100 ミクロンに固定し、溝間のスペー
スを 50ミクロンまたは 100ミクロンとした。
筋芽細胞の配向性には、溝間のスペースの影
響は見られなかったが、筋管細胞においては、
溝間のスペースが 50 ミクロンの方が 100 ミ
クロンの場合に比べ、溝方向に配向した細胞
が多く観察された。続いて、くし型アレイ電
極を用いて、電気刺激が筋細胞の分化に与え
る影響を検討した。白金のくし型アレイ電極
をパターニングしたガラス基板上にGelMAハ
イドロゲルの溝構造を作製し、その上で筋細
胞を培養した。培養 8日目にくし型アレイ電
極を用いて電気刺激（電圧 6 V、周波数 1Hz、
持続時間 10 ms）を 24 時間印加した。くし型
アレイ電極を用いた場合は、約 80％の筋管細
胞が溝方向に配向したのに対し、2 本の白金
線を用いた電気刺激では、約 65％の細胞しか
溝方向に配向しなかった。さらに、筋管細胞
の被覆領域、筋管長、筋組織に関する転写因
子、タンパク質バイオマーカーを調べたとこ
ろ、いずれについてもくし型アレイ電極で電
気刺激を行ったサンプルの方が高い値を示
した。この結果から、くし型アレイ電極と
GelMA ハイドロゲルを用いた培養プラットフ
ォームの有用性が示された。 



(5)高分子ナノシートを用いる生体組織形成 
高いサイズアスペクト比と柔軟性を有する
高分子超薄膜（ナノシート）にソフトリソグ
ラフィー技術を適用し、細胞・組織配列の制
御性と筋組織工学への応用を検討した。任意
の形状を有するガラス基板上に犠牲層であ
る poly(N-isopropyl acrylamide)（pNIPAM）
および polystyrene（PS）を製膜した。異な
る濃度の PS 溶液（10-50 mg/mL）を任意の膜
厚からなる PS ナノシートを調製できた（膜
厚 40-360 nm）。この時、pNIPAM を下限臨界
溶液温度(LCST~32℃)以下で溶解させること
で剥離した自己支持性の PS ナノシートを原
子間力顕微鏡（AFM）にて評価したところ、
超薄領域（膜厚 100 nm 以下）では、ナノシ
ートのヤング率が5倍以上低下することが判
明した。これより、ナノシートの柔軟性を膜
厚で制御できることが示唆された。次に、
PDMS スタンプを用いて、ナノシート表面にフ
ィブロネクチンをライン状にパターン化し
て、マウス骨格筋細胞（C2C12）を培養した
ところ、培養７日後には異方性を維持したま
ま筋管が形成した。この時、電気刺激装置に
て２日間筋管を刺激したところ、筋管の運動
も認められた。さらに、細胞を培養したナノ
シートをシリコンチューブなどに巻付ける
こともでき、環構造を模した生体組織を再現
できた。以上より、高い柔軟性と異方的な細
胞接着界面を有するナノシートは筋組織を
構築するための機能性足場として有用であ
ることが示された。 
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