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研究成果の概要（和文）：赤血球サイズ（直径7～8μm）の均一な微粒子を作製する技術は希少であるが、予備段階と
してインクジェット法で空気中にアルギン酸ナトリウム水溶液滴を打ち出し乾燥させる手法により、それを可能にした
。しかし、この手法で作製される粒子はほぼすべて球形であり、赤血球の凹んだ形状とは異なる。内径が数μmの毛細
血管を赤血球が通過することができるのは、赤血球の凹んだ形状に由来するとされており、次の段階として、赤血球様
の形状をした人工微粒子の作製法にチャレンジした。コーヒーステイン現象に着目し、水溶液滴の吐出・着床条件、乾
燥条件を工夫することによって、赤血球サイズの凹んだ柔らかい微粒子を作製できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Although the technique to make uniform fine particles of the red blood cell size 
(7-8μm in diameter) was rare, we made it possible by drying the droplets of sodium alginate aqueous 
solution injected in the air by the ink-jet method. However, the particles produced by this technique are 
spherical, and different from the concave shape of the red blood cells. The red blood cells could pass 
the blood capillary having the inner diameter of a few μm by the concave shape. As the next step, we 
tried the production method of artificial soft particles which had the shape and size as red blood cell, 
and had the prospect by using the coffee-stain phenomenon when the aqueous alginate droplets ejected from 
the fine nozzle landed on water-shedding plate.

研究分野： 化学工学

キーワード： 人工赤血球　コーヒーステイン現象　アルギン酸ゲル微粒子
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
① 人工赤血球の必要性：輸血用血液は、一
般に献血で血液センターに集められ、保管さ
れ、病院からの要請に応じて配給される。し
かし、適合する血液型の人にしか使えず、長
期保存はできず、突然の災害や事故に備える
のは難しい。また、血液製剤は、たとえスク
リーニングを経たとしても未知の病原体感
染のリスクが伴い、滅菌もできない。そこで、
どんな血液型の人にも使えて、保存に耐え、
感染のリスクのない「人工赤血球」の研究開
発が必要とされている。 
② ヘモグロビン分離精製技術の進歩：安全
性の問題から、ヒトや動物由来の赤血球から
抽出したものをそのまま用いるのではなく、
イオン交換カラムや遠心限外濾過分離によ
るヘモグロビン単離精製や、フォムト秒レー
ザーによりヘモグロビンを結晶化する研究
も進んでおり、そのように精製されたヘモグ
ロビンを用いて人工赤血球の開発が望まれ
る。 
③ 人工赤血球の研究開発：欧米ではヘモグ
ロビンを加工して、2 量体、4 量体を作製し
て応用する研究が古くから進められてきた
が、剥き出しのヘモグロビンの毒性を除去す
ることは困難で、現在ではリン脂質分子の二
重層膜でつくられたヘモグロビン内包リポ
ソーム小胞体の開発が行われ、2010 年現在
で赤血球の数十分の一の大きさ(直径数百ナ
ノメートル程度)のヘモグロビン内包リポソ
ーム小胞体が動物実験で短期的には効果を
認められるところまで開発が進んでいる。し
かし、リポソームは、赤血球に比べてかなり
小さく、そのため組織内漏出や長期残留など
の課題がある。 
④ 扁平な軟らかい微粒子：赤血球は、ヘモ
グロビンを含み、酸素や二酸化炭素の運搬に
特化した細胞で、直径が 7-8μm、厚さが 2
μm 強の両面中央が凹んだ円盤状を呈して
いる。その独特の形状のため、同じ体積の球
に比べ表面積が 30-40％大きく、酸素・二酸
化炭素の交換に有利と考えられている。また
赤血球は、軟らかく変形能に富み、自身の直
径の半分以下の径の狭い毛細血管にも入り
込み通過することができる。この変形能も、
体積に比べ表面膜に余裕がある両面が凹ん
だ円盤状の形状であるため、変形のひずみ力
に対して細胞膜にかかる力が少なくなるた
めと考えられている。しかるに、このような
形状の軟らかい微粒子を作る工学技術は未
だ確立されていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、微細ノズルより吐出されたポ

リマー溶液滴から、赤血球と同じサイズでか
つ同形状の軟らかいゲル微粒子への変形挙
動を把握し、より赤血球に近い人工赤血球の

工学生産への足がかりを得ることを目指し
た。 
研究分担者中村らは、微量液滴の吐出が可

能なインクジェット技術を応用して、均一な
大きさのアルギン酸ゲル微粒子作製技術（イ
ンクジュットドライ法）を研究開発している
が、本研究では、人工赤血球の開発を念頭に
して、そのゲル微粒子へのヘモグロビンの含
有を試みた。また、中村らはフォトリソグラ
フィを用いた印刷技術で、毛細血管のパター
ニングにも成功しており、この印刷技術は赤
血球状微粒子の大量生産にも有効であると
考えられ、本研究では、アルギン酸溶液着床
時のコーヒーステイン現象を応用して、球状
ではない凹んだ赤血球様のゲル微粒子の作
製を試み、その過程における問題点などを把
握し、印刷技術による大量生産法の可能性を
探る。 
 
３．研究の方法 
 
(1) インクジェットドライ法によるヘモグ
ロビン含有アルギン酸ゲル球状微粒子（球状
人工赤血球）の作製 
 5%アルギン酸ナトリウム水溶液（共成製薬
製「アルロイド G」）を蒸留水で 1.6%に希釈
したものとヘモグロビン（和光純薬製、ウシ
血液由来）の 10%水溶液の等量混合溶液をイ
ンクジェット吐出システム（クラスターテク
ノロジー社製）により空気乾燥筒中に吐出し、
空中乾燥することにより、ヘモグロビンを含
有する球状ゲル微粒子を作製し、その大きさ、
酸素運搬能およびヘモグロビン漏出を検証
した。 
 
(2) 赤血球と同じ大きさの凹んだアルギン
酸ゲル微粒子（凹み人工赤血球）の作製とそ
のゲル化乾燥過程の把握 
 ステンレス製極微細針およびインクジュ
ット吐出装置より、撥水面上に吐出したアル
ギン酸水溶液滴が、コーヒーステイン現象に
よって、赤血球状ゲル微粒子へと乾燥変形し
ていく過程を記録計測し、シミュレーション
等により、その機構を検証した。 
 テフロンコーティング（ソマール(株)のフ
ッ素樹脂溶解液 A1-6.0% 使用）を施して撥
水性にしたスライドガラス（松波製）と，液
クロ用マイクロシリンジに接続されたステ
ンレス製極微細針((株)伊藤製作所，内径 30
μm，先端部 90°カット)を用意し、濃度調整
したアルギン酸ナトリウム水溶液を極微細
針ノズルより所定の大きさまで吐出した液
滴を，撥水処理したスライドガラス上に静か
に置き、空気中で水分の蒸散により縮小変形
する液滴の経時変化をデジタル顕微鏡カメ
ラにより観察記録した（図１）。その際、温
度制御したホットプレートを用いて，スライ
ドガラス着床面の温度を制御した。 



 
 図１．ゲル化乾燥過程観察用装置 
 
更に，インクジェット制御システム（クラ

スターテクノロジー(株)，Wave Builder）に
連結した吐出ヘッド（クラスターテクノロジ
ー(株)製 PulseInjector，吐出口内径 40μm)
を用いて、アルギン酸ナトリウム水溶液を撥
水スライドガラス上に滴下し、着床後の液滴
を観察記録した。ここで、ノズルから着床面
までの落下距離は 10mm 程度とした。 
 
４．研究成果 
 
(1) 球状人工赤血球(ヘモグロビン含有球状
ゲル微粒子）の作製 
 
 周波数 500Hz、電圧 10V の条件で溶液を乾
燥筒内に吐出し、空気中で自由落下させて乾
燥したヘモグロビン含有微粒子を 2%塩化カ
ルシウム溶液に浸漬することで、図１に示す
ように直径が 6.03±0.71μm で、ヒト赤血球
（直径 7～8μm）とほぼ同じ球状微粒子を得
ることができた。 

 
図２．乾燥ヘモグロビン含有ゲル微粒子の光
学顕微鏡写真(左)と電顕写真(右) 
 
しかし、ここで使用したヘモグロビンはメ

トヘモグロビンであるため酸素運搬能は期
待できない。そこで、ウシ血液の溶血溶液を
調製し、同様の手法で溶血溶液含有ゲル微粒
子を作製し、ヘモグロビン漏出と酸素運搬能
の試験を試みた。その結果、ヘモグロビンが
ゲルの網目構造から漏れているのが観察さ
れ、更に、空気乾燥中に多量の酸素と接触す
るため、メト化して酸素運搬能が低下するこ
とがわかった。 
乾燥過程での酸素との接触については、窒

素ガスを用いて酸素分圧をコントールする
ことにより改善される可能性を確認した。ま
た、乾燥微粒子を 0.25% poly-1-lysine 溶
液（シグマアルドリッチジャパン）と 2%塩化

カルシウム溶液の混合溶液に浸すことで
poly-1-lysine コートを試み、漏出が若干抑
えられることが確認された。 
 
(2) 凹み人工赤血球（ゲル微粒子）の作製と
そのゲル化乾燥過程の把握 
 
極微細針を用いて滴下した液滴径の着床

後の経時変化例を図３に示した。ここで，ア
ルギン酸ナトリウム水溶液の濃度は 0.1wt%
で，着床面の温度は 303K である。 
 

 
図３ 着床後の液滴ゲル化経時変化例 

 
撥水性ガラス面に着床したアルギン酸ナ

トリウム水溶液滴は，面との接触角が高く
（70º～90º），ピンニングによってその接触
面を保ったまま，水分の蒸散に伴い体積は減
少したが，やがて接触角が後退角に転じ，液
滴は一様に収縮した。溶質濃度が上昇し，接
触線で濃縮された溶質が接触面を固定する
（セルフピンニング）と，液滴の半径は変わ
らずに接触角が減少し，中央部が凹む状態で
滴全体が安定化した。後半の 2過程がいわゆ
るコーヒーステイン現象である。図４に模式
図を、図５に測定値の例を各々示した。 
 

 
図４ 撥水面に着床した滴の乾燥過程 

 
更に，着床時液滴径（d0）とセルフピンニ

ング開始時間（ts）は図６のようにリニアな
関係にあり，滴径を d0で、経過時間を ts で基
準化すると，図５のデータは図７にようにな
り、滴径は着床時の 20%にまで減少していた。 

（Ⅰ）ピンニング （Ⅱ）接触線が後退

（Ⅲ）セルフピンニング
（ゲル化した溶質が接触線を固定）

コーヒーステイン現象

（Ⅳ）リング形状ゲル

着床部温度
30,35,40℃
3通り設定
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アルギン酸ナトリウム
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図５ 撥水面に着床した滴径の経時変化 

       (0.1wt%, 3.84mPa・s, 303K) 

 
図６ 着床時液滴径(d0)と 

セルフピンニング開始時間(ts)の関係 
 

 
図７ 基準化表現した滴径の経時変化 
      (0.1wt%, 3.84mPa・s, 303K) 
 
同様に，インクジェットシステムを用いた

場合の例を図８に示す。この場合、吐出操作
パラメータを同じにすれば d0 はほぼ同じに
することができたが，ts にはバラツキも認め
られた。 
どちらの方法でも、最終的に直径 10μm程

度の凹んだ形状で，赤血球に近い微粒子を得
ることができ、カルシウム水溶液に浸すこと
でゲル化することができる。しかし、滴径が
小さくなると、着床面の影響を受けてきれい
な形状にならないことが多く、今後の検討課
題のひとつである。 

 
図８ インクジェットシステム使用時の 

着床滴経時変化 
 
一方，図９に示すように着床面の温度を上

昇させると ts は短くなり，ゲル滴径の減少が
抑えられる傾向がみられた。これは，温度の
上昇に伴って，液滴表面の蒸気濃度も上昇す
るためと考えられる。水蒸気拡散モデルに基
づくシミュレーション結果の例を図１０に
示すが、この乾燥過程における滴体積の経時
変化をよく表現できていた。 

 
図９ セルフピンニング開始時間(ts)に 

およぼす着床面温度の影響 
 

図１０ 水蒸気拡散モデルによる着床滴 
体積変化のシミュレーション例 
cv :液滴表面の蒸気濃度[g/μm3] 
ca :雰囲気の蒸気濃度[g/μm3] 

 
更に，図１１に示すように、アルギン酸ナ

トリウム濃度が小さい場合は，凹みの面積が
大きくなりクレーター状になるが，逆に
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0.8wt%程度まで大きくすると，セルフピンニ
ング開始前に厚い表面膜が形成されるため，
複数の凹みを有する複雑な形状になった。 
 
 

 
 
(左)0.06wt% 2.6 mPa∙s (右)0.8wt% 6.0 mPa∙s 
 
図１１ アルギン酸ナトリウム濃度に 

よる乾燥ゲル滴の形状変化 
（着床面温度 303K） 

 
(3) 成果のまとめと今後の方針 
 球状のゲル微粒子については、赤血球と同
じ大きさでヘモグロビン含有粒子の作製も
可能であることが確かめられた。今後は、ヘ
モグロビンのメト化や漏出を防ぐ方法を改
良していく予定である。一方、凹みを持つゲ
ル微粒子については、コーヒーステイン現象
を利用して赤血球と同じ大きさのものがで
きることは確認できたが、今の研究段階では、
着床面を平面にした場合、原理的に粒子は底
面がフラットの帽子状になり、そのままでは
印刷技術に移行できない。また、粒子の着床
面からの効率的な剥離技術も重要になるの
で、今後は超音波などの外力の利用も含めて、
多角的な視点で検討していく予定である。 
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