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B'OR&D 

細胞表面への細胞外マトリックス薄膜の形成による

細胞積層化組織の構築
Fabrication of Cellular Multilayers with Extracellular Matrix Thin Films on Cell Surface 

松崎典弥*1 明石満*2

細胞表面ヘフィブロネクチンーゼラチン薄膜を形成し 次層の細胞接着の足場を提供す

ることで，生体外で積層化組織を構築することが可能であった。この手法を応用すること

で，ヒトの血管壁と同じ構造の積層化組織の構築にも成功した。本手法は，新しい再生医

療技術として期待される。

1. 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

っ高度に組織化された構造を有し，機能を発現し

ている 1)。例えば，皮膚は，角質層・穎粒層 ・有

線層・基底層で構成される表皮組織と真皮組織の

階層構造であり，表皮組織は表皮細胞(ケラチノ

サイト)とメラノサイト(色素細胞)，真皮組織

は細胞成分として線維芽細胞，ECM成分として

コラーゲンやエラスチン，ヒアルロン酸から構成

されている。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l撲の 3層で

構成され，中j撲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

療分野において有用であると期待される。

これまで，細胞とスキャッホールドの複合材料

が活発に研究されてきたが2-5) 三次元的な細胞

の分布や配向を制御し，血管壁に見られるような

細胞と ECMによる階層構造の構築は困難であっ

た。近年，東京女子医大の岡野らによる細胞シー

ト法的や磁性リボソ ーム7) キトサン薄膜形成8)

による細胞の積層化が報告されているが，複雑な

操作や機器が必要であり，また ECM層の種類や

厚さの制御には至っていない。

筆者らは，ナノメートルオーダーで高分子薄膜

を調製できる交互積層法 (LbL法)9.10)に着目し

た (図1)。第一層目の細胞表面に ECM成分で構

成されるナノ薄膜(ナノ ECM)を形成できれば，

第二層目の細胞が接着する足場を提供し，第二層

目の細胞が第一層日の細胞表面へ接着すると考え

られる。細胞表面へのナノ薄膜形成と細胞接着を

繰り返すことで¥望みの細胞と ECMの組み合わ

せによる積層化組織が構築できると期待される。

Rajagopalanらは，キトサンと DNAによる静電

相互作用を駆動力とした薄膜を肝細胞表面へ形成
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図2 細胞表面への細胞外マトリックス薄膜形成と細胞の積層化イメージ
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することで 2層構造が形成されることを報告して

いる 11)。しかしながら，キトサンは細胞培養に必

要な培地や中性パ ッファ ーへ溶解せず，また，カ

チオン性特有の細胞毒性が知られており 12，13) ナ

ノECMには適していない。そこで筆者らは，接

着タンパク質として知 られているフ ィブロネクチ

ン(FN)とゼラチン (G)に着目した。FNは柔軟な

多機能性糖タンパク質であり，細胞の接着だけで

なく ，移動や分化誘導に も重要な役割を果たして

いる ことが知られている 14.15)。また，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)，ヘパリンなどのグリコサミノグリカンと

の相互作用ドメインを有しているω。

最近筆者らは， FNとゼラチン，ヘパリン，エ

ラスチンなど，FNをベースとした交互積層膜が

形成できることを見出した17)0 FNとゼラチンは

78 

生理条件下でどちらもアニオン性であるが，FN 

のコラ ーゲン結合ドメインを介して相互作用す

る。そこで，第一層 目の細胞表面に FNとゼラチ

ン(G)の薄膜が形成できれば， ECMと同じ成分

のナノ ECMを細胞表面に形成可能とな り，第二

層目の接着足場を提供し細胞と ECMによる積

層化組織が構築できる と期待される (図 2)。筆者

らは，積層化組織の構築に必要な FN-G薄膜の膜

厚を明らかにしヒ ト血管平滑筋細胞と血管内皮

細胞による血管壁類似組織の構築に成功した18)。

2. フィブロネクチンーゼラチン薄膜の形成

FN-G薄膜の形成は，水晶発振子マイクロバラ

ンス (QCM)を用いて評価した。QCMの金基板

をO.2mg/mLのFN/トリス緩衝液 (50mM，pH 

=7.4) に37
0

Cで 15分間浸漬し， トリス緩衝液
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を用いて洗浄後に振動数を測定した。次に，

0.2 mg/mLのゼラチン/トリス緩衝液 (50mM， 

pH = 7.4) に37
0

Cで 15分間浸漬し，洗浄後に振

動数を測定した。このステップを繰り返した際の

振動数変化より FN-G薄膜の形成を評価した。

FNとゼラチンの溶液に交EにQCM基板を浸潰

することで，振動数の逐次的な減少が観察され，

FN-G薄膜の形成が示唆された。交互浸漬を 9ス

テップ繰り返すことで，およそ 12.5nmの薄膜の

形成が確認された。これまで¥高分子電解質によ

る静電的相互作用を駆動力とした薄膜形成が広く

研究されている[0)0 FNとゼラチンは，中性条件

下で共にアニオン性を有しているにも関わらず，

薄膜を形成することが明らかとなった。これは，

FNのコラーゲン結合ドメインを介した特異的認

識を駆動力として薄膜が形成されたと考えられ

る。

筆者らは， FNがへパリン結合ドメインを有し

ていることに着目し， FNーへパリンや FNーデ
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キストラン硫酸薄膜も形成できることも見出し

た17)。形成した FN-G薄膜は 10%のウシ胎仔血

清 (FBS)を含む Eagle's培地中でも安定であり，

細胞表面へ薄膜形成後の培養時に膜の剥離や血清

タンパク質の吸着などが起こらず安定に存在する

ことが示唆された。FNとゼラチンが QCM基板

上で薄膜を形成することが確認されたが，実際に

細胞膜表面への FN-G薄膜の形成を検討するた

め，細胞膜モデルとしてリン脂質二分子膜を用い

てFN-G薄膜の形成を評価した。Krishnaらの報

告19) に従い， 1.2一dipalmitoyl-sn-glycero-3-phos-

phatidylcholine (DPPC)と1.2-dipalmitoyl-sn-

glycero-3-phosphate (DPP A)の4:1の二分子

膜を QCM基板上に作成し， FNとゼラチン溶液

に交互に浸漬した結果，FN-G薄膜の形成が確認

された (図 3)。形成される膜厚は QCM基板と

比較して減少したが， 1. 7， 23ステップで 2.3，

6.2， 21.1nmのFN-G薄膜が形成されることが明

らかとなった。

また，実際の細胞膜表面への薄膜形成を評価す

る目的で，ローダミンラベル化 FN(Rh-FN)を

用い，マウス L929線維芽細胞表面への薄膜形成

を共焦点レーザー顕微鏡 (CLSM)により観察し

た。基板としてカバーガラスを用い，セル トラ ッ

カーグリーンで蛍光ラベル化したマウス L929線

維芽細胞を播種した後に 6時間インキュベート

することで接着・伸展させた。0.2mg/mLの Rh-

FN/トリス緩衝液 (50mM， pH = 7.4)に37
0

Cで

15分間浸漬した後， 50mMのトリス緩衝液に 1

分間浸潰することで洗浄し， 0.2 mg/mLのゼラチ

ン/トリス緩衝液 (50mM， pH = 7.4)に37
0

Cで

15分間浸漬させた後に洗浄した。このステ ップ

を7回繰り返すことでおよそ 6.2nmのRh-FN-G

薄膜を細胞表面に形成し， CLSM観察を行った。

セルトラッカーグリーンによる細胞の蛍光像

(図 4a)とRh-FN-G薄膜の蛍光像(図 4b)，こ

れらの重ね合わせ画像(図 4c) の表面および断

Assembly step 面イメージを図 4に示した。細胞由来の緑の蛍光

図3 リン脂質二分子膜上への FN-G薄膜形成による と薄膜由来の赤の蛍光像が完全に一致し，重ね合

QCMの振動数変化 わせることで黄色になったことから，本手法によ

Vol.24 NO.12 2007 79 
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蛍光ラベル化 L929細胞(a)と細胞表面へ形成したローダミンラベル化 FN
(Rh-FN)-G薄膜(b)の共焦点レーザー顕微鏡 (CLSM)による表面および

断面イメージ

(a)と(b)の重ね画像(c)。水平および垂直のスケールパーはそれぞれ 5，6.6μm。
薄膜形成のス テップ数と Rh-FNの蛍光強度の関係(ct)。蛍光画像のラインス
キャンによる細胞と薄膜の蛍光強度分布。

図 4
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テップによ りその膜厚をナノ レベルで制御でき る

ことが明らかとなった。

細胞表面への FN-G薄膜の形成が確認された

ため，実際に FN-G薄膜形成による細胞の積層

化を検討した。基板としてカバーガラスを用い，

8 x lQ"cell/cm2の細胞密度(コンフルエン ト密度)

でマウス L929線維芽細胞を播種し 6時間イン

キュベー トすることで接着させた。この基板を

FNとゼラチンの溶液に交互に浸i責し. 7回繰り

返すことでお よそ 6.2nmのFN-G薄膜を細胞表

面に形成した。第二層自の細胞としてセルトラ ッ

カーグリーンで蛍光ラベル化した L929細胞を同

細胞積層化の検討3. 

り細胞表面へRh-FN-G薄膜を形成可能で、あるこ

とが示唆された。また，薄膜形成を定量的に評価

する目的で，交互積層ステ ップ数と薄膜の蛍光強

度の関係を図 4dに示した。ステップ数の増加に

伴い Rh-FNの蛍光強度が増加したことから，細

胞膜表面においても逐次的な薄膜の形成が確認さ

れた。また，図 4dの挿入図に ラインスキャンに

よる細胞と薄痕由来の蛍光強度を示した。セルト

ラ ッカ ーグリ ー ンで染色した L929細胞と Rh-

FNの蛍光範囲が一致したことから，細胞膜表面

のみに Rh-FN-G薄膜が形成されていることが明

らかとなった。

以上より ，交互積層法を用いることで細胞膜表

面への FN-G薄膜の形成が可能であり，積層ス
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じ細胞密度で播種し. 6時間インキュベート後の

様子を位相差および蛍光顕微鏡で観察した(図

5)。第一層目の細胞表面に 6.2nmの FN-G薄膜

(7ステップ)を形成した場合，第一層目の細胞

表面に第二層目の細胞が接着している様子が位相

差および蛍光顕微鏡より確認された。 また，

DAPIによる核染色の蛍光顕微鏡観察において核

の重なりが観察されたことからも，細胞の積層化

が可能で、あることが明らかとなった。

一方. FN-G薄膜非存在下では第二層目の細胞

が第一層自の細胞の隙間から基板に接着し細胞

が綴密にパッキングしている様子が観察された。

また，核の重なりも観察されず，細胞が積層化さ

れないことが確認された。第一層目の細胞表面に

2.3nmの FNのみの薄膜を形成した場合，同様に

細胞の積層化は観察されなかった。

以上の結果より，第二層自の細胞の接着足場に

は，少なくとも 6nm以上の FN-G薄膜が必要で

あることが明らかとなった。細胞の積層化に対す

るECM層の膜厚の効果を明らかにしたのは本研

究が初めてである。筆者らは，細胞の積層化に必

要な ECM成分として FNだけでは不十分であ

り，天然の ECMに見られるようなコラーゲンや

1stcell r"¥. " /主

メ完J・て又.、再J・で">v
ノ~・ ミ07 ・ てこt.、""}グ

2nd cell 
(green) 

⑨ 

プロテオグリカンと FNの複合化，および膜厚の

制御が重要で、あると考えている。

4.細胞の三次元積層化

第一層目の細胞表面に 6.2nmのFN-G薄膜を

形成することで第二層目の細胞が接着することが

明らかになったため，本手法を用いて細胞の三次

元積層化を試みた。まず，マウス L929線維芽細

胞の 4層積層化組織の構築を試みた。上記手法よ

り第一層目の細胞表面に 6.2nmのFN-G薄膜を

形成し，第二層 目の細胞を播種して 12時間イン

キュベートすることで細胞を積層化させた。再び

FNとゼラチンの溶液に交互に浸i責することで第

二層目の細胞表面に薄膜を形成し第三層目の細

胞を接着 ・伸展させた。この操作を繰り返すこと

で. L929細胞の 4層積層化組織を構築した。

図 6aに，セルトラッカ ーグリ ーンで蛍光ラベ

ル化した L929細胞を 4層積層化後の CLSMによ

る表面および断面観察の三次元イメー ジを示し

た。細胞が積層化している様子が確認され，その

厚さはおよそ 25μmであった。図4aに示したよ

うに，接着した L929細胞の単層の厚さがおよそ

6.6μmであり，理論的な 4層の厚さと一致するこ

棚橋鍋揃欄

図5 FN-G薄膜存在・非存在下での L929細胞表面への蛍光ラベル化 L929細胞接着の評価

Vol.24 NO.12 2007 81 



(a) 

|cT一日I

図6 4層積層化した蛍光ラベル化 L929細胞の CLSM表面および断面イ

メージ(a)，ヘマトキシリン・エオジン (HE)染色による 4層(b)お

よび1層(c)構造の切片写真

とから L929細胞の 4層構造が明らかとなった。

また. 4層積層化組織の切片を作製し，ヘマトキ

シリン・エオジン (HE)染色により積層化構造

を詳細に評価した。HE染色による 4層積層化構

造(図 6b) の切片を観察した結果，青く染色さ

れた核が縦方向に 4層連なり，桃色に染色された

細胞質および細胞外マトリ ックスが確認されたこ

とから，4層の積層化構造が明らかとなった。厚

さはおよそ 24μmで¥CLSMの三次元イメージ

(図 6a)と良く一致していた。一方，単層の L929

細胞の場合. 4層構造とは明らかに異なか細胞

が l層で存在していることが確認された(図 6

c)。また. L929細胞の積層数と厚さの関係を調

べるため， 1， 3， 4層の積層構造を作成し，CLSM 

の三次元解析より厚さを測定した。各層数の厚さ

はそれぞれ6.3土 0.2. 16.4:t 1.2，および25.3:t0.9 

μmであり，積層数と厚さは一次式の関係で理

論的な厚さと良く一致することが確認された。

以上の結果より ，細胞表面に形成された 6.2nm 

82 

のFN-G薄膜は次層の細胞の接着足場として十分

に機能するこ とが明らかとなり，マウス L929細

胞の 4層積層化組織を容易に作成することが可能

であった。

また，この 4層積層化組織を 1週間培養するこ

とでピンセットを用いて容易に剥離回収すること

が可能で、あった(写真 1a)。これは. FN-G薄膜

を介して細胞が十分に組織化され，積層構造を安

定に保っていることを示唆している。剥離した 4

層積層化組織の走査型電子顕微鏡 (SEM)観察

の結果を写真 1bに示した。各層の細胞が組織化

され，一枚のシートを形成している様子が確認さ

れた。また， SEM観察から見積られ厚さは 23.8

μmであり， CLSM観察およびHE染色の結果と

一致していた。

積層化組織中の細胞の生存率を WST-1法によ

り求めた。各層ごとの生存率を評価することは困

難であるため，積層化組織全体の細胞生存率を評

価した結果. 1週間培養後も細胞生存数に変化は

BIO INDUSTRY 



写真 1 4層積層化組織の剥離写真(a)と剥離組織の走査型電子顕微鏡 (SEM) 観察写真(b)
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図ア 細胞表面へ 6.2nmのFN-G薄膜存在(・)，非存在下(0)での細胞増殖曲線(a)と，各積層組織形成後

の理論細胞数(口)と実測細胞数(口)(b)

なく，細胞は良好に生存していることが確認され

た。細胞表面への FN-G薄膜の形成や積層化が

細胞への栄養成分の供給を阻害することが懸念さ

れたが，細胞表面へ薄膜を形成しても細胞増殖に

影響はなく(図 7a)，また，積層化後の細胞数が

理論値と良く一致していた(図 7b)0 Galeskaら

は，フミン酸と Fe3+イオンの交互積層膜のグル

コース透過性と膜厚の関係を研究しており 20) 20 

層以下であればグルコース透過性が高いことを報

告してし、る。また， Sukhorukovらは，ポリスチ

レンスルホン酸とポリアリルアミン塩酸塩の交互

積層膜が分子量 2，000以下の物質を透過すること

を報告している21.22)。詳細は今後検討する必要が

あるが，細胞表面に形成された FN-G薄膜が培
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地中に含まれる栄養成分を透過するため， 細胞生

存率に影響しなかった と考えている。

5. 血管壁類似組織の構築

本手法の再生医療分野への応用を目的とし，ヒ

ト初代細胞を用いた血管壁類似の積層化組織の構

築を検討した。基本反にカバーガラスを用い， 4x 

10
4 
cell/ cm 

2の細胞密度でヒト隣帯動脈血管平滑

筋細胞 (UASMC)を播種し， 12時間インキュ

ベートすることで接着・伸展させた。その後，

基板を 0.2mg/mLのFN/トリス緩衝液 (50mM， 

pH = 7.4)と0.2mg/mLのゼラチン/トリス緩衝液

(50 mM， pH = 7.4)へ 7回浸漬することで 6.2nm 

のFN-G薄膜を UASMC表面に形成しヒト隣帯
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静脈血管内皮細胞 (HUVEC)を6.0X 104 cell/cm2 

の細胞密度で播種し，6時間インキュベートする

ことで接着 ・伸展させた。UASMCとHUVECの

積層化構造は各細胞を蛍光ラベル化し， CLSM観

察より確認した。また，4層の UASMCと1層の

HUVECから構成される 5層の血管壁類似紐織の

構築を試みた。

写真2にCLSMによる断面観察の三次元イメー

ジを示した。UASMCはセルトラッカーグリーン

で HUVECはセルトラッカ ーオ レンジで蛍光ラベ

ル化した。UASMC表面に FN-G薄膜を形成して

いない場合， 2層目の HUVECが UASMC表面に

接着できず， UASMCとHUVECが共に基板へ接

着した不均ーな単層構造を示した(写真 2a)。一

方，UASMC表面に 6.2nmの FN-G薄膜を形成

すると UASMC表面へ HUVECが接着し， 2層構

造の形成が確認された(写真 2b)。以上の結果よ

か細胞表面へ FN-G薄膜をナノレベルで形成

することで¥株化細胞であるマウス L929線維芽

細胞だけでなくヒト初代細胞においても細胞の積

層化が可能であることが示唆された。

より血管構造に近い積層化組織を構築する目的

で， 4層の UASMCと単層の HUVECから構成

I [伶い W a !#d3制帽』

6liJIIii1 

される 5層組織を作製した。写真 2cに単層の

UASMCを，写真 2dに5層構造の組織切片写真

を示した。単層の UASMCと比較して積層化構

造の形成が明確に確認され， HUVECが UASMC

の最表面に接着 ・伸展している様子が明らかと

なった。また，蛍光顕微鏡観察結果からも， 4層

の UASMCとl層の HUVECの積層化構造を確

認することができた。以上より，本手法を用いる

ことでヒト初代細胞の積層化も可能であり，ま

た，異種細胞である平滑筋細胞と血管内皮細胞を

積層化することで血管壁類似の積層化組織の構築

に成功した。

本手法は，細胞が接着する表面であればサイズ

や形状を問わずどこでも積層化組織を構築するこ

とが可能で、ある。例えば，小口径の人工血管の内

壁に患者自身の細胞を用いて血管壁類似構造を作

製することで，血液適合性に優れた小口径の人工

血管が得られると期待される。

6. おわりに

FNとゼラチンから構成される細胞外マトリッ

クス薄膜を細胞膜表面に形成可能であり，交互積

層回数により膜厚をナノレベルで制御することが

l(j丹時三 |

写真2 FN-G薄膜非存在(a)・存在下(b)でのヒ卜血管平滑筋細胞 (SMC:緑)とヒ卜

血管内皮細胞 (EC:赤)による積層化構造の CLSM断面蛍光イメージ，およ

び単層の平滑筋細胞(c)とFN-G薄膜形成により構築された血管壁類似の 5層
組織 (4層SMC+1層EC:d)の位相差顕微鏡写真
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できた。また，細胞表面に形成されたおよそ 6nm

の FN-G薄膜は，次層の細胞の接着足場として

十分に機能しマウス線維芽細胞だけでなくヒト

初代細胞による血管壁類似積層化組織の構築に成

功した。積層化組織は FN-G薄膜を介して十分

に組織イじされ，容易に剥離回収できることが明ら

かとなった。

本手法は，積層化させる細胞とナノ ECMの種

類を自在に変えることができるため，望みの積層

化組織を積層数と ECMを制御して構築すること

が可能であり，新しい再生医療技術として応用が

期待される。
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