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第 1 章 

序論 

 

 

1.1 「生体類似構造を構築する」本研究の構想 

「生体外で組織や臓器を創る」－近年、再生医療や細胞アッセイをはじめとする細胞

培養分野では、人類の大きな目標とも言えるこの試みが大きく進歩し、手の届く技術に

なりつつある。 

ヒトをはじめとする多細胞生物は、生命の最小単位である「細胞」から形作られてい

る。ひとつの受精卵から細胞分裂を繰り返した細胞群は、精密な遺伝子発現制御によっ

て、多彩な機能を持つに至る（分化）。ヒトの成体は、約 200種類、60兆個もの細胞か

ら構成されると言われ、同様の機能、および形態を持つ細胞が集まって「組織」を形成

し、さらに様々な性質を持つ組織が集まって「臓器（器官）」となり、個体を形作ると

いう階層的な構造を作り上げている（Fig.1.1）1)。組織や臓器の中で細胞は、無秩序に並

んでいるわけではなく、複数の細胞と相互作用しながら、秩序をもって配置され「細胞

の社会」を形成し、生命活動を維持するための機能を発揮している。 

 
Fig.1.1 生体の階層構造 

 

例として、肝臓の構造を Fig.1.2に示す。肝臓は、肝小葉と呼ばれる多角形の柱に分

かれており、小葉の中心にある中心静脈の周囲をスポンジ状の組織が放射状に取り囲ん

でいる。さらにこの構造を詳しく見てみると、肝細胞は規則正しい列をなし（索状構造）、

その列の間に血管内皮細胞が存在し、類洞という幅の広い毛細血管を形成している。血
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液は類洞を通って肝細胞の列に浸透し、この血液から栄養素と毒素を取り出し、栄養素

は貯え、毒素を排出するという精密なろ過機の役割を果たしている。肝細胞への血液の

流量を最大にするため、肝小葉が幾重にも重なった構造になっている 2)。 

 

Fig.1.2 肝臓の構造の模式図 3), 4) 

 

生体外で、組織や臓器が有する、このような美しい規則的な構造（＝生体類似構造）

を創るためには、以下に述べる 2つの技術の発展が鍵である。 

一つ目は、組織や臓器の主原料である細胞が作り出す「細胞の社会」の中で、細胞が

どのようにふるまっているのか基礎的知見を得ることである。胚から発生した細胞はど

のように分化してその機能を獲得するのか、異種の細胞同士でどのような相互作用をし

ているのか、などの基礎的知見は、生体類似構造を構築する上で大変重要である。 

二つ目に、生体類似構造を模倣すること、すなわち人工的な材料と細胞を用いて生体

本来が持つ複雑な構造を模倣することである。先に述べたように、細胞がその機能を発

揮するためには、生体そのものの複雑な内部構造が大きく関わっているためである。こ

れらの 2 つの進歩があってこそ、「生体本来の機能を有する」生体類似構造の構築が実

現できる。 

本研究では、これらの 2 つの発展を促進出来る技術の開発に取りくむべく、培養基板

上で細胞の状態や配列を意のままに操ることが出来ないかと考え、「細胞のアレイ化（配

列化）」というキーワードに着目した。基礎的知見の収集から、生体類似構造の構築と

いった幅広い細胞操作を実現できる新規の細胞アレイ化技術を作ることが、本研究の大

きな構想である。 

 

 

1.2 細胞アレイ化技術 

多くの動物細胞は足場依存性を有するため、細胞の支持体となる基板上に細胞を接着

させた状態で培養を行うことが一般的である。 

ポリスチレンのシャーレやフラスコに培地と細胞の懸濁液を入れて培養する「単層培
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養法」は、簡便で安価であるため、汎用的な培養手法として広く用いられている。しか

しこの手法は、細胞が基板上にランダムに接着し、細胞の分布に偏りが生じる（Fig.1.3

（A））。そのため、細胞の形状や配置が個々の細胞で異なり、様々な状態の細胞を含ん

でいる。また、細胞は過度に基板に接着・伸展し、生体内とかけ離れた環境におかれて

しまうため、細胞の持つ活性や特性を十分に引き出せているとは言い難い。 

細胞の配置や状態をコントロールするため、同一基板上に細胞接着面／非接着面を規

則的に配置する、または規則的な微細構造を設けることによって、細胞を配列させる「細

胞アレイ化技術」は有効な手段のひとつである（Fig.1.3（B））5)~7)。アレイ化させること

で、細胞の分布を均一に出来、特に細胞－細胞間や細胞－細胞外マトリクス（ECM）間

との相互作用の均質化を達成出来る。また、細胞分布が均一になることにより、外部か

らの刺激（サイトカインやホルモン、力学的ストレスなど）も均一に細胞に与えること

が出来る。 

 
Fig.1.3 （A）単層培養法、および（B）アレイ化培養法における初代ラット肝細胞の状態 

 

さらに、パターンの形状・距離・大きさといった様々な「アレイ化条件」を任意に変

化させることによって、細胞の特性や配置を制御することが可能になる。 

以上のように、細胞の配置や状態を制御できる細胞アレイ化技術は、「細胞の社会を

理解する」、および「生体類似構造を構築する」ためのキーテクノロジーと言える。 

 

 

1.3 培養基板表面の設計技術 

1.2 節で述べたように、アレイ化技術は細胞の特性を制御する有効な手段であり、こ

の技術を用いた生命現象の解明・分化特性の制御など、様々な取り組みが行われている。 

細胞を基板上にアレイ化する方法として、半導体分野を中心に発展してきた微細加工

技術を応用し、様々な基板表面の加工技術が報告されている。本節では、主に用いられ

ている培養基板表面の設計技術について、その特徴をまとめた。 

 

（1）フォトリソグラフィー 

フォトリソグラフィーは微細加工技術の代表的な手法であり、主に半導体などの分野

で発展してきた。基本的な原理は、フォトレジスト（感光性樹脂）を支持体にコートし、

マスクを介して UV を照射すると、光が当たった部分のみフォトレジストの溶解性が変
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化し、現像液に浸すことによって光照射部位のみ完全に溶解するというものである。 

マスクの形状を忠実に転写可能であるため、凹凸のある微細構造を表面に作り込む、

また、フォトリソグラフィーで作製したマスクを利用し、細胞接着分子／非接着分子の

パターニングに応用することが出来る（Fig.1.4）。Tarlovらは、フォトリソグラフィーで

作製したフォトマスクを介して自己組織化単分子膜（SAM）に UV を照射し、光照射部

分の部分酸化を行うことで細胞接着面のパターンを形成する手法を確立している 8)。 

フォトリソグラフィーは、マイクロメートルオーダーの表面加工を再現性良く行うこ

とが可能で、精度が高い。一方で、加工には高額な装置を必要とし、使用する薬剤（有

機溶剤）に細胞毒性があるといったデメリットもある。 

 

Fig.1.4 フォトリソグラフィーを利用したアレイ化基板の作製 

 

（2）ソフトリソグラフィー 

ソフトリソグラフィー技術は、ポリジメチルシロキサン（PDMS）などのエラストマ

ーで作製した微細な鋳型を利用する手法である。 

ハーバード大学の Whitesides らが発案した、最も代表的である「マイクロコンタクト

プリンティング法（μCP法）」は、PDMS で作製した鋳型を「はんこ」とし、鋳型の先

端に「インク」となる分子をつけて基板表面に分子を転写する方法である。分子 A を

μCP 法で転写した後、周りに分子 B を修飾することにより、マイクロメートルオーダ

ーで制御されたアレイ化基板を簡便に作製することが出来る（Fig.1.5（A））9)。 

例えば Zhangらは、オリゴエチレングリコール溶液（細胞非接着分子）を金基板に転

写し、その他の領域にアルギニン‐グリシン‐アスパラギン酸配列（RGD 配列、細胞

が接着するための認識部位）を持つオリゴペプチド（細胞接着分子）を修飾して、細胞

接着／非接着特性をパターニングした培養基板を作製している 10)。 

また同様の PDMS の鋳型を用いた手法に、Khademhosseiniらが報告したキャピラリ

ーフォースリソグラフィーがある（Fig.1.5（B））11)。支持体（ガラス）上に分子 A をス

ピンコートし，その上に凹構造をもつ PDMS の鋳型を載せてしばらく静置すると、溶

液と PDMS・ガラス・空気の三つの界面における界面自由エネルギー差によって、PDMS

の先端とガラスの接近した領域にのみに溶液が集まる。結果として、分子 A とガラス

が露出した面のパターンが形成される。彼らはこの手法を用い、NIH 3T3細胞や ES細

胞などのアレイ化を達成している。 

ソフトリソグラフィーは、簡便で容易にアレイ化を達成することが出来るため、現在

最も汎用的に用いられている手法である。 
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Fig.1.5 （A）マイクロコンタクトプリンティング（μCP）法、および（B）キャピラリーフォースリソグラフィー

によるアレイ化基板の作製 

 

また、基板に微細な孔を有するマスク（ステンシル）を用いて細胞のアレイ化を行う

手法が、マイクロステンシル法である。以前は金属のマスクも使われていたが、現在で

は基板との密着性の良い PDMS が主流である。PDMS で作製したマスクを基板に貼り

付け、その上から目的の分子（直接、細胞の懸濁液を添加しても良い）を添加してマス

クをはがすと、分子（または細胞）のアレイ化を行うことが出来る（Fig.1.6）。Folchら

は、PDMS製のマスクを利用して初代ラット肝細胞のパターニングに成功している 12)。

Wrightらは、PDMSだけでなく parylene-C（医療機器やエレクトロニクス分野で用いら

れている、パラキシリレン系ポリマーコーティング剤）で作製したマスクで、共培養を

達成している 13)。 

さらに、マスクの上から細胞を播種して細胞のパターンを形成後、そのままマスクを

剥離させることで、細胞遊走アッセイなどへの応用も試みられている 14)。 

 

 

Fig.1.6 マイクロステンシル法によるアレイ化基板の作製 
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1.4 インテリジェントマテリアルによる培養基板加工技術 

1.3節で述べた手法は、「鋳型」や「マスク」等を巧みに利用し、同じパターン形状を

有する基板を大量に形成出来る優れた技術である。これらの手法により、細胞の分布・

形状の厳密な制御、また、作製方法によっては 2種類の細胞を基板に規則的に配置する

ことが出来る。そのため、個々の細胞の形状が細胞特性に与える影響や異種細胞間の相

互作用の評価、生体類似構造の構築など様々な応用が試みられている（Table 1.1）。 

 

Table 1.1 細胞アレイ化技術の応用例 

目的 ターゲット 詳細 文献 

基礎的知見 

幹細胞の分化 
hMSC（ヒト由来間葉系幹細胞）は、接着面積が広い（10000 μm2）と

骨、狭い（1000 μm2）と脂肪に分化する 
15 

細胞の遊走 
太いライン状の接着面（幅 40 μm）では、CHO 細胞が前進（ゴルジ

複合体側）し、細いライン（幅 6 μm）では後進する 
16 

細胞の増殖 
四角の接着パターンの一辺が 10 μm 以下であると、ヒト由来ケラチ

ノサイトのアポトーシスが誘導される 
17 

生体類似構造の

構築 

神経ネットワーク 
海馬のニューロンをアレイ化することで、アレイ化しない条件と比較し

て、シナプスの形成が見られる 
18 

肝組織 
初代肝細胞をアレイ化することで、アレイ化しない条件と比較して、高

いアルブミン分泌活性を発現する 
19 

 

一方で、これらの手法ではマスクや鋳型を「基板に直接接触」させてパターンを作り

こむことが必要である。そのため、マスクや鋳型に依存したパターンしか形成出来ず、

パターンの自由度に欠ける、つまり、あらかじめ作製したパターン形状のみに依存して

しまい、培養中に 2 次的に培養表面を加工することは不可能であった。 

細胞を培養基板上で培養したまま基板の細胞接着／非接着性を変える、または細胞を

トラップ出来る微細構造（ウェル・溝構造）を作り込むことが可能になれば、より自由

度の高い細胞のアレイ化が達成出来る。その結果、今までの技術では困難だった、複数

種の細胞を自由に配置する・細胞を動かす・はがすなどの操作が実現できる。 

 

そこで、基板に非接触で温度、光、磁力などの外部刺激によってその特性を制御可能

な「インテリジェントマテリアル」が、新たなアレイ化技術のひとつとして注目されて

いる。材料変化のトリガーとなる外部刺激はエネルギー的観点、化学的観点からみて

様々あるが（Table 1.2）、培養基板材料には、温度、電気、光といったエネルギーを与え

る手法が主に用いられている。以下、代表的なインテリジェントマテリアルと細胞培養

基板への応用についてまとめた。 
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Table 1.2 インテリジェントマテリアルにおける外部刺激の例 20) 

エネルギー観点 化学的観点 

光 pH 

温度 溶媒 

電気 イオン（金属イオン） 

磁力 生体分子（グルコース、インスリンなど） 

 

（1）温度応答性ポリマー 

ポリ（N-イソプロピルアクリルアミド）（PNIPAAm）は、代表的な温度応答性ポリマ

ーであり、相転移温度以下ではポリマー鎖は水和して膨潤（親水性）しているが、相転

移温度以上になると脱水和し、ポリマー鎖同士が凝集（疎水性）する。Okanoらは、こ

の PNIPAAm の相転移挙動を巧みに利用し、細胞をシート状に得る技術を開発した 21)。

PNIPAAm をポリスチレンディッシュ上に修飾して細胞を播種すると、37 °C で細胞を

培養している間は表面が疎水性のため細胞が接着するが、コンフルエントになった後に

基板の温度を下げると、表面が親水性になりシート状に剥離する（Fig.1.7）。現在では、

心筋シート移植を含む、多くの臨床応用が試みられている。相転移温度が異なるポリマ

ーをあらかじめ基板にパターニングすることで、異種細胞からなるパターンの形成も行

うことが可能になっている 22)。 

 

Fig.1.7 温度応答性ポリマーによる細胞シートの形成 

 

（2）電気化学的手法 

電気化学的な手法を用い、培養基板表面を加工する技術も多数報告されている。例え

ば Nishizawaらは、アルブミンを固定化した基板上に、微小電極を作用させることによ

り、細胞パターンを形成することに成功している 23)。アルブミン固定化基板は細胞非接

着性であるが、ここに微小電極を接近させて活性ハロゲン種を発生させることによって、

その部分のみ細胞接着性となる。アルブミンは酸化されやすいチオール基を多く有して

おり、発生した Br-でアルブミンが酸化されて 3 次構造が変化し、基板表面物性に影響

を与えたと考えられている。単一細胞レベルのパターニングが可能であり、さらに、培

養期間中にパターンを追加することが出来る画期的な手法である（Fig.1.8）。   

また、Shahらは酸化インジウムスズ（Indium Tin Oxide、ITO）をガラス基板上にパタ

ーン化し、その上からチオール基を有するポリエリレングリコール（PEG：細胞非接着

面）を修飾した基板に電圧を印加すると、チオール基の還元反応によって PEGが取り
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除かれ、接着面にスイッチングする技術を報告している 24)。それぞれの ITO パターン

に独立で電圧を印加できるため、段階的に接着面のスイッチングを行うことが可能とな

っている。 

 
Fig.1.8 微小電極を用いた細胞のアレイ化 

 

（3）光応答性材料 

Edahiro らは、光照射によって構造が変化するニトロスピロピラン修飾をした

PNIPAAmで、表面をコートした培養基板を開発している。この基板上の細胞に UV（波

長：365 nm）を照射した後に冷却しながら洗浄すると、照射部位の細胞のみを捕捉する

ことが出来る 25)。UV の照射領域のみに細胞を接着させて、パターニングすることが可

能である（Fig.1.9）。また、可視光（波長：400～440 nm）の照射によって細胞接着性が

元に戻るため、選択的に細胞を回収することにも応用できる。 

また、Nakanishiらのグループは、UV に応答して細胞接着／非接着性がスイッチング

可能な材料を次々に開発している。例えば、光分解性のニトロベンジル基で保護された

COOH基を有するシランカップリング剤や、ニトロベンジル基にポリエチレングリコー

ルを共有結合させた光分解性分子などを開発し、細胞パターニング、細胞遊走などへの

応用を精力的に行っている 26)。 

 
Fig.1.9 光応答性材料を用いた細胞のアレイ化 

 

（4）その他の外部刺激による細胞操作 

培養基板加工技術という観点では少し異なるが、誘電泳動、および磁気によって細

胞をアレイ化させる技術が報告されているので、以下に挙げておく。 

誘電泳動（Dielectrophoresis、DEP）は、電気的に中性な粒子に非一様電界を印加し

た時に、粒子が移動する現象である（Fig.1.10）。Hoらは、DEPを利用して肝細胞を基

板上に配列し、肝小葉に類似した構造を構築することに成功した 27)。 
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Fig.1.10 DEP の原理 

 

また、Ino らは、表面にカチオン性のリポソームを修飾して生体親和性を高めたマグ

ネタイト（磁性微粒子）を細胞内に取り込ませ、外部設置の永久磁石の磁力を利用して

細胞のアレイ化を達成している（Fig.1.11）28)。 

 

 

Fig.1.11 磁力による細胞のアレイ化 

 

 

1.5 本研究の目的 

1.4 節で述べたように、インテリジェントマテリアルを培養基板として用いれば、基

板に非接触で培養表面の特性を変化させることが可能である。しかし、培養中にもパタ

ーンの追加が出来るような、自由度の高い細胞アレイ化を達成するには、クリアしなけ

ればならない条件がある。 

温度は、比較的温和な条件下でアレイ化を達成出来そうだが、培養期間中に基板の局

所的な温度変化を起こすことは困難である。相転移温度の異なるポリマーを利用する手

段もあるが、あらかじめポリマーを基板上にパターニングする必要があるため、自由度

の高い細胞のアレイ化技術には適していないと考えられる。 

また、電気化学的手法において、Shahらのような手法は、ITO 基板をあらかじめパタ

ーン化しておく必要があるため、自由度に欠ける。また、導電性の基板は、心筋・神経

などの電気信号の解析など、研究目的によっては適さない場合が生じる 29)。Nishizawa

らの手法は後からパターンを追加可能であるが、細胞非接着面を形成するアルブミンは

タンパク質であるため、培養に伴い培地中に含まれる別のタンパク質と置換し、非接着

面の長期維持が困難、用いる分子が限られるといった課題がある。 
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そこで本研究では、外部刺激としての「光」が有する、以下 4 つの特徴に着目した。 

 

①空間制御能 マイクロメートルオーダーの集光が可能であり、局所的な反応を

起こすことが出来る 

②反応制御能 シャッターや光の強度を調節することによって、反応時間や強さ

をコントロールすることが出来る 

③操作性 外部からの ON／OFF の切り替えが容易であり、既存の顕微鏡シ

ステムに組み込みやすい 

④応用性 波長を変えることで、目的に応じた分子設計や、階層的な反応を起

こすことが可能である 

 

以上の点から、自由度の高い細胞アレイ化技術には「光反応」による培養基板加工が

最も適していると考えた。 

そこで本研究では、細胞を培養中にも基板の加工が可能な、自由度の高い培養基板加

工技術の創生を目指し、「新たな光応答性材料の開発とそれを用いた細胞アレイ化技術

の開発」を大きな目的とした。 

 

 

1.6 本研究のコンセプト 

光を用いた新たな培養基板加工技術として、本研究では光照射によってハイドロゲル

のゲル－ゾル転移を誘導し、培養基板表面に微細構造を形成する手法を考案した。 

細胞非接着性のハイドロゲルに光を照射することによって、照射領域のみにゲル－ゾ

ル転移を誘導する。その結果、照射部位のみゲルがエッチングされ、ゾル化部分のみに

細胞をトラップ出来るという発想である（Fig.1.12）。以下、この発想を実現するための

具体的な戦略について述べる。 

 

 

Fig.1.12 NIR 照射による培養基板加工技術のコンセプト  
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（1）ハイドロゲル 

ベースとなるハイドロゲルには、生体適合性はもちろんのこと、細胞に特異的なシグ

ナルを示さず、細胞非接着性を有するハイドロゲルが必要となる。そこで本技術では、

アガロースゲルを用いることとした。アガロースは紅藻類から抽出される多糖であり、

1,3-結合の β-D-ガラクトースと 1,4-結合の 3,6-アンヒドロ-α-L-ガラクトースの繰り返し

からなる高分子である（Fig.1.13）。アガロースゲルは、OH 基を多数有しているため、

水素結合で架橋し、加熱によってゾル化する 30)。また、多量の水を含むことにより親水

性を有しているため、タンパク質の吸着を抑制し、良好な細胞非接着性を示す。そのた

め、ゾル化して形成した微細構造の部分のみに細胞をトラップ可能であると考えた。 

 
Fig.1.13 アガロースゲルの構造式 

 

（2）照射光 

Fig1.14（A）に、光の波長域とその大きな特徴を示す。従来の光応答性材料では、主

に UV～可視光領域の光が多く用いられている。UV は、DNA、タンパク質などの生体

分子の吸収領域であるため、細胞への悪影響が懸念される。直接細胞死や DNA へのダ

メージには至らずとも、メラノサイトやケラチノサイトなどの、UV に対して感受性の

高い細胞培養 31)には不適であると考えられる（Fig1.14（B））。また、可視光領域はマイ

ルドな条件下であるが、培養操作（培地交換・顕微鏡による観察）を繰り返すことで、

材料が変化する恐れがある。さらに、中・遠赤外線領域まで波長域が拡大すると、水そ

のものが大きな吸収を持つため、水を多く含む細胞に直接的なダメージを与えてしまう

可能性がある（Fig1.14（C））。 

 

Fig.1.14 （A）各波長の光とその特徴、（B）生体分子の吸収スペクトル、および（C）水の吸収スペクト

ル（文献 32 を参考に作図） 
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そこで本研究では、「生体の窓」と呼ばれ、生体透過性の高い近赤外線（Near-Infrared、

NIR）（波長域：700～3000 nm）を熱源として利用し、NIR 照射部位のアガロースゲルの

ゲル－ゾル転移を誘導することにした。あらゆる細胞への影響が少なく（＝汎用性、低

細胞刺激性）、不用意に材料の変化を起こしにくい（＝安定性）ことが期待できる。 

 

（3）分子ヒーター 

しかし、高い物質透過性ゆえに、NIR はゲル－ゾル転移を誘導するための十分な熱源

を確保することは難しい。そこで NIR 領域において高い「光熱交換能」を有する材料を

ハイドロゲルに複合させることで、効率的にゾル化を促進することを考えた。NIR を吸

収し、光熱交換作用を有する材料は、大きく分けて以下の三つに分類できる（Table 1.3）。 

 

Table 1.3 NIR 領域に光熱交換性を示す材料の例 

大分類 具体例 

有機系色素 インドシアニングリーン、フタロシアニン、ポルフィリン 

カーボン材料 カーボンブラック、フラーレン、カーボンナノチューブ 

金属ナノ粒子 貴金属ナノ粒子（球状）、貴金属ナノロッド（棒状） 

 

一般的に、多くの NIR 吸収色素は光発生時に活性酸素が発生するため 33), 34)、細胞へ

の毒性が懸念される。また、培養期間中の退色、酸化などの化学的安定性を考慮すると、

有機系色素は培養基板材料としては不適であると考えられる。 

そこで、近年バイオ分野での応用が盛んに取り組まれている、カーボン材料のひとつ

である単層カーボンナノチューブ（CNT）と、金属ナノ粒子のひとつである金ナノロッ

ドを「分子ヒーター」としてハイドロゲルに組み込み、高い NIR 応答性を付与すること

にした。カーボン材料や金属ナノ粒子は有機系色素に比べて吸光係数が高いため

（Table1.4）、より効率的な光熱交換性が期待できる。 

 

Table 1.4 代表的な光熱交換材料のモル吸光係数 

光熱交換材料 モル吸光係数 [L mol-1cm-1] 

インドシアニングリーン 1.7×105 35) 

単層カーボンナノチューブ 6.2×106 36) 

金ナノロッド 1.4×109  36) 
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1.7 本技術の意義 応用展開 

本技術を用い、段階的に NIR 照射して新たな接着面を形成することによって、様々

な細胞操作へ展開することが出来る。例えば、異種細胞が規則的に並んだ共培養や細胞

ネットワークの構築を実現出来る。原理的には、何種類もの細胞を基板上にアレイ化で

きる。また、細胞の増殖や遊走方向を制御出来るため、より簡便・定量的な細胞増殖・

遊走アッセイ技術を構築出来、細胞の経時的な変化を追うことが可能になる。 

さらに本技術では、ハイドロゲルで光応答性材料を作製しているため、目的によって

ゲルを成形したり、厚みを制御したりすることが出来る。そのため、厚みのある微細構

造を形成出来れば、三次元的な細胞の集合体（ミクロ細胞組織体）の形成も可能になる

と考えられる。 

以上のように、NIR の生体適合性・透過性の高さと、ハイドロゲルの「ゲル－ゾル転

移」を巧みに利用することによって、従来の細胞アレイ化技術では実現できなかった幅

広い応用が期待される（Fig.1.15）。 

 

 

Fig.1.15 本技術の応用展開 
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1.8 本論文の構成 

第 1章では、生体外で生体類似構造を構築するための有効なアプローチとして「アレ

イ化技術」に着目し、本論文の大きな構想について述べた。また、既存の鋳型・マスク

を用いたアレイ化技術の特徴と、その技術の課題を指摘した。その課題を基に、本研究

の意義と目的、そして本研究の基盤となる光応答性ハイドロゲルのコンセプトについて

述べた。 

 

第 2章では、第 1章で述べたコンセプトに基づいて、NIR 領域で光熱交換性を有する

分子ヒーターとして、「カーボンナノチューブ（CNT）」と「金ナノロッド」を選定した。

これらの分子ヒーターそのものが、細胞培養へ応用できるのかどうか、材料特性や細胞

毒性について評価した。 

 

第 3 章では、第 1 章で述べたコンセプトに基づいて、CNT とアガロースを複合した

「CNT 複合アガロースゲル」、および金ナノロッドとアガロースゲルを複合した「金ナ

ノロッド複合アガロースゲル」を作製することを目的とし、複合ゲルの作製方法の確立、

およびゾル化温度、強度、NIR 応答性といった複合ゲルの特性を評価した。 

 

第 4 章では、第 3 章で作製した CNT 複合アガロースゲルを段階的細胞アレイ化技術

へ応用することを目的とした。厚さ数 μm の CNT 複合アガロースゲルを作製し、段階

的な細胞アレイ化技術への取り組みとして「異種細胞のアレイ化」、および「細胞遊走

技術」のデモンストレーションを行った。また、初代ラット肝細胞と線維芽細胞を用い

て二次元的な生体類似構造を構築し、本技術の有効性について評価した。 

 

 第 5章では、段階的細胞アレイ化技術を三次元的なミクロ細胞組織体である「スフェ

ロイド」の形成に展開することを目的とした。まず、スフェロイド形成におけるアガロ

ースゲルの効果を評価し、厚さが数百 μm の CNT 複合アガロースゲルを作製させ、ミ

クロ細胞組織体形成について検討した。 

 

第 6章では本論文の総括を行い、本論文の成果を基に、今後の本研究の展開について

述べた。 
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第 2 章 

カーボンナノチューブと金ナノロッドの細胞への影響評価 

 

 

2.1 本章の目的 

本技術の発想は 1.6節で示したように、NIR 応答性アガロースゲルに NIR を照射し、

照射領域のみにゲル－ゾル転移を誘導して、ゲルのエッチングを行うという原理に基づ

いている。アガロースゲルのゾル化を効率的に誘導するためには、NIR 領域の光を吸収

し、効率的に熱変換する「分子ヒーター」が必要である。本研究では、アガロースゲル

に複合する分子ヒーターとして「カーボンナノチューブ」と「金ナノロッド」という 2

つの材料に着目した。 

そこで本章では、カーボンナノチューブと金ナノロッドをアガロースゲルに複合する

前に、分子ヒーターそのものの細胞への影響を検討することを目的とした。 

具体的に、2.2 節では、カーボンナノチューブを通常の組織培養ディッシュ上に固定

化した「カーボンナノチューブ固定化ディッシュ」を作製し、初代ラット肝細胞の形態、

機能活性を評価した。2.3 節では、金ナノロッドの細胞親和性を高めるために、金ナノ

ロッド表面への分子修飾方法を検討し、細胞への毒性を評価した。 

 

 

2.2 カーボンナノチューブの細胞への影響評価 

2.2.1 本節の目的 

カーボンナノチューブ（以下、CNT と表記する）は、単原子層のグラファイト（グラ

フェン）が円筒状に丸まった、中空のチューブ構造を有する炭素材料である。直径が数

ナノメートルであるのに対し、長さは数～数百マイクロメートルにもなる大きなアスペ

クト比を有しており、この直径と長さは金属触媒の種類に依存している。CNT はカイ

ラリティー（円筒の巻き方）によって多彩な立体構造を持ち、それぞれが固有の特徴を

有している 1)。また、円筒形の層が 1 層の CNT を単層ナノチューブ（single wall carbon 

nanotube；SWNT）と呼び、1 層以上巻いた CNT を多層ナノチューブ（multi wall carbon 

nanotube；MWNT）と呼ぶ（Fig.2.1）。炭素原子間は sp2結合による強固な結合で構成さ

れているため、優れた機械的強度、電気伝導度、熱伝導度などを有しており、幅広い分

野での応用が期待されている。 
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Fig.2.1 CNT の構造（シグマアルドリッチ社 HP より引用） 

 

前述したように、CNT は多数の sp2結合を有するため、一種の共役系高分子とみなす

ことが出来る。CNT の光学的な特徴に着目すると、この発達したπ共役系により、CNT

の吸収波長は赤外波長域まで広がっている。特に NIR 領域の光は、生体を含む物質に

対する透過性が高いため、この領域に吸収や発光を持ち、退色のない SWNT は生体内

プローブなどへの応用が期待されている。しかし、その発光効率は 3～5 %と小さく、

吸収したエネルギーのほとんどは無輻射失活し、熱運動に変換される 2)。近年では、NIR

領域における CNT の高い光熱交換性を利用し、ガン細胞をターゲットにした温熱療法
3)や、CNT から発生する熱・ラジオ波を利用して選択的に細胞を剥離する技術 4)に利用

されている。 

一方、新材料として期待されている CNT には、その細胞毒性も懸念されている。CNT

の細胞毒性には様々な議論がなされており、CNT の形状（アスペクト比、凝集状態）、

CNT を良好に分散させるための分散剤、CNT に残留している触媒などが細胞へ影響を

与えるといった原因が指摘されている 5)~7)。つまり、CNTが毒性を示す、という要因は

単純に CNTにあるだけではないため、その実験系で使用する CNT で細胞毒性に対する

検討を行っておくべきだと考えられる。そこで本節では、CNT そのものが細胞にどの

ような影響を与えるのか、初代ラット肝細胞用いて評価することを目的とした。 

 

 

2.2.2 実験方法 

（1）CNT 固定化培養ディッシュの作製 

CNT 固定化培養ディッシュは、一般的な組織培養ディッシュ（Corning 430165、φ35 

mm、Corning社）にエタノール中に分散した SWNT（直径：1.0～2.5 nm、長さ：5～10 

µm）（名城ナノカーボン社）を繰り返し表面に塗布・乾燥し、ディッシュ表面に物理吸

着で CNT を固定化して作製した。本検討では、約 1（0.1）、3（0.3）、および 6 µg/dish

（0.6 μg/cm2）の CNT が表面に固定化されたディッシュを用いた。以下、CNT 固定化量

が 1 μg/dishの条件を CNT1、3 μg/dishを CNT3、および 6 μg/dishを CNT6と表記する。

このディッシュ表面の状態を評価するため、SEMによる観察と、表面接触角計、および

θ/2 法を用いた接触角の測定（Drop Master、協和界面化学社）を行った。 
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（2）初代ラット肝細胞の培養 

Wisterラット（雄、7週齢、約 200 g、九動株式会社）の肝臓から、コラゲナーゼ灌流

法を利用して初代肝細胞を調製した 8)。ラットの腹腔内にネンブタール（ABBOTT 

laboratories社）を約 0.35 mL注射し、麻酔が効いた後にラットを手術台に固定した。腹

部を 70 %エタノールで消毒、開腹して門脈を露出させ、ピンセットを用いて門脈に縫

合糸のループをかけた。門脈を半切後、カニューレ（17 G）を挿入してループを縛った。

ペリスタックポンプを用い、門脈側から前灌流液（組成：Table 2.1）を 20～30 mL/min

で流し、前灌流開始と同時に下大静脈を半切して肝臓内部の脱血を行った。前灌終了後、

コラゲナーゼ溶液（組成：Table 2.1）に切り替え、20～30 mL/minで流した。肝臓内部

がペースト状になったところで肝臓を切除し、冷やしたガラスシャーレに入れ、クリー

ンベンチ内に移した。ペースト状になった肝臓をメスで細かくし、HDM （Hormone-

defined medium）培地（組成：Table 2.2）で懸濁した。ガーゼを 4枚重ねたフィルター、

続いて孔径 45 μmの金属メッシュフィルターで細胞懸濁液を濾過した。600 rpmで 90秒

間、遠心分離を行い、沈殿した細胞を新鮮培地で再懸濁した。この操作を計 3 回行い、

血球計算板による細胞数計数、およびトリパンブルー染色により生存率を測定した。生

存率が 80 %以上のものを培養に用いた。 

 

Table 2.1 前灌流用緩衝液及びコラゲナーゼ溶液の組成 

試薬 前灌流用緩衝液 [g/L] コラゲナーゼ溶液 [g/L] 

NaCl 8 8 

KCl 0.4 0.4 

NaH2PO4・2H2O 0.078 0.078 

Na2HPO4・12H2O 0.151 0.151 

HEPES 2.38 2.38 

EGTA 0.19 - 

NaHCO3 0.35 0.35 

CaCl2 - 0.56 

Glucose 0.9 - 

Penicillin 0.059 0.059 

Streptomycin 0.1 0.1 

Collagenase - 0.5 

Trypsin inhibitor - 0.05 
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Table 2.2 HDM 培地の組成 

試薬 培地組成 

DMEM 基本培地 
（GIBCO  Cat. No. 12800-017） 

13.5 ｇ/L 

EGF 50 μg/L 

Insulin 10 mg/L 

Hydrocortisone 7.5 mg/L 

Proline 60 mg/L 

Copper (CuSO4・5H2O) 0.1 μM 

Selenium (H2SeO3) 3.0 μg/L 

Zinc (ZnSO4・7H2O） 50 pM 

Linoleic acid 50 μg/L 

Penicillin 58.8 mg/L 

Streptomycin 100 mg/L 

NaHCO3 1.05 g/L 

HEPES 1.19 g/L 

 

機能、遺伝子発現の評価では、Table 2.3に示す 4条件で検討を行い、肝細胞がコンフ

ルエントになるように高密度で播種した。形態の評価は Table 2.4に示す 4 条件で検討

を行い、1つ 1つの細胞の形態を測定できるように、低密度で播種を行った。 

 

Table 2.3 機能、遺伝子発現の評価における実験条件 

表記 条件 播種密度 

TC 組織培養ディッシュ 

5×105 cells/dish 

（5×104 cells/cm2） 

CNT CNT 固定化ディッシュ 

Col コラーゲンコートディッシュ 

CNT/Col CNT 固定化ディッシュ表面にコラーゲンコート 

 

Table 2.4 形態の評価における実験条件 

表記 条件 播種密度 

TC 組織培養ディッシュ 

5×104 cells/dish 

（5×103 cells/cm2） 

CNT CNT固定化ディッシュ 

Col コラーゲンコートディッシュ 

CNT/Col CNT固定化ディッシュ表面にコラーゲンコート 
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（3）コラーゲンコートディッシュの作製 

コラーゲンコートディッシュは、3 mg/mLの type Iのコラーゲン溶液（Cellmatrix type 

I-C、新田ゼラチン）を PBS（-）（以下、PBSと表記、組成：Table 2.5）で 10倍希釈し、

この溶液を組織培養ディッシュに 1mL 塗布、余分な液を回収、という操作を 2 回繰り

返して作製した。UV 下に約 1 時間静置後、表面を PBSで洗浄し、PBSを 2 mL入れて

インキュベータに保存した。CNT固定化ディッシュにも同様の操作を行い、CNT/Colの

ディッシュを作製した。これらのディッシュに初代ラット肝細胞を HDM 培地にて播種

し、5 % CO2、 95 % air、37 °Cの雰囲気下で培養した。培地交換は 2 日に一回行った。 

 

Table 2.5 PBS の組成 

試薬 組成 [g/L] 

NaCl 8  

KCl 0.2 

Na2HPO4・12H2O 2.9 

KH2PO4 0.2 

 

（4）細胞伸展率 

各ディッシュ上での肝細胞の形態を定量的に評価するため、細胞の伸展面積を測定し

た。培養 0、1、3、5、7、10、および 15日目の形態写真から、30個の細胞を無作為に

抽出し、画像解析ソフト（WinROOF Ver.5.02、三谷商事）で伸展面積の測定を行った。

細胞の懸濁液（浮遊状態の細胞の大きさ）を基準とし、細胞の伸展率を算出した。それ

ぞれの培養日数で ANOVA 検定を行い、CNTと比較したときの有意差*p<0.05で示した。 

 

（5）アクチン繊維、および核染色 

アクチン繊維の分布を評価するため、アクチン繊維と核の染色を行った。培地を抜い

たディッシュに、2.5 %のグルタルアルデヒドと 2.0 %のパラフォルムアルデヒドを添

加し、10分間、室温で反応させた。0.1 % Triton-X 100で 5 分間処理し、1 %の BSA を

含む PBSで 20分間ブロッキングした。5 units/mL rhodamine-phalloidin （Molecular Probes

社）を 20分間反応させてアクチン繊維を染色後、1 μg/mLの 4',6-Diamidino-2-phenylindole 

dihydrochloride（DAPI、和光純薬）を 5分反応させて核を染色した。染色したサンプル

は蛍光顕微鏡 （Biorevo BZ-9000™、キーエンス）で観察した。 

 

（6）細胞接着率、および細胞数の測定 

細胞接着率は、浮遊細胞と接着細胞をそれぞれ回収して算出した。培養 24時間後に、

浮遊細胞を 1.5 mLのキャップ付きチューブに回収、遠心して上澄みの培地を抜き、DNA

抽出液（組成：Table 2.6）に交換した。その後、ディッシュに残った接着細胞に DNA 抽

出液を添加して、別のチューブに回収した。また、培養 1、5、10、および 15日目の細
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胞を約 1 mL の DNA 抽出液で回収し、培養日数に伴う細胞数変化を測定した。回収し

た細胞は、37 °Cで 24時間以上インキュベート、ホモジナイズを繰り返して細胞を完全

に溶解させた。抽出した DNA 溶液と DAPI 溶液（組成：Table 2.6）を 100 μL ずつ 96ウ

ェルプレート内で混合し、蛍光プレートリーダ（Fluoroskan Ascent Thermo Labsystem、 

Thermo Fisher Scientific社）で測定した（Ex. 355 nm / Em. 460 nm）。播種時の計数後の細

胞懸濁液から調製した DNA 溶液を使用し、0.5×104～1.0×106 cells/mLの範囲で検量線を

作製し、検量線から細胞数を算出した（Table 2.7、2.8）。 

 

Table 2.6 DNA 抽出液、および DAPI 溶液の組成 

試薬 DNA 抽出液の組成 DAPI 溶液の組成 

Tris-HCl 6.06 g/L 6.06 g/L 

NaCl 5.86 g/L 5.86 g/L 

EDTA 1.86 g/L 1.86 g/L 

Protinase K 0.1 mg/mL - 

DAPI solution - 1 μg/mL 

 

Table 2.7 DNA サンプルの希釈（高濃度） 

目的細胞密度 [×105 cell/mL] DNA 含サンプル液 [μL]（1×106 cells/mL） DNA 抽出液 [μL] 

0.5 10 190 

0.75 15 185 

1 20 180 

2 40 160 

3 60 140 

4 80 120 

5 100 100 

6 120 80 

7 140 60 

8 160 40 

9 180 20 

10 200 0 

 

Table 2.8 DNA サンプルの希釈（低濃度） 

目的細胞密度 [×104 cell/mL] DNA 含サンプル液 [μL]（1×105 cells/mL） DNA 抽出液 [μL] 

0.5 10 190 

0.75 15 185 

1 20 180 
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2 40 160 

3 60 140 

4 80 120 

5 100 100 

 

（7）遺伝子発現解析 

RNA 抽出用のスピンカラム（NucleoSpin® RNA II、ニッポンジーン）を使用して、使

用説明書に従い、肝細胞調製時に採取した肝組織、培養 5、15 日目の培養肝細胞から

total RNAを抽出した。サンプルは分析するまで-20 °Cで保存した。High-capacity cDNA 

reverse- transcription kit（Applied Biosystems）を使用して、total RNA から相補的 DNA

（cDNA）を合成した。TaqMan® Gene Expression Assay kits（Applied Biosystems）を使用

し、PCR（StepOne™ real-time PCR system、Applied Biosystems）を実施した。以下の Table 

2.9に解析した遺伝子を示す。遺伝子発現レベルは、比較 Ct 法（Comparative cycle–time 

method）によって定量した。GAPDHをハウスキーピング遺伝子として標準化し、肝組

織を基準として発現レベルを比較した。それぞれの培養日数で ANOVA 検定を行い、

CNT と比較したときの有意差*p<0.05で示した。 

 

Table 2.9 本検討で解析した遺伝子 

分類 遺伝子名 TaqMan Assay no. 

ハウスキーピング GAPDH Rn01775763_g1 

細胞-ECM 結合 Integrin β1 Rn00566727_m1 

細胞-ECM 結合 Integrin α6 Rn01512702_m1 

細胞間結合 E-cadherin Rn00580109_m1 

細胞間結合 Connexin 32 Rn01641031_s1 

 

 

（8）肝細胞の機能活性評価 

培養 1、5、10、および 15 日目のアンモニア代謝能とアルブミン分泌能を評価した。

アンモニア代謝速度を評価するため、サンプリングの前日に 1 mM塩化アンモニウムを

添加した新鮮培地に交換した。培地交換直後と 24時間後の培地中のアンモニア濃度を、

分析キット（アンモニアテストワコー、和光純薬）を使用して求め、減少したアンモニ

ア濃度からアンモニア代謝量を算出した。また、新鮮培地に交換してから 24 時間で培

地中に分泌したアルブミン濃度をELISA法により求め、アルブミン分泌量を算出した。 

アンモニア代謝速度、およびアルブミン分泌量は細胞数で標準化し、細胞数あたりの

機能活性を算出した。計 3 点のデータから、それぞれの培養日数で ANOVA 検定を行

い、CNTと比較したときの有意差*p<0.05で示した。 
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2.2.3 実験結果および考察 

（1）CNT 固定化培養ディッシュの表面状態と初代ラット肝細胞の接着 

まず、SEMによる CNTの固定化状態の観察を行ったところ、CNT が分散した状態で

ディッシュ表面に固定され、CNT の量が多い程 CNT が密に表面上を覆っていた

（Fig.2.2）。このときの CNT 固定化ディッシュの接触角を測定すると、組織培養ディッ

シュ（TC）よりも CNT固定化ディッシュの接触角が大きい、すなわち疎水面を形成し

ていることがわかった。また、CNT の濃度が高い程、高い疎水性を有していることが明

らかとなった（Fig.2.3（A））。 

次に、表面状態が細胞に与える影響を評価するため、培養 24 時間後における初代ラ

ット肝細胞の接着率を測定したところ、CNT 量が高くなるほど接着率が下がることが

わかった（Fig.2.3（B））。細胞は接着タンパク質を認識して基板に接着するため、タン

パク質が吸着しやすい表面には、細胞が接着する。このとき、材料表面の接触角が 40～

70 °付近でタンパク質が一番吸着しやすい、すなわち細胞の接着率が最も高いことが知

られている。肝細胞に関して言えば、Grantらは疎水性が高い表面で肝細胞の接着性が

下がることを見出しており 10)、本結果は他の報告とも一致している。つまり、CNT 固

定化ディッシュ表面の高い疎水性が、タンパク質の吸着を抑制し、その結果肝細胞の接

着を妨げていることが示唆された。このとき、CNT3と 6 における接着性の違いは見ら

れなかったため、以下の検討では CNT3のみを用いて評価を行った。 

 

Fig.2.2 CNT 固定化培養ディッシュ表面の SEM 像 9) 

 

Fig.2.3 （A）CNT 固定化ディッシュの接触角、および（B）初代ラット肝細胞の接着率 9) 
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（2）初代ラット肝細胞の形態の変化 

肝細胞形態の特性をより詳しく評価するため、一般的に細胞培養で用いられている組

織培養ディッシュ（TC）、肝細胞培養で汎用されているコラーゲンコートディッシュ

（Col）、そして CNT 固定化ディッシュ（CNT）、およびコラーゲンコート CNT 固定化

ディッシュ（CNT/Col）の 4条件で、肝細胞の形態の変化を観察した。 

TC と CNT 上の肝細胞は基板表面でわずかに伸展したものの、球状の形態を維持し、

細胞同士が凝集・集合した細胞塊（スフェロイド）を形成した。一方、Colと CNT/Col

では、肝細胞は基板に完全に接着、伸展して広がっていた（Fig.2.4）。 

 
Fig.2.4 培養日数に伴う初代ラット肝細胞の形態変化 9) 

 

細胞形態の維持に関わっているアクチンの染色を行ったところ、Col と CNT/Col で

は、赤く染色されたアクチンが細胞内を縦横に走っているのが観察され、TCと CNT に

比べて、ストレスファイバーが発達していることがわかった（Fig.2.5）。 

 
Fig.2.5 初代ラット肝細胞のアクチン（赤）、および核（青）染色 9) 
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また、このときの肝細胞の形態を定量的に評価するため、細胞の伸展面積を測定した。

TC と CNT では、培養 1 日目にわずかに面積が増加したが、その後は一定の値となっ

た。一方、Col と CNT/Colでは、伸展面積が培養 5日目までに大幅に増加し、その後は

ゆるやかに増加した。しかし、培養 5 日目から CNT/Col の伸展面積が Col よりも抑制

されている傾向があった（Fig.2.6）。 

 

Fig.2.6 各基板上での初代ラット肝細胞の伸展面積 9) 

 

これは、CNT のもつ高い疎水性の影響だけではなく、CNT が固定化されていること

による表面の微小な凹凸の影響だと考えられる。培養基板表面に、微小なピラー形状や

溝のような凹凸を形成させることによって、細胞と基板の接着点に形成される「接着斑」

の形成が困難となり、細胞の伸展が抑制される現象が報告されている 11), 12)。接着斑は、

細胞質側でストレスファイバーに連結しており、接着斑の発達はストレスファイバーの

発達につながる。Fig.2.5の結果からも、Col よりも CNT 上ではストレスファイバーの

発達が抑制されており、これらの結果から、基板表面に CNTが存在することによって、

肝細胞の基板上への伸展が抑制され、肝細胞同士が凝集することがわかった。 

 

（3）初代ラット肝細胞の接着タンパク質の遺伝子発現評価 

これらの 4条件で肝細胞形態に大きな違いが見られたため、細胞- ECM間、および細

胞-細胞間の接着を担うタンパク質の遺伝子発現を比較した。 

大部分の組織では、細胞が細胞間結合により互いに直接結合している。また、ECM は

細胞を支持する足場として細胞と接着している。これらの接着は、様々な接着タンパク

質を介して行われ、細胞の形態とも関わっている（Fig.2.7）13)。 
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Fig.2.7 細胞－細胞、および ECM 間にはたらく接着タンパク質の模式図 

 

インテグリンは細胞表面に存在し、細胞外では ECM と、細胞内では細胞骨格（アク

チンなど）と結合して細胞と ECM をつないでいる糖タンパク質である。αと βの 2 つ

のサブユニットが 1：1で会合しており、これらの組合せパターンにより 22種類のイン

テグリンが知られている 14)。上皮細胞における接着斑を形成する Integrin β1、ヘミデス

モソームを形成する Integrin α6の遺伝子発現を見てみると（Fig.2.8）、培養 5日目には、

4 条件の間であまり差が見られなかったが、培養 15 日目では、Col と CNT/Col で発現

が大きく上昇していた。これは、Col と CNT/Col上では肝細胞が大きく伸展し、基板と

接する面積が大きくなり、インテグリンが強く発現しているものと考えられる。 

 
Fig.2.8（A）Integrin-β1、および（B）Integrin-α6 の遺伝子発現レベル 9) 

 

また、カドヘリンは細胞外で隣り合う細胞のカドヘリンと結合して、細胞間の接着を

担う代表的な細胞間接着タンパク質である。また、コネキシンは細胞-細胞間の情報伝

達を担う、ギャップジャンクションを形成する重要なタンパク質である。これらの遺伝

子発現を見ることで、細胞間の結合の度合い、肝細胞間のコミュニケーションの発達度

合いを評価することが出来る。 
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E-Cadherinと Connexin 32の遺伝子発現を見てみると（Fig.2.9）、インテグリンの発現

とは逆で、Col や CNT/Colより、TCと CNT が高い発現レベルを示した。肝細胞の形態

は（Fig.2.4）、TC と CNT において、細胞が凝集したスフェロイドを形成していた。ス

フェロイド内では細胞間の結合が密になり、細胞間結合タンパク質の発現が上昇するこ

とが知られている 15), 16)。TC と CNT ではスフェロイドを形成しているため、これらの

細胞間結合が発達していると考えられる。 

 

Fig.2.9（A）E-Cadherin、および（B）Connexin 32 の遺伝子発現レベル 9) 

 

形態、および遺伝子発現レベルの結果から、CNT コートディッシュではタンパク質

の吸着が起こりにくく、CNT の微小な凹凸によって細胞の接着が抑制され、スフェロ

イドを形成することがわかった（Fig.2.10）。 

 
Fig.2.10 コラーゲンコートディッシュと CNT コートディッシュ上での肝細胞の接着挙動の考察 

 

また、形態が類似していた Col と CNT/Col、および CNT と TC では遺伝子発現に差

がないため、CNT の存在は、肝細胞-ECM 間、および肝細胞間の結合に影響しないこと

がわかった。 
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（4）初代ラット肝細胞の肝特異的機能活性 

形態、および遺伝子発現の結果から、TCと CNT、Colと CNT/Colで肝細胞の形態的

な特徴が類似していることがわかった。そこで、肝特異的機能（アンモニア代謝活性、

アルブミン分泌活性）を評価してみたところ（Fig.2.11）、Col、CNT/Colでは培養日数と

ともにアンモニア代謝活性、およびアルブミン分泌活性は低下する一方で、TCと CNT

では、少なくとも培養 15日間はその活性を維持していた。 

これらの違いは、各基板が与える肝細胞形態の違いであると考えられる。一般的に、

過度に基板上に伸展・接着した肝細胞の機能活性は、数日の内に消失してしまうことが

知られている。細胞間のコミュニケーションが不十分で、in vivo の環境とかけ離れてし

まうためである。一方、スフェロイドのように細胞が密に詰まって細胞間のコミュニケ

ーションが活発になることにより、E-cadherinや Connexin 32が発達し、肝細胞の機能

活性を維持できることが知られている 15)~18)。TC や CNT では特に Connexin 32の遺伝子

発現が Col や CNT/Col よりも高くなっており、細胞間のコミュニケーションが活発に

行われ、その結果機能活性が上がったものと考えられる。この機能発現の結果は、肝細

胞の形態を反映した結果であり、CNT が肝細胞の肝特異機能に直接影響しないことが

わかった。 

 

 

Fig.2.11（A）アンモニア代謝活性、および（B）アルブミン分泌活性 9) 

 

2.2.4 本節のまとめ  

本節より、以下の結果を得た。 

（1） CNT は、自身の強い疎水性、またその微小な凹凸によって、初代肝細胞の接着

と伸展を抑制し、スフェロイドの形成を促進した。 

（2） CNT コートディッシュ上の肝細胞の形態、それに伴う接着タンパク質の遺伝子

発現、機能活性は一般的な組織培養ディッシュと差がなかった。 
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これらの結果から、CNT の存在は、細胞間の結合や ECM との結合、およびアンモニ

ア代謝活性、およびアルブミン分泌活性といった肝特異機能に影響しないことが明らか

となった。従って、今回用いている CNT は、肝細胞の結合状態・機能活性の点から見

ると、細胞へ悪影響を及ぼさないことがわかった。 

次節では、CNT と同様な機能を有する分子ヒーターとして、「金ナノロッド」が細胞

に及ぼす影響について評価した。 

 

 

2.3 金ナノロッドの細胞への影響評価  

2.3.1 本節の目的 

CNT 同様、光熱交換性を有する材料に「金ナノ粒子」がある。1～100 nm程度の直径

を有する金ナノ粒子は、高い生体適合性や化学的安定性、バルクの金とは異なる特異的

発色性を持つことから、バイオアプリケーションへの利用が盛んに研究されている 19)。 

この金ナノ粒子の光熱交換特性を活かし、薬剤放出システムや温熱療法、細胞培養基

板材料などに応用されている。例えば Zhuらは、細胞接着分子を修飾した球状金ナノ粒

子をパターン化した培養基板を開発し、細胞近傍へのレーザ照射技術と組み合せること

により、細胞遊走の制御に成功している 20)。Kolesnikovaらは、金ナノ粒子を基板に修

飾、レーザ照射によって細胞を剥離する技術を確立している 21)。また、Shiotani らは、

金ナノロッドを複合化した PNIPAAmゲルを開発し、NIR 照射によって誘導されるゲル

の相転移を利用して薬物を放出させるドラッグデリバリーシステムを確立している 22)。 

金ナノ粒子の形状に着目すると、球状の金ナノ粒子は可視光領域に吸収を示すが、棒

状の「金ナノロッド」では、ロッドの短軸に由来する可視光領域の吸収と、長軸に由来

する NIR 領域の 2つの吸収を示すことが知られている 23)。 

一般的な金ナノロッド溶液は、ロッド形成の過程、および良好な分散性を維持するた

めに CTAB（臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム）を含んでいるが、CTAB は陽

イオン性の界面活性剤であるため、細胞毒性を示すことが知られている 23)。本研究では、

アガロースゲル中での分散性を維持したまま、生体適合性を向上する必要がある。加え

て本技術では、細胞パターニング技術へ応用するため、アガロースの細胞非接着性を損

なわない分子修飾が必要である。 

そこで、細胞毒性がなく、かつ細胞非接着性を示し、金ナノロッドへの修飾方法が確

立されているポリエチレングリコール（PEG）に着目した。Fig.2.12に示すように、金

ナノロッド表面に PEG修飾を施し、PEG修飾の有無や細胞毒性について評価した。 
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Fig.2.12 金ナノロッドへの PEG 修飾の概念図 

 

2.3.2 実験方法 

（1）金ナノロッド表面への PEG 修飾 

長軸 67 nm、短軸 10 nm（アスペクト比 6.7）で、1064 nmに SPRピークを有する金ナ

ノロッド溶液（濃度：0.04 mg/mL、分散剤：CTAB）（NANOPARTz社）を用い、Niidome

らの手法 24)を参考にして表面に PEGを修飾した。金ナノロッド原液（CTAB–GNR）を

1.5 mLチューブに入れ、15000 rpm（約 32000×g）、1 時間遠心分離（KUBOTA3740、久

保田製作所）し、金ナノロッドを沈殿させた。片末端にチオール基を有する PEG–SH （分

子量 5000）（SUNBLIGHT ME-050-SH、日油）を 50 %エタノールで 5 mMに調製し、金

ナノロッドの沈殿に加えて 5時間振とうさせた。15000 rpm（約 32000×g）、1時間遠心

分離後、上澄みを取り除いて蒸留水を加えてさらに 5 時間振とうし、この溶液を PEG

修飾金ナノロッド溶液（PEG–GNR）とした。 

 

（2）金ナノロッド表面への PEG 修飾の評価（FT-IR） 

PEG–SH溶液、CTAB–GNR、 および（1）の方法で調製した PEG–GNRについて、FT–

IR 測定（IRAffinity 、島津製作所）を行った。臭化カリウム粉末に微量のサンプルを滴

下して混ぜ、粉末が乾燥後にプレスして錠剤に成型し測定サンプルを作製した。 

 

（3）PEG 修飾による吸光スペクトルの変化 

CTAB–GNR、 および（1）の手法で調製した PEG–GNRについて、紫外可視分光光度

計（UV-1800、島津製作所）にて測定した。プラスチックセルに 800 μL の溶液を入れ、

ブランクとして蒸留水を用いた。測定条件は以下の Table 2.10に示す。 
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Table 2.10 吸光スペクトル測定条件 

Measure mode Abs 

Scan range /nm 1100.0-350.0 

Scan pitch /nm 0.5 

Scan speed Fast 

Slit width /nm 1.0 

 

（4）金ナノロッドの分散性の評価 

1mL の CTAB–GNRを、15000 rpm（約 32000×g）、1 時間遠心処理した後、1 mLの蒸

留水にて振とう・分散させ、さらに 15000 rpm（約 32000×g）で遠心処理をしたものを

「CTAB–H2O–GNR」とした。また、PEG–GNRを同様の方法で処理したものを「PEG–

H2O–GNR」とした。このサンプルを用いて、目視での沈殿の有無の確認、および OD600

測定（SmartSpec Plus、BIORAD）を行った。OD600測定は、50μL の溶液をプラスチッ

クセルに入れ、「OD600モード」で測定を行った。 

 

（5）細胞毒性評価 

コンフルエントに達した NIH 3T3細胞を、0.05 %トリプシン溶液（Invitrogen）で処理

して細胞懸濁液を得た。この懸濁液を 96ウェルプレート（Cell culture treatment、Becton, 

Dickinson and Company）に 1×104 cells/well（100μL/well）、DMEM+10 %FBS培地を用い

て播種した。5 % CO2、95 % Air、37 ºC、飽和湿度のインキュベータにて培養 24時間培

養した。DMEM 培地（組成：Table 2.11）をコントロールとし、DMEM 培地に CTAB–

GNR（最終濃度：0.2 μg/mL）を添加した培地、また DMEM 培地に PEG–GNR（最終濃

度：0.2 μg/mL）を添加した培地の 3 種類を作製し、培地交換を行った。さらに 24時間

培養後、細胞の形態観察、および細胞数を測定した。 

細胞数の測定は、2.2.2項（6）と同様に、200μL/well の DNA 抽出液にて細胞を回収

し、DAPI 蛍光測定法にて DNA 量を測定、検量線から細胞数を算出した。 

 

Table 2.11 DMEM 培地の組成  

試薬 培地組成 

DMEM 基本培地 
（GIBCO  Cat. No. 12800-017） 

13.5 g/L 

NaHCO3 3.7 g/L 

Penicillin  58.8 mg/L 

Streptomycin 100 mg/L 
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2.3.3 実験結果および考察 

（1）金ナノロッド表面への PEG 修飾の評価（FT-IR） 

 本手法による金ナノロッド表面への PEG修飾の有無を確認するため、PEG–SH溶

液、CTAB–GNR、 および PEG–GNRについて FT–IR測定を行った（Fig.2.13）。その

結果、PEG–SH溶液では、2900 cm-1付近に PEGの CH2-結合を示す特徴的なピーク 25), 

26)が見られた（グラフ中の矢印）。CTAB–GNRでは確認出来なかったが、PEG–GNRで

このピークが確認され、PEGが金ナノロッド表面に修飾されていることがわかった。 

 

Fig.2.13 PEG-SH 溶液、CTAB-GNR および PEG-GNR の FT-IR スペクトル  

 

（2）PEG 修飾による吸光度の変化 

PEG修飾によって、金ナノロッドの吸収波長に影響が出ないか確認するため、CTAB–

GNR、 PEG–GNRについて、吸光度測定を行った。2.3.1項で述べたとおり、金ナノロ

ッドは、ロッドの短軸方向、および長軸方向に由来する 2 つのピークが見られることが

知られている。2 つのサンプルの吸光度を測定した結果、CTAB–GNR（Fig.2.14（A））、

および PEG–GNR（Fig.2.14（B））の両方で、ロッドの短軸由来の 500 nm付近のピーク、

および長軸由来の 1100 nm付近のピークが観察された（グラフ中の矢印）。両者のピー

クの位置には、ほとんど違いが見られなかったため、PEG修飾による金ナノロッドの吸

収波長への影響はないことがわかった。 



35 

 

 

Fig.2.14 （A）CTAB-GNR、および（B）PEG-GNR の吸収スペクトル 

 

（3）金ナノロッドの分散性の評価 

次に、PEG修飾による分散性を評価するため、分散性の指標として①目視での確認、

および②OD600での吸光度測定を行った。CTAB–GNRを遠心後、上澄みを抜き蒸留水

に再分散させ、さらに遠心分離行うと、金ナノロッドが底面に沈殿していることが確認

された（Fig.2.15（A）中央の写真）。一方、PEG–GNRに対し同様の操作を行っても、金

ナノロッドの沈殿は見られなかった（Fig.2.15（A）右端の写真）。 

この結果を定量的に評価するため、CTAB–GNR、CTAB–H2O–GNR、および、PEG–H2O–

GNRの上澄みの OD600を測定したところ、CTAB–H2O–GNRでは値がほぼ 0 であった

ことに対し、PEG–H2O–GNRではもとの CTAB–GNRと同等の値を示した（Fig.2.15（B））。

つまり、PEGが金ナノロッド表面に修飾されることにより、PEG–GNRは安定的に水中

に分散していることを示している。 

CTAB は窒素部位で金ナノロッド表面に吸着し、二分子膜構造を形成することで金ナ

ノロッドの分散剤として機能することが知られている 27)。しかし、60°C 以上の熱やア

ルコールで容易に解離してしまうことがわかっており 28)、PEG–SH溶液中のエタノール

の効果によって表面の CTAB が解離したものと思われる。一方、PEGは金ナノロッド

の表面に金属－チオール結合で化学修飾されているため、遠心操作で解離することなく、

良好な分散性を示していると考えられる。 
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Fig.2.15 （A）各溶液の遠心・再分散処理後の外観（矢印は金ナノロッドの沈殿）、および（B）各溶液

の遠心・再分散処理後の OD600 

 

（4）細胞毒性評価 

さらに PEG–GNRの細胞への影響を評価するため、NIH 3T3細胞による細胞増殖性試

験を行った。試験開始から 24時間後の形態を見ると、Control（通常培地）ではほぼコ

ンフルエントであることに対し、CTAB–GNR では明らかに細胞が減少していた

（Fig.2.16（A））。一方、PEG–GNRでは Controlと同様に、良好に細胞が増殖していた。

この結果を定量的に評価するため細胞数を測定したところ、CTAB-GNRは Controlの 7

割しか細胞が生存していなかったが、PEG–GNRは Control と同等の細胞数を示した

（Fig.2.16（B））。 

よって、この手法で CTAB が取り除けること、および金ナノロッド表面への PEG修

飾によって良好な細胞適合性が発揮できることが示された。 

 
Fig.2.16 （A）各溶液暴露後の NIH 3T3 細胞の形態写真、および（B）DAPI 蛍光測定法による細胞

数の変化 
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2.3.4 本節のまとめ  

本節より、以下の結果を得た。 

（1） 本法を用いることにより、金ナノロッド表面に PEGが修飾可能であった。 

（2） PEG 修飾金ナノロッドは水中でも良好な分散性を保ち、細胞毒性を低減するこ

とが可能であった。 

PEG修飾金ナノロッドは、細胞親和性が高く、なおかつ水中で安定な分散を維持した

ことから、アガロースゲル中にも安定的に分散可能なことが期待できる。 

 

 

2.4 本章のまとめ 

これらの結果より、CNT は初代肝細胞の接着・伸展を抑制するものの、一般的な組織

培養ディッシュと同等の形態や機能活性を示した。また、金ナノロッドの表面に PEGを

修飾することにより、良好な分散性、および細胞親和性を示した。つまり、CNT、およ

び金ナノロッドは、細胞培養基板に用いても、細胞への毒性を示さないことが明らかと

なった。 

従って、これら 2 つの材料は NIR 応答性アガロースゲル基板の分子ヒーターとして

問題なく利用できると考えた。そこで次章では、これらの分子ヒーターとアガロースゲ

ルを複合した「NIR 応答性アガロースゲル」の開発を試み、複合ゲルの特性を評価した。 
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第 3 章 

NIR 応答性アガロースゲルの開発とその特性 

 

 

3.1 本節の目的 

前章では、本技術において、近赤外線（NIR）照射に対する分子ヒーターとしての利

用が期待できる CNT、および PEG修飾金ナノロッドの細胞培養における特性を評価し

た。これらの結果から、両者とも細胞に対する悪影響は見られないことがわかり、細胞

培養に応用しても問題がないことを明らかにした。 

本章では、第 1 章 1.6節で述べた「NIR 応答性アガロースゲル」を用いたコンセプ

トを基に、CNT、および PEG修飾金ナノロッドを分子ヒーターとしてアガロースに複

合し、「NIR 応答性アガロースゲル」の開発とその特性を評価することを目的とした。 

具体的に、3.2節では NIR レーザーの仕様についてまとめ、NIR レーザーのスポット

径の理論値を算出し、本研究で用いている NIR 照射システムについて述べた。3.3節で

は、分子ヒーターとして CNT を複合した「CNT 複合アガロースゲル」の作製手法を確

立し、複合ゲルの特性（細胞接着性、ゾル化温度、ゲル強度、NIR 応答性）についてア

ガロースゲルとの比較を行った。さらに、NIR 照射領域のみに細胞がトラップ出来、ア

レイ化技術として利用できるかどうか検討した。3.4 節では分子ヒーターとして金ナノ

ロッドを複合した「金ナノロッド複合アガロースゲル」について同様の評価を行った。 

 

 

3.2 NIR 照射システム 

3.2.1 NIR 照射装置の概略 

1.5 節で述べたように、光操作のメリットとして、光照射システムを既存の顕微鏡に

組み込み、画像解析ソフト等で制御しやすい点がある。そこで本研究では、現有の倒立

顕微鏡（Nikon ECLIPSE TE2000-U、ニコン）に NIR レーザー光源を組み込み、画像解

析ソフト（Lumina Vision、三谷商事）で制御可能な NIR 照射システムを確立した（Fig.3.1）。

このシステムでは、顕微鏡後方から入射した NIR が、対物レンズを介してサンプル底

面から照射するようになっており、①「NIR の照射位置」を XY 電動ステージで、②

「NIR の照射時間」を顕微鏡後方のシャッターで、および③「NIR の照射強度」を強度

調節器によって自由に制御することが可能である。 
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Fig.3.1 NIR 照射システムの概略 

 

3.2.2 NIR 照射システム各部の詳細 

以下、NIR 照射システムを構成する「NIR レーザー光源」、「XY 電動ステージ」、およ

び「シャッター制御装置」について、詳細をまとめた。 

 

（1）NIR レーザー光源 

本研究では、ファイバレーザーを光源として利用している。ファイバレーザーは増幅

媒質に、結晶ロッドではなく光ファイバを使用した固体レーザーの 1 種であり、①細い

ファイバ内に光を閉じこめるため、エネルギー変換効率が高い、②ファイバは細くて表

面積が大きいため、冷却が容易で高出力化が可能、③ファイバと光部品を一体化できる

ため光軸ずれがなく安定・高信頼・保守が容易である（メンテナンスフリー）、および

④ファイバ出力のためビーム品質に優れるといった特徴を有する 1), 2)。 

本研究で用いたファイバレーザー（型式：ASF1JE01、古河電工）の詳細を Table 3.1に

示す。M2値（エムスクエア）とはレーザーの集光度合い（レーザーの品質）を表す数値

で、理想的に集光されたレーザーでは M2=1となる。実際には、理想的なレーザーのス

ポット径の M2倍に広がる。今回用いたファイバレーザーは、光源となる装置にキズ・

割れ目がなければ、理想的な光学系で M2＜1.2が達成可能である。 

 

Table 3.1 ファイバレーザーの仕様 

発振条件 Continuous wave (CW) 

波長 1064 nm 

出力 0~2000 mW 

M2 値 ＜1.2 
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（2）XY 電動ステージ 

NIR の照射位置を制御するため、XY 電動ステージ（ProScan/OptiScan Stages、日本ロ

ーパー）による位置制御を行った。このステージは画像解析ソフトの Luminavisionで、

位置を制御することが可能である。 

Lumina Visionで操作する場合は、「スキャンパターン」画面にて、X、Y 方向の間隔

を数値で入力し（0.01 mm刻みで入力可能）、開始位置、および終了位置を X と Y 点の

個数を確認しながら決定する（Fig.3.2）。なお、本システムでは、X、Y 方向への直線的

な動きのみ制御可能であり、Z 軸方向、および電動ステージの速度は制御出来ない。 

 
Fig.3.2 XY 電動ステージの制御画面（Luminavision） 

 

（3）シャッター制御装置 

NIR の照射時間を制御するため、シャッターコントローラ（SSH-C4B、シグマ光機）

によるシャッター制御を行った。「外部機器制御」の「シャッタータブ」画面で、「Open

後遅延」の欄に、シャッターを開けておく時間を入力する（単位：ms）。シャッターの

開閉時間は約 1秒刻みで制御が可能である（Fig.3.3）。 

 

Fig.3.3 シャッターの制御画面（Luminavision） 
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3.2.3 NIR レーザーのスポット径 

NIR は目に見えず、物質透過性が高いため、レーザーのビームの形状やスポット径を

測定することが難しい。そこで、本研究で用いた NIR レーザーをシングルモードの理

想的な形状のレーザーと仮定し、集光部位におけるスポット径を以下の式で理論的に算

出した 1), 2)。まず、本研究で主に用いた対物レンズ（ニコン株式会社）の仕様を Table 3.2

に示す。NA 値とはレンズの分解能を表す数値であり、大きいほど高分解能を示す。瞳

径とは、対物レンズ後方から入射可能な、軸上平行光束の最大径を指す。なお、焦点距

離と瞳径は以下の式（1）、（2）より算出した 3)。 

 

f [mm]=200/M  ・・・・・（1）  

  M：対物レンズの倍率 

瞳径 [mm]=2×f×NA・・・・・（2）  

  f ：対物レンズの焦点距離、NA ：対物レンズの開口数 

 

Table 3.2 本研究で用いた対物レンズの仕様 

Type 倍率 NA 値（Numerical aperture） 焦点距離 [mm] 瞳径 [mm] 

Plan fluor X4 0.13 50 13 

Plan fluor X10 0.30 20 12 

Plan fluor X20 0.45 10 9 

Plan fluor X40 0.60 5 6 

 

ここで、シングルモードのレーザーの理論的なスポット直径（D）は、以下の式（3）

で求められる。 

D [mm]＝（4 λ /π）（f /D0）M2 ・・・・・（3） 

集光スポット径：D [mm]、レーザー波長：λ [mm]、集光レンズ焦点距離：f [mm]、入射

光の直径：D0 [mm]、M2：エムスクエア値 

 

今回の系では、入射光の直径を瞳径（D0）、M2値と 1.2と仮定して算出し、以下の Table 

3.3に示した。 

Table 3.3 各レンズにおける NIR レーザーのスポット径 

Type 倍率 スポット径（直径）[μm] 

Plan fluor X4 6.3 

Plan fluor X10 2.7 

Plan fluor X20 1.8 

Plan fluor X40 1.4 
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なお、本研究を遂行するにあたり、基本的なシステムは同様であるが NIR 光源部分

を一度変更した。上記で示しているレーザーの情報は最新のものである。以前利用して

いたレーザーの M2値は 2.5であったため、スポット径の理論値を再計算し、以下の Table 

3.4に示した。本論文では、最新のレーザーを「新レーザー」、以前利用していたレーザ

ーを「旧レーザー」と表記し、NIR 光源の違いを区別した。 

 

Table 3.4 各レンズにおける NIR レーザーのスポット径 

Type 倍率 スポット径（直径）[μm] 

Plan fluor X4 13 

Plan fluor X10 5.4 

Plan fluor X20 3.8 

Plan fluor X40 2.8 

 

 

3.3 カーボンナノチューブ複合アガロースゲルの作製とその特性 

3.3.1 本節の目的 

2.2 節でも述べたように CNT は NIR 領域の光を吸収し、ほとんどは無輻射的な過程

により失活し、熱運動に変換される。この高い発熱効率と、高い熱伝導度を活かし、本

技術における分子ヒーターとして CNT を利用することとした。 

本節では、NIR 照射による局所的なゾル化を実現するため、アガロースゲルに CNT

を複合した「CNT 複合アガロースゲル」の作製方法を確立すること、および CNT を含

まないアガロースゲルと、CNT 複合アガロースゲルの特性（細胞非接着性、ゾル化温

度、ゲル強度、NIR 応答性）を比較することを目的とした。 

 

3.3.2 実験方法 

（1）CNT 複合アガロースゲル基板の作製方法 

CNT 分散溶液（濃度：1 mg/mL、直径：1～2.5 nm、長さ：1～5 μm）（SWNT FP-100、

名城ナノカーボン社）を 1～2時間超音波装置（45 Hz、アズワン）にかけて、大きな CNT

の凝集塊を分散させた。試験管に低融点アガロース粉末（濃度：2 %w/v）（Agarose Super-

LM、ナカライテスク）と CNT 分散液を混合し、サーマルサイクラー（Ultimate Dry Bath 

Incubator、major science社）で 70 °C、30分加熱した。アガロース粉末が溶けたらよく

撹拌し、この溶液 250 μL を組織培養ディッシュ（FALCON3001、φ35 mm、Corning社）

上にスピンコーター（Opti coat MS-A100、ミカサ株式会社）を用いて薄膜を形成した（ス

ピンコート条件：2000 rpm、5 sec→4000 rpm、5 sec）。この基板を 4 °C の冷蔵庫にて一

晩ゲル化させ、翌日、5 % CO2、95 % Air、37°C、飽和湿度のインキュベータにそのまま

1 日保存した。その後、ゲルの乾燥を防ぐため、滅菌水（または PBS）を入れて 5 % CO2、
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95 % Air、37 °C、飽和湿度のインキュベータで保存した。 

 

（2）CNT 複合アガロースゲルの細胞接着性 

3.3.2項（1）の方法で作製した基板表面を滅菌水（または滅菌済みの PBS）で 2 回洗

浄し、滅菌水で満たした状態で 1時間クリーンベンチ（UV）下に置いて滅菌を行った。

その後、HepG2細胞を WE+10 %FBS培地（組成：Table 3.5）にて 1.5×105 cells/mL（3

×104 cells/cm2）の密度に調製し、各基板に 2 mL播種した。その後、5 % CO2、95 % Air、

37 °C、飽和湿度のインキュベータにて 24時間培養した。その後、浮遊している細胞と

接着している細胞をそれぞれ別のキャップ付きチューブに DNA 抽出液を用いて回収し、

2.2.2項（6）に示した方法と同様に、細胞接着率を算出した。組織培養ディッシュ（TC：

Tissue culture dish）をコントロールとし、アガロースゲルを蒸留水で調製したアガロー

スゲル（Agarose gel）、および CNT複合アガロースゲル（CNT/Agarose gel）の 3つの基

板で評価した。 

 

Table 3.5 WE 培地の組成 

試薬 培地組成 

WE 基本培地 

（Sigma  Cat. No. W4125） 
13.5 g/L 

NaHCO3 2.2 g/L 

Penicillin 58.8 mg/L 

Streptomycin 100 mg/L 

 

（3）CNT 複合アガロースゲルのゾル化温度 

ゾル化温度は、高感度 DSCを用いて測定を行った。1.5 mLチューブに 3.3.2項（1）

の方法でゲルを作製した。このゲルサンプルから、アルミ製（容量：40 μL）のサンプル

パンに入れた。窒素雰囲気下、10 °C/minの昇温条件下で、空のサンプルパンを Reference

として測定した。測定したデータのピークトップの点をゾル化温度として評価した。ア

ガロースを蒸留水で作製したアガロースゲル（Agarose gel）をコントロールとし、CNT

複合アガロースゲル（CNT/Agarose gel）と比較した。 

 

（4）CNT 複合アガロースゲルのゲル強度 

ゲルの強度はテクスチャーアナライザー（卓上小型テクスチャーアナライザーCT-3、

ブルックフィールド社）によって測定した。50 mLのガラスバイアルに 3.3.2項（1）の方

法で作製したゾルを約 40 mL流し込み、ゲルを作製した。プローブ（プローブ径：12.7 

mm）を、プローブ速度 0.5 mm/secでサンプルに押し込み、応力－ひずみ曲線を専用の

ソフトウェアにて解析した。アガロースを蒸留水で作製したアガロースゲル（Agarose 

gel）をコントロールとし、CNT複合アガロースゲル（CNT/Agarose gel）と比較した。 
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（5）CNT 複合アガロースゲルの NIR 応答性の評価 

3.3.2項（1）の方法で作製したサンプルに NIR（旧レーザー）を照射し、NIR 照射時

のゲル表面の温度をサーモグラフィー（TVS-8500、日本アビオニクス）にて測定した。

アガロースを蒸留水で作製したアガロースゲル（Agarose gel）をコントロールとした。

また、24×24 mmのガラス基板上にゲルを作製し、NIR を照射した。この基板を、エタ

ノール（脱水）（051-06135、和光純薬、大阪）および t-ブチルアルコール（028-03386、

和光純薬）を用いて脱水処理し、上からイオンスパッタ（E-1030、日立ハイテク）で Pt

を 10 sec蒸着した後、走査型電子顕微鏡（SEM）（VE-8800、キーエンス）で基板表面を

観察した。また、NIR 照射した別のサンプルを、窒素雰囲気下に 24 時間以上置いて乾

燥させ、超高分解能非接触三次元表面形状計測システム（BW-A50X、ニコン）で表面の

解析を行った。 

 

（6）ゾル化範囲の測定、およびパターンへの細胞接着 

3.3.2項（1）の方法で作製した基板に、Fig.3.1に示した NIR 照射システム（旧レーザ

ー）を用いて基板に NIR を照射し、円形のパターンを形成させた。このパターンの写真

を Win Roofにて取得し、NIR 照射時間・CNT濃度・対物レンズを変えた際の、ゾル化

範囲の直径を Win Roofの「形状測定ツール」にて測定した。 

また、この基板を滅菌後に HeLa細胞を DMEM 培地+10 %FBS（組成：Table 2.11参

照）にて 5×105 cells/mL（1×105 cells/cm2）の密度に調製し、基板に懸濁液を 2 mL播

種した。5 % CO2、95 % Air、37 °C、飽和湿度のインキュベータにて約 4時間静置した

後、細胞が接着したことを確認し、パターンに接着していない細胞を PBS と培地にて

洗浄し、パターンへの細胞の接着を確認した。 

 

3.3.3 実験結果および考察 

（1）CNT 複合アガロースゲルの特性評価 

3.3.2項で述べた手法で、アガロースゲル、および CNT 複合アガロースゲル基板を作

製したところ、CNT を複合しても高い透明性を有する基板を作製することが出来た

（Fig.3.4）。この基板上のゲル層の厚みは約 4 μmであった。 

 
Fig.3.4 （A）アガロースゲル、および（B）CNT 複合アガロースゲルの外観 
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また、CNTの複合化によってアガロースゲルの細胞接着性へ影響しないか、HepG2細

胞を播種して 24時間後の細胞接着を評価した。組織培養ディッシュ（TC）は、基板上

に細胞が接着、伸展していることに対し、アガロースゲル（Agarose gel）と CNT複合ア

ガロースゲル（CNT/Agarose gel）ではほとんど細胞が接着していなかった（Fig.3.5）。 

この結果を定量的に評価するため、接着している細胞と浮遊細胞をそれぞれ回収し、

接着率を算出したところ、TC では 100 %の接着率に対し、Agarose gel、および

CNT/Agarose gelではそれぞれ約 1 %、0.3 %であった（Fig.3.6）。この結果から、アガロ

ースゲルは高い細胞非接着性有するとともに、CNT の複合はアガロースゲルの細胞接

着性へ影響しないことがわかった。 

 

Fig.3.5 各基板上での培養 24 時間後の HepG2 細胞の形態 

 

 

Fig.3.6 各基板上での培養 24 時間後の HepG2 細胞の接着率 

 

ゲルのゾル化温度（融点）の上昇は、NIR 照射による効率的なゾル化誘導の妨げにな

り、細胞への熱のダメージも大きくなってしまうため好ましくない。そこで、CNT 複合

化によるゲルのゾル化温度への影響について、高感度DSCを用いて評価した（Fig.3.7）。

その結果、Agarose gelでは約 59 °C、CNT/Agarose gelは約 56 °Cであり、CNT の複合化

はゾル化温度へ大きく影響しないことがわかった。 
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Fig.3.7 アガロースゲル、および CNT 複合アガロースゲルのゾル化温度 

 

さらに複合ゲルの特性を評価するため、ゲル強度を測定した。Agaroseと CNT/Agarose 

gel の応力―ひずみ曲線を Fig.3.8に示す。最大応力を示した点がゲルの破断点であり、

破断後、応力は緩やかに低下した。また、CNT の複合化によって最大応力の上昇、すな

わちゲル強度の上昇がみられた。Yildirim らの研究から、CNT を複合させることによっ

てアルギン酸ゲルの強度が上昇することが報告されており 4)、CNTの高い機械的強度に

よる影響だと考えられる。細胞培養では、ピペットによる培養操作や、また長期的な培

養を行うことを考えると、この特性は好都合であると考えられる。 

 
Fig.3.8 アガロースゲル、および CNT 複合アガロースゲルの応力―ひずみ曲線 5) 

 

（2）CNT 複合アガロースゲルの NIR 応答性評価 

Fig.3.1に示した NIR 照射システムを用いて、CNT 複合アガロースゲルの NIR 応答性

を評価した。まず、NIR 照射時のゲル表面の温度をサーモグラフィーにて測定したとこ

ろ、Agarose gelではほとんど温度上昇が見られなかったことに対し、CNT/Agarose gelで

は、NIR 照射とともに、瞬間的な温度上昇が見られた（Fig.3.9）。 
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Fig.3.9 アガロースゲル、および CNT 複合アガロースゲルの NIR 照射時のゲルの温度上昇 

（グラフ内はサーモグラフィーでの取得画像。矢印が NIR 照射部位を示す）5) 

 

また、NIR 照射部分を位相差顕微鏡で観察すると、円形のゾル化パターンが形成され

た（Fig.3.10（A））。この円形パターン部分がエッチングされているのか、より詳細な観

察を行うため、表面形状解析を行ったところ、円形のパターン部分がゲルの表面（点線

で示した部分）より低くなっており、ゲルがエッチングされて取り除かれていることが

明らかになった（Fig.3.10（B）、（C））。 

 

Fig.3.10 （A）CNT 複合アガロースゲルの NIR 照射時の位相差像、（B）表面形状解析画像、（C）（B）

の a、b、c 点における、10 倍レンズ、および（D）20 倍レンズでの表面形状プロファイル 5) 
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さらに高倍率で解析してみると、上面が広く、底面が狭い円錐状になっていることが

明らかとなった（Fig.3.10（D））。なお、Fig.3.10（C）と（D）の結果については、乾燥

状態で観察を行ったため、膨潤率でゲルの深さを補正した。 

このようにゾル化部分が円錐になる現象について、以下のように考察した。シングル

モードのレーザーは、一様な光強度の平行波ではなく、その強度分布はガウス分布に従

っている（Fig.3.11（A））。つまり、レーザーの当たっている中心部は一番温度が高く、

周囲に向かって温度は低くなっていると考えられる（Fig.3.11（B））。 

CNT 複合アガロースゲルの厚み 3 μmの範囲において、レーザーのスポット径は深さ

方向ではほぼ同じと考えられ、均一にゾル化が起こっていると考えられる。しかし、ア

ガロース分子の拡散は水と接している部分から優先的に起こるため、その間に下の面が

水と接して冷やされていく。その結果、温度の低い端ではゾル化が起きにくくなる、ま

たは再ゲル化し、円錐状になったと考えられる。 

 

Fig.3.11 （A）レーザーの強度分布 1)、および（B）NIR 照射時の温度分布の予想図 

 

（3）ゾル化範囲の測定、およびゾル化部位への細胞接着 

アレイ化技術へ応用する際には、目的に応じてパターンのサイズを制御出来ることが

好ましい。本技術では熱の発生によるゲル－ゾル転移を誘導しているため、ゾル化範囲

（すなわち、細胞接着面となるパターンサイズ）は NIR の集光状態とゲル内の熱伝導

性（熱拡散）に影響を受けると考えられる。そこで、NIR 照射時間、NIR 強度、CNT 濃

度、対物レンズといったパラメータが、パターンサイズに与える影響を評価した。 

NIR 照射時間の違いによるパターンサイズへの影響を見てみたところ（Fig.3.12（A））、

NIR 照射と同時に円形のパターンが形成された。また、形成されるパターンサイズの大

きさは、1秒後以降変化せず、ほぼ一定であったことから、アガロースゲルの瞬間的か

つ選択的なゾル化を制御できることが示された。この結果から、以降の NIR 照射時間

は 5秒に一定とした。 

NIR 強度、および対物レンズの違いによるパターンサイズへの影響を見てみたところ

（Fig.3.12（B））、NIR 強度が大きくなるにつれて、パターンサイズが大きくなった。NIR
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強度が高い程 CNT との光熱交換効率が上がり、熱が多く発生するため、パターンサイ

ズが広がっていると考えられる。また、対物レンズは倍率が大きいほど、パターンサイ

ズが小さくなった。Table 3.4に示しているように、レーザーのスポット径そのものは対

物レンズが大きくなるほど小さくなるためであると考えられる。 

CNT 濃度の違いによるパターンサイズへの影響を見てみたところ（Fig.3.12（C））、

CNT 濃度が高い程パターンサイズが大きくなった。濃度が高い程 NIR 照射領域におけ

る CNT 量が増加し、熱が多く発生するため、パターンが広がっていると考えられる。 

 
Fig.3.12 （A）NIR 照射時間、（B）NIR 強度と対物レンズ、および（C）NIR 強度と CNT 濃度がゾル化

範囲に及ぼす影響 5) 

 

このとき、CNT 濃度 1.0 mg/mL、NIR 強度 250 mW、4 倍対物レンズの条件下で、最

大 80 μm 程度のパターンを形成している。ディッシュに当たった NIR が散乱しないと

仮定すると、ゾル化範囲はレーザーのスポット径の約 6 倍に広がっている（Table 3.13

参照）。CNT は高い熱伝導性（水：0.6 W/mKに対し CNT：20 W/mK）を有するため、

熱が周囲に拡散しやすく、スポット径よりも広範囲にゾル化したと考えられる。 

さらに、この表面を SEMで詳しく観察すると、下の基板表面が露出している様子が

確認された（Fig.3.13）。 

 
Fig.3.13 NIR 照射部位の SEM 画像 5) 
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ここに HeLa細胞を播種してみると、パターンサイズに応じて単一細胞～複数細胞が

接着することを確認した（Fig.3.14）。つまり、瞬間的かつ完全なゾル化を誘導し、細胞

が完全に接着可能な面を形成出来ていることがわかった。 

 

Fig.3.14 （A）各 NIR 強度におけるゾル化範囲（パターン）の形成、および（B）HeLa 細胞が接着した

パターン 5) 

 

NIR 照射時には、必ず蒸留水（または PBS）などの溶液で満たされているため、ゾル

化したアガロース分子や CNT が溶液中に拡散し、再ゾル化を防いでいると考えられる。

またこれらの結果は、細胞を培養している途中、すなわち培地が入っている状態でも、

効率的にゾル化を誘導出来ることを示している。ここには結果を示していないが、蒸留

水を満たした状態で 2 週間、インキュベータにゲル基板を静置して NIR を照射したと

ころ、2週間後でも NIR 応答性を有していることを確認している。CNT の堅牢性、化学

的安定性により、少なくとも 2 週間は安定的に光応答性を有していることを示した。 

 

 

3.3.4 本節のまとめ 

これらの結果から、以下の結果を得た。 

（1） CNT の複合化は、細胞接着性、ゾル化温度には全く影響を与えない。 

（2） CNT の複合化によって、アガロースゲルよりもゲル強度が上昇することがわか

った。 

（3） 各種表面解析によって、CNT 複合アガロースゲルの NIR 照射部位のみ、ゾル化

が誘導されていることがわかった。 

（4） 形成されたゾル化部位のみに、HeLa細胞が接着した。 

以上の結果から、CNT とアガロースゲルを組み合わせることにより、NIR 照射によ

って効率的にゾル化する光応答性ハイドロゲルを開発することが出来た。 
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3.4 金ナノロッド複合アガロースゲルの作製とその特性 

3.4.1 本節の目的 

金ナノロッドを含む金ナノ粒子の伝導電子は可視光と強く相互作用し、共鳴波長で強

い吸収および散乱を示すことは古くから知られている。しかし、CNT 同様に金ナノ粒

子の発光量子収率は著しく低い。このため、吸収した光エネルギーは効率よく熱に変換

される（光熱変換）6), 7)。2.3節で、細胞親和性を高めるための金ナノロッドへの PEG修

飾法を確立した。そこで本節では、アガロースゲルに PEG修飾金ナノロッドを複合し

た「金ナノロッド複合アガロースゲル」の作製方法を確立し、ゲルの特性を評価するこ

とを目的とした。 

 

3.4.2 実験方法 

（1）金ナノロッド溶液の温度特性評価 

96wellプレート（FALCON1172、Corning社）に蒸留水、CTAB–GNR（濃度：0.04 mg/mL）、

および PEG–GNR（濃度：0.04 mg/mL）をそれぞれ 100 μL/well 分注し、ウェルに温度セ

ンサー（DIGITAL THERMOMETER CT1200D、カスタム社）を垂直に挿した（装置の図

は Fig.3.15（A）に示す）。NIR（強度：600 mW）を照射しながら、5秒毎の温度を 1分

間計測した。なお、ウェルに溶液を入れる際は、他のウェルに熱の影響が出ないように

するため、1 ウェルずつあけて分注した。 

 

（2）金ナノロッド複合アガロースゲルの作製とゾル化温度の評価 

試験管に低融点アガロース粉末（濃度：2 %w/v）と PEG–GNR溶液（濃度：0.02 mg/mL）

を混合し、サーマルサイクラーで 70 ºC、30分加熱した。アガロース粉末が溶けたらよ

く撹拌し、このゾルをポリジメチルシロキサン（poly-dimethylsiloxane; PDMS）（Sylgard 

184 silicone elastomer kit、Dow Corning社）で作製した鋳型（サイズ：約 1 mm×1 mm×

1 mm）に流し込み、24時間、4 ºCでゲル化させた。蒸留水でアガロースゲルを調製し

たものをコントロールとした。融点測定装置（RFS-10、j-science社）に作製したゲルを

設置して温度を上昇させ、ゾル化が起こる温度を目視で確認した。 

 

（3）金ナノロッド複合アガロースゲルの NIR 応答性評価 

ガラスベースディッシュ（φ35 mm、ガラス面直径：12 mm、IWAKI ）上に複合ゲルを

作製したものに NIR（強度：600 mW）を照射し、照射時間ごとのゾル化範囲を画像解

析ソフト（LuminaVision、三谷商事）で測定した。 

 

（4）細胞接着性の評価 

PEG–GNR複合アガロースゾルをガラスベースディッシュ（ガラス面直径：12 mm）

上にキャストし、24時間、4 ºCでゲル化させた。NIR 照射システム （強度：600 mW）
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を用いて、PEG–GNR複合アガロースゲル基板に NIR を照射してパターンを形成した

後、滅菌水（または滅菌済みの PBS）で表面を洗浄、クリーンベンチ内の UV ランプ下

において滅菌を行った。ここに NIH 3T3細胞を DMEM+10 %FBS（組成は Table 2.11参

照）にて 2.5×105 cells/mLの密度に調製し、基板に 2 mLの懸濁液を播種した。パター

ンに細胞が接着したことを確認した後、パターン以外の細胞を PBS で洗浄し、照射部

位への細胞の接着を評価した。 

 

3.4.3 実験結果および考察 

PEG修飾による金ナノロッドの温度応答性への影響を評価するため、Fig.3.15（A）に

示す温度測定システムを構築し、NIR 照射時の溶液の温度を測定した。蒸留水ではほと

んど温度上昇しないことに対し、CTAB–GNRと PEG–GNRでは時間経過と共に溶液の

温度が上昇した（Fig.3.15（B））。このとき、CTAB–GNRと PEG–GNRでは上昇温度に

差がなく、PEG修飾は光熱交換性に影響を与えないことがわかった。 

 
Fig.3.15 （A）温度測定システムの概略、および（B）金ナノロッド溶液の NIR 照射による各溶液の温度

測定結果 

 

金ナノロッドへの PEG修飾は温度特性に影響を与えず、良好な光熱交換性を維持で

きることがわかったので、PEG–GNRとアガロースを複合した「金ナノロッド複合アガ

ロースゲル」を作製した。その特性を評価するため、複合ゲルのゾル化温度（融点）を

確認したところ、コントロール、複合ゲルともに 55 ºC前後であり、違いは見られなか

った。また、作製した金ナノロッド複合アガロースゲル基板（ゲルの厚み：約 300 μm）

に NIR（600 mW）を照射すると、均一なサイズの円形のゾル化部位が形成された

（Fig.3.16）。また、形成されるゾル化範囲は、照射時間に依存せず、ほぼ一定であった

ことから、CNT 同様に、アガロースゲルの瞬間的かつ選択的なゾル化を制御できるこ

とが示された。このとき、アガロースゲルのみではゾル化が起こらず、金ナノロッド複

合によりゾル化が促進したことを示した。 
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Fig.3.16 金ナノロッド複合アガロースゲルの NIR 照射によるゾル化範囲の変化 8) 

 

複合ゲルが細胞アレイ化技術へ応用できるか評価するため、NIR 照射部位への細胞

接着性を評価した。まず、PEG–GNR複合アガロースゲル基板（Fig.3.17（A））に蒸留

水を張った状態で NIR を照射し、ドット状の接着パターンを形成させた（Fig.3.17

（B））。その後、蒸留水で基板を洗浄し、NIH 3T3細胞を播種すると、ゾル化領域のみ

に細胞が接着した（Fig.3.17（C））。これらの結果より、PEG–GNR 複合アガロースゲ

ルが良好な細胞非接着性を示すとともに、NIR 照射によるゾル化が、基板上のアガロ

ース分子を完全に取り除き、細胞接着面を露出できることを示した。 

 

Fig.3.17 （A）照射前の金ナノロッド複合アガロースゲル表面、（B）NIR 照射による円形のパターンの

形成、および（C）NIH 3T3 細胞のパターン形成 8) 

 

金ナノロッドの NIR のモル吸光係数は CNTの約 200倍であることが報告されており

（金ナノロッド：1.4×109  M-1cm-1、CNT：6.2×106  M-1cm-1）9)、金ナノロッドは分子ヒ

ーターとしての機能が高く、CNTよりも少量での効率的なゾル化の誘導が期待出来る。

また、NIR 照射による均一なゾル化を誘導するためには、分子ヒーターの良好な分散性

を維持することが重要であるが、金ナノロッド表面には様々な分子修飾が容易であるた

め、CNTよりも、良好な分散性を維持できる可能性がある。 
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3.4.4 本節のまとめ 

本節より、以下の結果を得た。 

（1） 金ナノロッドに PEGを修飾しても、ゲルの特性や NIR に対する温度応答性は変

わらず、良好な光熱交換性を示した。 

（2） PEG 修飾金ナノロッドをアガロースゲルに複合した「金ナノロッド複合アガロ

ースゲル」は NIR 照射に応答してゾル化することを確認した。 

（3） 金ナノロッド複合アガロースゲルに NIR を照射して形成したパターンに、細胞

が接着した。 

本節で開発した PEG修飾金ナノロッド複合アガロースゲルは、CNT 複合アガロース

ゲル同様に良好な NIR 応答性を示し、光応答性ハイドロゲルを開発することが出来た。 

 

 

3.5 本章のまとめ 

本章の結果より、「CNT 複合アガロースゲル」の細胞接着性とゾル化温度は、アガロ

ースゲルそのものの特性を維持していたが、ゲル強度は CNT を複合することで上昇し

ていた。NIR 照射とともに瞬間的にゾル化が誘導され、ゾル化部位に細胞が接着し、ア

レイ化に応用できる可能性を示した。さらに、CNT 同様光熱交換性を有する金ナノロ

ッドでも、同様の操作が可能であった。 

そこで次章では、NIR 応答性アガロースゲルを用いた段階的細胞アレイ化への応用を

試みた。 
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第 4 章 

NIR 応答性アガロースゲルによる段階的細胞アレイ化技術 

 

 

 

4.1 本節の目的 

第 3 章では、1.6節で述べたコンセプトを基に、NIR 領域に高い光熱交換性を有する

CNT（または金ナノロッド）と、熱によってゾル化するアガロースゲルを複合した「NIR

応答性 CNT 複合アガロースゲル」を開発することが出来た。また、NIR 照射部位に細

胞が接着することが確認され、細胞アレイ化技術へ応用できる可能性を示した。 

本章では、この NIR 応答性アガロースゲルを用いた段階的細胞アレイ化技術の確立、

およびその有効性を評価することを目的とした。本技術を用いた段階的細胞アレイ化の

概念を、以下の Fig.4.1に示しておく。NIR 照射によって局所的なゲル－ゾル転移を誘

導し、下の細胞接着面（組織培養ディッシュやガラス）の底面を露出させる、という発

想に基づき、レーザーを再び照射すれば、段階的に細胞の接着面（＝パターン）を追加

することが可能になると考えた。 

 

 
Fig.4.1 NIR 応答性アガロースゲルを用いた段階的細胞アレイ化技術の概念図 

 

本章では、金ナノロッドと比較して、実験に十分利用可能な量（15～20 mL程度）の

分散溶液が容易、かつ、より安価（CNT：濃度 1.0 mg/mLの溶液が約 60,000円／100 mL

に対し、金ナノロッド：濃度 0.04 mg/mLの溶液が約 45000円／25 mL）に入手可能であ

る CNT 分散液を用い、CNT 複合アガロースゲルによる検討を行った。 

具体的に 4.2節では、段階的に NIR が形成可能な利点を活かし、異種の細胞を配置し

た共培養細胞アレイ化技術、および単一細胞遊走技術へ応用した。 

4.3 節では、さらにこの技術の有効性を評価するため、肝細胞と線維芽細胞の共培養

による生体類似構造の構築、およびその機能活性に影響する因子を検討した。 
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4.2 CNT 複合アガロースゲルを用いた段階的細胞アレイ化技術 

4.2.1 本節の目的 

本節では、NIR 応答性ハイドロゲルが、本研究で目指している段階的細胞アレイ化技

術へ応用出来るのか、2つのデモンストレーションを行った。ひとつは、「異種細胞のア

レイ化技術」として、HeLa細胞と 3T3細胞を用い、異種細胞が任意の位置に配列可能

かどうか検討した。次に、段階的に細胞接着面を形成出来る点を活かし、細胞の遊走方

向を制御可能な「単一細胞遊走技術」への応用を試みた。 

 

4.2.2 実験方法 

（1）共培養アレイ化技術への応用 

3.3.2項（1）の方法で CNT 濃度を 1.0 mg/mLとしてゲル基板を作製した。Fig.3.1に

示した NIR 照射システム（旧レーザー）を用いて、基板に NIR を照射し（250 mW、4

倍対物レンズ）円形のパターンを形成させた。この基板を滅菌後に HeLa細胞を DMEM

培地+10 %FBS（組成は Table 2.11参照）にて 5×105 cells/mLの密度に調製し、基板に 2 

mL 播種した。5 % CO2、95 % Air、37 °C、飽和湿度のインキュベータにて約 4 時間静置

後、パターンに細胞が接着したことを確認して、浮遊細胞を PBSと培地にて洗浄した。

培養 24時間後、円形パターン間にライン状のパターンを形成させ、NIH 3T3細胞を 1×

106 cells/dishの密度で、DMEM 培地+10 %FBSを用いて播種した。数時間後、細胞が接

着したことを確認し、浮遊細胞を PBSにて洗浄した。このとき、2種類の細胞を区別す

るため、Cell tracker（HeLa細胞：Red、NIH 3T3細胞：Green）（Invtrogen）でそれぞれ

の細胞を蛍光染色して播種した。無血清培地で各試薬を 10 μM の濃度に調製し、トリプ

シン処理して得られた細胞懸濁液に 1 mLの染色液を入れて 15分インキュベートした。

遠心処理して染色液を抜いた後、無血清の培地で 30 分インキュベートした。その後、

遠心処理して PBSで洗浄し、DMEM+10 %FBSで通常通り基板に播種した。 

 

（2）細胞の生死染色 

PBS 1 mLに対して、Calcein-AM/DMSO溶液を 2 μL、PI 水溶液を 6 μL（Double stainig 

kit、同仁化学）加えてよく撹拌し、これを染色液とした。浮遊している細胞を取り除く

ため、ディッシュの古い培地を取り除き、暖めた 500 µLの PBSで一回洗浄した。レー

ザー照射直後のディッシュに染色液を 500 μL 入れて 37 °Cで 15分ほど加温した。その

後染色液を取り除いて PBSを 500 μL 入れた。蛍光顕微鏡（Biorevo BZ-9000™、キーエ

ンス）で観察を行った。 

 

（3）単一細胞遊走技術への応用 

3.3.2項（1）の方法で CNT 濃度を 1.0 mg/mLとしてゲル基板を作製した。Fig.3.1に

示した NIR 照射システム（旧レーザー）を用いて、NIR を照射し（85 mW、10倍対物
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レンズ）円形のパターンを形成させた。この基板を滅菌後に NIH 3T3 細胞 1×106 

cells/dishの密度で、DMEM 培地+10 %FBSを用いて 2 mL播種した。5 % CO2、95 % Air、

37 °C、飽和湿度のインキュベータにて約 4 時間静置後、パターンに細胞が接着したこ

とを確認して、パターンに接着していない細胞を PBS と培地で洗浄した。洗浄してそ

の日のうちに、細胞の接着しているパターン近傍からライン状のパターンを追加し、1

時間ごとに細胞の挙動を位相差顕微鏡にて観察した。 

 

4.2.3 実験結果および考察 

（1）異種細胞アレイ化技術への応用 

第 1章でも示したように、主なアレイ化技術では、1種類の細胞のみをパターニング

可能な技術が中心であった。序論でも述べたように、生体内では異種の細胞間で様々な

相互作用が行われて生命活動が維持されているため、in vitro で異種の細胞を同一空間

で培養する「共培養」が盛んに試みられている（Table 4.1）。 

 

Table 4.1 様々な細胞種の組合せによる共培養の試み（文献 1 と 2 から抜粋） 

ターゲット 組合せ 研究グループ 

肝細胞 
初代肝細胞 ＋ 線維芽細胞（NIH 3T3 J2） Bhatia et al. 他 

初代肝細胞 ＋ ヒト大動脈内皮細胞 Ito et al. 

神経細胞 
神経前駆細胞 ＋ 不死化微小血管内皮細胞 Q. Shen et al. 

アストロサイト ＋ ニューロン H. Takano et al. 

幹細胞 
間葉系幹細胞（MSC） ＋ 骨芽細胞 B. R. Chitteti et al. 他 

間葉系幹細胞（MSC） ＋ マクロファージ D. A. Cantu et al. 他 

心筋 
心筋細胞 ＋ 線維芽細胞 V. L. MJA et al. 他 

ヒト血管平滑筋細胞（VSMCs） ＋ 血管内皮細胞（HUVEC） S. L. Rose et al. 他 

皮膚 
線維芽細胞 ＋ ケラチノサイト R. Fleischmajer et al. 他 

線維芽細胞 ＋ 血管内皮細胞（HUVEC） A. N. Smith et al. 他 

その他 ヒト由来子宮がん細胞（HeLa） ＋ 血管内皮細胞（HUVEC） H. Kaji et al. 他 

 

光を用いて段階的に細胞のパターンを形成し、異種細胞を配列可能な技術もあるが、

そのほとんどは UV 応答性材料によるものである 3)~5)。そこで、NIR を用いた本技術が、

より自由度の高い細胞パターニング技術に応用できるか評価するため、HeLa 細胞と

NIH 3T3細胞を用いた異種細胞のアレイ化を試みた。まず、円形のパターンに HeLa細

胞（蛍光：赤）を播種し、接着を確認した後（Fig.4.2（A））、円形パターンの間にライ

ン状のパターンを形成した（Fig.4.2（B））。その後、NIH 3T3細胞（蛍光：緑）を播種す

ると、ライン状のパターンのみに接着し、同一基板上に異種の細胞をパターニングする

ことができた（Fig.4.2（C）、（D））。この結果から、このゲル－ゾル化反応は培地存在下

でも問題なく行うことが可能であり、段階的に細胞接着面を形成出来ることを示した 6)。 
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Fig.4.2 （A） HeLa 細胞の円形パターン（位相差顕微鏡）、（B）ライン状パターンの追加、（C）NIH 

3T3 細胞のパターン形成、および（D）HeLa 細胞（赤）と NIH 3T3 細胞（緑）の Cell tracker

による蛍光染色画像 6) 

 

また、レーザー照射によって発生する熱が、細胞にダメージを与えないか検討するた

め、照射直後に生死染色を行った（Fig.4.3）。その結果、レーザー照射部位近傍の細胞

は生存しており（緑色）、熱の影響はほとんどみられなかった。 

 

Fig.4.3 レーザー照射後の生死染色（生細胞：緑、死細胞：赤） 

 

（2）単一細胞遊走技術への応用 

細胞はずっと同じ場所に止まっているわけではなく、自身で移動する現象が見られる。

これを細胞の「遊走」と呼ぶ。遊走は、細胞の前方からアクチンに富んだ構造を伸ばす

「突出」、アクチンの細胞骨格が細胞膜を超えて基質と結合する「付着」、細胞質の塊が

前方に引っ張られる「牽引」という複雑な過程を経て行われる。細胞遊走は様々な生命

現象に関わっている。例えば、胚発生時における形態形成は、個々の細胞の移動と、上

皮層全体の協調的な移動により行われている。また、多細胞生物の成体において、組織
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の創傷部位には線維芽細胞が遊走して傷の修復をサポートする。ガン細胞は栄養を獲得

するため、集団であったガンの原発巣から血管まで移動する。この現象はガンの転移・

湿潤と呼ばれ、秩序ある細胞社会を崩壊させ、個体に悪影響を与える。また、その他に

も、血管新生や組織の形成において、細胞遊走が深く関わっている 7), 8)。 

このような細胞の遊走挙動を解析し、細胞特性を評価する試みが盛んに行われている。

最も汎用的な遊走アッセイ技術として、コンフルエントになった細胞表面を引っかいて

遊走面を形成する「スクラッチアッセイ」があるが、①遊走方向・面積の制御、②遊走

境界面の制御、③アッセイの自動化の面では、本技術のように光を用いた手法が優れて

いる 9)。そこで、本技術を用いて単一細胞の遊走方向を制御し、遊走の観察を試みた。 

NIR を照射して、約 20 μm の直径の円形パターンを形成させた。ここに NIH 3T3 細

胞を播種すると、単一の細胞がパターンに接着した（Fig.4.4（A））。再び NIR を照射し

てライン状のパターンを形成すると（Fig.4.4（B））、時間と共に細胞が形状を変え、遊

走する様子が確認された（Fig.4.4（C）、（D））。また、24 時間以降には細胞の分裂が確

認された（Fig.4.4（E）、（F））この結果から、細胞遊走技術としても利用できることを

示した。 

 
Fig.4.4 （A）単一の 3T3 細胞、（B）ライン状パターンの追加直後、（C）パターン追加 5 時間後、（D）8

時間後、（E）24 時間後、および（F）48 時間後 6), 10) 

 

4.2.4 本節のまとめ 

本節より、以下の結果を得た。 

（1） 段階的なレーザー照射が可能な点を活かし、異種の細胞を段階的にアレイ化す

ることが出来た。 

（2） レーザー照射部位で発生する熱による細胞へのダメージはほとんどなかった。 

（3） 段階的にレーザーを照射し新たな接着面を形成し、細胞の遊走を観察すること

が出来た。 

次節ではこの段階的な細胞アレイ化技術を活かし、精密共培養による生体類似構造の

構築技術へと展開した。 
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4.3 肝細胞と線維芽細胞の共培養による生体類似構造の構築 

4.3.1 本節の目的 

初代肝細胞は、in vitro においてその機能発現が速やかに消失してしまうことが知ら

れている。初代肝細胞の機能活性には、形態が大きく影響している。一般的に用いられ

ている単層培養法では、肝細胞は基板に過度に接着・伸展してしまい、立体構造を維持

出来ず、その機能を数日で失ってしまう。これは in vivo において、肝細胞は伸展せずに

立体的（Cuboidal）な構造を保っていることに起因しているものと考えられている 11)。 

肝細胞の機能活性を維持するため、線維芽細胞や血管内皮細胞との共培養は機能活性

維持に有効な手法のひとつである。共培養の効果については、細胞間接着タンパク質、

TGF-β1 といったサイトカイン、プロテオグリカンの一種である decorinといった分子の

発現が上昇することが知られ、主に「異種細胞間」の相互作用が共培養時の肝細胞の機

能活性維持に関与していることが指摘されている（Table 4.2）。 

 

Table 4.2 肝細胞と異種細胞の共培養の試み 

細胞種の組合せ 機能活性の要因 文献 

初代ラット肝細胞＋3T3-J2、MEF、 

または NIH 3T3 

Decorin の発現が機能発現に正に働き、N-cadherin の発現が負に働く。

また、3T3-J2＞NIH 3T3＞MEF の順で肝細胞の機能活性が高くなる。 
12 

初代ラット肝細胞＋NIH 3T3 TGFβ1 の活性化に伴い、肝細胞の機能活性が上昇する。 13 

初代ラット肝細胞＋CHO 細胞 
T-cadherin を強制発現させた CHO 細胞との共培養によって、機能活性

が上昇する。 
14 

初代ラット肝細胞＋3T3-J2、MEF、

NIH 3T3、LSEC、または MVEC 

肝細胞のコロニーサイズの増大（肝細胞の増殖性が高い）とともに機能活

性が上昇する。3T3-J2 との共培養で最も活性が高くなる。 
15 

初代ラット肝細胞＋3T3-J2 
線維芽細胞の割合が多いほど（肝細胞の密度が低いほど）、単一細胞あ

たりの肝細胞の酸素消費が高く、機能活性も高くなる。 
16 

初代ラット肝細胞 ＋ 3T3-J2 
肝細胞と線維芽細胞の接触部位での E-cadherin（Cadherin-1）の高発

現によって、機能活性が上昇する 
17 

（Table 4.2 の略語一覧）MEF：Mouse Embryonic Fibroblast（マウス胚線維芽細胞）、CHO：Chinese Hamster Ovary cell（チ

ャイニーズハムスター卵巣細胞）、LSEC：Liver Sinusoidal Endothelial cell（肝類洞内皮細胞）、MVEC：Micro-Vascular 

Endothelial cell（微小血管内皮細胞） 

 

これまで用いられてきたランダム共培養では、それぞれの細胞の分布が不均一である

ため、細胞の形態を評価することが難しく、共培養時の肝細胞の形態に着目した研究は

少ない。そこで本節では、NIR 応答性アガロースゲルが段階的に細胞をアレイ化可能な

利点を活かし、肝細胞と線維芽細胞をストライプ状に規則的に配列した生体類似構造を

構築した。共培養時の「肝細胞の形態」に着目した解析を行い、機能活性への影響を検

討することを試みた。 
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4.3.2 実験方法 

（1）CNT 複合アガロースゲル基板の作製 

コラーゲン溶液（Type I-C、新田ゼラチン）を、クリーンベンチ内で PBSを用いて 10

倍希釈し、0.3 mg/mLコラーゲン溶液を調製した。このコラーゲン溶液を 1 mL、組織培

養ディッシュ（FALCON3001、φ35 mm）に入れて、ディッシュ全面に塗布する作業を 2

回繰り返した。その後、クリーンベンチに入れて UV 下で 1 時間静置した。1 時間後、

析出した PBSの成分を滅菌水にて 2 回洗浄して取り除き、窒素下において十分乾燥さ

せた。このコラーゲンコート基板上に、3.2.1項（1）と同様の方法で CNT 複合アガロー

スゲル（CNT 濃度：1.0 mg/mL）を形成させた。 

 

（2）ラット初代肝細胞の培養 

Wisterラット（雄、7週齢、約 200 g）の肝臓から、2.2.2項（2）の手法と同様に、コ

ラゲナーゼ灌流法を利用して初代肝細胞を調製した。 

 

（3）細胞接着率の算出 

細胞接着率を比較する条件として、①無処理の組織培養ディッシュ（TC）、②組織培

養ディッシュにコラーゲンコートを施したもの（Col）、③TC に CNT 複合アガロースゲ

ルを作製したもの（TC/CNT）、および④Col に CNT 複合アガロースゲルを作製したも

の（Col/CNT）の 4つの基板を（1）の手法で作製した。 

細胞接着率は、培養 24時間後に浮遊細胞と接着細胞をそれぞれ回収し、2.2.2項（6）

で示した手法と同様に算出した。 

 

（4）細胞のアレイ化と細胞培養 

Fig.3.1に示した NIR 照射システム（新レーザー）を用いて基板に NIR を照射し（800 

mW、4 倍対物レンズ）、幅 100 μm、長さ 2.5 mmのライン状の接着パターンを形成させ

た（Fig.4.5（A）、（B））。ラット初代肝細胞を HDM 培地にて約 1×106 cells/dishの密度で

播種し、数時間後、パターンに細胞が接着したことを確認して、パターンに接着してい

ない細胞を PBSと HDM 培地で洗浄した。培養 2日目に、パターン上に肝細胞が隙間な

く伸展・接着していることを確認し、①そのまま何もせず、肝細胞のみで培養するもの

（Mono culture＝MC）、および②肝細胞パターン間に NIR を照射し、NIH 3T3細胞を播

種したもの（Co culture＝CC）の 2条件の基板を作製した（Fig.4.5（C））。 

CCの条件では、肝細胞パターン間に NIR を照射し（NIR 強度 800 mW）、NIH 3T3細

胞を 1×106 cells/dishの密度で、HDM 培地+10 %FBS培地にて 2 mL播種した。数時間後、

細胞が接着したことを確認して、パターンに接着していない細胞をPBSにて洗浄した。

この洗浄のタイミングで、MC も含めて全て培地交換（HDM+10 %FBS培地）を行った。

2 日に一回、所定の時間に培地交換、兼培地のサンプリングを HDM+10 %FBS培地にて

行った。共培養後は、全て HDM+10 %FBS培地に切り替えた。 
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Fig.4.5 （A）細胞パターンの設計、（B）パターンの位相差顕微鏡写真（左：倍率 4 倍、右：倍率 10

倍）、および（C）肝細胞と線維芽細胞のアレイ化の過程 

 

（5）アルブミン分泌活性測定 

培養 2、4、6、8、10、12日目の培地をサンプリングし、新鮮培地に交換してから 48

時間で培地中に分泌したアルブミン濃度を ELISA 法により求め、アルブミン分泌量を

算出した。異種細胞それぞれの細胞数の測定が困難であるため、バルクあたりの機能活

性を算出した。それぞれの培養日数で ANOVA による有意差検定を行い、MC と比較し

て有意差*p<0.05で示した。 

 

（6）形態の評価 

 培養 2、4、6、8、10、12 日目の位相差顕微鏡写真からそれぞれの条件において、10

倍対物レンズで撮影した写真を 8 個、無作為に抽出し、画像解析ソフト（WinROOF 

Ver.5.02、三谷商事）で肝細胞パターンの幅を測定した。それぞれの培養日数で ANOVA

による有意差検定を行い、MC と比較して有意差*p<0.05で示した。 

 

（7）免疫抗体染色 

培地を抜いて、暖めた PBSで二回洗浄後、4 %パラフォルムアルデヒド／PBS溶液を

1 mL ディッシュに加え、15 分間処理した（細胞の固定化）。その後、PBSで洗浄し、

0.2 %Triton-X100を 1 mL 入れて 15 分間処理した（透徹）。蒸留水にて 4 倍希釈した

Blocking One（ナカライテスク）1 mLで 20分間ブロッキングした。その後、100倍希釈

した Albumin の 1次抗体（Albumin P-20、Santa Cruz Biotechnology社）で 1時間反応さ

せた。PBSで洗浄後、250倍希釈した 2次抗体（donkey anti-goat IgG-FITC : sc-2024、Santa 

Cruz Biotechnology社）で 1時間反応させ、蛍光顕微鏡で観察を行った。 
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（8）遺伝子発現解析 

RNA 抽出用のスピンカラム（NucleoSpin® RNA II、ニッポンジーン）を使用して、2.2.2

項（7）と同様の手法で total RNAの抽出、および PCRを実施した。以下の Table 4.3に

解析した遺伝子を示す。遺伝子発現レベルは、比較 Ct 法（comparative cycle–time method）

によって定量した。このとき、GAPDHをハウスキーピング遺伝子として標準化し、肝

細胞の懸濁液を基準として発現レベルを比較した。 

 

Table 4.3 本検討で解析した遺伝子  

分類 遺伝子名 TaqMan Assay no. 

ハウスキーピング GAPDH Rn01775763_g1 

ギャップ結合 Connexin 32 Rn01641031_s1 

 

 

4.3.3 実験結果および考察 

（1）コラーゲンコートの細胞接着性への影響 

本検討では、初代肝細胞の接着、伸展を促進するため、あらかじめコラーゲンを培養

ディッシュに塗布した。70 ºC 程度に加熱した CNT 複合ゲルのゾルをディッシュにコー

トするため、熱の影響によるコラーゲンの溶出が懸念されたが、培養 24 時間目の細胞

の形態、および細胞接着率を算出したところ、Col/CNTは TC/CNTと同様の細胞非接着

性を示し、コラーゲンの溶出は認められなかった（Fig.4.6（A）、（B））。従って、コラー

ゲンコートディッシュ上に CNT 複合アガロースゲルをスピンコートしても、良好な非

接着面を形成可能であることがわかった。 

 

Fig.4.6 （A）培養 24 時間における初代ラット肝細胞の形態、および（B）24 時間後の細胞接着率 
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（2）細胞の形態 

Fig.4.7にパターンの形態を示す。MC ではパターン上に肝細胞が接着・伸展している

状態がしばらく保持されていたが、培養 5日目あたりからパターン外への細胞の伸展が

顕著に起こり始め、細胞がパターンから剥離している部分も観察された。CC では、肝

細胞の伸展はほとんど見られず、パターンを長期間維持し、肝細胞の剥離はほとんど見

られなかった。一方、CC での 3T3 細胞は、培養初期には細長い形状を示していたが、

培養日数が経つにつれ、小さく密になり、肝細胞と接触している様子が観察された。こ

の結果から、CC において NIR 照射によるエッチングにより完全にゲルは取り除かれ、

肝細胞と線維芽細胞間は直接的に接触していることが示唆された。 

 

Fig.4.7 各パターンの形態変化 

 

培養日数に伴い、肝細胞と線維芽細胞がストライプ状の構造を維持出来ているのか位

相差顕微鏡での判断が困難であるため、アルブミン抗体による MC と CCの抗体染色を

行った（Fig.4.8）。培養 8 日目に染色を行ったところ、MC では、パターンを超えて細胞

が大きく伸展してしまい、パターンの形状を維持できていなかった。また、強い蛍光は

部分的にしか観察されなかった。一方、CC では、アルブミン染色によって肝細胞がス

トライプの構造を維持できていることがはっきりと確認された。また、ひとつひとつの

肝細胞が丸い形状を有し、肝細胞同士が密に隣り合っている様子が観察された。 

 
Fig.4.8 各パターンのアルブミン染色 
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（3）細胞の機能活性 

MC と CCのアルブミン分泌活性を測定したところ（Fig.4.9）、MC では培養 4 日目ま

でその活性を維持していたが、8日目以降、活性が著しく低下した。CCでは、NIR 照射

後にすぐに活性は上がらなかったが（培養 4 日目、NIR 照射 2 日目）、培養 8 日目に大

幅に上昇し、12 日目には MC と 6 倍以上の差があった。初代ラット肝細胞と線維芽細

胞の共培養において、肝細胞と線維芽細胞の直接的な接触が、機能の維持に必要である

ことが知られており、本実験でも同様の結果を得た。 

従って、本技術を用いて異種の細胞で生体類似構造を構築させることにより、肝細胞

の機能活性を大幅に向上することが可能であった。 

 

Fig.4.9 各パターンのアルブミン分泌活性  

 

（3）肝細胞の形態の評価 

MC と CCのアルブミン分泌活性の差について、肝細胞のラインパターンの形状の変

化に着目し、肝細胞パターンの幅の変化を画像処理ソフトで算出した（Fig.4.10）。この

とき、MC ではでは培養日数に伴う、パターンの幅の大きな変化はあまり見られなかっ

たが、培養 12日目にはパターンの幅が広がる傾向があった。 

一方、CC では NIR 照射と 3T3 細胞の播種を播種した後、培養 3 日目（NIR 照射翌

日）に肝細胞のパターンの幅は縮小し、培養 6 日目以降はほぼ一定となった。 
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Fig.4.10 肝細胞のパターン幅の経時変化 

 

CC では、肝細胞パターンの幅が小さくなっていることから、肝細胞はほとんど伸展

せず、3T3細胞が優先的に増殖・伸展し、肝細胞の伸展を抑制していることが示唆され

る。これは、共培養時の培地に FBSを添加しているため、3T3細胞の増殖・伸展が促進

されたためであると考えられる。その結果、3T3細胞が物理的な「壁」の役割を果たし、

肝細胞は伸展せずに立体的な構造を保つため、幅の縮小が見られたと考えられる

（Fig.4.11）。 

 
Fig.4.11 各パターン上での肝細胞の挙動の考察 

 

（3）肝細胞の遺伝子発現 

アルブミン分泌活性を含む肝細胞の特異的な機能発現は、ギャップ結合が重要な役割

を担っている。肝細胞のギャップ結合は Connexin 32というタンパク質から構成されて

いるが、過度に基板上に伸展した肝細胞（単層培養）では、この発現がほとんど見られ

ないことが知られている。一方、コラーゲンゲルで包埋した肝細胞や肝細胞が密に隣り

合った細胞シートにおいて、ギャップ結合の存在が確認されている 11), 18)。さらに、本論

文 2.2 節の結果では、CNT コート基板上でのラット初代肝細胞はスフェロイドを形成

し、Connexin 32の遺伝子発現が上昇していた。つまり、肝細胞が密に、かつ球状にな

って存在している場合、ギャップ結合の形成が促進していることが示唆され、肝細胞の

形態と Connexin 32の遺伝子発現には相関があると考えられる。 
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そこで、共培養時の Connexin 32の遺伝子発現を見てみると、培養 4日目（NIR 照射

2 日目）には MC の方が高い発現レベルを示していたが、培養 12 日目にはこの発現レ

ベルは完全に逆転し、CCが高い発現を示していた（Fig.4.12）。つまり、CCでは 3T3細

胞の作用によって、肝細胞が球状の状態が維持され、肝細胞間の物質のやり取りが活発

に行われていることが示唆された。 

 

 

Fig.4.12 培養 2、4、12 日目における Connexin-32 の遺伝子発現レベル 

 

肝細胞と線維芽細胞との共培養においては、Bhatiaや Yarmushらのグループが精力的

に研究を行っており、「異種細胞との接触」が機能活性の向上に重要であると述べてい

る 19), 20)。もちろん、その結果を裏付ける様々な因子が同定されており、機能活性に寄与

していることは間違いない（Table 4.2）。 

しかし、本研究の結果より、このような異種細胞間の直接的な相互作用（液性因子の

やりとり、細胞間接着タンパク質）のみならず、線維芽細胞は肝細胞の伸展を抑制する

「壁」となり、肝細胞同士のコミュニケーションの発達をサポートする役割を担い、機

能活性の向上に働いていることが新たに示唆された。 

 

4.3.4 本節のまとめ  

本節から、以下の結果を得た。 

（1） コラーゲンコートをした培養ディッシュ（支持体）上でも CNT 複合アガロース

ゲルによるアレイ化が達成出来た。 

（2） 肝細胞と線維芽細胞をストライプ状に配列させることが出来た。 

（3） 共培養時の機能活性の向上には、ギャップ結合の形成が大変重要であり、肝細胞

自身の形態が重要な役割を果たしていることが示唆された。 

これらの結果より、本技術が段階的細胞アレイ化技術として利用できることを示した。 
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4.4 節 本章のまとめ 

本章では、NIR 応答性アガロースゲルを用いることにより、段階的細胞アレイ化技術、

および細胞の遊走アッセイに応用できることを示した。 

また、この技術を用いて肝細胞と線維芽細胞の生体類似構造の構築を試み、（1）本手

法を使った共培養でも、肝細胞の機能活性が向上すること、（2）共培養時の肝細胞の形

態が、肝細胞の機能活性に大きく影響することを明らかにした。これらの結果より、本

技術が生体類似構造の構築技術、および生命現象の解明ツールとして有望な手法である

ことを示した。 

ここまでの検討では、二次元的に細胞をアレイ化するための技術についての応用を示

してきた。次章では、さらなる NIR 応答性アガロースゲルの応用として、三次元的なミ

クロ細胞組織体（スフェロイド）の形成へと展開した。 
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第 5 章 

NIR 応答性アガロースゲルによるミクロ細胞組織体形成 

 

 

5.1 本章の目的 

分散状態の細胞を集合・凝集化させて三次元的な構造を有する「ミクロ細胞組織体」

（スフェロイドや細胞シートなど）が様々な分野で注目されている。例えば、肝細胞な

どの機能性細胞は、細胞凝集体（スフェロイド）を形成させると、高機能化や組織類似

構造の構築が可能であることが知られ、人工肝臓や創薬スクリーニングへの応用が試み

られている 1)。近年では、このミクロ細胞組織体を移植用の組織や臓器の構築に利用す

る試みも注目され、「ボトムアップ型」と呼ばれる手法は、スフェロイドや細胞シート

などをレゴブロックのように積み上げることにより、より大型の組織や臓器の構築を目

指している 2)。また、ES細胞や iPS細胞などの幹細胞の分化誘導過程においては、スフ

ェロイドの形成が各種機能性細胞への分化のトリガーとなる。 

このようなミクロ細胞組織体は、3 次元的な細胞外マトリクスとの相互作用・細胞間

の相互作用・3 次元構造に起因する力学的な作用などの影響を受け、単層状態よりも in 

vivo に近い環境を模倣することが可能であり 3)、生体類似構造の構築における、要素技

術のひとつとなっている。 

ミクロ細胞組織体を形成する手法のひとつに、マイクロモールドを利用する方法があ

る。基材表面に微細なウェルや溝を設け、そこに細胞をトラップすることにより、ミク

ロ細胞組織体を形成するという発想である（Fig.5.1）。微細な形状を形成することによ

り、ミクロ細胞組織体のサイズ・形状制御、大量形成が達成出来るため、大変有用なア

プローチだといえる。 

 

Fig.5.1 マイクロモールドを用いたミクロ細胞組織体形成の発想  

 

マイクロモールドを作製する手法として、石英で出来た鋳型を、加熱した熱可塑性樹

脂（ポリメタクリル酸メチル（PMMA）など）に押し付けて、樹脂に形状を転写する技
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術であるナノインプリント技術（Fig.5.2（A））4)や、マイクロメートルオーダーの微細

ドリルを利用した切削法（Fig.5.2（B））5), 6)などがある。しかし、これらの手法では鋳型

やドリルを接触させるため、二次的な加工は困難であり、鋳型に依存した形状の微細構

造しか形成出来ない。 

 

Fig.5.2 （A）ナノインプリント、および（B）切削法を用いたマイクロモールド形成技術 

 

第 3章、4章では、薄膜のゲルを用いた二次元的な細胞のアレイ化を達成することが

出来た。ここで 1.6節でも述べたように、アガロースゲルは熱によってゲル－ゾル転移

するため、ゾル状態で鋳型に流し込めば目的の形状や厚みを再現可能であるという利点

がある。 

そこで本章では、数百 μm 以上の厚みを有する CNT 複合アガロースゲル基板を利用

し、NIR 照射によって微細なウェル構造（マイクロウェル）を形成すること、およびそ

の原理を利用し段階的にスフェロイドを形成する技術の確立を目的とした。 

まず 5.2節と 5.3節では、NIR応答性材料のベースとなるアガロースゲルそのものが、

ミクロ細胞組織体（スフェロイド）に与える影響を評価することを目的とした。初代ラ

ット肝細胞と株細胞である HepG2細胞を用い、アガロースゲル上でのスフェロイド形

成過程、その機能活性や特性が、他の材料上で形成されたスフェロイドと差があるのか

について検討した。 

5.4節では、CNT複合アガロースゲルを利用して、ミクロ細胞組織体の形成を試みた。

NIR 照射によって形成されるマイクロウェルの形状の評価、および実際に細胞を用いて

ミクロ細胞組織体の形成を試み、その形状や特性を評価した。 
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5.2 初代ラット肝細胞スフェロイド形成における 

アガロースゲルの効果 

5.2.1 本節の目的 

初代肝細胞スフェロイドは、肝特異的機能（アルブミン分泌活性、尿素合成活性、薬

物代謝活性など）の高発現・長期維持が可能であることが知られている。そのため、人

工肝臓や創薬スクリーニング分野での応用が期待されている。 

培養基板の材料に着目すると、「完全な細胞非接着表面」、または「細胞弱接着表面」

上でスフェロイドの形成が確認されている 7)。例えば、アガロースゲルや寒天、poly-

HEMA や PEGを修飾した基板は「完全な細胞非接着面」の例であり、これらの基板上

では肝細胞の接着は抑制され、肝細胞同士はすみやかに集合してスフェロイドを形成す

る。また、プライマリアディッシュや、ペトリディッシュは「細胞弱接着面」の例であ

り、これらの基板上では、肝細胞は一度基板上に接着した後に、剥離・遊走し、スフェ

ロイドを形成する 8)。 

このように、肝細胞スフェロイドの形成は培養基板材料の影響を大きく受け、その形

態や機能を変化させる。そこで本節では、CNT 複合アガロースゲルでミクロ細胞組織

体の形成を試みる前に、培養基板としてのアガロースゲルが、スフェロイド特性に及ぼ

す影響を検証することを目的とした。本検討では Fig.5.3に示すように、規則的なマイ

クロウェルを基板上に多数有した「マイクロウェルチップ」を利用することにした 5), 6)。

本チップを用いることで、スフェロイド同士の融合を防ぎ、均一なサイズのスフェロイ

ドを多数形成することが可能であるため、アガロースゲルがスフェロイド特性に与える

影響を評価するための系として適切だと考えた。 

具体的には、微細加工技術を用い、PMMA で作製した PMMA チップ、PMMA チップ

表面を PEGで修飾した PMMA/PEGチップ、及びアガロースゲルで成型した Agaroseチ

ップの 3 種類を作製し、ラット初代肝細胞スフェロイドの形成プロセスや細胞間結合、

肝特異機能（アルブミン分泌とアンモニア代謝）、ウェル内の培養環境の比較を行った。 

 

 

Fig. 5.3 マイクロウェルチップの外観とマイクロウェル構造 
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5.2.2 実験方法 

（1）マイクロウェルチップの作製 5), 6) 

＜PMMA チップ、PMMA/PEGチップ＞ 

24×24 mm、厚さ 0.4 mmのアクリル（PMMA）板を、土台となる 30×100 mm、厚さ

1.0 mmの PMMA 板にパラフィン（Histparaffin、和光純薬）で固定した。卓上型 NC 微

細加工機（Micro MC-2、PMT）を利用し、直径 400 μmのエンドミルドリル（NACHi MINI-

SQUARE、不二越）を用い、直径 400 μm、ピッチ 500 μm の円柱状の貫通ウェルを三角

配置で 460個、PMMA 基板上に作製した（Fig.5.4（A））。加工後の基板を界面活性剤で

洗浄後、未加工の PMMA 板とガラス板で挟んでクリップで固定し、乾燥機（ADVANTEC 

DRE320DA、東洋製作所）で 106 °C、2時間、溶着した（PMMA チップ、Fig.5.4（B））。 

完成したチップ基板に、ポリジメチルシロキサン（PDMS）（Sylgard 184 silicone 

elastomer kit、Dow Corning社）で作製した枠を取り付けた（詳細は 5.2.2項（2）で説明

する）。6 Pa、15 mA、60 secの条件下で Pt蒸着（E-1010 Ion Sputter、日立ハイテク）を

施し、チオール基を有する PEG-SH溶液（分子量 30000）（SUNBLIGHT ME-050-SH、日

油）を 50 %エタノールで 5 mM に調製し、チップに塗布して窒素雰囲気下で乾燥させ

た。ウェル内を脱気し、50 %エタノール、滅菌水で二回洗浄して未反応の過剰な PEGを

除去した（PMMA/PEGチップ、Fig.5.4（C））。 

これらのチップは、滅菌後、HDM 培地を入れてインキュベーターにて保存した。作

製したチップの外観を Fig.5.5（A）に示す。 

 

＜Agaroseチップ＞ 

先程の PMMA チップに PDMSを流して油圧ポンプで脱気し、約 48 時間静置して硬

化させた。PDMSを 24×24 mmのサイズに切り出し、100 mmのディッシュに 4つ配置

して張り付けた。この PDMS鋳型に Pt蒸着して、PEG-SH（分子量 5000～30000、親水

面を形成すればどの分子量、濃度でも良い）を修飾、洗浄して乾燥させた。アガロース

粉末（AgaroseNA、フナコシ）を蒸留水で加熱して 2 %w/v となるように溶かし、先程

の PDMS鋳型の上から 17.5 mL流し込んだ。このゲルを 4 ºC の冷蔵庫でゲル化させ、

PDMS鋳型からピンセットでゲルを剥離し、ペトリディッシュ（φ35 mm、Falcon1008）

上に置いた。クリーンベンチ内で滅菌水にて洗浄し、滅菌水を入れたまま、UV 下で滅

菌した（Agaroseチップ、Fig.5.4（D））。作製したチップの外観を Fig.5.5（B）に示す。 
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Fig. 5.4 （A）マイクロウェルチップの条件、（B）PMMA チップ、（C）PMMA/PEG チップ、 

および（D）Agarose チップの作製方法 

 

 

Fig.5.5 （A）PMMA、および PMMA/PEG チップ、（B）Agarose チップの外観 

（PDMS 製の枠の無い状態） 

 

（2）ラット初代肝細胞の調製と播種 

Wisterラット（雄、7週齢、約 200 g）の肝臓から、コラゲナーゼ灌流法を利用して、

2.2.2項（2）で示した手法と同様に、初代ラット肝実質細胞を調製した。 

各チップには、細胞の懸濁液をトラップするための PDMS製の枠（内径：1 cm×1 cm、

厚さ：約 0.25 mm）を取り付けた。Agaroseチップは PDMS枠が密着しないため、上か

らおもりでおさえて固定した。このチップの枠内に、細胞密度 1.5×105 cells/chipの細胞

懸濁液を 250 μL 播種し、細胞がウェル内に沈降した後、チップの枠を取り外した。そ

の後、2 日に一回培地交換を行った（Fig.5.6）。 
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Fig.5.6 マイクロウェルチップの播種、培養手順 

 

（3）細胞形態観察・画像解析 

培養 1、3、5、7日目の位相差顕微鏡の写真から、それぞれの条件において 80個のス

フェロイドを無作為に抽出し、画像解析ソフト（WinROOF Ver 5.02、三谷商事）でスフ

ェロイドの粒径を評価した。培養日数ごとに ANOVA を行い、Agaroseチップとの有意

差を*P<0.05で示した。 

 

（4）細胞数の測定 

培養 1、3、5、7日目に、2.2.2項（6）と同様の手法で細胞から DNA を抽出し、細胞

数を算出した。培養日数ごとに ANOVA を行い、Agaroseチップとの有意差を*P<0.05で

示した。 

 

（5）肝特異機能評価 

 培養 1、3、5、7日目のアンモニア代謝能とアルブミン分泌能について、2.2.2項（8）

と同様の手法で評価した。細胞数で標準化し、細胞数あたりの機能活性を算出した。培

養日数ごとに ANOVA を行い、Agaroseチップとの有意差を*P<0.05で示した。 

 

（6）遺伝子発現解析 

2.2.2項（7）と同様の手法で、RNA 抽出用のスピンカラム（NucleoSpin® RNA II、ニ

ッポンジーン）を使用して、肝組織、培養 0.25、0.5、1、2、3、5、7日目の培養肝細胞

から total RNAを抽出し、PCR（StepOne™ real-time PCR system、Applied Biosystems）を

実施した。以下の Table 5.1に、解析した遺伝子を示す。遺伝子発現は GAPDHをハウス

キーピングとして標準化し、肝組織を基準としての発現レベルを比較した。Agaroseチ

ップとの有意差を*P<0.05で示した。 
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Table 5.1 本検討で解析した遺伝子  

分類 遺伝子名 TaqMan Assay no. 

ハウスキーピング GAPDH Rn01775763_g1 

組織型プラスミノーゲンアクティベーター tPA Rn00565767_m1 

ウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクティベーター uPA Rn00565261_m1 

細胞間接着結合 E-Cadherin Rn00580109_m1 

グルコーストランスポーター（低酸素マーカー） Glut1 Rn01417099_m1 

ヘムオキシゲナーゼ（低酸素マーカー） HO-1 Rn01536933_m1 

 

 

5.2.3 実験結果および考察 

（1）スフェロイドの形成 

PMMA チップは、培養初期に肝細胞は基板に接着していたが、その後遊走・剥離が起

こり、自発的に凝集して培養 7 日目には 1 つのウェル内でいくつかのヘミスフェロイド

（半接着スフェロイド）を形成した。一方、PMMA/PEG チップと Agaroseチップでは

細胞の接着は起こらず、培養 1日目に細胞同士が凝集し、一つのウェルに一つの浮遊し

たスフェロイドを形成した（Fig.5.7）。つまり、完全な非接着面である PEGと Agarose

チップは直接細胞同士が集まってスフェロイド形成が見られるが、PMMA チップでは

基板への接着を介したスフェロイド形成が進行することがわかった。 

このような違いが見られた要因として、アガロースのようなハイドロゲルや PEG表

面は、高い親水性や排除体積効果により表面へのタンパク質の吸着・細胞の接着が起こ

らないため、直接的肝細胞同士が集まり、スフェロイドを形成したと考えられる。一方、

PMMA チップでは、肝細胞は一度基板上に接着してからスフェロイドを形成した。

PMMA 表面は強い疎水性を有しているためタンパク質が吸着しやすく、デバイス内の

タンパク質によるファウリング（汚染）がしばしば問題となっている 9)~11)。本研究では、

マイクロウェルチップ材料の違いが及ぼす影響を見るために、培地に血清を加えていな

いので、肝細胞から分泌されたタンパク質（ビトロネクチン、フィブロネクチンなど）

が PMMA 表面に吸着し、培養初期に肝細胞の接着が見られたと考えられる。 
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Fig.5.7  PMMA、PMMA/PEG、および Agarose チップ上でのラット肝細胞スフェロイドの形成過程 

 

（2）プラスミノーゲン活性化因子と細胞間結合の遺伝子発現 

プラスミノーゲン活性化因子（PA）は、プラスミノーゲンを限定分解し、プラスミン

へと変換する酵素である。プラスミンは、凝固により生じた不溶性のフィブリンを分解

する反応を司る分子で、組織傷害時に生じた血栓が組織修復に伴い不要になった際に、

これを溶解・除去する重要な役割を持つ 12)。PA はこのようなフィブリンの分解機構だ

けでなく、組織修復の過程における細胞外マトリクス（ECM）や細胞の破片の分解、ECM

の再構築にも大きく関与している。その中で、スフェロイドの形成過程に、PA が大き

く関与していることが指摘されている 13), 14)。そこで、本検討でのスフェロイド形成過

程の指標とし、材料によるスフェロイド形成プロセスの違いを詳細に評価するため、PA

の発現を評価した（Fig.5.8（A）、（B））。 

PA の発現を見てみると、PMMA チップでは培養 2 日目から tPA、uPAの発現が上昇

し、培養経過に伴うにつれて上昇した。このとき、uPAは一旦発現が下がり、2 日目か

ら再び上昇していた。一方、PMMA/PEG と Agaroseチップでは培養中常に低く、発現

の変化はほとんどなかった。 

また、スフェロイド形成に伴う細胞間結合の変化を確認するため、代表的な細胞間結

合である E-Cadherinの遺伝子発現を評価したところ、どちらの発現も 1～2 日目に一旦

下がるが、スフェロイドの形成に伴い 2～3日目に再び上昇していた（Fig.5.8（C））。し

かし、チップ材料の違いによる発現の差は見られなかった。 
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この結果から、接着を介したスフェロイド形成が行われる PMMA チップでは、スフ

ェロイドの形成に PAが大きく関わっていることがわかった。一方、直接的なスフェロ

イド形成が見られるPMMA/PEGチップとAgaroseチップではほとんど発現が見られず、

PA はスフェロイド形成に関与していないことがわかった。以前の報告により、肝細胞

は、プライマリアディッシュ上に一度接着してスフェロイドを形成し、スフェロイドの

形成とともに uPA、tPA の発現が上昇する。一方、細胞が接着しないアガロースゲルを

コートしたディッシュ上では、スフェロイド形成を行うが、PA をほとんど発現しない

ことが明らかになっている 14)。マイクロウェルチップでも同様の傾向が見られ、肝細胞

が接着しやすい PMMA 表面では PA による ECM の分解・再構築が行われ、肝細胞の接

着・遊走を介してスフェロイド形成が進行する。肝細胞が接着しにくい PEG、アガロー

ス表面では、どちらもスフェロイド形成に PA は関与しないことがわかった。 

 

Fig.5.8 PMMA、PEG/PMMA、および Agarose チップ上での（A）tPA、（B）uPA、および（C）E-

Cadherin の遺伝子発現レベル 

（PMMA チップ（○）、PMMA/PEG チップ（□）、Agarose チップ（▲）） 

 

しかし、一度 PMMA 上に接着した肝細胞が基板上に伸展せず、なぜ Plasmin/PA system

が活性化されてスフェロイドを形成するのかについては不明である。Plasmin/PA system

は肝再生における ECM の分解、傷害を受けた細胞のクリアランス、肝細胞の増殖に関

わっていることが知られており 15), 16)、スフェロイドの構築プロセスは肝再生プロセス

と同様の現象が起こっているのかもしれない。コラーゲンコートディッシュ上では肝細

胞は接着・伸展するため、コラーゲンコートディッシュ上での PAの発現を比較するな

ど、この点について詳細な分子メカニズムの検討が必要であると考えている。 
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（3）細胞数、スフェロイド径の評価と肝機能発現 

細胞数を比較すると、どのチップ条件も 1～3 日にかけて細胞数の減少が見られた。

その後、PMMA と PMMA/PEG チップは 3～5 日目にも細胞数の減少が見られたが、

Agaroseチップは 3 日目以降、細胞数を維持している傾向があった（Fig.5.9（A））。ま

た、完全なスフェロイド形成が見られた PMMA/PEGチップと Agaroseチップのスフェ

ロイドのサイズを比較したところ、両者とも 1～3 日にかけてスフェロイドのサイズの

縮小が見られた。さらに 5日目以降、Agaroseチップのスフェロイドの方が PMMA/PEG

チップよりもサイズを維持している傾向があり（Fig.5.9（B））、Agaroseチップは細胞数

の維持に関与していることが明らかとなった。 

 
Fig.5.9 （A）PMMA、PEG/PMMA、および Agarose チップ上でのスフェロイドの細胞数、および（B）

PEG/PMMA、および Agarose チップ上でのスフェロイド直径の変化 

（PMMA チップ（○）、PMMA/PEG チップ（□）、Agarose チップ（▲）） 

 

さらに、代表的な肝特異機能である、アルブミン分泌活性とアンモニア代謝活性を評

価したところ（Fig.5.10（A）、（B））、どの条件もスフェロイドの形成に伴って機能が上

昇し、5 日目あたりで一定になった。しかし、Agaroseチップでは他の 2 つのチップ条

件より高く、特に 5 日目には約 1.5倍の差があった。このことから、Agaroseチップで

は肝特異機能の維持に効果があることが示唆された。 

細胞数、肝特異的機能活性の結果より、Agaroseチップでは肝細胞の培養環境を改善

する効果があると考え、以下の項でウェル内の酸素環境に着目した解析を行った。 
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Fig.5.10  （A）PMMA、PMMA/PEG、および Agarose チップ上でのスフェロイドのアルブミン分泌活

性、および（B）アンモニア代謝活性 

（PMMA チップ（○）、PMMA/PEG チップ（□）、Agarose チップ（▲）） 

 

（4）ウェル内の酸素環境評価 

完全なスフェロイド形成が見られた PEGチップと Agaroseチップについて、機能に

大きく差が生じた培養 5 日目でのスフェロイド内の好嫌気状態を染色、および遺伝子発

現により比較した。生死染色の結果、Agaroseチップの方が緑に染まっている（生細胞）

エリアが広いが、PMMA/PEG チップでは、死細胞を示す赤い蛍光のエリアが広かった

（Fig.5.11（A））。また、低酸素状態で赤い蛍光を示す Lox-1 染色では、PMMA/PEGチ

ップのほうが全体的に強く染まっていた（Fig.5.11（B））。 

 

Fig.5.11  （A）PMMA/PEG と Agarose チップ上でのスフェロイドの Live/Dead 染色（緑：生細胞、赤：

死細胞）、および（B）Lox-1 染色（低酸素：赤） 

 

低酸素環境下での細胞は、ヘムオキシゲナーゼ（HO-1）やグルコーストランスポータ

ー（Glut1）といった遺伝子の発現が強く誘導され、低酸素ストレスに対応することが知

られている 17)~20)。HO-1が細胞内で誘導されると、ヘムタンパク質の補欠分子であるヘ

ムが分解され、ヘム分解産物（ビリルビンなど）が低酸素などの外的ストレスからの細
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胞保護に重要な役割を担っていると考えられている。また、低酸素状態での細胞はエネ

ルギーを獲得するため、グルコーストランスポーター（Glut1）を介して、グルコースの

取り込みを積極的に行おうとする。従って、これらの遺伝子発現が高いということは、

細胞周囲環境が低酸素であることを示唆している。そこで、HO-1 と Glut1 の遺伝子発

現を比較してみたところ、Agaroseチップよりも PMMA/PEG チップの発現レベルが高

く、PMMA/PEGチップ内は低酸素環境であることが示唆された（Fig.5.12（A）、（B））。 

 

Fig.5.12  （A）PMMA/PEG と Agarose チップ上でのスフェロイドの Glut1、および（B）HO-1 の遺伝子

発現レベル 

 

Agaroseチップは、PMMA チップや PMMA/PEGチップと比較して、細胞数の維持や、

肝特異機能の発現が高い傾向があった。PMMA チップと PMMA/PEG チップは同じ

PMMA を基板で作製し、Agaroseチップはゲルで作製している点に大きな差がある。こ

の結果から、肝特異機能を制御する一番重要な因子は、マイクロウェルチップを構成す

る材質の物質透過性であると考えられる。この要因についての詳しい考察は、次の 5.3

節で詳しく述べる。 

 

5.2.4 本節のまとめ 

本節より、以下の結果を得た。 

（1） アガロースゲル上では、肝細胞は PEG表面と同じく PA を介したスフェロイド

形成を行う。 

（2） E-Cadherinの遺伝子発現の結果から、細胞間の結合状態はどのチップ条件でも

変化がなかった。 

（3） 細胞数・スフェロイド径・肝特異的機能活性は、Agaroseチップで良好に維持し

ており、アガロースゲルの物質透過性の高さに起因しているものと考えられた。 

以上の結果から、アガロースゲルはスフェロイド形成において優位な材料であると考

えられる。 
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5.3 株細胞スフェロイド形成におけるアガロースゲルの効果 

5.3.1 本節の目的 

5.2.1 項で述べたように、初代肝細胞スフェロイドの形成は肝機能活性の維持に大変

有用なアプローチである。その一方で、初代肝細胞は調製が煩雑であるため、継代培養

の可能な「株細胞」は重要な細胞ソースとして汎用されている。 

そこで本節では、汎用性の高い肝細胞株である HepG2細胞を用いて、前節と同様に

HepG2細胞のスフェロイドを形成させ、細胞の増殖性・機能活性・遺伝子発現を評価し、

アガロースゲルの効果を検討することを目的とした。 

 

5.3.2 実験方法 

（1）マイクロウェルチップの作製 

＜PMMA/PEGチップ＞ 

5.2.2項（1）の手法と同様に作製した。マイクロウェルチップのウェル径、ウェル深

さ、ウェル数などの条件は Fig.5.13に示す。 

 

＜Agaroseチップ＞ 

5.2.2項（1）の手法と同様に作製した。マイクロウェルチップのウェル径、ウェル深

さ、ウェル数などの条件は Fig.5.13に示す。 

 

Fig.5.13 マイクロウェルチップの設計条件 

 

（2）HepG2 細胞の調製と播種 

コンフルエントになった HepG2細胞を、0.05 %トリプシン/ EDTA 溶液（Invitrogen）

にて酵素処理して細胞懸濁液を得た。この細胞懸濁液を、液量 250 μL、細胞密度 1.5×

105 cells/chip、WE+10 %FBS培地（組成：Table 3.5参照）にて各チップの枠内に播種し

た（播種の手順は前節 Fig.5.6と同様）。細胞がウェル内に沈降した後、ウェルに入らな

かった細胞を、培地交換をして取り除き、チップ全体を 3 mLの培地で満たした。その

後は 2日に一回培地交換を行った。 

 

（3）細胞形態観察 

培養 1、3、5、7日目の位相差顕微鏡の写真から、それぞれの条件において 80個のス

フェロイドを無作為に抽出し、画像解析ソフト（Win ROOF Ver 5.02、三谷商事）でスフ

ェロイドの粒径を評価した。 
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（4）細胞数の測定 

培養 10日目に、2.2.2項（6）と同様の手法で細胞から DNA を抽出し、細胞数を算出

した。 

 

（5）肝特異機能評価 

 培養 10日目のアンモニア代謝能とアルブミン分泌能について、2.2.2項（8）と同様の

手法で評価した。細胞数で標準化し、細胞数あたりの機能活性を算出した。 

 

（6）遺伝子発現解析 

2.2.2項（7）と同様の手法で、RNA 抽出用のスピンカラム（NucleoSpin® RNA II、ニ

ッポンジーン）を使用して、播種時の細胞懸濁液、培養 10日目の培養細胞から total RNA

を抽出し、PCR（StepOne™ real-time PCR system、Applied Biosystems）を実施した。以下

の Table 5.2に、解析した遺伝子を示す。遺伝子発現は GAPDHをハウスキーピングとし

て標準化し、細胞懸濁液を基準としての発現レベルを比較した。Agaroseチップとの有

意差を*P<0.05で示した。 

Table 5.2 本検討で解析した遺伝子  

分類 遺伝子名 TaqMan Assay no. 

ハウスキーピング GAPDH Hs02758991_g1 

グルコーストランスポーター Glut1 Hs00892681_m1 

乳酸脱水素酵素 LDH1 Hs00855332_g1 

 

 

5.3.3 実験結果および考察 

（1）スフェロイドのサイズ変化 

Agaroseチップ、PMMA/PEGチップどちらも各ウェルにスフェロイドを形成し、培養

経過とともにスフェロイドのサイズは増大した（Fig.5.14（A））。 

特に、培養 7 日目あたりから Agaroseチップのスフェロイドのサイズが顕著に大きく

なり、ウェル一杯に増殖していた。このことから、Agaroseチップはスフェロイドのサ

イズ維持に効果があることが示唆された（Fig.5.14（B））。 
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Fig.5.14 （A）各チップの形態変化、および（B）粒径変化 

（Agarose チップ（●）、PMMA/PEG チップ（〇）） 

 

（2）スフェロイドの細胞数・機能活性 

スフェロイドのサイズに違いが生じた培養 10 日目の細胞数、およびアルブミン分泌

活性を比較した（Fig.5.15（A）、（B））。その結果、Agaroseチップの細胞数、アルブミン

分泌活性ともに PMMA/PEGチップの約 2倍の数値を示した。このことから、Agaroseチ

ップはスフェロイドの細胞数維持、および高機能の発現に効果があることが示唆された。 

 

Fig.5.15 （A）各チップの細胞数変化、および（B）アルブミン分泌活性（培養 10 日目） 

 

（3）スフェロイドの好嫌気状態の評価 

前節と同様に、スフェロイドの好嫌気状態を評価するため、代表的な低酸素マーカー

である Glut1と LDH1 の遺伝子発現レベルを比較した（Fig.5.16（A）、（B））。前節でも



89 

 

述べたように、低酸素下の細胞は、グルコールトランスポーター（Glut1）を介してグル

コースの取り込みを積極的に行う。また、低酸素条件下では、解糖系だけでなく、乳酸

の生成を行い、乳酸脱水素酵素（LDH1）によって ATP の合成を行っているため、これ

らの遺伝子発現レベルは低酸素状態を評価する指標となる。 

これらの遺伝子発現レベルを比較すると、どちらも PMMA/PEGチップでの発現が高

く、嫌気的環境におかれていることが示唆された。 

 

Fig.5.16 （A）Glut1 の遺伝子発現レベル、（B）LDH1 の遺伝子発現レベル（培養 10 日目） 

 

これらの結果から、前節と同様に、Agaroseチップは HepG2 スフェロイドの細胞数

（増殖性）、機能活性の向上に効果があることが認められた。特に、低酸素マーカーの

遺伝子発現から、Agaroseチップの物質透過性の高さに起因しているものと考えられる。 

肝細胞は酸素要求性が高く、培養系内への酸素供給を改善することにより、肝細胞の

高機能発現につながることが知られている 21)。例えば、Anada らは酸素透過性の高い

PDMSを用いたマイクロウェルチップで HepG2細胞を培養することで、高い生存率・

機能活性を維持することを見出している 22)。本研究で用いた PMMA は酸素や物質の透

過性が低いことが知られている一方で、アガロースゲルのようなハイドロゲルは、その

三次元的な網目構造により、酸素、栄養素や老廃物の透過性が高い特徴を有している。 

そこで、今回用いたアガロースゲル内の酸素拡散性について、Ogstonモデルを用いて

理論的に解析を行い、ウェル内の酸素環境について考察した。 

常温におけるアガロースゲル内と水中の酸素の拡散係数の比は Ogstonモデルを用い

て、以下の式（1）、（2）と Table 5.3の値から理論的に計算できる 23), 24)。 

 

D/D0 = exp (-φ1/2) (rs / rf) ・・・・・（1） 

 D：アガロースゲル内での酸素の拡散係数、D0：水中での酸素の拡散係数、φ：ゲルの

体積分率、rs：拡散する分子の半径 [nm]、rf：ゲルの繊維半径 [nm] 
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φ = c / (ρω) ・・・・・（2） 

 c：アガロースゲルの濃度 [%w/v]、ρ：ゲルの密度 [g/mL]、ω：ゲルの重量分率 

 

Table 5.3 酸素拡散係数の計算に用いた値（文献値を参考） 

対応する文字 数値 23), 24) 

rs 0.5 nm 

rf 1.9 nm 

c 2 %w/v 

ρ 1.64 g/mL 

ω 0.625 

 

この式より D/D0を計算すると約 0.96となり、アガロースゲル内の酸素の拡散係数は

水中と同等であるとみなすことが出来る。 

一般的なマイクロウェルチップは、酸素透過性の低い材料を用いた手法が主流であり、

ウェルの上部のみから培地や酸素の供給が行われるため、ウェルの中は低酸素状態とな

りやすい。その結果、細胞の生存率や機能活性も低い傾向にあることが指摘されている
25)。一方、Agaroseチップは先ほどの計算より、ゲル内部においても培地中と同程度に

酸素が拡散しており、ウェル上部からだけでなく壁面・底面からも、ウェル内部に充分

に酸素が供給されると考えられる（Fig.5.17）。つまり、ウェル内の環境が他の 2 つのチ

ップに比べて好気的なため、肝細胞の生存率や機能維持の向上につながったと考えられ、

アガロースゲルの物質透過性の高さとウェルという微小培養環境が生み出した効果で

あると言える。 
 

 

Fig.5.17 各チップ内への物質透過性の模式図 
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5.3.4 本節のまとめ 

本節より、以下の結果を得た。 

（1） HepG2スフェロイドのサイズ・細胞数・肝特異的機能活性は、Agaroseチップで

良好に維持していた。 

（2） 遺伝子発現解析と、Ogstonモデルによる解析により、Agaroseチップ内の HepG2

スフェロイドは好気的環境が維持されており、これが肝細胞の培養環境の改善

に寄与していることが明らかになった。 

前節の結果とあわせて、アガロースゲルはスフェロイド形成において優位な材料であ

ることが明らかになった。次節では NIR 応答性ハイドロゲルを利用したミクロ細胞組

織体形成を試みた。 

 

 

5.4 NIR 応答性アガロースゲルによるミクロ細胞組織体形成  

5.4.1 本節の目的 

5.2、5.3節より、アガロースゲルがミクロ細胞組織体形成において有利な材料である

ことが明らかとなった。 

そこで本節では、NIR 応答性アガロースゲルを利用して、段階的にミクロ細胞組織体

の配列や形状を自由に制御可能な、ミクロ細胞組織体手法を構築出来ないかと考えた。 

細胞が集合・凝集した細胞組織体の形成は細胞非接着面で促進するため、効率的に細

胞組織体を形成するには、細胞の接する面が細胞非接着面であることが望ましい。しか

し、これまでのように培養ディッシュの底面を露出させてしまうと、細胞はゾル化部位

で接着・伸展してしまい、組織体を形成することが出来ない。そこで本節では、Fig.5.18

に示す 2 層構造のアガロースゲル基板を発想した。 

 

 

Fig.5.18 CNT 複合アガロースゲルを利用したミクロ組織体形成基板の発想 
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具体的に、まず下の層に CNT を含まないアガロースゲル、その上層に CNT 複合アガ

ロースゲルを積層させる。NIR を照射すると、上層の CNT 複合アガロースゲルのみが

NIR による光熱交換反応によりゾル化し、細胞をトラップするマイクロウェル構造を形

成出来るという発想である。本節では、この NIR 応答性 2 層構造アガロースゲル基板

を用いた、ミクロ細胞組織体形成技術の開発を目的とし、NIR 照射によるマイクロウェ

ル構造の形成、及びミクロ細胞組織体の形成を試みた。 

 

5.4.2 実験方法 

（1）2 層構造アガロース基板の形成 

高融点アガロースゲル粉末（融点：約 90 ºC、濃度：2 %w/v、Agarose 36NA、フナコ

シ）を蒸留水に加え、電子レンジで加熱して完全に溶解した。ゲルの厚みを制御するた

め、Fig.5.19のように PMMA 板をカッターとアクリル用接着剤（アズワン）で加工し鋳

型を作製した。この鋳型の足の部分（カットした PMMA 板部分）の厚みによってゲル

の高さをコントロールし、内側を PEG修飾することで隙間にゾルを流し込みやすくし

た。この鋳型を Fig.5.20のようにペトリディッシュ（φ35 mm、FALCON1008）にセット

し、アガロースゲルを厚さが 400 μmになるように流し込み、4 ºC でゲル化させた。こ

れを下層のゲル層とした。次に、CNT 分散液（SWNT Ink、名城ナノカーボン）に低融

点アガロース（濃度：2 %w/v）の粉末を加え、サーマルサイクラーを用いて 70 ºC で加

熱してゲル粉末を溶解した。溶けたらこのゾルをよく撹拌し、先程のゲル化したアガロ

ースゲル層の上から、Fig.5.20のように「400 μm（下層）＋目的の厚さ」の高さを有す

る鋳型を用いて流し込み、4 ºC でゲル化させた。これを上層の CNT複合アガロースゲ

ル層（CNT ゲル層）とした。その後、2 層構造アガロースゲル基板が浮かないように、

周辺に高融点アガロースゲルを流し込んで固定した。 

CNT 濃度を 0.025、0.05、0.1 mg/mL、また、CNT ゲル層の厚みを 200、400、1000 μm

のゲル基板を作製し、微細ウェルの形状と CNT の濃度や CNT ゲル層の厚みの関係性を

評価した。 

 

Fig.5.19 ゲル作製用 PMMA 製鋳型の作製方法 
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Fig.5.20 2 層構造アガロースゲル基板の作製方法 

 

（2）2 層アガロースゲル断面の形状評価 

2 層アガロースゲル基板に水を入れた状態で NIR 照射システム（新レーザー、4×対

物レンズ）を利用して NIR（強度：800 mW）を照射し、マイクロウェルを形成した。

その後、2層アガロースゲル基板をカッターでスライスして切片を作製後、ガラス板の

上に置き、乾燥しないように切片を水滴で覆った。位相差顕微鏡を用いて写真を撮影し

（4×対物レンズ）、その画像を元に Lumina Visionでウェルの長さと深さを測定した。 

 

（3）スフェロイドの形成とその形状評価 

CNT 濃度 0.05 mg/mL、CNT ゲル層の厚み約 300 μm、下層の厚み約 400 μmのゲル基

板を作製した。ゲル基板に NIR 照射システム（新レーザー、4倍対物レンズ）を利用し

て NIR（NIR 強度：800 mW）を照射し、マイクロウェルを形成させた。滅菌水（また

は滅菌済みの PBS）でゲルの表面を二回洗浄し、水を入れた状態で UV ランプ下にて約

1 時間滅菌した。HepG2細胞を WE+10 %FBS培地（組成：Table 3.11）で約 5×105 cells/mL

に調製し、2mL の懸濁液を基板に播種した。数時間後、マイクロウェル内に細胞が沈降

したのち、ウェルに入らなかった細胞を PBS と培地で洗浄して取り除いた。2 日に一

回、WE+10 % FBS培地で培地交換を行い、培養 5日目にマイクロピペットでスフェロ

イドを回収後、Lumina Visionで組織の短軸・長軸方向の長さを測定した。 

 

（4）スフェロイドの融合とその形状評価、および生死染色 

CNT 濃度 0.05 mg/mL、CNT ゲル層の厚み約 200 μm、下層の厚み約 400 μmのゲル基

板を作製した。ゲル基板に NIR 照射システム（新レーザー、4×対物レンズ）を利用し

て NIR（NIR 強度：800 mW）を照射し、マイクロウェルを形成させた。滅菌水（また

は滅菌済みの PBS）でゲルの表面を二回洗浄し、水を入れた状態で UV ランプ下にて約

1 時間滅菌した。HepG2細胞を WE+10 %FBS培地（組成：Table 3.11）にて約 5×105 

cells/mLに調製し、2mL の懸濁液を基板に播種した。数時間後、マイクロウェル内に細

胞が沈降したのち、ウェルに入らなかった細胞を PBSと培地で洗浄して取り除いた。 

2 日毎に、WE+10 %FBS培地で培地交換を行い、HepG2細胞培養 3 日目に、スフェロ

イド間に NIR（650 mW）を照射した。培養 7 日目と 9 日目に、形成した組織をマイク
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ロピペットで回収、形状の評価を行った。 

また、レーザー照射前後に生死染色を行った。培養 3 日目に、レーザーを照射したサ

ンプル、していないサンプルを用意し、温めた PBS で洗浄した。Calcein-AM と PI

（Cellstain®- Double Staining Kit、同仁化学研究所）を 1 mLの PBSにそれぞれ 2 μL、お

よび 3 μL 加えて染色液を調製した。この染色液を 1 mL/dish入れ、インキュベーター内

に 15分静置した。染色後、PBSで洗浄を行い、蛍光顕微鏡（ECLIPSE TE2000-U、ニコ

ン）で観察した。 

 

（5）共培養ミクロ細胞組織体の形成 

CNT 濃度 0.1 mg/mL、CNT ゲル層の厚み約 200 μm、下層（高融点アガロースゲル）

の厚み約 400 μm のゲル基板を作製した。ゲル基板に NIR 照射システム（新レーザー、

4×対物レンズ）を利用して NIR（NIR 強度：500 mW）を照射し、マイクロウェルを形

成させた。NIH 3T3細胞を DMEM+10 %FBS培地（組成：Table 2.11参照）で約 1×106 

cells/dish（液量：2 mL/dish）に調製し、基板に播種した。数時間後、マイクロウェル内

に細胞が沈降したのち、ウェルに入らなかった細胞を PBS と培地で洗浄して取り除い

た。3T3細胞はスフェロイド化すると増殖しなかったため、二回上から播種しなおした。 

培養 7日目に、NIH 3T3細胞のスフェロイド間に、NIR（500mW）を照射して、2段

階目のウェル構造を形成した。このとき、HepG2細胞と NIH 3T3細胞を区別するため、

NIH 3T3細胞を Cell tracker Green（Invitrogen）、HepG2細胞を Cell tracker Red（Invitrogen）

で染色して播種した。NIH 3T3スフェロイド、または 100 mm dish上でコンフルエント

になった HepG2細胞に、2 mLの各染色液（濃度：10 μM、無血清培地で調製）を入れ

て 15分インキュベートし、染色液を抜いた後、無血清培地でさらに 30分インキュベー

トした。その後、HepG2細胞は PBSで洗浄してトリプシン処理を行い、分散した細胞

懸濁液を調製した。この染色した HepG2細胞を、NIH 3T3 スフェロイド形成基板に播

種した。培養 7 日目以降は、蛍光顕微鏡（ECLIPSE TE2000-U、ニコン）を用いて観察

を行った。 

 

5.4.3 実験結果および考察 

（1）マイクロウェル構造の形成と形状の評価 

まず、CNT の濃度と CNT 複合ゲル層の厚みがマイクロウェルの形状に与える影響を

評価するため、基板に NIR を照射した後のゲル断面の画像解析を行った。 

CNT 濃度依存的なマイクロウェルの形状変化を見るため、CNT ゲル層の厚みを 200 

μm、下層のアガロースゲル層の厚みを 400 μm、CNT 濃度を、0.025、0.05、及び 0.1 mg/mL

にして基板を作製し、800 mWの NIR を照射してマイクロウェルを形成した。Fig.5.21

を見ると、上層の CNT ゲルのみがゾル化し、マイクロウェルを形成していることがわ

かった。CNT の熱の影響を考慮し、下層を高融点アガロースゲルで作製した効果であ

るといえる。また、CNT の濃度が高くなるほど、ウェルの幅が大きくなっていた。 
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Fig.5.21 CNT 濃度依存的なマイクロウェル形状の変化 

 

このときの形状を定量的に評価するため、ウェルの深さ 50 μmごとに、ウェルの幅を

測定した断面プロファイルの結果を Fig.5.22に示す。この図から、ウェルの大きさは、

CNT 濃度に依存していること、また、ウェルの形状は中心部が大きな「たる型」を形成

していることが明らかになった。 

 
Fig.5.22  CNT 濃度依存的なマイクロウェル形状の断面プロファイル 

（青：CNT 濃度 0.025 mg/mL、黒：0.05 mg/mL、および赤：0.1 mg/mL）26) 

 

この形状の特徴を詳細に解析するため、ウェルの最上部の幅を a、中心部の幅を b、

最下部の幅を cとして b/a値を算出すると、濃度が低いほど b/a値は大きくなった（Table 

5.4）。この現象についてはまだ明らかでないが、以下のように考察した。CNT濃度が高

い場合は、ゲル全体にゾル化に必要な熱が十分発生する。一方、CNT 濃度が低い場合は

全体として熱の発生が不十分であり、特に CNT と NIR レーザーの接触面積が大きく、

かつ熱の拡散が起こりくい中心部でゾル化が促進してしまうため、たる型の形状が顕著

に表れたと考えられる。 
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Table 5.4 CNT 濃度依存性におけるマイクロウェルの幅の変化 

CNT 濃度 0.025 mg/mL 0.05 mg/mL 0.1 mg/mL 

上面の幅 [μm]（a） 34 124 240 

中心部の幅 [μm]（b） 64 176 260 

下面の幅 [μm]（c） 40 126 242 

b/a 値 1.9 1.4 1.1 

 

同様に、CNT 複合アガロースゲル層の厚み依存的なマイクロウェルの形状変化を見

るため、CNT の濃度を 0.05 mg/mL、下層のアガロースゲル層の厚みを 400 μm、および

CNT 複合アガロースゲル層の厚みを、200、400、及び 1000 μm にして基板を作製し、

800 mWの NIR を照射してマイクロウェルを形成した。Fig.5.23を見ると、CNT 複合ア

ガロースゲル層の厚みが大きいほど、形成されるウェルは大きくなっていた。 

 

 

Fig.5.23  CNT 複合アガロースゲル層の厚み依存的なマイクロウェル形状の変化 

 

また、先程と同様にウェルの深さ 50 μmごとにウェルの幅を測定した結果、厚みに依

存してウェルの幅が大きくなっていた。CNT 複合アガロースゲル層の厚みを大きくす

れば、NIR 照射領域における CNT 量が多くなるので、大きなウェルが形成されたと考

えられる。また、このときもたる型の形状になっていることがわかった（Fig.5.24）。 

先程と同様に、ウェルの最上部の幅を a、中心部の幅を b、最下部の幅を cとして b/a

値を算出すると、厚みが大きいほど b/a値は大きくなった（Table 5.5）。ゲルが薄い場合

はゲル全体に熱が均一に伝わるが、ゲルが厚い場合は中心部でのゾル化が促進し、たる

型の形状が顕著に現れると考えた。 



97 

 

 

Fig.5.24  CNT 複合アガロースゲル層の厚み依存的なマイクロウェル形状断面プロファイル 

（青：CNT ゲル層厚み 200 μm、黒： 400 μm、および赤： 1000 μm） 

 

Table 5.5 CNT 複合アガロースゲル層厚みにおけるマイクロウェルの幅の変化 

CNT ゲル層の厚み 200 μm 400 μm 1000 μm 

上面の幅 [μm]（a） 124 204 310 

中心部の幅 [μm]（b） 176 282 536 

下面の幅 [μm]（c） 126 198 312 

b/a 値 1.4 1.4 1.7 

 

以上の結果から、CNT 濃度と CNT複合アガロースゲル層の厚みによって、ウェルの

サイズ、形状の制御が可能であることを示した。 

 

（2）ミクロ細胞組織体の形成 

2 層アガロースゲル基板に NIR を照射するとマイクロウェルを形成出来ることがわ

かったので、HepG2細胞によるスフェロイドの形成を試みた。HepG2細胞は形成され

たウェルにトラップされ、培養経過と共にウェル内で増殖していた。また、このスフェ

ロイドは、マイクロピペットで優しく吸い上げることにより、容易に回収することが出

来た（Fig.5.25（A）～（D））。 

ハイドロゲルのカプセルやブロックに細胞を包埋し、積み上げて組織を形成する手法
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が数多く報告されているが 27), 28)、これらの手法ではハイドロゲルやカプセルが細胞と

一緒に残ってしまうか、酵素による分解処理が必要である。本技術は、低侵襲な方法で

組織体を回収できるため、細胞のみからなるスフェロイドを得ることが可能である。 

 
Fig.5.25 CNT 複合アガロースゲルを利用したミクロ細胞組織体形成の過程（A）NIR 照射によって形

成したマイクロウェル、（B）HepG2 細胞培養 3 日後、（C）培養 5 日後、および（D）培養 5 日

目に回収した HepG2 細胞組織体 

 

このときのスフェロイドの形状を評価するため、スフェロイドの長軸方向、及び短軸

方向の長さを画像解析ソフトで測定した（Fig.5.26（A）、（B））。同様に、細胞の入って

いないウェルの幅・高さも画像解析ソフトで測定した。その結果、スフェロイドの短軸

方向の長さはウェルの幅と、長軸方向の長さはウェルの深さとほぼ一致し、ゲル基板で

形成されたスフェロイドは、ウェルいっぱいに増殖し、ウェルと全く同じ形状を形成し

ていることがわかった。 

これは、5.2節、および 5.3節で述べたように、アガロースゲルの高い物質交換性に起

因しているものと考えられる。 
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Fig.5.26 スフェロイドのサイズ評価（HepG2 細胞、培養 5 日目）（A）マイクロウェルに入った状態の

HepG2 細胞組織体の断面写真、および（B）スフェロイドのサイズ評価 26) 

 

（3）様々なミクロ細胞組織体の形成 

本研究で用いている NIR 照射システムでは電動ステージの位置を制御出来るため、

NIR の照射位置を任意に設定することが出来る。その点を活かして、ウェル形状以外の

細胞組織体の形成を試みた。 

まず、四角で囲むようにレーザーを照射した後、HepG2細胞を播種すると、枠内で部

分的にスフェロイドが形成された。その後、それぞれのスフェロイドが活発に増殖、融

合して、培養 14 日目には四角のミクロ細胞組織体を形成した。この組織体はマイクロ

ピペット操作で簡便に回収することが可能であった（Fig.5.27）。 

 

Fig.5.27 四角のミクロ細胞組織体の形成 29) 

 

さらに、段階的にレーザーを照射可能な利点を活かして、隣接するミクロ細胞組織体

の融合を試みた。まず、先程と同様に HepG2細胞のミクロ細胞組織体を形成させた後、

培養 3 日目に、隣接する細胞組織体の間にレーザーを照射した（2 段階目のウェル）。

このとき、レーザー照射前後で、カルセイン・PIによる生死染色を行った結果（Fig.5.28）、
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レーザー照射部位に死細胞が観察された。レーザー照射によって発生した熱による影響

を受けているものと考えられる。 

 
Fig.5.28 レーザー照射前後の生死染色（緑：生細胞、赤：死細胞） 

 

しかし、HepG2細胞組織体は徐々に 2 段階目のウェルに活発に増殖し、培養 9日目に

は組織体同士がつながって棒状の組織体を形成した。培養 7日目の組織体の断面を見て

みると、ひとつひとつの組織体が大きくなっていくと共に、徐々に下面から融合してい

る様子が観察された。そして培養 9 日目にはくし型の組織体を形成した（Fig.5.29）。く

しの歯の部分は、CNTゲル層の厚み（200 μm）より大きかったため、ウェルを超えて、

細胞が活発に増殖していることがわかった。この結果から、独立したスフェロイドを形

成出来るだけでなく、培養途中でミクロ細胞組織体の形状を変更することが可能である

ことを示した。 

 

Fig.5.29 CNT 複合アガロースゲルを利用したミクロ組織体融合（スケールバーは 200 μm） 

 

（4）共培養組織体の形成 

さらに、2段階目のウェルに異種細胞を播種することで、共培養組織体の形成を試み

た（Fig.5.30）。まず、一段階目のウェルに NIH 3T3細胞を播種し、NIH 3T3細胞スフェ

ロイドを形成させた。培養 7 日目に 2 段階目のウェルを形成して HepG2細胞を播種し



101 
 

たところ、播種直後ではお互いの細胞がそれぞれのウェルに分離出来ていた。培養を続

けると NIH 3T3 細胞スフェロイドは初めの位置から動かず、かつ増殖も見られなかっ

たが、HepG2細胞が優先的に増殖して、ミクロ組織体を形成していた。この組織体は回

収することが可能であった。 

NIH 3T3細胞は細胞密度が高くなると、増殖を停止することが古くから知られている

（接触阻害）。Wadaらはこの点に着目し、NIH 3T3細胞を 20～120 μm 四方の細胞パタ

ーン上に播種し、単一細胞の形状を変化させた。このとき、細胞の形が丸くなることに

よって接触阻害のシグナル（Hippo signal）が活性化することを明らかにしている 30)。つ

まり、スフェロイド化して 3T3 細胞が密で丸い形状になって接触阻害と同様の現象が

起こり、HepG2細胞が優先的に増殖しミクロ細胞組織体を形成していると考えられる。 

以上の結果から、段階的にレーザーを照射することにより、異種細胞スフェロイドか

らなる共培養組織体を形成することが可能であった。本法は、生体類似構造の構築技術

としてだけでなく、スフェロイド融合過程や三次元的なガン組織の浸潤機構の解明など

へも展開できると期待できる。 

 
Fig.5.30 CNT 複合アガロースゲルを利用した共培養組織体形成過程 

 

しかし今回は、HepG2細胞のように増殖性の高い細胞種で主に検討を行っており、初

期にウェルに入る細胞数が少なくても、スフェロイドやミクロ組織体を形成した。 

増殖性の劣る初代細胞を用いて生体類似構造を構築する際には、①播種エリアに細胞

をトラップ出来る枠を設ける、および②マイクロ流路などを使って、ウェルひとつひと

つに細胞を導入するなどの技術的な工夫や、①共培養、および②液性因子（ECM や増

殖因子）の添加、といった生物学的な工夫を行うことによって、より効率的に組織の構

築を実現できると考えている。 
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5.4.4 本節のまとめ 

本節から、以下の結果を得た。 

（1） CNT 複合アガロースゲルと、CNT を含まないアガロースゲルの 2 層構造にする

ことにより、マイクロウェル構造を形成することが出来た。 

（2） マイクロウェルのサイズや形状を CNT の濃度や CNT 層の厚みで制御出来るこ

とを示した。 

（3） このゲル基板に播種された細胞は活発に増殖してミクロ組織体を形成した。 

（4） 段階的な NIR 照射を行うことで、組織同士の融合や異種細胞からなる共培養組

織体の形成も可能であった。 

本技術を用いることで、スフェロイドが形成出来るだけでなく、様々な形状の細胞組

織体の形成、およびスフェロイド同士の融合が可能であり、生体類似構造の構築や、組

織の融合過程などのメカニズムを知るためのツールとして期待できると考えられる。 

 

5.5 本章のまとめ 

以上の結果から、アガロースゲルが有する 3次元的な網目構造により、酸素の透過性

が良いため、マイクロウェル内の好気的な環境を維持していた。その結果、ラット初代

肝細胞の高機能発現、および株細胞の活発な増殖を促していた。また、CNT 複合アガロ

ースゲルとアガロースゲルの 2 層構造にすることにより、NIR 照射でマイクロウェルを

形成することが出来た。厚みのある NIR 応答性ゲルを用いることにより、基板上に三

次元的な構造を形成可能であることを示した。 
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第 6 章 

結論 

 

 

6.1 本論文のまとめ 

本研究で開発した「NIR 応答性アガロースゲル」は、NIR 照射という低侵襲な手法で、

細胞を培養基板上で培養したまま基板の細胞接着／非接着性を変えることが可能な画

期的な手法である。 

光照射により細胞接着性をスイッチングする培養基板は様々あるが、主たる光源は

UV または可視光であった。そこで本研究では、細胞への低刺激性、および基板の安定

化を図るべく、NIR 応答性ハイドロゲルの開発、およびそれを用いた培養基板加工技術

へ展開することを目的とした。NIR 領域に光熱交換性を示す CNT、または金ナノロッ

ドをアガロースゲルに複合し、高い NIR 応答性を有するゲルを開発するとともに、段

階的な細胞アレイ化技術、およびスフェロイド形成技術へと展開した。 

 

第 1 章では、「生体類似構造を構築する」という本研究の大きな構想、既存の細胞ア

レイ化技術の課題を示すとともに、本研究の目的と NIR 応答性ハイドロゲルのコンセ

プトを示した。 

 

第 2 章では、アガロースゲルに高い NIR 応答性を持たせるための分子ヒーターであ

る CNT、および金ナノロッドの細胞への影響を検討した。CNT そのものを培養基板に

固定化しても細胞の増殖・活性には悪影響を及ぼさないことが明らかになった。また、

金ナノロッド表面に PEG 修飾を施すことで、高い分散性・細胞親和性を示すことを明

らかにした。 

 

第 3 章では、本研究で使用した NIR 照射システムの詳細について延べ、第 1 章で示

したコンセプトに基づき、分子ヒーターとアガロースゲルを複合した「NIR 応答性アガ

ロースゲル」の開発を試みた。CNT、および金ナノロッド複合アガロースゲルの作製方

法を確立し、そのゲル特性について評価した。複合ゲルは、アガロースゲルの細胞非接

着性、ゾル化温度を維持し、かつ良好な NIR 応答性を示すことがわかった。また、CNT

複合アガロースゲル、または金ナノロッド複合アガロースゲルに NIR を照射したとこ

ろ、照射部位のみゾル化し、ゾル化部位への細胞の接着を確認した。 
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第 4 章では、NIR 応答性アガロースゲルを用いた段階的細胞アレイ化技術の確立を目

指した。段階的なアレイ化技術、および単一細胞の遊走現象の観察を行うことが出来た。

さらに本技術の有効性を実証するため、初代肝細胞と線維芽細胞による共培養を行った

ところ、それぞれの細胞をストライプ状に配置することが出来、共培養を行うことによ

って肝細胞の機能活性が向上・維持することを示した。 

 

第 5 章では、NIR 応答性アガロースゲルを、今までの 2 次元的な細胞のアレイ化のみ

ならず、ミクロ細胞組織体形成技術へと展開した。 

アガロースゲルのミクロ細胞組織体形成への影響を評価したところ、ゲルの高い物質

透過性が、マイクロウェル内の酸素環境の改善に大きく寄与することが示唆された。ま

た、CNT 複合アガロースゲルと、CNT を含まないアガロースゲルの 2 層構造にするこ

とで、NIR 照射でマイクロウェルを形成することが出来た。この基板を用いて段階的に

NIR を照射し、ミクロ細胞組織体の形状や配列を自由に制御出来ることを示した。 

 

本研究で開発した NIR 応答性アガロースゲルは、CNT や金ナノロッドといった分子

ヒーターをアガロースゲルと混合するのみで、高い NIR 応答性を付与することが出来

る画期的な材料である。 

また、二次元的（細胞レベル）な基板のみならず、三次元的（ミクロ細胞組織レベル）

な構造を形成出来るため、単一細胞だけでなく、ミクロ組織体の自由な配置も可能であ

った。この技術を応用することによって、複雑な生命現象を、細胞レベルで読み解くた

めの基盤技術、また、その知見を活かし、より三次元的な生体類似構造を模倣するため

の基盤技術として幅広い細胞操作へ発展出来る可能性を秘めている（Fig.6.1）。 

 

 

Fig.6.1 本研究のまとめ 
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6.2 今後の展開  

本技術の改良すべき点として、材料の観点から見ると、分子ヒーターの分散状態でゾ

ル化部位の分解能が左右されるため、化学修飾フラーレン、カーボンナノチューブ、グ

ラフェンなどの機能性を有するカーボン材料や、その他の金属ナノ粒子を用いることで、

ゲルの改良を試みる必要があると考えている。 

また、操作方法の観点から見ると、マスクや鋳型を用いた手法に比べて時間がかかっ

てしまうという点がある。もちろん、オーダーメイドにアレイ化出来ることが本技術の

大きな特徴ではあるが、ある程度決まった形状は鋳型やマスクを使って大量に形成し、

必要な部分は NIR 照射によって加工を施す「セミオーダーメイド」な手法を用いるこ

とにより、より高速化も期待できると考えている。 

 

また、NIR 応答性アガロースゲルの具体的な応用展開として、細胞レベルのアレイ化

技術、およびミクロ細胞組織体レベルのアレイ化技術について、具体的に 2 つの技術へ

の応用を提案する。 

 

（1）細胞レベルのアレイ化技術：選択的細胞剥離技術への応用 

本技術では、ベースとなるハイドロゲルに細胞非接着性を示すアガロースゲルを用 

いた。しかし、先にも述べた通り、熱によってゲル－ゾル転移するハイドロゲルは多種

多様であり、例えば細胞接着性ハイドロゲルを利用すれば、接着している細胞を剥離さ

せ、アレイ化することが可能になる（Fig.6.2）。このように、選択的に細胞を基板から回

収できれば、必要な細胞のみを回収する、または基板上に残すことが出来る画期的な技

術となりうる。 

これまでに、コラーゲンゲルに CNT を複合した「CNT 複合コラーゲンゲル」の作製

を試みているが、コラーゲンゲルのゾル化温度が安定していないため、45～50 ºC 付近

で容易にゾル化するハイドロゲルの探索を行う必要があると考えている。 

 
Fig.6.2 選択的細胞剥離技術への応用 
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（2）ミクロ細胞組織体レベルのアレイ化技術：複波長応答性ハイドロゲル基板  

例えば、金ナノロッドは、そのロッドのアスペクト比で吸収波長が変わるため、吸収

波長の異なるゲルを重ねることにより、階層的にゲルの構造を変化させることが出来る

と考えた。この原理が達成できれば、自由な形状のスフェロイド形成、およびその回収

をひとつの基板で行うことが出来ると考えた（Fig.6.3）。また、異なる波長に応答するゲ

ルを重ねることによって、内部に空間があるような、より複雑な構造を模倣可能である

ことが期待できる。 

 

 
Fig.6.3 複波長応答性ハイドロゲル基板の、スフェロイド形成・回収一体化基板への応用 
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