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特集lrt|;?ヶーシヨン~

Layer by Layer細胞コーテイング法
~マテリアル技術からのアプローチ

Layer by Layer Cell Coating ~ Approach from Material Science 

西日昭広 *1 松崎典弥*2 明石満*3

本稿では，マテリアル技術からのアプローチとして，細胞積層法および細胞集積法に基

づく新しいヒト三次元生体組織モデルの構築および薬剤効果判定・毒性評価への応用につ

いて紹介する。人工的に高分子ナノ薄膜を細胞に形成することで組織をビルドアップする

本手法は，次世代の組織モデル開発への利用が期待される。

1，はじめに

2007年に京都大学の山中教授らによってヒト

人工多能性幹細胞(iPScell)が樹立されて以来1)

創薬開発および再生医療における細胞ソースとし

て幹細胞研究がより一層注目を集めている。しか

しながら.iPS細胞から分化誘導を行って得た各

臓器に特異的な細胞を用いるのみでは，三次元的

な構造によって機能を発現している生体組織と同

等の応答を得ることは難しい。すなわち，幹細胞

研究における作製効率ならびに分化誘導技術の発

展とは別に，幹細胞をいかにして三次元的に組織

化するかが重要となってきている。この三次元組

織構築技術は，再生医療における臓器代替のみな

らず，創薬分野の薬剤の効果 ・毒性判定， 化粧品

分野の評価試験においても重要で、あるため，世界

的にも競争は激化している2)。そのため，国際競

争力に優れた普遍性の高い三次元組織構築技術の

確立と産業化が必要である。

特に，三次元組織構築技術の開発と評価試験法

の確立が急務の課題として求められているのは化

粧品分野である。EUでは.2003年3月に化粧品

指令7次改正が発効され.EU域内での動物実験

の禁止と動物実験代替法の開発が求められてきた。

延長期間を経て.2013年3月11日より全ての評

価試験において動物実験が禁止された。そのため

in vitro臓器モデルの開発は急務となっており ，

例えば皮膚モデルにおいては.2007年にEPISKIN

などの培養表皮モデルを用いた invitro皮膚刺激

性試験が欧州代替法評価センター (ECVAM)に

て承認されている。しかしながら，適用範囲が極

めて限定的であり，強刺激試験での細胞生存率し

か評価できないのが現状である。また，このよう

な動物実験代替法の流れは創薬の分野にも波及し

ており，肝臓や心臓，腎臓，腸粘膜，脳，血管，

リンパ管なと臓器・組織の三次元構造や機能を
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反映した生体組織モデルの構築が求められている。

最近，筆者らは，高分子ナノ薄膜を細胞足場と

して用いることで，三次元的に細胞が積層可能な

「細胞積層法」を報告している。本手法では，タ

ンパク質から成るナノ薄膜を細胞表面に直接形成

し人工的な足場として用いることで，様々な種類

の細胞を積層した三次元積層組織体を構築し，生

体組織モデルとして有用であることを報告してき

た。また，本手法を改良した「細胞集積法」を開

発することで，一日で 30層以上(150μm以上)

の構築を実現し，毛細血管やリンパ管構造の導入

を達成した。本技術は脈管形成モデルとして有用

なだけでなく，皮膚モデルへの附属器の導入法と

しても応用可能である。さらに，インクジェッ ト

プリントへの応用による自動化と，マイクロサイ

ズの三次元組織体を数百個集約したチップの作製

と毒性評価への応用にも展開している。本手法

は，zn vztroでの薬効 ・毒性評価に有用な ヒト三

次元生体組織モデルを実現する革新的手法として

期待される。

2.細胞積層法による三次元積層組織の構

築と組織モデルへの応用

生体組織は，様々な細胞と糖やタンパク質であ
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図 1 a) LbL法を用いた紹胞積層法のイメージ。b)細胞積層法で構築した様々な

積層組織体の組織切片写真。ヘマトキシリン・エオジン (HE)染色による

組織染色および抗CD31抗体を用いた血管内皮細胞の染色。
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る細胞外マトリックス (ECM)から成る複合体

であり，その構造は高度に組織化し階層構造を

形成しているい)。しかしながら，生体外で細胞

を二次元的に培養するだけでは， 自発的に階層構

造は形成されない。そのため細胞を立体的にピル

ドアップするには，細胞の配置を精密に制御する

工学的なアプローチ，すなわち組織工学に基づい

た手法が求められるが，足場の生体適合性や分解

性，接着性，多孔性などに未だ多くの課題を抱え

ているのが現状である5)。

そこで筆者らは，細胞接着のメ カニズムに着目

し， ECM成分から成る高分子ナノ薄膜を足場と

して用い，細胞を積層する手法を考案した (細胞

積層法，図 1)6， 7)。細胞が接着する時，膜タンパ

ク質を介して基板表面のコラーゲンやフイブロネ

クチン (FN) などの ECMを認識することで細

胞接着は可能となる。つまり，このような ECM

から成る薄膜が細胞表面に形成できれば，ECM 

の“ナノレベルののりづけ"によって細胞上に細

胞を積層できると仮定した。高分子薄膜を形成す

る手法として，筆者らは交互積層法 (LbL法)

に着目した8，9)。本手法は，互いに相互作用する 2

種の高分子溶液に交互に浸漬するだけで¥その基

材表面にナノメートルからマイ クロメートルオー

ダーで厚みを制御した高分子薄膜を形成する手法

である。接着タンパク質として様々な生理活性を

示すことで知られる FWO)とコラーゲンの変性体

であるゼラチン (G)の交互積層薄膜 (FN-G薄
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図2 a)血管壁モデルを用いた NOの三次元拡散解析のイメージ。b)マイク口チャネル型血管モデル

の作製イメージ。C)チャネル構造の連結の評価。d，e)マイクロチャネル型血管モデルの蛍光

観察薗像。f)ゲルを分解させて得られた血管構造体の写真。
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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

α5s 1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

膜厚が薄い場合，均一な 2層構造は得られなかっ

た。これらの結果より，少なくとも 6nm以上の

FN-G 薄膜が次層の細胞接着の足場として重要で

あることが明らかとなった。この操作を繰り返す

ことで，望みの細胞および組織厚を有する三次元

積層組織が構築可能で、あった。図1bのへマトキ

シリンーエオジン (HE)染色に示すように，筋

芽組織や心筋組織，癌周辺の線維芽組織，血管壁

構造体などが構築可能で、あり，本手法の汎用性の

高さが示された。また，積層化することでストレ

スタンパク質や炎症性サイトカインの発現量が軽

減されたため， ECMと細胞に周囲を固まれた

“より生体に近い微小環境"を再現できたと考え

られる 11-13)。

さらに，構築した血管壁モデルを一酸化窒素

(NO)の定量解析のためのモデルとして用いると，

血管壁組織内での三次元的な NO拡散が生体外

で定量可能であることが示された(図 2a) 14)。さ

らに本手法は，組織を積層する基材に限定がない

ため，図2bに示すようなチャネル型の多孔質ゲ

ル内にも血管壁モデルが構築可能であった1510

チャネル内に形成された積層組織は均質な構造で

あり，ゲルを分解することによって血管組織の回

収も行えた(図2c-f)。

3.細胞集積法による三次元組織の短期構

築と血管網・リンパ管網の導入

以上のように，細胞積層法は細胞の配置を I層

ずつ制御して多層構造を構築できる画期的な手法

であるが，各層の細胞が安定に接着するまで半日

ほど培養する必要があり， 1日2層の作製が限度

であった。例えば， 20層の構造を作製するため

には約 10日以上もの日数が必要であるため，産

業化するにあたって非常に大きな課題であった。

Vol.31 NO.1 2014 

そこで，従来の接着した細胞表面でなく，分散状

態の個々の細胞表面に FN-G薄膜を形成し，1段

階で積層組織を構築する「細胞集積法」を考案し

た(図3a) 16) 0 LbL 法は薄膜を形成する基材に

制限はないため，分散状態，つまり粒子状の細胞

表面に対しでも FN-G薄膜の形成が可能であり，

形成された FN-G薄膜は細胞間相互作用を誘起

可能であると期待した。FN-G薄膜を形成したヒ

ト皮膚由来線維芽細胞 (NHDF)を， コンフルエ

ント時の細胞数を 1層分とし，望みの層数分の細

胞数を一度にカルチャーインサートに播種したと

ころ，わずか1日の培養で¥層数を制御した三次

元積層組織が構築可能であった。また培地量を増

やすことで，細胞の種類に依存せず最大およそ

100μm，組織体 (NHDF組織およびヒト肝癌

HepG2細胞組織)が得られた (図3b)。

また本細胞集積法を用いることで，血管網およ

びリンパ管網モデルの構築にも成功している。生

体内には，およそ 100~200μm 毎に毛細血管が

存在することで栄養を供給している。そのため，

100 μm以上の組織体において内部細胞の壊死を

防ぐためには，毛細血管網を構築する必要があ

る。岡野らは，血管内皮細胞を筋芽細胞および線

維芽細胞のシートでサンドイツチ培養することで

毛細血管様の形態変化が起こり，さらに生体への

移植時に血管網構造が有効で、あることを報告して

いる肌 18)。本手法においても，層数を制御した

NHDF組織によってヒト燐帯静脈由来血管内皮

細胞 (HUVEC)のサンドイツチ培養を行ったと

ころ，組織内に血管網様、のチューブ構造が構築さ

れることを見出した(図3c)。得られた血管網

は非常に高密度(面積で約 50%)かっ均一(約

100/1 m毎に形成)であり，拡大して観察したと

ころ生体の血管新生時に起きる形態が観察され

た。このように血管新生を強く誘導した理由とし

ては， HUVECの三次元培養および周囲の NHDF

組織からの血管新生因子の供給が主に考えられ

る。さらに驚くべきことに，HUVECとヒト皮膚

微小リンパ管内皮細胞 (LEC)を同時にサンド

イツチ培養したところ，血管とリンパ管が独立し

31 
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図3 a)細胞集積法のイメージ。b)細胞集積法で構築した NHDF組織および HepG2組織の HE染色

画像。c)サンドイツチ培養による血管網モデル構築のイメ ージと蛍光免疫染色による構造観察。

d) HUVECおよび LECのサンドイツチ培養組織の蛍光免疫染色による共焦点レーザー顕微鏡イ

メージ(右)0HUVEC (緑)とLEC(赤)がそれぞれ独立したネットワーク構造を形成。

てチューブ構造を形成し並走した，生体に非常に

類似した脈管構造を形成している様子が観察され

た(図 3d)。以上より ，細胞集積j去を用いるこ

とで¥より厚く，かつ脈管構造を有する三次元組

織体の短期構築を実現することができた。

4. 附属器を有するヒト皮膚モデルの構築

現在，市販されている組織モデルとして皮膚モ

デルが挙げられる。皮膚の構造は表皮層と真皮層

に大別され，人工皮膚モデルの研究開発も表皮層

のみの「表皮モデル」と表皮層+真皮層の「皮膚

モデル」の 2種類に分けることができる。皮膚モ

デルにおいては， EPISKINなどが市販されてい

るものの，承認されている薬剤評価としては強刺

32 

激試験での細胞生存率の評価のみに限定されてい

る。この原因のーっとして，真皮層として線維芽

細胞を含む I型コラーゲンゲルを用いるため19)

ゲルの収縮により構造が不均一性であり，ケラチ

ノサイト (KC)の接着性や安定性が低い。その

ため，抵抗値や水分量，物質透過性などの微小な

応答を評価できず，また真皮層に血管，リンパ管，

毛髪.色素細胞，免疫細胞などの附属器を含んで

いない。そのため，附属器を有する皮膚モデルが

構築できれば，アレルギー，発毛，美白試験など，

より詳細な評価試験の確立が期待される。

そこで，従来のコラーゲンゲルの代わりに，細

胞集積法で構築した線維芽細胞の積層組織を真皮

層として使用する手法を考案した。これにより，

BIO INDUSTRY 



約 10-20層 (40-100μm)の均質な構造かつ平

滑な表面を有する真皮層を l日で作製できるため，

ゲルよりも短期間で均ーな皮膚モデルの構築が期

待される。細胞集積法で構築した 10層のヒ ト皮

膚由来正常線維芽細胞 (NHDF)とKCを1週間

分化誘導して作製した皮膚モデルの HE染色画像

より.NHDFの積層組織を真皮層に用いること

で，平滑かつ均質な表面および内部構造の皮膚モ

デルが得られ，分化誘導後においても組織の収縮

など従来の問題を解決できたと考えられる。ま

た，表皮層の分化誘導をより詳細に検討するため

免疫染色を行った(図4b)。サイトケラチン

AElIAE3染色より，角層の形成が顕著に認めら

れた。 また，頼粒層・有~!iIt層に発現されるサイト

ケラチン 10(K10)陽性の細胞層がKCの上部で

確認され，基底層で発現される K14に陽性の細

胞層がKCの下部で確認された。増殖期のKCに

発現する K16は本皮膚モデルにおいて頼粒層・

有線層付近で陽性であった。以上の結果より，本

皮膚モデJレにおいて KCは良好に分化誘導し，角

質層 ・頼粒層・有腕層・基底層の4層構造を明確

に形成していることが確認された。さらに，これ

a) HE染色

まで達成されていなかった附属器の導入について

も検討している。図4cは附属器として血管網構

造を導入した皮膚モデルの蛍光観察結果であり，

真皮層に血管網構造が存在していることが確認さ

れた。

5. インクジェットプリン トによる三次元

肝組織チップの創製と薬剤毒性評価

これまでに示してきた三次元組織モデルを創薬

の前臨床試験へ産業応用するには，組織モデルと

しての均質性と大量生産を支える新たな技術開発

が必要であると考えられる。その方法のーっとし

て， ピコリ ットル (pL)オーダーで定量 ・定点

配置が可能なインクジ、エツトプリント法を応用し

た細胞操作の自動化が挙げられる。Bolandらに

よってインクジェ ットによる生細胞の吐出が報告

されて以降20) 細胞吐出による組織構造体の作製

などが報告されており 21)近年注目されている技

術である。しかしながら，その適用範囲は二次元

的な細胞のパターニングやハイドロゲル中への内

包に限られているため，インクジェット技術によ

る三次元組織のチップ化は達成されていない。

200μm で ー

b) 
Cytokeratin AE1/AE3 Cytokeratin 10 c) 

50μm 

図4 a)細胞集積法で作製した皮膚モデルの HE組織切片写真。b)皮膚モデルのサイトケラチン

AE1/AE3および10抗体を用いた免疫染色写真。c)附属器として血管網を含む皮膚モデル
の蛍光観察画像。
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そこで筆者らは.FN-G薄膜形成を用いた細胞

積層技術とインクジェットプリント法を融合させ

ることで，マイクロメート lレサイズの様々な組織

モデルを集約した 「組織チップ」の構築に取り組

んだ(図5a) 22)。細胞の吐出に加えて.FN 溶液

とG溶液の吐出による薄膜形成をインクジェッ

トプリントを用いて行うことで，細胞の定点配置

と操作の自動化が達成され，創薬評価に応用可能

な組織チップが構築できると考えた。発熱の影響

の少ないピエゾ式イ ンクジェットを用いて，タン

パク質溶液の吐出および細胞の吐出実験を行っ

た。図5bに示すように，蛍光ラベル化した Rh

FNおよびFITC-Gを各層数で交互に吐出したと

a) 

ころ，マイクロメートルオーダーで配置が制御さ

れたFN-G薄膜の形成が確認された。また，プ

リンターヘッドの口径と吐出液滴数を変えること

で，細胞の吐出数を 1個から 10.000個まで精密

に制御可能で、あった(図5c)。また.NHDF.マ

ウス C2C12筋芽細胞. HUVECなど細胞の種類

を変えても生存率は 95%以上であることが確認

された。組織チップの基板として，直径500μm.

高さ 200μmのウェルを 440個有するウェル基板

を用いた (図5d-f)。このウェル基板へマウス

C2C12筋芽細胞を吐出して接着させ.FN 溶液と

G 溶液を交互に吐出することで細胞表面にナノ薄

膜を形成した。その後，再び筋芽細胞を吐出する

薬剤スクリーニング
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して種々の活性を評価した(図6a)。基礎的な

細胞機能を評価するために，蛍光免疫染色によっ

て各層数の肝組織におけるアルブミン産生量を定

量した。その結果. 7日間培養後において，

ブミンを産生する肝細胞の細胞数は一定であるに

も関わらず.HUVECでサンドイツチした 3層構

造が1層構造と比較して4倍以上多く産生してい

ることが明らかとなった(図 6b)。また，薬物

代謝酵素の一種であるシトクロム P4503A4

(CYP3A4)の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こ

とが確認された (図6c)。そこで，実際に毒性

がある薬物を用いて評価を行った。 トログリタゾ

ン (TGZ)は，インスリン抵抗性を軽減する糖

尿病治療薬として市販されたが，肝障害が明らか

となり 2000年に自主回収された薬剤である。そ

の後の分析で.CYP3A4で代謝された反応性代

謝物が毒性を示すことが明らかとなった2310つま

り.CYP3A4代謝活性が高いほど低濃度のTGZ

アル

ことで，筋芽細胞の2層構造を作製することがで

きた(図 5g)。

組織チップとして薬剤評価へ応用することを目

的として，次に肝組織チップの作製を試みた。肝

臓は薬物や化合物を分解する重要な臓器であり，

薬物毒性の7割は肝臓で発現するため医薬品開発

では最も重要な臓器である。本来，この薬物代謝

試験を invitroで行う場合には， ヒト初代肝細胞

を用いて細胞試験が行われるべきであるが， 日本

国内では入手困難であり，より機能の低い株化さ

れたヒト肝癌細胞 (HepG2)が使用されているの

が現状である。そのため，より生体の肝組織に近

い機能を持った HepG2細胞から成る組織モデル

が構築できれば，低コストでのハイスループット

スクリーニングが達成されると期待される。筆者

らは，肝組織の構造に着目し.HepG2をHUVEC

で挟んだ積層構造を構築することで肝組織として

の機能の向上を試みた。 まずは.H巴pG2と

HUVECの1-3層構造を一枚のチップの中に作製
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a)ヒト肝癌細胞 (HepG2)とヒト瞬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)アルフミン発現量と層構造の関係。抗アルフミン抗体で

蛍光染色した各ウェルの蛍光強度で比較した。c)CYP3A4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。d) 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。L1VE/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。
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で毒性が発現して死細胞数が増加するため，肝組

織モデルとしての機能が TGZで評価可能であ

る。図6eに， TGZ 濃度に対する 1-3層構造の

死細胞数変化のグラフを示した。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，特に

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 HUVECで挟んだ3層構造に

する ことで HepG2の薬物代謝活性が向上するこ

とが明らかとなった。これらの結果より，本イン

クジェッ トプリント法によって作製した組織チッ

プにおいて，他細胞と共培養した三次元モデルが

従来の単層モデルよ りも薬剤評価モデルと して有

用であることが示された。

6. おわりに

本稿では，細胞積層法および細胞集積法に基づ

く新しいヒト三次元生体組織モデルの構築と薬剤

効果判定 ・毒性評価への応用について紹介した。

本手法によって，皮膚や血管，リンパ管，肝組織，

心筋組織など様々な臓器モデル，さらには臓器

チップの開発が進められている。化粧品や薬剤の

評価だけでなく，あらゆる動物実験を代替する新

たな評価法が必要である ことは自明であり，ヒト

への応用が目的であれば，ヒト組織・ 臓器モデル

によって評価を行うことが世界的な流れとなって

いる。
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