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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 

  本研究の目的は細胞認識性ナノプローブを新たに設計し細胞の動態計測や機能制御素子として用い

ることで細胞微小環境の制御を実現することである。さらに、二光子励起重合法を用いた微小加工をベ

ースとした新しい細胞チップと計測技術の基礎を確立することである。その背景として近年、胚性幹細

胞（ES 細胞）、骨髄細胞、羊膜細胞など全能性多能性の細胞を筆頭に各種臓器組織中に存在する幹細胞

の培養を出発点とする再生医療的研究が活発に行われていながら、肝臓や腎臓の細胞社会としての解剖

学的構築とシステム化された機能は複雑であり、人工臓器・組織として再構築する必要性が高くなって

いることがあげられる。   
  換言すれば本研究では、生体外環境（in vitro）での細胞培養や組織再構成は何故生体内環境（in vivo）
に迫れないのかを明らかにするために、まず第一にナノレベル（リガンドクラスターレベル）での微小

環境をキャラクタライズする細胞認識素子（プローブ）を設計し、in vitro 培養での細胞内外の一個レベ

ルでのナノ微小環境を計測する。さらに、今までの in vitro 培養では困難なため殆ど考慮されていなかっ

た規則的三次元的環境を実現し、ランダムな三次元ナノファイバーマトリクス培養と比較しながら細胞

の再構成・組織化に関する基本的シナリオを確立する。さらに、ナノ制御された組織工学デバイスやシ

ステム（臓器チップ・臓器相関チップ）の応用としての本研究の最終的な目標は人工ナノファイバーで

構成された細胞外マトリクスを二光子励起法によって作成し、Computer-Aided Matrix Biology(CAMB)
という我々独自のコンセプトを確立し、二次元／三次元的ゲル内培養に替わる新しい培養法を確立する

ことである。CAMB とは、現在までその複雑さのゆえに困難であった三次元培養法を全く新しい方法で

構築し、それをコンピューターのメモリー上で容易に解析できるシステムである。二光子励起法により、

精密制御された格子状空間を骨格とし、多認識部位（マルチリガンド）を有するナノミセルを固定化し

たナノ環境制御された細胞環境を作成し、これに細胞を封じ込める。さらにその作成プロセスをコンピ

ューター上にすべて記憶させた細胞機能の自動解析制御システムの構築を目指す。 
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）

 

プロジェクトの前期にあたる現在まで大きく 3 つの柱を軸として研究を進めてきた。それらは(1)遺
伝子工学的手法を中心とする細胞認識性プローブ（素子）の設計とそれらをベースとした培養方法の確

立(2)糖質高分子を中心とする各種合成高分子に対する培養細胞の親和性と接着細胞の機能評価(3)二光子

励起法や光反応を用いたマイクロ（ナノ）パターンニング基質の作成と細胞培養（形態・機能制御）へ

の応用である。 
  まず、本研究のもっとも基礎となる細胞認識性プローブであるが、本研究では各種細胞のレセプタ

ーのリガンドとなり得る分子ドメインを抗体Fcドメインと融合させたキメラタンパクの作成を中心に行

ってきた。抗体 Fc ドメインは疎水性表面基盤に良く吸着することから各種合成高分子基盤に容易に吸着

させることが可能である。この設計論に基づき、現在まで細胞—細胞間接着のレセプター・リガンドの

関係にあるカドヘリン分子とのキメラ、増殖因子レセプターのリガンドとのキメラについて作成検討を

行ってきた。その結果、我々が作成した各種キメラタンパクは、ポリスチレンシャーレ上に良く固定化

でき、さらに細胞認識組織として細胞を吸着表面基盤に固定化及び培養出来ることが確認出来た。加え

て、それらのキメラタンパクは単に細胞認識素子としてのみならずシグナル伝達を誘起するなど、生理

活性を有しており、我々の提唱する細胞マトリクス工学の一翼を担う新しい接着基質になりうるものが

確認できた（学術雑誌：19,20 等, 学会発表:3,6,18,19,21 等）。 
  次に、細胞マトリクス工学のもう一方のカテゴリーに分類している各種合成高分子に対する培養細

胞の親和性を検討したが、用いた合成高分子として我々が培養基質として現在まで多く発表してきた

PVLA、poly-L-Lysin さらに今後の細胞微小環境制御に有用になりうると考えられる温度感受性高分子で

あるポリ N-isopropylacrylamide ゲルやポリ Acrylamide ゲルなどである。いずれの高分子ゲルについて

も細胞毒性はないが、高分子種によって細胞が分泌する細胞外マトリクスとの親和性が異なり、培養時

間経過とともに細胞機能に異なる効果を及ぼす可能性が見出され、これらの点について今後さらなる検

討を加える必要性があると考えられた（学術雑誌:2,3,4,5,8,9,11 等、学会発表:4,5 等）。 
  最後に、本研究の最大テーマである、細胞以下のスケールによる微細加工技術と培養系への応用展

開である。まず、微細加工として合成高分子上に細胞外マトリクスを1〜5μmほどのプリンティングした

培養基盤を作成し、細胞の移動や細胞骨格などの微小計測の可能性について検討を行った。その結果、

細胞は微細加工基盤上でも通常の培養とほぼ変わらない生理活性を示し、さらに、細胞の移動や増殖に

ともなう骨格系の微小変動の制御と計測が可能であることが示唆された。また、三次元細胞環境制御の

目標として用いる二光子励起法によって作成された基盤上への培養と作成したフレームの観察の可能性

について検討を行った。2光子励起重合により、ハイドロゲルを重合するための親水性の開始剤を合成し

た。従来の親水性開始剤はその2光子吸収断面積が100GM(1GM=10-50 cm4s/photonmolecule)程度しか

なかった。これに対して我々が開発したアゾメチン誘導体の2光子吸収断面積は約500GMあることが判明

した（学術雑誌:24,25,26学会発表:16,17等）。 
  2光子励起重合により、2-ヒドロキシエチルアクリレート(HEA)からなるマイクロニードルアレイを

合成した。マイクロニードルアレイの太さは約0.8 um、長さ7 um、間隔は5 umであった。また、ポスト

の弾性率は架橋剤の導入率により3x10^2Pa〜7x10^3Paの範囲で制御できた。このマイクロニードルア

レイ上でSwis-3T3 細胞を培養し、ニードルの曲がり方から、細胞が発生する牽引力を測定した。この時

得られた牽引力はバルク平面基板上の細胞が発する牽引力の1/1000であった。また、ニードルアレイ上

の細胞は代謝や細胞分裂が活発になった（学術雑誌:22,学会発表:13,14）。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク

ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 

現在までの研究経過である(1)遺伝子工学的手法を中心とする細胞認識性プローブ（素子）の設計と

それらをベースとした培養方法の確立(2)糖質高分子を中心とする各種合成高分子に対する培養細胞の親

和性と接着細胞の機能評価(3)二光子励起法や光反応を用いたマイクロ（ナノ）パターニング基質の作成

と細胞培養（形態・機能制御）への応用について、順に示す。 
  まず、細胞認識素子について Fc ドメインと細胞認識ドメインのキメラタンパクの一つである E カド

ヘリン-Fc キメラタンパクについて学術的にも応用面においても非常に興味深い結果が得られた。E カド

ヘリン-Fc キメラタンパク上にマウス由来の ES 細胞の培養の検討を行ったところ、ES 細胞とキメラタ

ンパク吸着表面との親和性は非常に高く主として ES 細胞表面に発現している E-カドヘリンに仲介され

た機構に認識されているものと推定された。さらに、特記すべき点は、通常 ES 細胞は互いに強く結合し

合い凝集したコロニーを形成するのに対し、本キメラタンパク上においては非常に良く分散し現在まで

あり得なかった ES 細胞の完全な単層培養系を確立することが可能となった。この結果は、現在まで凝集

が原因で観察すら困難であったのに対して単細胞系の分化を阻止し、自己複製を促進する画期的な方法

であるだけでなく、個々の ES 細胞の内部のシグナル伝達や運動を担うタンパク質の挙動などの解明が可

能になるとともに、本研究の目的とする機能制御された細胞チップへの応用展開が期待できる（国内特

許出願番号 2004-85394、米国特許申請中）。 
  また、細胞特異的あるいは非特異的合成高分子と細胞の親和性の検討について、アポトーシス誘導

性が無いことが明らかになったが、さらに興味深い点として、細胞が種々分泌する細胞外マトリクスが

培養条件に依存して重要な役割を果たすという新しい知見を得ることが出来た。従来、細胞を培養する

ために事前にコートしておく基質（マトリクス）表面についてのみ細胞との初期接着相互作用が考察さ

れてきたが、本研究では初期接着については各種の合成高分子の構造や分子認識性の違い応じて異なる

のみならず初期機構に大差がなくても、細胞が後から分泌する細胞外マトリクスとの親和性の違いによ

って培養経過とともに細胞機能変化が誘導される可能性が分子生物学的検討により明らかにされ新しい

マトリクス工学の到来に一石を投じる結果となった。 
  さらに、困難が予想されていた二光子励起重合法について、予定を早めて基礎的研究を昨年度から

開始した。現在まで二光子励起法による高分子溶融体の微細加工は多く報告されるようになってきたが、

未だに二光子励起法による水溶性のハイドロゲルの重合の報告はほとんどない。しかし、昨年度中に重

合に成功した 2-ヒドロキシエチルアクリレート(HEA)からなるマイクロニードルアレイはその大きさと

力学的強度 3x102Pa〜7x103Paの範囲という小ささにおいても画期的な結果であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 左：弾性率が 300Pa のポスト上での培養細胞 中央：テスト的に目標とした三次元構造をしたマトリク

ス上への細胞培養方法 右：弾性率が 7000Pa のポスト上での培養細胞。弾性率の可変によって細胞の

形態の制御が可能になり、液中においても形状を維持するポストの林立が可能であることが分かってき

た。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に

おける発表状況について記入してください。なお、代表的な論文3件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
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