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医療における最先端バイオマテリアル第 5編
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御が困難，などの課題があった。

著者らは，単層の細胞表面へECM成分のナノ種

膜を形成し，次層の細胞の接着足場を提供するぎ百

で，細胞の 3次元構造体を形成できるのではなし司

と考えた。つまり，細胞の表面に ECMの“ナノセ

ベjレののりづけ"をつくることで細胞を 1層ずつ有

み上げる手法である(細胞積層法， 図 1)3)0 本f
は. ECMの成分や膜厚を制御しながら細胞を 1眉
ずつ積層できるため，望みの細胞と ECM成分を望

みの場所に配置した3次元構造を容易に作製ずま

る，新しい細胞の3次元操作法として期待される。

細胞表面へECM薄膜を形成する手法として，著

者らは，ナノメ ートルオーダで高分子薄膜を調製言

きる交互積層、法(LbL法)を用いた4)。交E積層法は，

相互作用を有する 2種類の溶液に基板を交互に浸

するだけで薄膜を調製できる手法であり，簡便か2

ナノレベルでの膜厚制御に適している。接着タンパ

ク質として知られるフイプロネクチン(FN)とコ

ラーゲンの変性体であるゼラチン(G)の交互積層薄

細胞積層法は
「

はじめに

生体組織は，コラーゲン・プロテオグリカンなど

のタンパク質 ・糖タンパク質で構成される細胞外マ

トリックス (ECM)と細胞により，複雑かつ高度に

組織化された構造を有し機能を発現している。例

えば，血管壁は，血管内皮細胞で構成される内膜，

平滑筋細胞とコラーゲン ・エラスチンで構成される

中膜，線維芽細胞による外膜の 3層で構成され，中

膜のエラスチンが血管壁に弾性を与え，内膜の血管

内皮細胞が抗血栓性に重要な役割を担っている。こ

のような細胞と ECMで構成される積層化組織を生

体外で構築できれば，再生医療における移植用組織

や創薬分野におけるヒト生体組織モデルとして有用

である。通常の細胞培養法では，自発的な 3次元構

造形成を誘起するほどのECM成分は産生されず，

さらに細胞の接触阻害機能もあるため，単層構造し

か得ることができない。これまで，ゲル内に細胞を

3次元配置する手法や1)細胞シートを重ねる手法2)

などによる細胞の3次元化 ・重層化が報告されてき

た。これらの手法は大変有力な手法であるが，特殊

な装置が必要，操作が煩雑. ECM成分の形成と制
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細胞積層法のイメージ(口絵@参照)
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図2 (a)マウス C2C12筋芽細胞の 1，3， 7層構造のヘマトキシリン・ エオシン(HE)染色組織切片写真

(b)ラット初代心筋細胞の5層構造のHE染色写真

(c)4層のマウス L929線維芽細胞組織をピンセットを用いて基板から剥離している様子

(口絵@参照)

膜(FN-G薄膜)をおよそ6nmの膜厚で細胞表面に
形成すると， 2層目の細胞が接着した。FNは細胞
表面の α5slインテグリンやコラーゲン，ゼラチン

との相互作用ドメインを有しているため，わずか

6nmという膜厚でも細胞接着足場として機能した
と考えられる。一方，薄膜を形成しない場合や，

FN 溶液に一度だけ浸潰してFNのみを吸着させた
場合， 2層構造は確認されなかった。本手法を用い

て，線維芽細胞や筋芽細胞平滑筋細胞，心筋細胞

など，種々の細胞をその層数を制御して積層できる

ことが確認された(図2)。得られた積層組織は，ピ

ンセットを用いて容易に基板から剥離回収すること

ができる。また，積層化することで単層と比較して

細胞がプラスチック培養皿から受けていた炎症が軽

減されることや，生体内と同様の高い機能が得られ

ることも見いだされた5)-7)。これらの機能発現は積

層数に依存する傾向であり， ECM成分である FN-
G薄膜と細胞のみで構成される微小環境が生体を模

倣した環境を細胞に提示するため，細胞にとって居

心地の良い3次元環境であると考えている。

l 3 血管モデル組織の構築と薬剤応答評価

血管モデル組織内に拡散したNO分子の濃度を

定量的に評価する目的で， NO分子に応答して蛍光
を発するマイクロセンサ粒子を作製した8)0 NO分

子は血管内皮細胞から分泌され，NO分子を受け
取った周囲の平滑筋細胞が弛緩することにより血管

が拡張し，血圧が降下する。したがって，血管内に

おける内皮細胞から平滑筋細胞へのNO分子の拡
散を血管モデル組織により生体外で、定量的かつ空間

的に評価することができれば，高血圧や糖尿病など

の創薬研究において大変重要な知見となる。

NO蛍光プロープである 4，5-ジアミノフルオレ
セイン(DAF-2)を直f圭1.6μmのメソポーラスシリ
カ粒子に内包し，生体適合性高分子であるキトサン

(CI)とデキス トラン硫酸(DS)の交互積層薄膜で粒

子をキャップすることで， 5 ~ 500nMのNO分子
を検出できるセンサ粒子が調製できた。細胞積層法

を用いてヒト大動脈血管内皮細胞(HAEC)とヒト大

動脈血管平滑筋細胞(AoSMC)を積層する際に，こ

のセンサ粒子をFN-G薄膜表面へ吸着させること
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図3 NOセンサ粒子を各層に配置した，動脈内皮細胞(HAEC)と動脈平滑筋細胞(AoSMC)で構成される血管モデル組織!
による NO分子の3次元拡散解析のイメージ(口絵@参照)
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図4 インクジェットプリントによる 3次元組織チッフ.の構築イメージ(口絵@参照)

で，各細胞層間にセンサ粒子を配置した 5層構造の

ハイブリッド血管組織を作製した(図 3)0NO産生

薬剤であるブラジキニンを添加した際の内皮細胞か

ら平滑筋細胞層へのNO分子の 3次元拡散を共焦

点レーザ顕微鏡(CLSM)により解析した結果，およ

そ60μmと見積もられた9)。これは invivoおよび

ex vivo動物実験の結果と同程度であり 10) 生体外で

人工的に構築した血管モデル組織を用いて， NO分

子の拡散を定量的かっ空間的に評価することに初め

て成功した。
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4 インクジェットプリントを応用した組織
チップの構築と薬剤応答評価

細胞積層法で構築した積層構造体を生体組織モデ

ルとして薬剤応答評価に応用するためには，細胞種

や層数が異なる組織モデルを大量に作製する必要が

ある。マイクロメ ートルサイズのさまざまな組織モ

デルを集約した「組織チップ」が構築できれば，医薬

品評価において大変有効で、ある。著者らは，ピコリッ

トル(pL)オーダで定量 ・定点配置が可能なインク

ジ、エツ トプリントに細胞積層法を応用して組織チッ

プの作製に取り組んだ(図4)。薬剤の毒性評価への
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の活性を評価した(図 5)。肝細胞機能の指標となる

アルブミン産生量を評価した結果，7日間培養後に

おいて 3層構造が1層構造と比較して4倍以上のア

ルブミンを産生することが明らかとなった。また，

薬物代謝酵素の一種であるシトクロム P4503A4

(CYP3A4)の産生量と活性を評価した結果，やはり

3層構造が最も高い産生量と代謝活性を有している

第2章

応帰を目的として， ヒト肝がん細胞(HepG2)とヒト

勝帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)のヘテロ積層組織

チップを構築した。肝組織は肝細胞が血管に挟まれ

i!3次元構造であるため， HepG2をHUVECで挟
んだ積層構造を構築することで HepG2の代謝活性

の向上が期待される。そこで，HepG2とHUVEC

の1-3層構造を 1枚のチップの中に作製して種々
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(a) ヒト肝がん細胞団epG2) とヒト瞭帯静脈血管内皮細胞 (HUVEC) で作製した 1~3 層構造の肝組織チップの写真

(b)アルブミン発現量と層構造の関係。抗アjレプミン抗体で蛍光染色した各ウェルの蛍先強度で比較した。

(c)CYP3A4発現量および(d)活性と層構造の関係。抗CYP3A4抗体での蛍光染色で発現量を評価し，vivid redを用

いて活性を評価した。

(e)トログリタゾン濃度に依存した死細胞の割合と層構造の関係。日VE/DEADアッセイにより死細胞を蛍光強度で
評価した。矢印は死細胞が剥離して定量できなかったことを示す。

(口絵@参照)
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図6 (a)細胞集積法のイメージ

(b)4層のNHDFで1層のHUVECをサンドイツチ培養したイメージ

(c) 1週間培養後のCLSMによる 3次元観察写真。HUVECを抗CD31抗体にて赤に染色し核を青に染色した。
A ~C の箇所の x-z 平面観察写真。

(d)サンドイツチ培養にて1週間培養後のセルカルチャーインサー卜全体の蛍光観察写真。NHDFはセルトラッカー
グリーンにて緑に染色し、 HUVECを抗CD31抗体にて赤に染色した。
(口絵@参照)

ことが確認された。そこで，実際に毒性がある薬物，

トログ リタゾン(TGZ)を用いて評価を行った。

CYP3A4で代謝されたTGZ代謝物が細胞毒性を示
すため11) CYP3A4代謝活性が高いほど低濃度の

TGZで毒性が発現して死細胞数が増加すると期待
される。3層構造においてより低濃度でも死細胞が

顕著に観察され，とくにTGZが 50μMの場合， 1 
層構造では 16%の死細胞割合であったのに対して 3

層構造では 60%(約 4倍)まで増加しヒ ト初代肝

細胞の死細胞割合とほぼ同程度であった。以上より，

肝組織のハイスループッ トな薬剤評価を可能とする

革新的な肝組織チップとして応用が期待される。

15細胞集積法による血管網を有する積層組
i 織の短期構築

以上のように，細胞積層法は望みの細胞種を望み

の場所に 1層ずつ積層することができる簡便かっ画

期的手法であるが，各層の細胞が安定に接着するま

で待つ必要があり， 1日2層の作製が限度であった。

そこで，単一細胞表面にFN-Gナノ薄膜を形成す
ることで¥短期間で積層構造が構築できる細胞集積

法を考案した(図6)。各細胞がFN-G薄膜を介し
て3次元的に相互作用することで¥一度に多層構造

が構築できると期待される。FN-G薄膜を形成し

-320 -



在朝胞をセlレカ lレチャーインサートに播種し， 24 

開 培養後に組織切片を観察すると，およそ8層の

層構造が確認された。一方，薄膜を形成しない場

~;l:空隙や凝集が観察され，均一な構造は得られな

~た。 インサートへの播種細胞数を変化させるこ

[1'1層から 8層まで層数を制御可能であり，また，
酌 返して積層することでヘテロな積層構造を容易

量 築できた。さらに， 4層のヒト皮膚由来線維芽

幅施(NHDF)層を形成後，最上層に1層のHUVEC
帽を形成し，その上に4層のNHDFJ曹を形成して
'HUVECをサンドイツチ培養することで，毛細血管
蔚のようなHUVECのチューブネットワークが全体
克つ均一に形成することを見いだしたω。最近，細

直シート法においてHUVECをサンドイツチ培養す
宮ことでチューブ形成が起こることが報告されてお

b玖本研究においても同様の現象が見いだされた
色考えられる。ネットワークが占める面積はおよそ

63%であり，チューブ問距離は 50-150μmであっ

k。以上のように，細胞積層法の改良により短期構
築および血管網の導入が可能であり，さまざまな生

体組織モデルの構築が期待される。

16まとめ

ECMのナノ薄膜を細胞表面に形成する細胞積層

法を考案し，望みの細胞を望みの場所に 1層ずつ積

層した組織体が構築できることを見いだ、した。得ら

れた積層構造体は，生体組織モデルとして薬物評価

などに応用できる可能性を有していた。また，本手

法をインクジェットプリント技術へ応用することで

さまざまな積層構造を 1枚のチップに集約した組織

チップが作製可能であり，作製した肝組織チップが

薬物毒性試験に有用で、あることを明らかにした。さ

らに，細胞積層法の課題を改善した細胞集積法によ

り1日で 10層近くの積層構造が構築可能であり，

第2章 再生医療 -組織工学用バイオマテリアル

毛細血管網を有した3次元組織モデルが作製でき

た。これらの手法は，創薬分野・再生医療分野への

応用が期待される。
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