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1. 序論 

1.1. 背景 

細胞培養の手法が確立されてから 100 年以上もの年月が経過し、近年では細胞培養は基

礎研究のみならず、医療機器に使用される材料の細胞毒性評価として用いられることや、

創薬や再生医療などの前臨床研究において重要な技術となっている。特に創薬プロセスに

おいては、生体を用いずに薬理機序を確認できることで、実験動物の数を減らすことがで

きる高い費用対効果が見込まれる手法である。したがって、医薬品開発において候補物質

の選定には、細胞培養による in vitro 試験、薬効や毒性の確認には動物実験による in vivo 

試 験 が 不 可 欠 で あ る 。ま た 、 化 学 物 質 の 法 規制 （ REACH[1] 、 CLP[2] 、 Cosmetics 

Directive[3]など）では、標準的な in vitro 試験では特異性が低く、非遺伝毒性化学物質が

しばしば生体内で遺伝毒性を示すことが報告されているため、動物実験が必要とされてい

る。しかしここ数十年、化学物質を用いた動物実験が問題視され、動物愛護の観点から動

物実験を禁止するパラダイムシフトがいくつかの国で進行している。その結果、欧州連合

では 2009 年から化粧品成分の in vivo 追跡調査における実験動物の使用が禁止された[4]。

しかしながら、創薬や医療機器開発において、動物実験同等の結果を得られる実験系が確

立されていないことから、動物実験が不可欠であることに変わりはない。その結果として

医療機器における生体安全性評価として動物実験の結果が用いられる ISO10993-10(皮膚

感作性)や ISO10993-11(全身的毒性)の試験においても実施できる国が少なくなっており、

試験が集中することにより認証期間の長期化や製造業者のコスト増大を招いている。動物

実験の実施数においても規格で要求される以上、各国の規制で動物実験を禁止したとして

も実施場所が変わるだけで実施自体は減少しないこととなる。したがって、細胞培養によ

って組織の動態を模倣する代替技術の需要は、今後ますます高まると予想される。 

再生医療という観点においては、古くは実質細胞を用いた研究が行われていたが、胚性

幹 細 胞 （ ES 細胞 : embryonic stem cells ） や人工 多 能 性幹 細胞 （ iPS 細 胞 : induced 

pluripotent stem cells）の発見以降、これらの幹細胞を用いた研究が主流となってきた。 

通常、培養細胞においてその組織固有の分泌能などの特性を得ようとした場合には、三

次元構造を持たなければならないことは広く知られており、三次元培養についての研究が

多く行われている。例えば、ディッシュやフラスコを用いた二次元細胞培養では細胞は単

層で増殖・成長するため、実際の組織や細胞に存在する細胞-細胞間や細胞外マトリックス

（ECM: Extracellular Matrix）の相互作用を欠いている。さらに、細胞は引き伸ばされ、細

胞骨格の再配列を受けることにより人工的な極性を獲得し、その際に異常な遺伝子やタン

パク質を発現することもある。in vivo 環境の組織とは異なり、二次元培養系は複雑でダイ

ナミックな微小環境を細胞に与えることができないため、実際の体組織内と異なる挙動を

示す可能性もある[5, 6]。 
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これらの理由から、創薬中に二次元細胞培養で発見された化合物や、in vitro で得られた

細胞動態の知見の多くは臨床時の動態と異なり、臨床試験で失敗する例が散見される[7]。

したがって、生体内の細胞の動態をより現実的にシミュレートできる in vitro 細胞培養系を

確立することが重要となる。三次元（3D）培養系は、胚発生、形態形成、器官形成などの

生体内プロセスを模倣できる優れた in vitro モデルである。複雑な細胞間接着を有する細胞

集合体では、栄養、ガス、成長因子、シグナル伝達因子の勾配を発生させ、これらの構造

体は、実際の組織で観察される細胞微小環境を再現し、in vivo での細胞動態をより現実的

にシミュレートすることができる。したがって、オルガノイドと呼ばれるミニ臓器を安定

して得るための前段階として、大きさや性能の整ったスフェロイドを大量に安定的に供給

できる手法が求められている。 

近年では、幹細胞研究は飛躍的に進展し、スフェロイドやオルガノイドの作製に用いら

れ病態解明や創薬に利用されており、難治性疾患患者から作製した iPS 細胞由来のオルガ

ノイドが、疾患メカニズムの解明に利用されているほか、創薬分野ではヒト iPS 細胞由来

のオルガノイドを用いた in vitro 試験の初期段階で薬効を検証することで、臨床試験開始前

に候補化合物が失敗する可能性を低減することが期待され、iPS 細胞由来のオルガノイド

を用いた薬物試験では、すでに治療に用いられている薬剤と同等の結果が得られている[8, 

9]。したがって、スフェロイドやオルガノイドの利用は今後ますます増えることが予想さ

れる。 

これまでにも、治療薬の有効性を検証するためにがん細胞が用いられた研究[10]や骨や

軟骨の三次元構造を培養することで、機械的性質を再現する研究[11, 12]が行われてきた。 

現在は、ES 細胞や iPS 細胞を用いることにより、複雑な組織を再現する研究も盛んにお

こなわれており、脳[13-21]、肺[18]、肝臓[22-25]、腎臓[26-29]、胃[30]、腸[31-35]、網

膜[36]などの様々な臓器を模倣するオルガノイドの研究結果や、難病患者から作製された

iPS 細胞由来のオルガノイドが、疾患メカニズムの解明[37, 38]に用いられている。創薬に

おいては iPS 細胞由来のオルガノイドを用いた薬剤試験では、すでに治療に用いられてい

る薬剤と同等の結果が得られている[9]など、多くの研究成果が発表されている。また、そ

れに伴いスフェロイドおよびオルガノイドを作製するためのさまざまな三次元培養法が提

案されている。 

従来のスフェロイドを作製するための三次元培養法は、マイクロパターン強制浮遊法[39, 

40]、ハンギングドロップ法[41-43]、旋回培養法またはスピナーフラスコ法[44-52]、フォ

ースドリブン法[53-55]の 4 種類に大別される[56]。マイクロパターン強制浮遊法では、接

着性の低いウェルプレートを用い、マイクロウェル内に沈殿した細胞同士が 3 次元的に接

着するようにする。ハンギングドロップ法では、培養液の表面張力を利用して液滴を形成

し、空気との界面をマイクロウェルとして利用する。スピナーフラスコや旋回培養（バイ

オリアクター）は、細胞を分散させた培養液を連続的に旋回・攪拌し、細胞が衝突してス

フェロイドを形成する方法である。フォースドリブン法は磁力、電界、音響ピンセットな
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どの物理的な力により細胞を凝集させる。その他の方法も近年開発されており、例えば

3D プリンティング法では、ゲル状の培養液を充填材として異種細胞をコンピュータ制御

で配列させ、3 次元形状を人工的に作り出すことができる。 

しかし、これらの既存の方法は、スフェロイドの寸法制御、細胞へのダメージや刺激の

低減、簡単な手順、高い成功率、大量生産、高いスループット、低コストといった優れた

特徴を示すが、これらの要件の全てを同時に満たすものはない。 

 

1.2. 目的 

前項に示すように、生体組織を模擬した in vitro 試験に用いるオルガノイドを作製するた

めには、大きさ・性質の揃ったスフェロイドを大量に安定的に作製する技術が求められて

いる。また、次項以降で説明をするように、既存の手法において機器の導入コストや、使

用する器材のランニングコストなどが高価であること、作業者の技術の習熟度合いによる

ばらつきが大きいこと、そして使用する細胞毎に必要な条件だしなどそれぞれの手法に課

題があると考える。これらの多くの課題は多くの研究者が参画するうえでの障害になり得

る。これらの課題に鑑み、本研究における手法では安定したスフェロイドの品質以外に工

業的な生産性が高く安価な器材かつ、容易な手技で完結する工程を確立することによる汎

用性の向上について検討をおこなう。 

スフェロイドのサイズコントロールへのアプローチは選択的接着足場によるパターニン

グとする。そのパターニング面積により細胞の数をコントロールすることにより、スフェ

ロイドのサイズコントロールを試みる。スフェロイド化へのプロセスでは、後の分化誘導

に対して極性を破壊し影響があると言われる酵素処理を使用せずに、パターニングした細

胞二次元コロニーを容易に剥離できる機能性足場を開発する。 

さらに、形成したスフェロイドの品質を評価する。細胞培養では、時間と共に死細胞が

発生する。スフェロイドの形成過程において、生きている細胞のみを選択的に凝集させる

ことは困難である。特に酵素処理を用いて細胞を分散させる工程を含む場合には、その酵

素処理によって一定数のダメージを負い、死細胞が発生する。生存率の評価では、平面培

養の二次元コロニーをコントロールとしてスフェロイドを構成する細胞の生存率を評価す

る。次に iPS 細胞を用いてスフェロイドを作製するときには未分化性の維持が重要となる。

iPS 細胞は全ての細胞への分化能を持つが故に、様々な刺激がトリガーとなり想定外の分

化が誘導されてしまう。本手法の過程において、想定外の分化が誘発されていないことを

確認するために、スフェロイド化直前の二次元コロニーにおいて、未分化性の評価を行う。

最後に、iPS 細胞を用いてスフェロイドを作製し、オルガノイドへと分化誘導を進めるた

めには、分化能が維持されていることが重要である。組織分化へのファーストステップと

しての初期胚における三胚葉それぞれへの分化能を確認することにより、オルガノイドへ

と繋がるスフェロイド作製手法としての有効性を確認する。 
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1.3. 本論文の構成 

本研究では、第 2 章で既存のスフェロイド及び三次元構造の作製手法における課題の分

析と新たなスフェロイド作製手法(以降、提案手法)における要求仕様を定義した。第 3 章

ではスフェロイド作製基板の材料の選定と性能の検討を行う。第 4 章ではスフェロイド作

製基板上への ECM のパターニング方法としてマイクロスタンプの作製及び精度評価を行

った。第 5 章及び第 6 章では株化細胞を用いてスフェロイドの作製を行い、スフェロイド

の生存率の評価及び、既存の手法との対比としてハンギングドロップ法と比較検討した。

第 7 章から第 9 章ではマイクロスタンプ法の課題を解決するため、ネガ型樹脂マスクの作

製及び精度評価を行い、iPS 細胞でのスフェロイド作製および作製したスフェロイドの未

分化性を検討した。第 10 章では、本論文の総括と今後の研究課題および展望について述べ

ている。 
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2. スフェロイドの作製 

本章では既存のスフェロイド作製手法の説明と、その課題を述べる。また、今後の創

薬・再生医療の発展を目指し行われるスフェロイド・オルガノイド研究におけるスフェロ

イドに対する要求仕様を定義する。 

 

2.1. 既存のスフェロイド作製法とその課題 

従来の 3 次元培養法は、マイクロパターン強制浮遊法[39, 40]、ハンギングドロップ法

[41-43]、旋回培養またはスピナーフラスコ法[44-52]、力駆動法[53-55]の 4 種類に大別さ

れる[56]。その他に、近年急速に発達している３D プリンタを用いた技術や、温度応答性

高分子を用いて細胞シートを回収し積層する手法もある。これらの既存の方法は、スフェ

ロイドの寸法制御、細胞へのダメージや刺激の低減、簡単な手順、高い成功率、大量生産、

高いスループット、低コストなどのそれぞれ優れた特徴を有するが、各要求事項に対し一

長一短であり、これらの要件をすべて同時に満たすものは知られていない。 

 

2.1.1. マイクロパターン強制浮遊法 

マイクロパターン強制浮遊法では、器材表面に形成したマイクロウェル内に播種した細

胞が沈降し、その細胞が互いに接着することにより3次元的に接着するウェルプレート[20, 

57, 58] (Figure 2-1 a)や、器材表面に微細な構造を形成することにより自発的に 3 次元的な

細胞の接着を促すもの[59] (Figure 2-1b)、細胞の凝集を防ぐ低接着プレート[60]などが用

いられている。これらを複合的に用いる機能性足場も多くみられる。マイクロ流体システ

ムでは、マイクロパターニングされた流路を用いた強制浮遊の一種で、標的細胞とマトリ

ックス成分の両方を組み合わせ潅流させることで安定した培養が維持される[47, 61]。また、

流速や液流の経路のデザインにより様々な試みが行われている。文献によってはバイオリ

アクターに分類されることもあり、スフェロイドを 1 つずつカスタムメイドするバイオリ

アクターとも言える(Figure 2-1c)。 

これらの手法は加工されたプレートを用いるのみで簡便ではあるが、マイクロウェルで

は底面の形状から顕微鏡での光学的な観察に影響があることや、低接着性のプレートでは

1 つのスフェロイドに対する細胞数がコントロールし難いなどが欠点と言える。 

また、基板上へ細胞の接着/非接着面を形成する手法もある。代表的なものとして、大日

本印刷株式会社の開発した CytoGraph®は国立成育医療研究センターとの共同研究におい

てミニ腸のオルガノイドの作製に成功している[62-65]。これは接着面上で増殖しコンフル

エント状態になった後に鉛直方向へと三次元的に成長し、ある程度成長したところで自発

的に千切れる形で細胞塊を形成する(Figure 2-1 d)。 
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Figure 2-1: マイクロパターン強制浮遊法模式図 a: マイクロウェル、b: マイクロパターン、

c: マイクロ流路、ｄ: 選択的接着面 

 

2.1.2. ハンギングドロップ法 

ハンギングドロップ法は、培養液の表面張力を利用して液滴を形成し、気液界面をウエ

ルとして利用するものである[43]。この手法では、酵素処理により分散した細胞懸濁液の

ドットを 1 つずつマイクロピペットを用いて培養ディッシュの蓋の内面に手作業で打って

いくことにより作製する。器材として通常の培養ディッシュの蓋を活用することから、新

たな設備導入は必要とせず、コスト面では有意な手法である。一方、このドットを打つ作

業や、ドットを打った蓋を裏返す際の手技が非常に煩雑な作業であり、大量にスフェロイ

ドを得ることが困難である。また、ドットには少量の培養液しかないため、細胞の長期培

養には向かず、培養途中での分化誘導因子の添加などは困難である(Figure 2-2 a)。 

近年ではこのような欠点を解消するために自動培養装置での使用を想定した貫通孔を有
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するハンギングドロップ用培養プレートも研究されている[66, 67](Figure 2-2 b)。これらの

プレートは、ピペットやニードルの先が貫通孔を突き抜けた状態で細胞懸濁液のドロップ

レットを形成し、そのまま貫通孔から引き抜くことによりプレートの天面にドロップレッ

トが付着する。プレートを裏返す操作も無く、貫通孔を有するため培養液や成長因子の追

加も想定されている。また、貫通孔の位置が決まっているため自動機の使用も可能なこと

から、高いスループットが可能になるため今後ハンギングドロップ法でのスフェロイドの

大量生産技術として期待されるが、手軽な導入コストや汎用性などの従来のハンギングド

ロップ法として特筆されるメリットは無くなる。 

 

Figure 2-2: ハンギングドロップ法模式図 a: シャーレ蓋を用いたハンギングドロップ法 b: 

ハンギングドロップ用貫通孔プレート 

 

2.1.3. 旋回培養またはスピナーフラスコ法 

スピナーフラスコや旋回培養（バイオリアクター）は、細胞を分散させた培養液を連続

的に旋回・撹拌し、細胞同士の衝突・接触・凝集によりスフェロイド化する方法である。

この方法では、予め細胞培養によって増やしておいた細胞を酵素処理によって分散し、大

量の培養液を旋回している中に浮遊させる。この浮遊している細胞同士が接触することに

より接着し、それを繰り返すことにより球状へと成長する。マイクロ流路[68]はマイクロ

パターン強制浮遊法でも取り上げたが、この方法もより小規模なバイオリアクターとして

分類しても良いと考える(Figure 2-3)。 

この手法では、簡便に大量のスフェロイドを得られるという利点がある。一方、培養液

の旋回速度や細胞の播種密度によってある程度スフェロイドの径をコントロールできると

されている[69, 70]が、細胞の接触は確率的なものであり、播種した細胞が全て均一にスフ

ェロイド化できるわけではなく、スフェロイド径のばらつきが最も小さな条件においても

約 30％のばらつきと示されていることから[69]、ばらつきは大きいと考えられる。また、

大量の培養液を要することや、培養液の潅流・旋回する器材が必要となるため、ランニン

グコスト・導入コスト面では高価となる傾向がある。 
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Figure 2-3: 旋回培養またはスピナーフラスコ法(バイオリアクタ模式図) 

 

2.1.4. フォースドリブン法 

力駆動方式には、酸化鉄、金、ポリ-L-リジンなどのナノ粒子を細胞表面に付着させ、磁

力によってスフェロイドを形成する磁気方式、電場などの外力を加える電気方式、音響ピ

ンセット方式がある。 

磁気方式は酸化鉄、金、ポリ-L-リジンなどのナノ粒子を細胞に付着させた状態で平面培

養を行い、その後に永久磁石を用いて細胞を浮遊させた状態で培養を継続することにより

細胞が自発的にスフェロイド化するというものである[44](Figure 2-4 a)。 

電界方式は誘電泳動という方法を用いて電極の配置された特定の場所に細胞が集まると

いうものである。正の誘電泳動によって細胞が引き寄せられると互いに接着する傾向があ

ると報告されている。[48](Figure 2-4 b)。 

音響ピンセット方式[49]は、工業的にアクチュエータやセンサーとして使用される圧電

素子の用途のうち、高周波用のフィルタとして利用される表面弾性波を用いて直交する音
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波によって分散した細胞を局所的にとどめスフェロイド化する。マイクロ流路内に形成し、

スフェロイド化しつつ流路を搬送し回収するという仕組みも見られる。現在は小規模なシ

ステムのようであるが、工業的にスフェロイドを量産するという観点では注目される技術

である(Figure 2-4 c)。 

これらは工学的なアプローチとしてユニークで興味深いが、装置自体のコストが高価に

なることや、それぞれの方式に用いているナノ粒子・電界・超音波力場の影響は明確では

なく、特に不要な分化を誘発する可能性のある iPS 細胞のスフェロイド化においては適さ

ない可能性がある。 

 

Figure 2-4: フォースドリブン法模式図 a: 磁気方式、b: 電界方式、c: 音響ピンセット方式 
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2.1.5. ３D プリンティング法 

３D プリンティング技術は近年発達の目覚ましい技術である。培養の分野においても 3D

プリンティングは、組織工学のための強力なツールとして台頭してきている。複雑な 3 次

元生体模倣構造内での 3 次元細胞培養を可能にすることで組織工学のための強力なツール

になりつつあり、その手法は多岐にわたる。大きな分類として、インクジェット方式・光

アシストバイオプリンティング方式・血管３D プリンティング方式と分けられる[71]。 

インクジェット方式は、3D プリンティングにおいて最も一般的な手法である。主にゲ

ル状の培養液に分散した細胞を混ぜたものをバイオインクとし、ハイドロゲル内にコンピ

ュータ制御により射出し配列させる[72]。この手法では複数種の細胞を混在させ任意の場

所に配置することも可能である。心臓の形状に印刷した例も報告されている[73](Figure 

2-5 a)。 

光アシストバイオプリンティング方式は、細胞を立体的に配置するための足場や細胞を

内包したハイドロゲルを感光性の材料を用いて光で硬化させ形成する手法である[74, 75]。

この手法は半導体加工に使用されるリソグラフィ技術の応用である。硬化に用いる波長は

エネルギーの高い 365nm や 405nm の紫外波長を用いることが多いことから、この波長を

用いての細胞入りのハイドロゲルを射出しながら硬化する手法は、細胞への影響が懸念さ

れる。しかし、立体的な足場を構成する手法としては、これらの技術を応用した光アシス

トバイオプリンティング方式は高速に微細な形状が実現可能になることが想定されるため

更なる発展が期待される(Figure 2-5 b)。 

ハイドロビーズ方式は、Ca2+、Ba2+、Fe3+などの多価陽イオンによりゲル化する海藻か

ら抽出された陰イオン性多糖類であるアルギン酸塩を用いてハイドロゲルのビーズを形成

する[76]。この材料は天然の ECM に類似していることから、アルギン酸ハイドロゲルは組

織工学のための三次元細胞-ハイドロゲル足場や、アルギン酸ハイドロゲルビーズへの移植

（同種または異種）細胞の封入に使用されている。マイクロ流路を用いてハイドロビーズ

の大きさを制御する検討が行われており、寸法制御されたハイドロビーズ内で細胞が増殖

することにより、安定した寸法のスフェロイドの形成が期待される。 

３D プリンティングは手法・材料など様々なアプローチがされており、今後も注目され

る技術である。特に、CAD でデザインした通りに組織化できることから、オーダーメイド

の組織化が期待できる点では期待が高い。一方、タクトタイムが長いことから、バイオプ

リンティングには時間がかかり、射出圧やプリンティング・リザーバー内で細胞がストレ

スを受ける可能性があることが課題となる。また、器材の導入/ランニングコストは非常に

高価なものになる。 
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Figure 2-5: ３D プリンティング方式 a: インクジェット方式、b: 光アシストバイオプリンテ

ィング方式 c: ハイドロビーズ方式 

 

2.2. その他の三次元培養手法 

上記の様々な手法で作製したスフェロイドを用いてより大きな三次元構造を作製する実

用例としては Kenzan 法[77]がある。この手法はオルガノイド作製のための手法であるが、

剣山のように並んだ針にスフェロイドを刺し、3 次元的に配置していくことで組織化を目

指す手法である。この手法は日本では 2020 年より国立研究開発法人 日本医療研究開発機

構(AMED)の委託事業治験も始まっており既に実用的な技術となりつつある(Figure 2-6)。 



20 

 

 

Figure 2-6: Kenzan 法による三次元構造作製の模式図 

 

３D プリンティング方式では、血管網の作製に関する研究もおこなわれている。細胞の

三次元化する中で課題となるスフェロイドやオルガノイドなどの内部への酸素の供給に対

するアプローチである。生体内の酸素分布と性能を向上させるための手法として組織バイ

オプリンティングで、必要な位置に直接印刷する方法や、足場上に新生血管の形成を刺激

する蛋白質である血管内皮増殖因子を添加または修飾することで血管の新生を促すものが

よく見られる。他の方法としては、所望の血管網を犠牲的な構造体として形成し、その構

造体を除去することで中空構造を形成する。培養液等に可溶な水溶性の構造材料として糖

ガラスを用いて血管網を形成しハイドロゲル内で溶かすことにより形成した中空構造の内

壁に細胞を接着し血管を形成する方法も報告されている[78](Figure 2-7)。 

 

Figure 2-7: 血管の３D プリンティング 

 

温度応答性高分子による細胞シートの作製では、ポリ-N-イソプロピルアクリルアミド

（PIPAAm）が用いられており、32℃以上の温度環境下では器材表面のポリマー鎖が凝縮

し、疎水性の性質が強くなる。一方、32℃以下の温度環境下では表面のポリマー鎖は水分

子と水和し、32℃以上の温度の時と比較して親水性を示す[79-82]。一般的に細胞は適度な
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疎水性表面に付着しやすく、親水性表面に付着しないため、酵素を使用せずに温度により

細胞の接着性をコントロールする方法である。一時的に温度を 32℃以下に低下することに

より、細胞の接着する基板表面状態が変化し、親水性へと変化する(Figure 2-8)ため、細胞

が剥離する。温度のコントロールのみで細胞の剥離が可能であるため、非常に簡便な方法

ではあるが、細かなパターニングなどは不向きであることから、細胞シートなど、大面積

の平面培養向きと言えるだろう。 

また、32℃という温度は、容積の小さなディッシュを用いて行う培養において、培地交

換などの際にインキュベータから取り出すと容易に到達してしまう温度でもある。そのた

め、潅流装置での培地交換システムや、ハンドリング時の温度のケアが必要となる点で初

期の導入コストが高くなる。 

 

Figure 2-8: 温度応答性高分子による培養 

 

2.3. スフェロイド作製手法に求められる仕様 

前節に挙げた多くの手法は便宜的に分類しているが、これらの多くはそれぞれの手法の

利点を複合的に活用し、効率的にスフェロイドを得ようと試みている。しかしながら、

Table 2-1 に示すように大量に均質のスフェロイドを量産しようとした場合に、全ての要件

を満たす手法は無かった。これらの多くの手法ではスフェロイド化への工程において、デ

ィッシュで増殖した細胞に対して酵素処理を行い、一旦分散した細胞を各手法により凝集

させるプロセスとなっている。そのため、酵素処理により細胞表面のタンパクが破壊され

た状態での凝集となる。通常の二次元細胞培養においては、酵素処理による分散は継代す

るうえで欠かせず、問題になることは少ない。しかし、分化誘導を伴う実験系においては、

誘導因子により形成されつつある極性が破壊されると考えられ、分化誘導の成功率が低く

なる一因と考えられている。一方、スフェロイドの状態で分化誘導を行った場合、内部の

細胞へ誘導因子の影響が及ばず、均一な分化誘導が出来ないという課題がある[83]。した

がって、iPS 細胞などの幹細胞においては、平面状態で分化誘導を行った後に、酵素処理

を用いずにスフェロイドを形成するプロセスが望ましいと考える。 

また、iPS 細胞においては温度・化学物質・細胞の密度など様々な刺激が分化誘導のト

リガーとなり得る。そのため、未分化性の維持が確立されている細胞培養プロセスに存在
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しない刺激を排除することにより不用意な分化誘導を防ぐこともスフェロイドの作製手法

に求められる重要な要素となる。 

高額専用機器の導入の必要性や、ランニングコストの増大も研究への新規参入や臨床応

用を妨げる大きな障壁となると考えられる。 

また既存の工法では、スフェロイドの寸法制御、細胞へのダメージや刺激の低減、手技

の簡便さ、高い成功率、大量生産、高いスループット、低コストなどの優れた特徴を示す

が、これらの要件の全てを同時に満たすものは確認できていない。これらの仕様は全てス

フェロイド/オルガノイド研究においては重要な仕様である。したがって、我々はスフェロ

イドの寸法制御、細胞へのダメージや刺激の低減、手技の簡便さ、高い成功率、大量生産、

高いスループット、低コストを全て満たす新たなスフェロイド培養手法を開発する。 

 

Table 2-1: 各培養手法におけるメリット/デメリット 
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3. フッ素樹脂と選択的接着足場としての活用 

選択的接着足場の研究は細胞の挙動を理解するための基礎研究から、意図した場所に細

胞を配置し、機能性を得ようとするもの、また三次元的な細胞の増殖成長を目論むものな

ど、多岐にわたる研究が行われてきた。我々も過去に電子サイクロトロン共鳴(ECR: 

Electron Cyclotron Resonance) を 用 い て ポ リ テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ レ ン (PTFE: 

polytetrafluoroethylene)の表面改質を行い、神経回路網や血管パターンの形成を試みてい

る[84, 85]。当時は我々も他の手法同様に PTFE の表面改質により接着性を向上し、細胞の

選択的吸着面の形成を行っていた。その過程で ECM を用いることにより、本来細胞が接

着しないと想定していた非改質面にも細胞が接着することを確認し、フッ素樹脂上に成膜

された ECM はフッ素樹脂に対し弱い細胞接着性を示すことを見出した。後述する PTFE

の物性からその接着機序はファンデルワールス力によるものと推定された。また、この際

に使用したのがマウス胎児脳の実質細胞であったが、樹状細胞軸索の成長は確認できたが、

グリア細胞などの支持細胞が確認できなかった。この結果より、細胞間接着の張力が強い

と PTFE との接着力を上回り自発的に剥がれるという仮説に至った。 

PTFE の弱い細胞接着性は、足場上に細胞を保持し続けられないという点で、足場上へ

播種後増殖成長する過程で様々な機能性を目論む細胞培養足場研究において致命的な欠陥

と言える。しかし、我々はこの『弱い接着』を逆手に取り、接着・増殖後に剥がすという

利用方法の可能性を見出だした。 

フッ素樹脂は PTFE に代表されるフッ素原子を含むプラスチック原料の総称である。分

子構造の違いにより特徴が異なるが、総じて耐熱耐寒性・低摩擦性・撥水撥油性・非粘着

性・耐薬品性・電気絶縁性などの機械的/化学的に多岐にわたる優れた特性を有しているこ

とから、一般的なフライパンの焦げ付き防止から、工学的には摺動部の滑り改善や金型の

剥離性向上など多くの分野で広く使用されている。 

また、生物学的分野では一般的に細胞接着が接着しない材料として認知されている。生

体適合性が高く不活性であるため非常に安定であり、生体内で使用する材料としては無毒

で安全なことから、フッ素樹脂は体内に留置する人工血管[86-90]にも使用されている。し

かし、その高い不活性な性質が細胞接着を妨げ、生体材料との親和性が低い原因となって

いる。 

医療や細胞培養の分野では高い生体適合性と不活性な性質を利用するために、欠点とな

る生体親和性を向上する様々な表面改質が研究されてきた [54]。フッ素樹脂表面への接着

性を向上させるために、プラズマ処理 [86, 90, 91]、UV 照射[92-94]、γ 線照射[95, 96]、

イオン導入[97-99]、ポリドーパミン処理[100-102]、レーザー照射[103-105]など様々な試

みが行われている。 

我々は既存の手法とは異なり、フッ素樹脂の表面改質を行わずにその特性を活かし、細

胞を長期的に保持するのではなく、ある一定期間で剥離・回収するという用途で使用する
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ことで、自発的な凝集を促しスフェロイドを作製する基板として利用する方法を提案する。 

本章では、細胞の選択的接着と剥離に寄与する ECM とフッ素樹脂の特性について説明

する。 

 

3.1. 細胞外マトリックス(ECM: Extracellular Matrix)  

ECM は動物/植物を問わず、細胞の外に存在する不溶性の糖とタンパク質の複合物質で

ある。細胞間の隙間を埋める物質で、物理的に組織を支持するなど、細胞を取り囲むこと

により細胞が生存するための環境を形成している。特に結合組織においては組織と組織を

結び付け生体組織を支持する役割を果たすことから、細胞間を大量の細胞外マトリックス

が埋めている。また、接着以外にも ECM 分子は移動、増殖、分化、生存などの主要な細

胞事象の制御において重要な機能的役割を示す。[106] 

 

3.2. 細胞の足場への接着機序 

細胞が足場へ接着するためには、ECM が重要な役割を果たす。細胞膜表面にはインテグ

リンと呼ばれるレセプターが存在する。インテグリンには多くの種類が存在し、その型に

よって特異的に ECM と接着するため、細胞の種類ごとに ECM との相性が発生する。イン

テグリンにフィブロネクチンやラミニンなどの ECM が接着し、さらにこれらの ECM がプ

ラズマ等で表面処理を施されたプラスチックディッシュ表面へ接着する。細胞接着では一

般的に親水性に偏っても、疎水性に偏っても、ともに細胞の接着性は低下すると言われて

おり、水の接触角において 60～70 度の表面が最も細胞の接着性が良いとされる。細胞培養

に用いられるポリスチレン製のディッシュ表面では 100 度以上の接触角を示す高い疎水性

表面であることから、プラズマ処理が施され、細胞の接着性が向上されている。このよう

に、細胞の接着においては足場となる器材表面性情が接着性を制御する重要な要素となる。 

 

3.3. フッ素樹脂の特性 

フッ素樹脂の特徴として高い撥水・撥油性、低摩擦性、耐薬品性、非粘着性がある。フ

ッ素樹脂の特徴である C-F 結合エネルギーは 116kcal/mol と非常に高い値を示す。これは

C-H 結合エネルギーの 99kcal/mol, C-O 結合エネルギーの 88kcal/mol と比較しても高いこ

とに加え、特に PTFE の分子では、炭素原子が螺旋状に並んだフッ素原子に密に覆われた

構造となるため水素結合・イオン結合・共有結合といった化学的な結合が起こりにくいこ

とに由来する。(Figure 3-1) 

化学的に安定な性質を持ち、細胞が接着しないと一般的に認識されるフッ素樹脂である

が、我々の先行研究において ECM を介することにより細胞を弱く接着させることができ
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ることを確認している[84]。 

 

Figure 3-1: PTFE の分子構造模式図 

 

3.4. フッ素樹脂表面改質による既存の細胞接着法 

フッ素樹脂はその優れた化学的性質よりもたらされる生体適合性を有し、その性質を活

用するために、細胞培養足場の研究においては様々な表面改質によるアプローチが取られ

てきた。プラズマ処理 [86, 90, 91]、UV 照射[92-94]、γ 線照射[95, 96]、イオン導入[97-

99]、ポリドーパミン処理[100-102]、レーザー照射[103-105]などの様々な手法が研究され

ている。これらの手法の多くは一部表面形状による濡れ性へのアプローチ[98, 104, 105]は

あるが、それ以外の多くは、高エネルギーを印加することにより強力な C-F 結合を切断し

接着性を向上させる官能基を付加する(Figure 3-2)。ヒドロキシ基(-OH)やアミノ基(-

NH2)など、処理時の雰囲気ガスや塗布する薬品によって様々な官能基が付加される。これ

によって、親水性や結合エネルギーの低下により化学的な結合が可能になるため細胞の接

着性が向上する。 
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Figure 3-2: フッ素原子置換の模式図 

 

3.5. フッ素樹脂による選択的細胞接着と細胞の剥離 

スフェロイド形成において重要なスフェロイド径のコントロールには、そのスフェロイ

ドを形成する細胞の数を制御することが効果的である。既存のスフェロイド作製手法にお

いては酵素処理を行い分散した細胞を播種する。そのため、細胞膜表面の基質に一時的な

ダメージを負う。その過程で死ぬ細胞が生じ混入することや、iPS 細胞等の幹細胞におい

ては分化誘導し極性を生じ始めている細胞の極性を破壊する可能性も示唆されている。 

また、スフェロイド化した状態から分化誘導を行った場合においては内部まで誘導の影

響が及ばず、意図した分泌能が得られないことも示唆されている[83]。 

したがって、本研究ではスフェロイド化する細胞の数をコントロールするために、要求

仕様として 2 つの機能を定義した。①選択的な接着面を構成し平面培養を行い、その面積

で細胞数をコントロールする。②平面培養した二次元コロニーを酵素処理無く剥離し、ス

フェロイド化する。この 2 つの機能を両立する基板としてフッ素樹脂の表面に ECM をパ

ターニングしたスフェロイド作製のための新たな細胞培養足場を開発する。 

このフッ素樹脂基板では、前項で示したようなフッ素樹脂の表面改質は行わない。フッ

素樹脂上に表面改質を行うと恒久的に細胞が接着可能な面が形成され、細胞が強固に接着

する。通常接着性の細胞培養においては細胞の接着強度は高い方が良いが、本手法では二

次元コロニーまで成長させたのちに剥離することに重点を置いているため、高い接着強度

はデメリットとなる。過去の我々の検討結果から、ECM を用いることにより、表面改質未

処理のフッ素樹脂表面でも細胞を弱く接着させることが可能であることを確認できている

[84]。細胞は一旦接着した後、ECM をパターニングした領域で増殖するが、ECM とフッ

素樹脂間の接着は非常に弱いため、ピペッティングなどの弱い水流や、細胞同士の張力が

基板との接着力を上回ることにより、容易に剥離可能と想定した。 
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3.6. 基板へのフッ素樹脂加工方法 

本研究における基板としては、PTFE ではなく、ガラス基板に非晶質のフッ素樹脂をコ

ートして用いる。結晶性樹脂の PTFE はその結晶性に由来する光学的特性により透明性が

低い。そのため、一般的に細胞培養に用いられる透過型の顕微鏡では播種後の経過観察が

できない。この課題は細胞の挙動・成長を確認し分化誘など様々な操作において多くの不

都合を生じる。この課題に対して、PTFE には劣るが高い撥水性や化学的な安定性を有し

つつ、非晶質であることから得られる透明性に着目し、非晶質フッ素樹脂を採用した。 

非晶質フッ素樹脂には CYTOP™ (CTL-107MK; AGC Chemicals, Japan)を使用する。

CYTOP™には器材へ接着する官能基・分子量・コーティング方法により様々なラインナ

ップがあるが、本研究で使用した CTL-107MK はガラス基板に対して接着可能なカルボニ

ル基を有する M タイプ、かつ同時に複数枚処理できコーティングのスループットが高いデ

ィップコート用を採用した。 

コーティング方法は CYTOP™とシンナー溶液（CT-Solv.100；AGC Chemicals）を混合

したディップ液に浸漬し、ガラス基板にコーティングした。引き抜きと硬化の条件は、メ

ーカーが推奨する通りとした。材料は約 1mm/s の速度で引き抜き、100℃のオーブンで 90

分間加熱し硬化させた(Figure 3-4)。 

 

Figure 3-3: CYTOP™分子構造模式図 
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Figure 3-4: フッ素樹脂のコーティング方法 

 

3.7. 撥水性の評価 

CYTOP™を使用するにあたり、適切な溶液濃度を検証した。本研究ではフッ素樹脂の

撥水・撥油性、耐薬品性、非粘着性に着目している。これらの性質は表面エネルギーの低

さとして現れると考えられ、表面エネルギーの評価には、P-200A Phoenix-Alpha(メイワ

フォーシス株式会社)を用い水に対する撥水性を評価した。 

CYTOP™の原液に対して、シンナー液を用いて 2 倍、4 倍、8 倍、16 倍と薄め、コーテ

ィングした表面の撥水性を評価したところ、最も薄い 16 倍希釈においても高い撥水性を有

しており、経済性を考慮し 16 倍希釈を標準希釈倍率とした(Table 3-1)。 
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Table 3-1:  Contact angle measurement results for the different CYTOP™ dilutions 

 

 

3.8. 考察 

CYTOP™の濃度は変化させても撥水性に影響は無かった。CYTOP™の M タイプはガラ

ス基板の表面に並ぶアミノ基に対して、共有結合により強く結合するカルボニル基を有す

る。今回、コーティング溶液を 16 倍まで薄めたにも関わらず良好な撥水性を示した。撥水

の原理は基板表面エネルギーと接する液体の表面張力の差を大きくすることにより発生す

る。表面エネルギーを小さくする方法には微細構造により液体に触れる表面積を小さくす

る方法もある[107]が、今回使用したのは、ごく普通のガラス基板に CYTOP™をコーティ

ングしたものであり、微細な凹凸形状を形成したとは考え難い。したがって、コーティン

グ溶液中にガラス基板表面のアミノ基に対して十分な CYTOP™の分子が存在していたと

考えられ、撥水性以外の特性についても同等の性能が得られていると推察される。 

 

 

Characteristic 2X 4X 8X 16X 

Contact angle  

[degree] 

113.36 115.00 114.31 112.58 

Left angle  

[degree] 

114.09 115.18 114.53 112.51 

Right angle  

[degree] 

112.62 114.81 114.09 112.65 

Height from top to 

base [mm] 

3.97 3.98 4.00 4.03 

Base line length  

[mm] 

5.48 5.30 5.48 5.61 

Base area  

[mm2] 

23.60 22.03 23.60 24.67 

Drop volume  

[µl] 

60.06 55.21 60.74 63.64 

Wetting energy  

[mN/m] 

-28.86 -30.76 -29.97 -27.95 

Spreding 

conefficient [mN/m] 

101.66 103.56 102.77 100.75 

Work of adhesion  

[mN/m] 

43.94 42.04 42.83 44.85 

Photos 
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3.9. 第 3 章まとめ 

通常、PTFE などのフッ素樹脂は粉体の焼付や圧縮成形・押出成形が一般的であるが、

近年では射出成型やブロー成型が可能な材料も出てきている。CYTOP™のようにディス

パージョンの形態でコーティングに使用できるものも出てきており、フッ素樹脂の活用に

おいて自由度が非常に高くなっている。 

非晶質フッ素樹脂を採用することにより、PTFE に類似した高い撥水性や耐薬品性を有

しつつ、細胞培養において課題であった透明性の課題を解決できた(Figure 3-5)。 

 

Figure 3-5: 作製した基板の透明性比較  a: PTFE 基板, b: CYTOP™コート基板 
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4. マイクロスタンプ法を用いた ECM のパターニング 

前章で作製した基板に対して、選択的に細胞を接着させるために ECM をパターニング

する。過去の検討では、PTFE の表面改質により表面を炭化し、細胞の張力により炭化層

に接着した ECM は細胞ごと剥離したと考えている。今回は細胞培養において光学観察が

容易という利便性を考慮し CYTOP™によるコーティングとしたため、PTFE と分子構造

が異なり同じ挙動を示すとは限らない。また、ECR での加工は一度に加工できる枚数が少

なく、かつ真空プロセスのため、スループットが非常に悪い。 

さらに炭化層での剥離プロセスが不明確であることや、細胞/ECM の種類による影響も

考えられる。様々な細胞/ECM の種類に対応するため、ECM のパターニングについては、

後から剥離するプロセスではなく、予めパターンを形成するプロセスへと変更する必要が

ある。 

したがって、本章では前章で作製したフッ素樹脂基板に対して、ECM のパターンを形成

する試みとしてマイクロスタンプを用いた転写を検討する。 

 

4.1. マイクロスタンプの作製方法 

マイクロスタンプの作製には PTFE で作製した鋳型に樹脂を流し込み、硬化させることで

形状を転写するマイクロモールド法で作製する[108]。パターンになるドット部以外に

ECM の溶液が付着することや、ドット間での溶液のブリッジを防ぐために、適度に撥水性

を有し、かつ弾力を備える素材として、ポリジメチルシロキサン(PDMS: polydimethyl 

siloxane)を採用した。 

 

4.1.1. ＰＤＭＳ 

PDMS は化学式 CH3[Si(CH3)2O]nSi(CH3)3 で表され、n は括弧内の繰り返し構造を持つ

シリコーン樹脂の一種である。用途は多様で、コンタクトレンズや医療機器の部品、防水

用のコーキング材、潤滑油、耐熱タイルという工業用途から、髪に艶を出すためや、食品

の消泡剤といった理美容から食品添加物まで幅広く使用されている。 

またその性質は、透明性があり自家蛍光が低いことから、顕微鏡での観察に向いている。

他にも、化学的、生理学的不活性、非毒性、不燃性、柔軟性、疎水性、耐熱性、ガス透過

性といった性質を有しており、安価で化学的に安定かつ型取り性にも優れている。PDMS

においても、フッ素樹脂同様にプラズマ処理による表面処理で表面にシラノール基が付与

できることから、親水化し細胞接着性を向上できる[108, 109]ため、マイクロ流路などのバ

イオデバイスや生体材料へもよく利用されている。 
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4.1.2. PTFE の鋳型を用いたマイクロスタンプ作製法 

PDMS を用いたマイクロスタンプは、鋳型に流し込みその形を転写するマイクロモール

ド法で作製する。スタンプ先端のピラーが細いため、離型性を考慮し、PTFE を切削にて

加工し鋳型とした。 

PDMS の材料は SYLGARD™184(Dow Toray Co., Ltd., Japan )を用いた。配合はメーカ

ー推奨の通り、主剤：硬化剤＝10：１の割合での混合とした。混合した溶液を真空チャン

バーにて脱泡し、鋳型に流し込みピラーの先端まで樹脂が回り込むように再び脱泡の後、

90℃で 90 分の加熱硬化を行った。硬化後は鋳型を分割し成型品を取り出すことによりマイ

クロスタンプを作製した(Figure 4-1)。 

 

Figure 4-1: マイクロスタンプ作製方法 

 

4.2. マイクロスタンプ法による ECM のパターニング方法 

作製したマイクロスタンプを用いてフッ素コート基板上に ECM のパターニングを行う。

マトリゲル(Matrigel Growth Factor Reduced, 354230; Corning Inc.), iMatrix(iMatrix-511 

silk, 892021; Nippi Inc.), フィブロネクチン(Fibronectin, 33016015; Life Technologies), ヴ

ィトロネクチン(Vitronectin, A31804; Life Technologies), コラーゲン タイプⅣ(Collagen Ⅳ, 

ASC-4-104-01; Nippi Inc.)を RPMI1640 (30264-56; Nacalai Tesque)で希釈した。ECM 希

釈液に浸した PDMS マイクロスタンプを基板にスタンプし、ECM をフッ素樹脂表面に転
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写し、形成されたパターンが乾燥しないように、37℃、5% CO2 で 1 時間インキュベート

した。 

 

Figure 4-2: マイクロスタンプによる ECM 転写 

 

4.3. マイクロスタンプ評価 

マイクロスタンプによるパターンの寸法精度は鋳型・スタンプ・ECM パターンの順にば

らつきが大きくなると考えられる。ECM のパターンによって二次元コロニー面積を制御し、

スフェロイド化する細胞数を決定づけるため、ECM のパターニング精度は重要である。し

たがって、PTFE 製の鋳型の穴底面径・PDMS 製のマイクロスタンプ先端径・ECM の転写

径を測定し、各工程におけるばらつきを確認する。 

 

4.3.1. マイクロスタンプの鋳型およびスタンプ先端寸法精度 

作製した鋳型及びスタンプの先端径をレーザー顕微鏡(OLS-5000: Olympus) 用いて写真

撮影および寸法計測を行った。直径は粒子解析の機能を用いて円相当径を算出した。

PTFE 鋳型(Figure 4-3)、マイクロスタンプ(Figure 4-4)ともに微細な切削痕は見られるも

のの、先端は概ね平滑に加工できている。直径は各測定面の面積より円相当径を算出した。

平均値±標準偏差(%)で表したそれぞれの寸法は PTFE 鋳型: 797.1μm±0.9%(N=49)、マ

イクロスタンプ: 841.1μm±1.2%(N=49)と非常に小さなばらつきとなった。(Table 4-1)。 
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Figure 4-3: PTFE 鋳型の 3D 観察像 

 

 

Figure 4-4: マイクロスタンプの３D 観察像 
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Table 4-1: スタンプの作製精度 

 

 

4.3.2. ECM 転写精度(マイクロスタンプ法) 

次に、基板へ転写された ECM の寸法を確認する。培養には様々な ECM を使用するが、

本検討では多くの基礎実験で用いられるマトリゲルの転写パターンを測定した(Figure 4-5)。 

測定は位相差顕微鏡で観察し、FLOYD-4K（Wraymer 社製）を用いて写真撮影および寸

法計測を行った。ECM の直径を測定したが、完全な円を形成しないため、スタンプ先端径

同様にコーティングされた ECM の面積から円相当径を算出した。 

測定の結果、ECM の寸法は 850.1μm±18.7%となり、スタンプの先端径に対してばらつ

きが増える結果となった(Table 4-2)。 

 

 

Figure 4-5: 転写した ECM 

 

Table 4-2: ECM の転写精度 

 

AVG SD AVG±SD(%)

Mold 797.1μm 7.3μm 797.1μm±0.9%

Stamp 841.1μm 10.3μm 841.1μm±1.2%

AVG SD AVG±SD(%)

ECM 850.1μm 158.6μm 850.1μm±18.7%



42 

 

4.4. 考察 

PTFE 鋳型の径・マイクロスタンプ径それぞれ、非常に小さなばらつきに抑えられてお

り、マイクロスタンプ作製における先端径の再現性は高い。しかしながら、想定外に

PTFE 鋳型の径に対して、スタンプの径が全体的に大きくなる現象が確認された。これは、

加熱硬化時に、PDMS が硬化収縮したことに起因すると考えられる。加熱硬化時には

PTFE に囲まれている先端に対して、開口し外気と接する鋳型上部の樹脂が先に硬化し、

先端に向かって硬化が進行する。そのため、硬化時には鋳型上部に向かって引っ張られる

応力が働く。PDMS は弾性を持つ材料であるため、離型し鋳型の摩擦による拘束が無くな

ったことにより、縮み、全体的に太くなったと考えられる。レーザー顕微鏡測定での高さ

プロファイルでも天面のエンドミルによる加工痕が転写されているにもかかわらず、

15μm 程度長さが縮んでいることが確認できる(Figure 4-3, Figure 4-4)。PTFE 鋳型に対し

てマイクロスタンプの径のばらつきは大きくなく、再現性もあるため、膨張分をあらかじ

め考慮して PTFE 鋳型を作製することにより、寸法の狙い値とマイクロスタンプ先端径の

差はゼロに近づけることができると考える。 

ECM の転写精度は平均値に対して 18.7%と大きな誤差となった。これは、スタンプの押

圧や傾き、ECM 定着時の乾燥及び ECM 希釈液の先端への付着量等、多くの手技によるば

らつき要素が影響したと考えられる。 

 

4.5. 第 4 章まとめ 

マイクロスタンプによるフッ素樹脂コート基板上への ECM の転写を確認した。マイク

ロスタンプ作製までの工程においてはばらつきも少なく再現性は高い。しかしながら、転

写精度においては人の手を介するため、ばらつきが大きくなる傾向がみられた。これは、

スフェロイド化前の二次元コロニーサイズに影響すると考えられる。また、スタンプを基

板上に置いたままインキュベーションという工程は工業的に大量生産を考慮すると、この

スループットの低さは課題となる。ECM は基本的に乾燥により変質・失活するため、乾燥

を防ぐ工程改善が必要である。 
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5. 株化細胞を用いたスフェロイド作製 

３章でフッ素樹脂コーティング基板を作製し、4 章で ECM のパターニング方法として

PDMS のマイクロスタンプを作製した。 

本章では、３, ４章で作製した基板とマイクロスタンプを用いて、我々の提案するスフェ

ロイド作製の提案手法が原理的に可能であるかを検証する。細胞培養では、比較的簡単に

培養が可能な癌細胞由来の株化細胞 2 種と、代表的な ECM を用いて組み合わせて実施し

た。ECM パターン上に細胞を播種し、スフェロイド化することの確認と、複数種の細胞・

複数種の ECM にて、本手法の有効性を確認した。 

 

5.1. 株化細胞とは 

株化細胞とは、培養細胞株として確立された細胞のことである。株化細胞は不死化して

いる細胞で、癌細胞から採取・増殖したものと、iPS 細胞のような幹細胞がある。これら

の細胞はヘイフリック限界が無いため培養により細胞分裂を無限に繰り返し増殖が可能で

あり、また冷凍保存が可能であるため研究における再現性を確保できる。WHO の発行し

ている Technical Report Series 978 の Annex 3 Recommendations for the evaluation of animal 

cell cultures as substrates for the manufacture of biological medicinal products and for the 

characterization of cell banks[110]には、“Cell line: type of cell population with defined 

characteristics that originates by serial subculture of a primary cell population that can be 

banked.”と記載されており、保管できることが要件として明記されている。 

癌細胞から採取されたものには、その組織固有の分泌能を有するものもあり、様々な研

究用途で使用されている。しかし、株化細胞には株化する過程で採取した組織の実質細胞

と性質が異なることある。そのため、創薬の研究においてこれらの株化細胞に対して有効

性が見いだせたとしても、実質細胞では反応が異なることも珍しくはない。 

本研究では、細胞株の違いによる影響を確認するために、HepG2 と MCF-7 の 2 種類の

細胞株を使用した。 

 

5.1.1. HepG2 

HepG2 はヒト肝癌由来の細胞株で、15 歳の白人男性肝癌患者の肝細胞癌から分離され、

肝臓の代謝モデルとして多くの研究で用いられている[111-113]。2009 年に肝芽腫由来と

の報告[114]はあるものの、HepG2 細胞とその誘導体は様々な血漿タンパクの分泌能から、

肝臓代謝と生体異物の毒性の研究、細胞毒性、肝癌の発生機序の研究、および薬物標的研

究に使用される。 
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5.1.2. MCF-7 

MCF-7 はヒト乳癌細胞株で、69 歳の白人女性の胸水から分離された[115]。MCF-7 細胞

は、乳腺上皮に特有の特性を保持する細胞株として乳癌研究に使用されている。 

 

5.2. 本研究で使用した細胞外マトリックス(ECM) 

本研究では、ECM の違いによる影響を確認するために、フッ素樹脂上にパターニングす

る ECM は代表的な 5 種類を選択した。 

 

5.2.1. マトリゲル: Matrigel 

マトリゲルは、細胞外基質タンパク質を多く含む Engelbreth-Holm-Swarm（EHS）マウ

ス肉腫を原料としており、ラミニン、コラーゲン IV、ヘパラン硫酸プロテオグリカン、エ

ンタクチン/ナイドジェンや多様な成長因子を含む可溶性基底膜製品である。マトリゲルを

溶かしたハイドロゲルは、in vitro における二次元および三次元細胞培養に広く使われてい

る。足場依存性の正常および形質転換上皮細胞などの細胞接着および分化を促進するため、

二次元および三次元細胞培養のアプリケーションとして、より in vivo に近い環境を作り出

す。 

マトリゲルは温度が上がると急速に重合する。10℃でゲルを形成し始め 22℃以上になる

と急速にゲル化するため、作業環境・時間に注意が必要である。 

標準濃度のマトリゲルは、4℃～10℃で粘性のある透明な液状である。高濃度マトリゲ

ルでは非常に粘性が高く透明性はない。 

また、マウスの腫瘍から抽出するため、ロット間の成分ばらつきがあり、かつその由来

から、再生医療などには使用できないため、排除されていく傾向にある。本研究において

も提案手法の原理を実証するための実験のみに使用した。 

 

5.2.2. iMatrix-511 silk  

従来、ES 細胞や iPS 細胞の培養には、マウス線維芽細胞などのフィーダー細胞やマトリ

ゲルなどの培養基材が用いられてきたが、異種動物由来のものや構成成分が不明な基材を

用いて培養した細胞は、細胞治療や再生医療などに使うことはできない。 

iMatrix-511 は、ヒト多能性幹細胞を長期間培養保持できることが報告されているラミニ

ン-511 の活性部位のみを断片化したものであり、これを使用することにより、フィーダー

フリーの条件下でヒト多能性幹細胞を培養することが可能である。 

iMatrix-511 silk はカイコ繭由来となっている。カイコの糸はシルクには抗菌性を持つ
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様々な機能性タンパク質が含まれている。この性質によりシルクは将来の医療応用が期待

される素材であり、機能性シルク研究が盛んに行われている。例えば、多様な絹繊維や絹

タンパク質を利用したバイオフィルム、ハイドロゲル、縫合糸、培養足場、その他の生体

材料が挙げられる、無菌状態での飼育が他の生物と比較して容易である[120-122]。今後細

胞治療・再生医療に使用するにあたり、動物由来である FBS やその他添加剤は排除してい

く必要があり、現状ではカイコの繭由来の iMatrix-511 silk の使用が最も現実的な選択であ

ると考えられる。 

 

5.2.3. フィブロネクチン: Fibronectin 

フィブロネクチンは高分子量糖タンパク質の一種であり、細胞接着や細胞拡散、細胞移

動、細胞形態の制御、分化、癌化などの脊椎動物における様々な細胞接着プロセスにおい

て重要な役割を担っている。これらの生物学的活性はすべて、フィブロネクチンが細胞や

細胞外物質と相互作用することを意味している。 

フィブロネクチンは、機能的にも構造的にも、これまでに知られている中で最も多用途

なタンパク質の一つであると言われている。  

細胞性フィブロネクチンは、線維芽細胞の ECM である 繊維芽細胞や他の細胞種の ECM

の繊維状成分として存在する。 

血漿 フィブロネクチンは血漿中に高濃度で存在する可溶性分子であり、創傷治癒、止血

に関与していると言われている[116]。 

 

5.2.4. ヴィトロネクチン: Vitronectin 

血中や ECM 内に存在する糖タンパク質で、細胞接着・細胞進展を促す細胞接着分子で

ある。組織形成維持、血液凝固線溶系、免疫補体系、組織修復、癌転移、神経細胞の分化

や突起伸長で重要なはたらきをする。 

ヴィトロネクチンはヘパラン硫酸プロテオグリカンに代表される様々なインテグリンに

結合する。特に移動に関係する細胞でヴィトロネクチンが局所的に合成されるとされてお

り、マトリックスのヴィトロネクチンは細胞の接着や移動を促進する。細胞溶解阻害因子

としては、グリコサミノグリカンと結合し、補体系の膜侵襲複合体に組み込まれる。血液

凝固においては、トロンビン‐アンチトロンビンⅢ複合体と相互作用する。また、ヴィト

ロネクチン受容体のインテグリンにより、血管新生や腫瘍の浸潤で機能するとされ、様々

な腫瘍では増加発現している。したがって、ヴィトロネクチンは接着の基質として機能す

るのみならず、細胞移動に伴うマトリックスの形成にも関与すると考えられる[117, 118]。 
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5.2.5. コラーゲン タイプⅣ: Collagen Ⅳ 

コラーゲンは、培養表面の基質やスポンジやゲルの足場として使用される一般的な ECM

である。また、足場としての利用以外に、培養表面の基質としてもよく使用される ECM

である。 

コラーゲンの重合における自己組織化の性質は、コラーゲン線維の特異的な構造をもた

らす。コラーゲン線維は、細胞質膜上のインテグリンとの豊富な結合部位から構成され、

接着、拡散、移動などの細胞行動の制御に重要な役割を果たし、それによって増殖などの

細胞運命と密接に関係している。脊椎動物の骨や皮を構成するタンパク質で、コラーゲン

にはその性質の違いから複数の型が存在する。その中でコラーゲン タイプⅣは非線維性コ

ラーゲンで、基底膜を構成し網目状の会合体を形成する。優れた細胞接着性を示すことか

ら、培養器材表面へのコートにも使用される[119]。 

 

 

5.3. 播種条件 

HepG2(TKG02058)および MCF7(TKG0479)細胞は、東北大学加齢医学研究所医用細胞

資源センターより提供された。細胞は、10%ウシ胎児血清（FBS; BioWest）、2mM L-アラ

ニル-L-グルタミン溶液（01102-82, Nacalai Tesque）およびペニシリン-ストレプトマイシ

ン 混 合 溶 液 （26252-94, Nacalai Tesque ）を 添加 し た ダ ル ベ ッコ 改 変イ ー グ ル 培地

（DMEM; 5919, Nissi Inc.）（10%FBS/DMEM.）で、37℃、5% CO2、95%air の条件下で

培養した。0.25%トリプシン(35547-64; Nacalai Tesque)と 0.04%EDTA(15105-35; Nacalai 

Tesque)を含むトリプシン-EDTA 溶解バッファー(TE バッファー)を用いて、1：3 の割合

で 3 日ごとに細胞を継代した。 

細胞を 1.0×104 個/cm2 で基板上に均等に播種し、均等に接着させた（Figure 5-1 a）。7

日後、細胞は増殖し、ECM でコートされた部分のみに二次元コロニーを形成した（Figure 

5-1 b）。これらの細胞二次元コロニーを静かにピペッティングすることで剥離し、続いて

スフェロイドが形成されるまで 7 日間懸濁 培養した（Figure 5-1 c）。培養はすべて、5 穴

ディッシュ（NM-CD-5F、Nakamedical）内に設置したフッ素樹脂コートガラス基板上で

行った。 

 

5.4. 二次元コロニーおよびスフェロイドの寸法評価(マイクロスタンプ法) 

HepG2 を用いて、マトリゲルパターンにおけるスフェロイド化の過程を確認した。位相

差顕微鏡で観察し、FLOYD-4K（Wraymer 社製）を用いて写真撮影と寸法計測を行った。

二次元コロニーやスフェロイドは完全な円を形成しないため、ECM パターン同様に円相当



48 

 

径を算出した。細胞播種後（1 日目）、ECM 上にパターンとして残った二次元コロニーの

寸法（7 日目）、スフェロイドのサイズ（10～14 日目）の写真を撮影した。(Figure 5-1) 

直径は各測定面の面積より円相当径を算出した。平均値±標準偏差(%)で表したそれぞ

れ の 二 次 元 コ ロ ニ ー の 寸 法 は 804.99μm±24.6%(N=13) 、 ス フ ェ ロ イ ド 寸 法 は

476.02μm±16.7%(N=68)となった(Table 5-1)。 

 

Figure 5-1: 二次元コロニー/スフェロイドの寸法 a: 播種後 1 日目の均一に接着している細

胞、b: 播種後 7 日目の二次元コロニー、 c: 播種後 10～14 日目のスフェロイド 

 

Table 5-1: 作製した二次元コロニー及びスフェロイドの寸法 

 

 

5.5. 他の細胞種および ECM における挙動 

次に、他の細胞種および ECM においても提案手法によるスフェロイド化の有効性を確

認した(Figure 5-2)。 

HepG2 とマトリゲルの組み合わせ同様に iMatrix、フィブロネクチン、ヴィトロネクチ

ン、コラーゲン タイプⅣにおいても同様にスフェロイド化した。また、別の細胞種の

MCF-７に置いても全ての ECM においてスフェロイド化を確認した。 

AVG SD AVG±SD(%)

Colony 805.0μm 198.1μm 805.0μm±24.6%

Spheroid 476.0μm 79.6μm 476.0μm±16.7%
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Figure 5-2: ECM 毎のスフェロイド作製結果 

 

5.6. 考察 

HepG2 と MCF-７の 2 種の細胞株において複数の ECM を用いて提案手法の有効性を確

認した。フッ素樹脂コート基板と ECM のパターンを組み合わせた提案手法では細胞株・

ECM を問わずスフェロイド化が可能である。 

スフェロイドの寸法制御については、マイクロスタンプ天面寸法までの工学的な部分で

は非常に小さなばらつきに抑えられているが、ECM の転写において手技によるばらつきが

大きくなり、さらに二次元コロニー形成時にはさらにばらつきが大きくなった。スフェロ

イド形成時にはばらつきが小さくなったが、これは二次元から三次元形状へと丸まった影

響だと考えられる(Figure 5-3)。 

また、パターン上に単層で培養されたと仮定すると、φ800μm 径のパターンからは、そ

の体積からスフェロイドの径は約 100～200μm になると想定していた。実際には平均
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476μm と大きくなっている。今回使用した HepG2 は癌細胞由来のため、通常の平面培養

においてもコンフルエントに近づくと上へと三次元的に増える性質がある。今回はスフェ

ロイド化に 10～14 日と長い時間をかけたため、パターン上でコンフルエントになり高さ方

向にも増殖したため、想定より細胞数が多くなったと考えられる。 

 

 

Figure 5-3: 各工程における寸法の遷移 

 

フッ素樹脂は C-F 結合が非常に強いため、不活性を有する。そのため、生体内で使用す

る材料としては安全で無害である。その高い不活性は生体内での接着性の低さなどの利点

をもたらすが、一方で生体内での接着が阻害されることは生体材料としては問題である。

このフッ素樹脂の性質より ECM は、強い化学結合を形成しないと予想される。それにもかか

わらず、細胞はフッ素樹脂上に転写された ECM に接着することができた。フッ素樹脂上への

接着メカニズムについては疎水性相互作用[123]やフッ素樹脂の表面電荷[124]が報告されてい

る。しかし我々は、ECM の種類に関係なく、時間の経過とともに細胞が剥がれ落ちるような弱

い接着力を示すことを確認した。このような挙動は共有結合やイオン結合などの強固な結合で

は実現できないことから、ファンデルワールス力の弱い力が ECM を基板表面に留める力とし

て作用していると考えている。ECM ドットの形成中、培養液中に浮遊していた ECM は重力に

より沈降し基板表面に集まる。その結果、タンパク質分子とフッ素樹脂表面の距離はゼロに近

づき、その後タンパク質分子はファンデルワールス力を介してフッ素樹脂表面に接着する。フ

ァンデルワールス力は非常に弱い接着ではあるが、面積が増すことにより面方向の引張応力は

強くなる。一方接着面に対して平行方向のせん断応力に対してや、部分的に力のかかる剥離応

力に対しては弱い。そのため、細胞が増殖して形成した二次元コロニーは弱い力で端から剥離

し始め、ECM ごとフッ素樹脂表面から容易に剥離したと考える。このファンデルワールス力
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の応力の方向に対する接着力の差についてはヤモリの足の吸着機構としても知られている。

ヤモリの足は面方向に均一な力に対してはガラスなどの平滑面であっても強固に吸着して

いるのに対して、面に対して剥くような動きで足を容易に剥がし歩行を可能とするヤモリ

の足の表面と同様の作用である[125]。 

本研究では足場形状の影響を排除するために平面の基板を用いたが、この形状も適度な接着

と剥離性を実現するための重要な要素と考えられる。スフェロイド作製用のプレートには、剥

離性を向上するためにマイクロパターンを用いたものがあるが、マイクロパターンの接着面積

ではファンデルワールス力の弱い接着力では十分な足場への接着ができない可能性がある[126]。

逆に接着を強めるためにアンカー効果を意図した大きな凹凸を形成した場合には接着力が向上

し過ぎるため剥離できない[127]。したがって、基板表面が平滑であることも重要な要素である。 

フッ素樹脂の化学的な性質という面では、今回使用した CYTOP™の分子構造は 5 員環

を有し、その表面原子に酸素があることから電気的な極性の影響も考えられた。しかし、

フッ素樹脂材料選定において CYTOP™同様に分子構造中に酸素を有するが、表面原子と

してはフッ素原子のみとなるパーフルオロポリマーの一種である PFA(Perfluoroalkoxy 

alkane)や、逆に ETFE(Ethylene Tetra Fluoro Ethylen)(Figure 5-4)のように分子構造中に水

素を含み、表面原子として水素が露出するような材料であっても同様に細胞の剥離が可能

であった。したがって、提案手法は使用した CYTOP™特有の性質に依存するものではな

く、フッ素樹脂全般的に適用出来ると推定され、ECM の接着はフッ素樹脂全般的に有する

化学的に安定な性質においても働くファンデルワールス力によるものと判断した。 

 

Figure 5-4: PFA および ETFE の分子式 
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Figure 5-5: PFA 上から回収した細胞シート 

 

フッ素樹脂上でのファンデルワールス力による接着の機序を、フッ素樹脂上に接する物

質の状態と分子の動きから考察する。ECM は分子量の大きなタンパク質で、細胞間の接着

に寄与する糊のような働きをする。培養液に溶解する前の状態のマトリゲルでは非常に粘

性が高く膠状であることが確認できる。ECM がこのようにゲル状の状態であることから、

静置することにより培養液中で沈降し、流動性が低いことにより基板表面にてフッ素樹脂

上にファンデルワールス力で接着すると考えられる(Figure 5-6 ｃ)。仮にフッ素樹脂上へ

コートする材料が液体や固体であった場合を想定する。液体の場合では、ゲル状の時とは

異なり分子の動きが大きくなり、ファンデルワールス力による作用が小さくなる(Figure 

5-6 b)。固体においては分子の動きは小さく、ファンデルワールス力による作用は最も強

くなる。しかし、実際には材料表面の凹凸により密に接しないため、ファンデルワールス

力が作用する面積が小さくなり接着力が弱くなる(Figure 5-6 a)。したがって、提案手法で

はゲル状の ECM の様態がファンデルワールス力による適度な接着の重要な要素となった

と考えられる。 

 

Figure 5-6: フッ素樹脂の上に置かれた物質の状態による作用の模式図 

 

次に、細胞が二次元コロニーを形成するまでは接着を継続し、コンフルエントによる自

然剥離または弱いピペッティングにより剥離できる機序を考察する。フッ素樹脂上にコー



53 

 

トされた ECM に細胞が接着し増殖すると、二次元コロニー中央に向かって細胞同士の引

っ張りあう力が働く。この力が ECM とフッ素樹脂間に働くファンデルワールス力を上回

ると、二次元コロニーの端から自然に剝離する。また、細胞同士の張力が小さく自然剥離

しない場合には、弱いピペッティングにより二次元コロニーの端を少し剝離することをき

っかけに、徐々にファンデルワールス力が作用する面積が減少し自然に剝離したと考えら

れる[127]。 

 

Figure 5-7: 推定される二次元コロニーの剥離機序 

 

5.7. 第 5 章まとめ 

当初の目論見では、直径 10μm の細胞が ECM パターン上に単層で密に二次元コロニー

を形成した場合の体積から形成するスフェロイド径を算出し、800μm の ECM パターンで

約 100μm のスフェロイドを形成すると想定していた。しかし、実際にはは平均 476μm と

想定していたスフェロイド径より大きなものとなった。これは二次元コロニー単層で形成

されることを前提条件としていたが、癌細胞由来株化細胞では、コンフルエント状態にな

ると自ら上方に三次元的に成長する性質があることに起因すると考えられる。想定よりス

フェロイド径は大きかったものの、フッ素樹脂と ECM を用いたスフェロイド作製法が可

能であること、および複数の細胞種・複数の ECM の組み合わせで提案手法の有効性が確

認された。二次元コロニーまでは概ねマイクロスタンプ径と同じ寸法で遷移し、想定通り

丸まることによりスフェロイド径が小さくなるという想定した傾向であった。 

したがって、スフェロイド作製手法として機能することが確認された。スフェロイド径

の大きさについては、癌細胞由来ではない iPS 細胞を用いコンフルエントにならないよう

に管理することで、より小さく管理が可能であると考える。 
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6. HepG2 スフェロイドを構成する細胞の生存率 

細胞培養及びスフェロイド化の過程においては、死細胞が発生するのが一般的である。

既存の手法においては、酵素処理により細胞をシャーレから剥離し分散させる処理が必要

で、この際には酵素の影響によりダメージを受け、一定数の細胞は死んでしまう。これら

の細胞がスフェロイドに取り込まれると、後の挙動に影響を与えることも懸念されるため

スフェロイドには死細胞は可能な限り取り込まれないことが望ましい。我々の提案手法で

は、酵素を使用せず弱い水流で剥離し、シート状の細胞二次元コロニーが浮遊状態からス

フェロイド化する。このような機序の手法はこれまでに無く、細胞へのダメージが少ない

と考えており、提案手法の特徴となっている。 

また、スフェロイドの研究においてφ200μm を超えるスフェロイドは内部に栄養と酸素

の供給がうまくいかず内部の細胞が壊死すると言われている。これに対して今回、φ

500μm に近いスフェロイドを作製出来たため、細胞の生存率は今後のスフェロイドを用い

た研究に当たりスフェロイドの品質を示す重要な指標となる。一方、ここで重要なことは、

スフェロイド内の大半の細胞が生存していることである。 

したがって、本章では前章で我々のスフェロイド作製手法で作製した HepG2 及び MCF-

７のスフェロイドにおける生存率を確認した。 

 

6.1. トリパンブルー染色 

トリパンブルーは死細胞の計数に使用される青色の染料である。細胞膜が傷ついていな

い生細胞は染色されないが、死細胞では細胞膜内へと侵入するため選択的に染めることが

可能である[128]。トリパンブルーの染色液自体に細胞に対する毒性があることから、染色

の工程に伴う死細胞の発生も見込まれるため、短い時間で処理および計数を実施すること

に留意がしなければならない。 

 

6.2. HepG2/MCF-7 生存率の評価 

HepG2/MCF-7 それぞれ、スフェロイド内の細胞について、二次元培養のコロニーをコ

ントロールとして生存率の評価を行った。TEバッファーで分散し、単一細胞の懸濁液を得

た。懸濁液中の細胞をトリパンブルー（35535-02、Nacalai tesque）で染色し、血球計算

盤を用いて、全細胞数と死細胞を計数し、生存率を算出した。(Figure 6-1) 

HepG2 は、コントロール : 94.0 ±  6.6%(N=4) に対して、スフェロイド : 82.8 ± 

7.0%(N=5)となった。MCF-７は、コントロール:96.1 ± 2.8 %(N=4)に対して、スフェロ

イド: 87.9 ± 3.6 %(N=5)となった。次に Man-Whitney の U 検定による有意差検定を実施

した。すべての統計解析は、R（The R Foundation for Statistical Computing, Vienna, 
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Austria）および R のグラフィカル・ユーザー・インターフェース(GUI)である EZR（自治

医科大学附属さいたま医療センター、日本）を用いて行った。EZR は、R の GUI であり、

より正確には、生物統計学で頻繁に使用される統計関数を追加するために設計された R 

commander の改良版である[129]。Man-Whitney の U 検定の結果、p 値＜0.05 を統計的に

有意とみなした時に HepG2 では P＝0.111、MCF-7 では P= 0.016 となり、MCF-7 では有

意差ありの判定となった。また、効果量の評価として Cliff‘s ｄを算出した結果、HepG2 で

は d=0.7、MCF-7 では d=１となり、それぞれ大きな効果となった。コントロールに対し

て生存率が低い結果となったが、これは三次元構造をとるスフェロイドを TE バッファー

で分散させる際に、スフェロイド内部まで影響が及びにくい。そのため、二次元平面のコ

ロニーより長時間の分散時間を要する。その結果、特にスフェロイド外側の細胞では TE

バッファーに暴露される時間が長くなり一定数の死細胞が発生することが避けられない。

同様に、トリパンブルー染色液も細胞に対して毒性があることは知られており、染色後時

間経過とともに死細胞は増加する。これらの、処理時間の差による影響で二次元コロニー

に対してスフェロイドでは若干死細胞が増えたものと考えられる。これらの理由により有

意差が生じたものの、スフェロイドを構成する細胞が HepG2/MCF-7 ともに 80％以上壊

死せずに生存していることは、従来法と比較した際に著しく優位な手法と考えられる。 

 

 

Figure 6-1: トリパンブルー染色による生存率の確認結果(Man-Whitney の U 検定(p = 0.0

５)p 値＜0.05 を統計的に有意とみなした。データは平均値±標準偏差で表した。) a: 

HepG2, b: MCF-7 

 

6.3. ハンギングドロップ法(既存の手法)との比較 

次に、既存のスフェロイド作製手法との比較をおこなった。比較対象としては既存のス

フェロイド作製手法の中で特別な器材を必要としないハンギングドロップ法を使用した。

提案手法におけるドットパターンのコロニー（Figure 5-1 b）の平均細胞数を推定し、同等

の細胞数となるように調整したドロップレットでスフェロイドの形成を試みた。培養ディ

ッシュにてコンフルエントになるまで細胞を増殖させ、TEバッファーで細胞を分散させた。
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細胞数を数え、8×103 個/drop をハンギングドロップ法で播種してスフェロイドを調製し

た。 

ハンギングドロップ法で、提案手法と同様の細胞数でスフェロイド化を試みたが、スフ

ェロイドを形成することは無かった。1 日目は徐々に凝集し始めているように見られたが、

7 日目には球状にならず、培養液の気液界面に細胞が沈降し、一部凝集しつつも球体を形

成せずに平面上にまばらに広がる結果となった(Figure 6-2）。通常のハンギングドロップ法

では、100μm 程度のスフェロイドを形成するように細胞数をコントロールするため、今回

のように約 500μm と大きなスフェロイドの形成では細胞が多すぎて凝集できなかったと考

えられる。また、限られたドロップ内の培養液では細胞同士の接着に必要な ECM が少な

いことや、酸素や栄養の不足により細胞が死んでしまうことが影響していると考えられる。 

 

Figure 6-2: ハンギングドロップ法における培養結果 

 

6.4. 考察 

生存率の確認の結果、Man-Whitney の U 検定の結果ではコントロールとスフェロイドの

間で有意差は確認されたものの、HepG2: 82.84 ± 6.99%、MCF-７: 87.89 ± 3.62 %と高

い生存率を確認した。この有意差については、巨大なスフェロイドを形成したことにより、

細胞の分散処理にかかる時間が長くなったことに起因すると考えられ、想定の範囲内であ

った。一般的にはφ200μm を超えるスフェロイドでは内部への酸素・栄養の供給が滞るた

め血管など無しには内部が壊死するため、生存率を有する大きなスフェロイドは形成でき

ないとされていた。しかし、提案手法ではφ500μm 近いスフェロイドサイズにも関わらず
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非常に高い生存率を示した。提案手法では膜状の細胞が巻き込みながらスフェロイドを形

成する。そのため、内部に培養液を取り込み小さな腔や細胞間の隙間を形成しているなど

の栄養や酸素の循環を円滑に行う構造が形成されている可能性があると考える。また、ス

フェロイド化の直前まで平面で培養していることから、培地交換により死細胞が洗い流さ

れていることや、剥離に酵素処理を必要としないため、酵素処理に伴う細胞死もスフェロ

イドに取り込まれないことも生存率を挙げる要因となり得る。 

 

6.5. 第 6 章まとめ 

本章では、癌細胞由来の株化細胞を用いて、提案手法に置けるスフェロイドの生存率を

確認した。大きなスフェロイドであったが高い生存率を示しており、スフェロイド作製手

法として有効であることが示された。血管等を構成せずに単一の細胞を用いて直接 500μm

という大きなスフェロイドを作製する手法で、かつ内部の生存率も高い状態を維持した手

法はこれまで知られていない。したがって、提案手法では既存の手法では得ることのでき

なかった内部への栄養供給経路が形成されたことが示唆される。 

また、癌細胞由来の株化細胞から大きなスフェロイドの作製が可能となったことから、

癌スフェロイドとして病理研究・創薬の用途への利用が期待される。 

 

6.6. 参考文献 
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7. ネガ型樹脂マスクを用いた ECM のパターニング 

前章までに使用していたマイクロスタンプ法では、スタンプ表面への ECM 溶液の付着

量や押印時の押圧、押印時の角度など複数の寸法に影響する要素を人の手技に頼ったもの

となっていた。そのため、滲みや欠け、汚れなど、意図しない転写形状になることもあり、

手技の習熟を必要とした。 

また、スタンプの天面に保持できる ECM 溶液は非常に少量であることから乾燥が起こ

りやすく、ECM を扱ううえで避けなければならない。そのため、コーティング期間はスタ

ンプを載せたままインキュベートが必要であったため、スループットも悪くなっていた。 

フッ素樹脂と ECM の組み合わせによる新しいスフェロイド作製手法の原理の検証とし

ては充分な成果を得ることが出来たが、実際の研究で大量に生産するには再現性やユーザ

ビリティの改善が必要と考えられる。 

これらの欠点を解消するべく、我々はリソグラフィ技術を用いて紫外線硬化樹脂の貫通

孔を有するパターニングマスクを基板上へ形成し、ECM 溶液へ浸漬することで開口部のみ

に ECM ドットをパターニングする樹脂マスク法を開発した。マイクロスタンプ法では基

板に対して狙った位置にコーティングすることを目的としていたが、樹脂マスク法はその

逆に、コーティングしたくない場所をカバーするという発想である(Figure 7-1)。 

本章では、マイクロスタンプ法での検討において課題となった手技によるばらつきとス

ループットの改善のため、新たな手法として樹脂を用いた樹脂マスクを検討する。 

 

Figure 7-1: 樹脂マスクの作製法及びスフェロイド作製方法 
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7.1. ネガ型樹脂マスクの作製方法 

樹脂マスクの作製には半導体加工などに使用される微細加工技術のリソグラフィを使用

する。紫外線硬化樹脂をリソグラフィにより感光し、フッ素樹脂コート基板上に貫通孔を

有する樹脂マスクを直接形成する。これにより、化学的な結合が困難なフッ素樹脂コート

基板上に樹脂マスクが密着し、かつ一度剥離すると再利用が出来ない構成を実現する。 

 

7.1.1. リソグラフィ技術 

リソグラフィとは、感光性のレジストを紫外線(UV)などの高エネルギーの電磁波によっ

て変性させ、所望のパターンを得る方法である。レジストの種類によって、エネルギーを

与えた部分が硬化するネガ型と、エネルギーを与えた部分が可溶性に変化するポジ型とな

る。 

半導体回路の集積度の向上に伴い、リソグラフィの精度も向上し、様々な装置が開発さ

れている。本研究ではフォトマスクを用いたフォトリソグラフィの露光装置を使用する。

この手法はコンタクト露光と呼ばれ、フォトマスクとレジストを密着させて露光する方式

である。転写したい原寸大の回路が描かれたフォトマスクを作製し、フォトマスクを基板

表面のフォトレジストに接触させて平行光を照射し露光する。この方法は、解像度が高く

価格は比較的安いが、大面積への高精度な露光が難しい点や、レジストと密着を繰り返す

ことによるフォトマスクの消耗や汚損・欠損によるマスク再作製のランニングコストがか

かる点が欠点となる(Figure 7-2)。 

 

Figure 7-2: コンタクト露光の模式図 

 

7.1.2. 紫外線硬化樹脂 

紫外線硬化樹脂には 385nm または 405nm の UV 光で硬化する 1209-M-UR-SC(Dymax, 

Torrington, CT, USA)を使用する。この樹脂は医療用シリンジの針を接着固定する用途を

想定して作られた材料で、ISO10993-5(細胞毒性)の規格適合品である。細胞培養基板上へ

の樹脂マスクを形成するにあたり、材料自体の細胞毒性がないことを保証されており、実
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験に影響を与える不用意な化学物質の混入などの心配がない。 

また、物理的な性質については、硬化時の硬度・破断時伸び率・粘性など、加工時や

ECM コーティング後の樹脂マスク剥離におけるユーザビリティを考慮し、総合的な性能を

もとに選定した。 

 

7.1.3. ネガ型樹脂マスクによる ECM のパターニング方法 

フッ素樹脂コート基板に 1209-M-UR-SC を滴下し、フォトマスクで押しつぶすように均

一に広げ露光する。樹脂の露光には i 線マスクアライナーを使用した。直径 300μm、

400μm、600μm のドットを持つフォトマスクを用いて UV 光と影のパターンを形成した

（Figure 7-1a）。露光後現像し、貫通孔を有する樹脂マスクが形成される（Figure 7-1b）。

ECM のパターニングには iMatrix-511 シルク（ニッピ、東京、日本）をダルベッコ改変イ

ーグル培地（DMEM; Nacalai tesque、京都、日本）で希釈したものを用いた。樹脂マスク

基板を、樹脂マスクの開口部が上向きになるようにディッシュに設置し、ECM 溶液を流し

込み、37℃、5% CO2 環境でインキュベートする（Figure 7-1c）。ECM を沈降し、開口部

を上向きにして静止させた基板表面をコーティングする。インキュベーション後、樹脂マ

スクを剥がし、基板をリン酸緩衝生理食塩水(PBS）(-)で洗浄した（Figure 7-1d）。 

 

7.2. ネガ型樹脂マスクの貫通孔寸法精度評価 

樹脂マスク法は貫通孔以外を覆い、ECM 入りの培養液中に静置することにより、沈降し

てきた ECM が基板表面に付着する。樹脂マスクを剥離することにより、樹脂マスク上に

付着した ECM は除去され、貫通孔パターン内にのみ ECM がコートされた状態となる。作

製精度は露光による樹脂の硬化時間と現像時間に依存する。今回使用した 1209-M-UR-SC

は本来接着剤としての用途で使用されるポッティング剤であるため、通常のフォトレジス

トと比較して、硬化反応時間は長い。しかしながら、長時間露光すると、回折や反射の影

響が顕著に表れ始め精度が低下するため、適切な樹脂厚と露光時間が重要である[130]。 

マイクロスタンプ法と同様に二次元コロニー面積を制御し、スフェロイド化する細胞数

を決定づけることは変わらないため、ECM のパターニング精度は重要である。 

樹脂マスクを作製するフォトマスクにはφ300μm、φ400μm、φ600μm の 3 サイズを使

用した。作製した樹脂マスクの精度はマイクロスタンプの場合と同様にレーザー顕微鏡

(OLS-5000: Olympus) 用いて写真撮影および寸法計測を行った。直径は粒子解析の機能を

用いて円相当径を算出した。測定した結果、直径は各測定面の面積より円相当径を算出し

た。平均値±標準偏差(%)で表したそれぞれの寸法はφ300μm: 328.3±1.2%(N=171)、φ

400μm: 429.9±2.2%(N=171)、φ600μm: 634.8±0.6%(N=171)となり、非常に小さなば

らつきとなった。 
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Figure 7-3: 樹脂マスクの三次元観察像 

 

Table 7-1: 樹脂マスク寸法 

 

 

7.3. マイクロスタンプ法と樹脂マスク法の比較 

マイクロスタンプ法/樹脂マスク法それぞれの手法で PBS に Matrigel を希釈した溶液を

コーティングし、ECM のパターン形状を測定する。培養液中の ECM が沈降し基板上にコ

ートされると仮定したときの単位面積当たり ECM 量を揃えるためには、樹脂マスク法で

はマイクロスタンプ法と比較して使用する培養液の量が多くなるため、ECM 溶液濃度が低

くなる。撥水性の基板表面の性質から、樹脂マスクを剥離して穴の位置に綺麗に培養液を

液体のまま変形なく残すことは困難であることから、気中での ECM パターンの光学観察

は困難である。また、湿潤状態での作業となり、作業中の汚損を防ぐことも困難であった。

そのため、溶液を蒸発させることにより Matrigel および PBS 中の塩分等を析出させパター

ンを比較した。(Figure 7-4) 

マイクロスタンプ法では ECM 溶液の付着量や押印時の押圧、押印時の角度などにより、

円形のパターンを形成できていないものや、円の外側へとはみ出して析出が見られた。ま

Hole dia. N AVG SD

φ300μm 171 328.3μm 3.8μm 328.3μm ±1.2%

φ400μm 171 429.9μm 9.6μm 429.9μm ±2.2%

φ600μm 171 634.8μm 3.5μm 634.8μm ±0.6%

AVG±SD(%)
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た、全体的に汚損しているものも見られる。 

これに対して、樹脂マスク法ではこれらの滲みや汚れ、コーティングの欠けもなく、均

一にコーティングの出来ていることが確認できた。 

 

Figure 7-4: Matrigel を PBS に希釈した ECM 溶液転写乾燥パターン(φ600μm)の比較 a: マ

イクロスタンプ法によるパターン、b: 樹脂マスク法によるパターン 

 

7.4. 考察 

マイクロスタンプ法では押印時にスリップしたなど明らかに作業者が認識できる失敗は

除外できるが、作業者が気づかない程度の場合には目視でのパターンの良否判定は困難で

あった。細胞を播種後に想定外の場所に増殖して結果的にパターンずれを生じていたこと

が発覚することもあった。今回、乾燥パターンを用い、かつ背面を光学的な反射を限りな

く抑えることにより、想定以上にマイクロスタンプ法での安定的なパターニングが困難で

あることが確認された。 

それに対して、樹脂マスク法では ECM のパターン外への漏れも見られず、安定的なパ

ターニングが出来ている。この手法では ECM のコーティングも ECM 溶液中に浸漬し、一

晩インキュベートするのみと非常に簡便になっており、乾燥を防ぐと共に工数の削減にも

寄与している。 

樹脂マスク法では、樹脂マスクの開口と同等の ECM ドットパターンが形成される。今

回作製した樹脂マスクでは、フォトマスクに対して樹脂マスクの穴の平均寸法が 5～10％

程度大きい。今回使用したコンタクト方式のフォトリソグラフィは、通常 10μm 程度の膜

厚のレジストを精度よく加工するために用いられる技術である。それに対して、今回の樹

脂マスクは 100μm 程度の樹脂厚であるため、樹脂が厚いことにより光が減衰し、膜の上部

/下部での硬化具合の差が生じることや、光の反射・回折による影響でマスクの下部へ光が

入射し露光されてしまう課題が発生する[131]。ここでは、露光時間を短く設定しているこ

とから、現像時に未硬化部に現像液が入り込み膨潤し、後に収縮することにより穴径が大
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きくなったと推察される。しかしながら、そのばらつきは非常に小さく、かつ再現性も高

いことから、フォトマスクの寸法を調整することで所望のサイズが得られると考えられる

ため実用上問題はない。 

 

7.5. 第 7 章まとめ 

本章では、マイクロスタンプ法の欠点を改善する方法として、新たに紫外線硬化樹脂を

用いた樹脂マスク法を開発し評価を行った。マイクロスタンプ法における滲みや欠けなど

のパターンの精度に影響する不良が、樹脂マスク法では発生せず、非常に簡便に精度の良

い ECM のパターニングが可能となった。また、樹脂マスクは、ECM コーティングにおけ

る培養液中への浸漬では剥離しないが、樹脂マスク除去時にはピンセットで容易に剥離で

きる程度の固着強度となっており、作業性も良好である。したがって、樹脂マスク法の採

用によりスループットが向上し、大量のスフェロイドを得ることが可能となる。 
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8. 幹細胞を用いたスフェロイドの作製 

前章では癌細胞由来の株化細胞を用いて提案手法の原理及び有効性の確認を行った。株

化細胞は癌化している細胞のため、テロメアによる分裂回数の制限を受けない。比較的丈

夫な細胞で増殖も容易であるため、初期の機能性の観察を行うのには適していた。 

本研究の目的として掲げる創薬・再生医療への利用を想定した場合、癌治療を目的とし

た癌スフェロイドとして有効なことは株化細胞を用いて示すことが出来た。しかしながら、

再生医療や癌以外の疾病に対する特定の組織に対する疾患を想定した創薬という観点では、

正常な実質細胞を用いてスフェロイド/オルガノイドを形成する必要がある。そのため、幹

細胞を用いて同様にスフェロイドを効率的に作製可能であることを示す必要がある。 

 

8.1. 幹細胞 

幹細胞とは、自己複製能と分化能を有する細胞とされている。自己複製能は複数回の細

胞分裂を経ても未分化のままの状態が維持された状態で増える能力とされ、それに対して

分化能は体内の組織の細胞へと分化する能力である。 

多能性幹細胞（PS 細胞: pluripotent stems）は、ES 細胞と iPS 細胞の両方を包含する用

語である。ヒト ES 細胞は、発育中の胚の胚盤胞期の内部細胞塊から単離され、1998 年に

James Thomson 博士によって初めて誘導された。 

iPS 細胞は、成人の体細胞を再プログラムするために、1 つ以上の遺伝子を異所性発現さ

せることで作製される。iPS 細胞は ES 細胞と類似または同等とみなすことができ、2007

年に山中伸弥博士によって初めて樹立された[132]。 

PS 細胞の特徴は、適切な微小環境に曝されると無期限に自己増殖し、ほぼすべての細胞

種に分化する能力を持つと言われている。特に iPS 細胞は、患者特異的幹細胞の作製を簡

素化することで、幹細胞研究の分野に革命をもたらした。 

これらの モデル細胞は、疾患病態のメカニズムを解明や創薬や治療標的の同定において

重要な役割を果たす。PS 細胞とその誘導体が応用される可能性のある主な分野は以下のよ

うな多くの応用の可能性がある。 

・再生医療: 病的あるいは損傷した細胞の修復や置換 

・疾患研究: 様々な疾患のモデル化 

・創薬および薬剤開発: 実験的薬剤の効果を試験するための優れたツール 

・発生生物学: 正常な発生を研究するためのシステム 

 

8.2. 播種条件 

iPS 細胞（253G1 および 409B2）は、理研バイオリソース研究センター（理研 BRC、茨
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城県つくば市）から入手した。iPS 細胞は以下の方法で維持した。0.42μL/cm2 の iMatrix

を含む 10%ウシ胎児血清（FBS）（BioWest, Nuaillé, Maine-et-Loire, France）/DMEM 

(Nacalai tesque)を培養皿に入れ、37℃、5% CO2、95%RH 環境で 24 時間培養した。継代

のため、培地を吸引し、PBS(-)で洗浄し、フェノールレッドを含まない TrypLE Select 

(1×)(ThermoFisher scientific, Waltham, MA,USA)と共に 37℃で 3-5 分間インキュベート

した。その後、細胞を 10%FBS/DMEM を加え、1500rpm、室温で 3-5 分間遠心し、上清

を吸引した。その後、10μM の Y27632 (Nacalai tesque)と 100 倍に希釈したペニシリン-ス

トレプトマイシン混合溶液(Nacalai tesque)を含む StemFit(AK02N; Ajinomoto, Tokyo, 

Japan)に細胞を懸濁し、1：3 で播種した。翌日、およびその後 1-2 日ごとに、継代まで培

地を StemFit に交換した。継代は 3-4 日ごとに行った。 

7.1.3 節に示す方法で ECM をパターニングした基板に対し、スフェロイド径の測定には 

1×105/cm2、未分化及び分化能の確認には 5×103/cm2～5×104/cm2 の条件で播種した。

培養数日後に細胞は増殖し、ECM コートした部分のみに二次元コロニーを形成した。穏や

かにピペッティングして二次元コロニーを剥離し、次いでスフェロイド形成まで数日間培

養した。培養はすべて、5 ウェルシャーレ(Naka Medical, Tachikawa, Tokyo, Japan)のフッ

素樹脂コートガラス基板上で行った。 

 

8.3. 二次元コロニーおよびスフェロイドの寸法評価(樹脂マスク法) 

作 製 し た 二 次 元 コ ロ ニ ー お よ び ス フ ェ ロ イ ド の 寸 法 は 、 位 相 差 顕 微 鏡 IX71N-

22FL/PH(Evident, Tokyo, Japan) を用いて観察した後、撮影し測定した。二次元コロニー

とスフェロイドはほぼ円形または球形であったため、その直径は縦と横の直径の平均値と

して定義した。 

形成した二次元コロニーの直径は平均値±標準偏差(%)で表した。それぞれの寸法は、

ド ッ ト 径 の 設 計 値 φ 300μm, φ 400μm, φ 600μm に 対 し 、 そ れ ぞ れ

359.3μm±7.9%(N=155), 449.6μm±12.4%(N=146), 669.6μm±5.9%(N=160)となった。

同様に、スフェロイドの直径は各設計値に対し、それぞれ 261.3μm±9.0% (N=155), 

299.9μm±10.1% (N=145), 330.7μm±14.1%(N=158)となった(Table 8-1)。  

さらに樹脂マスクの合計 171 穴に対し、二次元コロニーの形成率及びスフェロイドの回

収率を確認した。二次元コロニーの形成率はφ300μm: 90.64%、φ400μm: 85.38%、

φ600μm: 93.57%となり、平均: 89.86%であった。スフェロイドの回収率はφ300μm: 

90.64%、φ400μm: 84.80%、φ600μm: 92.40%、平均: 89.28% となり、二次元コロニーの

形成率・スフェロイドの回収率共に約 90％と高い効率を示した(Table 8-2)。 
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Table 8-1: 樹脂マスク法における二次元コロニー/スフェロイド寸法 

 

 

Table 8-2: 樹脂マスク法における二次元コロニー形成率/スフェロイド回収率 

 

 

8.4. 考察 

樹脂マスク法における二次元コロニー/スフェロイドの径を測定した結果、平均値に対し

て二次元コロニー径では最大でも 12.4％と小さなばらつきに抑えられている。これらの平

均値がフォトマスクの径に対して約 10％大きくなっている。これは 7.4 項で述べた樹脂マ

スク穴の拡大のほかに、ECM パターンの端まで細胞が増えたことによると考えられる。細

胞のサイズが約 10μm と仮定すると、二次元コロニーの外縁部にて増えた細胞が接着可能

な足場が無い状態となり、ECM パターン上の細胞が支える形で足場に接着せずに保持され

ているとすると、約 20μm 大きくなっていることに納得ができ、許容範囲と言える。 

スフェロイドの径においても同様に、最大 14.1%と小さなばらつきとなった。スフェロ

イドの径は、二次元コロニーの剥離後に収縮し丸まるため二次元コロニー径よりも小さく

なる。そのため、各フォトマスクの径に対してスフェロイド径は差が小さくなることが予

想されており、想定通りの結果となった。スフェロイドの径については、単層の二次元コ

ロニーを剥離し、収縮するとφ600μm の ECM パターンに対し約 90μm のスフェロイドと

なることを想定していた。しかしながら、出来上がったスフェロイドは想定より大きいも

のとなった。これは、二次元コロニー作製時に細胞が密になり部分的に重なり合うことで、

Colony dia. N AVG SD

φ300μm 155 359.3μm 28.4μm 359.3μm ±7.9%

φ400μm 146 449.6μm 55.6μm 449.6μm ±12.4%

φ600μm 160 669.6μm 39.8μm 669.6μm ±5.9%

Spheroid dia. N AVG SD

φ300μm 155 261.3μm 23.5μm 261.3μm ±9.0% 

φ400μm 145 299.9μm 30.2μm 299.9μm ±10.1%

φ600μm 158 330.7μm 46.8μm 330.7μm ±14.1%

AVG±SD(%)

AVG±SD(%)

φ300μm φ400μm φ600μm Average

Colonization rate 90.64% 85.38% 93.57% 89.86%

Spheroid collection rate 90.64% 84.80% 92.40% 89.28%
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想定していた体積よりも大きくなっていることや、二次元コロニー剥離後にも細胞が増殖

しながら丸まっていることを示唆している。細胞の増殖速度は、元の細胞の数に依存する

ことから ECM により増殖できる面積を制限された二次元コロニーの細胞数はある一定の

範囲でコントロールされ、その結果スフェロイド径のばらつきも少なくコントロールされ

たと考えられる(Figure 8-1)。 

作製したスフェロイド径のばらつきを確認したところ、全てのサイズにおいて平均値に

対して±15%以下となっており、既存の手法で示されるばらつきに対して非常に小さな値

で制御できている。フォトマスクの径が小さいほど、スフェロイドを構成する細胞数が少

ないため、ばらつきが小さくなる傾向が見られた(Figure 8-2)。 

また、二次元コロニーの形成率とスフェロイドの回収率がほぼ同等であることから、二

次元コロニーを形成することが出来れば、安定してスフェロイドを形成することが可能で

あることが示された。二次元コロニー形成が不十分でにカウントしなかった穴についても、

播種時に定着した細胞が確率的に少なかったなどの影響で、パターンが埋まる速度が遅か

ったためであり、培養期間を伸ばすことで二次元コロニーを形成し、スフェロイドを回収

することも可能である。 

 

Figure 8-1: 樹脂マスク穴径毎のサイズ遷移(マーカー: 平均値, エラーバー: 標準偏差) 
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Figure 8-2: 樹脂マスク毎の作製したスフェロイドのサイズ分布(a: φ300μm, b: φ400μm, 

c: φ600μm) 

 

8.5. 第 8 章まとめ 

マイクロスタンプ法の手技によるばらつきや作業性などの欠点を解消すべく、紫外線硬

化樹脂を用いた樹脂マスク法を開発した。本手法では、ECM を溶かした溶液中に浸漬した

まま静置することで表面が ECM にコーティングされ、コーティングが不要な部分に対し

て施している樹脂マスクを剥がすことによって ECM パターンを形成する。溶液中に浸漬

することによって、ムラが無くかつ乾燥に対する配慮も必要ない。 

また、ばらつきもマイクロスタンプ法より格段に小さくなった。過去のスフェロイド作

製手法に関する文献[69]にも、これほど精度良くスフェロイドを作製出来ているものは無

く、手法も簡便であり高いスループットが得られた。 
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9. iPS スフェロイドの未分化性/初期胚分化能評価 

iPS 細胞では、分化誘導を行い所望の組織の細胞への分化が研究されている。iPS 細胞は

様々な刺激が分化誘導を引き起こすことは広く知られている。代表的なものとしては、培

養中のコンフルエント状態の過密培養により分化が始まるとされている。創薬・再生医療

への利用を鑑みると、我々の手法において不用意に分化が始まってはならない。また、同

様に意図したタイミングで分化誘導が出来なくてはならない。したがって、我々の手法に

よって、分化能を消失するか否かを確認しなければならない。 

本章では、我々の手法にて iPS 細胞のスフェロイド作製における未分化性の維持の確認、

および初期胚への分化能の維持を確認する。 

9.1. 生存率の評価 

6 章の癌細胞由来株化細胞と同様に iPS 細胞においてもトリパンブルー染色を用いて生

存率を評価する。採取したスフェロイドの生存率は、コントロールの二次元コロニーで

88.13±2.26%(N=5 ）、 ド ッ ト 径 φ 300, φ 400μm, φ 600μm に 対 し 、 そ れ ぞ れ

87.65±1.62%(N=5）, 89.82±1.80%(N=5）, 87.88 ± 2.94%(N=8）となった(Figure 9-1)。 

生存率はスフェロイドのサイズに依存せずに 87.65～92.61％とばらつきも少なく高い値

を示した。Steel.Dwass 検定の結果、p 値＜0.05 を統計的に有意とみなした時にコントロー

ルに対して、φ300μm では P＝0.398、φ400μm では P＝0.989、φ600μm では P＝0.999

となり、有意差は確認できなかった。また同様に、各パターンサイズ間においても、φ

300μm-φ400μm: P＝0.885、φ300μm-φ600μm: P＝0.735、φ400μm-φ600μm: P＝

0.999 と有意な差は確認できなかった。次に、効果量の評価として Cliff‘s ｄを算出した結

果、φ300μm: d＝-0.6、φ400μm: d=-0.12、φ600μm: d=-0.05 となり、φ400μm・φ

600μm では非常に効果が小さく、有意な差は認められないと言える。また、φ300μm に

おいては効果量が他の条件より大きい値となった。 
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Figure 9-1: トリパンブルー染色による樹脂マスク法にパターンサイズ毎の生存率の確認結

果(Steel.Dwass 検定(p = 0.0５)p 値＜0.05 を統計的に有意とみなした。データは平均値±

標準偏差で表した。) 

9.2. 蛍光免疫染色 

蛍光免疫染色は、抗体と蛍光標識物質を用いて細胞内のタンパク質や細胞内部の構造を

可視化するための手法で、現代の生物学および医学において広く用いられている技術の一

つである。タンパク質、核酸、受容体、内分泌ホルモン、成長因子、神経伝達物質、イン

ビボ薬物および感染源など様々な生体分子の検出に広く用いられる。この手法では、細胞

に対して特異的な抗体を用いて、タンパク質などの標的分子の特定を行う。この抗体に対

して蛍光標識物質を結合させ、細胞内で標的分子が存在する場所に特定波長に光に対して

蛍光が発生するようマーキングする。蛍光顕微鏡などを用いて、蛍光が発生した場所を可

視化することにより、細胞内に局在するタンパク質や細胞内部の構造を観察する。本研究

では、細胞の局在を示すために DAPI による核染色と、未分化性のマーカーとして 6 種

(Oct3/4, SOX2, SSEA4, TRA-1-60, TRA-1-81, NANOG)、初期分化能マーカーとして三胚

葉それぞれに 2 種類(外胚葉: OTX2, β-TUBULIN, 中胚葉: PAX2, cTNT, 内胚葉: SOX17, 

FOXA2)の蛍光免疫染色を行った。 
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9.2.1. DAPI 

DAPI は 4', 6-diamidino-2-phenylindole で、分子式は C16 H15 N5 の蛍光色素で主に核

染色に用いられる。DAPI は、細胞膜を透過し核内の二本鎖 DNA におけるアデニン－チミ

ン塩基対に結合して標識の役割を果たすことができることから、細胞中の DNA を可視化

することができる。二本鎖 DNA に結合した DAPI は紫外光（UV）によって励起する[133]。 

本研究では細胞の位置確認に青色の蛍光を示す DAPI-Fluoromount-G (0100-20, SBA, 

AL, USA)核を標識し使用した。 

 

9.2.2. Oct3/4 

Oct4(octamer-binding transcription factor 4)は Oct3 または Oct3/4 と呼称されることも

あり、未分化細胞マーカーとして使用される。POU 転写因子(ホメオドメインタンパク質

スーパーファミリーのうち、POU ドメインと呼ばれる転写因子ファミリータンパク質の総

称) の Oct-3/4 は、多能性および生殖細胞における制御因子の候補であり哺乳類胚におけ

る多能性始原細胞集団の初期形成に必須となっている。ヒト胚性幹（ES）細胞においては

Oct-3/4 の正確なレベルが分化を支配しており、発現が 2 倍以下に増加すると原始内胚葉

と中胚葉に分化し、対照的に Oct-3/4 の抑制は多能性の喪失と外胚葉への脱分化を誘導す

ることが報告されている[134]。このように、Oct-3/4 幹細胞の未分化性を維持するために

は、Oct-3/4 量が重要な要素となっている。 

本研究では Oct3/4 の発現確認に緑色の蛍光を示す Alexa Fluor 488 でマウスモノクロー

ナル抗体 OCT3/4（1 : 500; sc-5279, Santa Cruz, CA, USA）を標識し使用した。 

 

9.2.3. SOX2 

SOX2（SRY (sex determining region Y)-box 2）は、SRY-related HMG-box（SOX）ファ

ミリーに属する転写因子の一種で未分化状態の ES 細胞の自己複製維持における必須転写

因子である。神経幹細胞のマーカーとして、細胞が自己複製能および多能性を有している

かを同定する際に有用である[135, 136]。SOX2 はマウスおよびヒト線維芽細胞を多能性状

態にリプログラミングするために用いられる重要な転写因子の一つであるため、発生過程

で未分化状態の多能性幹細胞および生殖細胞で発現する。したがって、SOX2 抗体を用い

ることにより ES 細胞および iPS 細胞の多能性（pluripotency）状態を検証することが可能

となる。 

本研究では SOX2 の発現確認に緑色の蛍光を示す Alexa Fluor 488 でマウスモノクローナ

ル抗体 SOX2（1 : 100; sc- 365823, Santa Cruz）を標識し使用した。 
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9.2.4. SSEA4 

SSEA4(Stage-specific embryonic antigen 4)は、胚発生初期および多能性幹細胞に発現す

る糖タンパク質で、ヒト胚性癌(EC)細胞、胚性生殖細胞(EG)細胞・ES 細胞の細胞表面に

発現するため、未分化性のマーカーとして使用される。このターゲットに対するモノクロ

ーナル抗体は、多能性幹細胞の特性解析に広く用いられている[137, 138] 。 

本研究では SSEA4 の発現確認に緑色の蛍光を示す Alexa Fluor 488 でマウスモノクロー

ナル抗体 SSEA4（1 : 1000; 4755, CST, USA）を標識し使用した。 

 

9.2.5. TRA-1-60 

TRA-1-60 は細胞分化に関与する細胞表面タンパク質である。細胞表面抗原は、胚発生

と発癌の両方における発生制御細胞の機能と発現を特徴付けるため指標である。TRA-1-

60 エピトープは ES 細胞や始原生殖細胞にも見られ、TRA-1-60 は生殖細胞腫瘍患者の血

清マーカーとして機能する細胞表面のシアリル化されたケラタン硫酸プロテオグリカンに

よって運ばれる糖鎖である[138, 139] 。 

本研究では TRA-1-60 の発現確認に緑色の蛍光を示す Alexa Fluor 488 でマウスモノクロ

ーナル抗体 TRA-1-60（1 : 1000; 4746, CST）を標識し使用した。 

 

9.2.6. TRA-1-81 

TRA-1-81 抗体は、EC 細胞・EG 細胞・ES 細胞、iPS 幹細胞の表面に存在する高分子量

炭水化物エピトープと反応する。他の幹細胞特異的マーカーと同様に、TRA-1-81 抗体が

認識するエピトープは細胞の分化に伴い消失するため、未分化性のマーカーとして利用さ

れる[137, 140] 。 

本研究では TRA-1-81 の発現確認に緑色の蛍光を示す Alexa Fluor 488 でマウスモノクロ

ーナル抗体 TRA-1-81（1 : 1000; 4745, CST）を標識し使用した。 

 

9.2.7. NANOG 

NANOG タンパク質は、未分化細胞の状態を維持するために必要な転写因子の 1 つであ

り、幹細胞の自己複製能を維持するために重要な役割を果たしていることから、NANOG

タンパク質は、発生初期の ES 細胞や、iPS 細胞などの多能性幹細胞における未分化性のマ

ーカーとして利用される。 

本研究では NANOG の発現確認に赤色の蛍光を示す Alexa Fluor 594 でウサギ抗体
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NANOG（1 : 500; 4903, CST）を標識し使用した。 

 

9.2.8. OTX2 

本研究では OTX2 の発現確認に緑色の蛍光を示す Alexa Fluor 488 でヤギポリクローナル

抗体 OTX2（1 : 100; SC031B, R&D systems, MN, USA)を標識し初期外胚葉マーカーとし

て使用した。 

 

9.2.9. β-TUBULIN 

本研究では β-TUBULIN の発現確認に赤色の蛍光を示す Alexa Fluor 594 でウサギモノ

クローナル抗体 β-TUBULIN（1 : 100; 80713-1-RR, Proteintech, IL, USA）を標識し初期

外胚葉マーカーとして使用した。 

 

9.2.10. PAX2 

本研究では PAX2 の発現確認に緑色の蛍光を示す Alexa Fluor 488 でマウスモノクローナ

ル抗体 PAX2（1 : 100; MBS4380650, MyBioSourse, CA, USA）を標識し初期中胚葉マーカ

ーとして使用した。 

 

9.2.11. cTNT 

本研究では cTNT の発現確認に赤色の蛍光を示す Alexa Fluor 594 でウサギポリクローナ

ル抗体心筋トロポニン T（1 : 100; 15513-1-AP, Proteintech）を標識し初期中胚葉マーカー

として使用した。 

 

9.2.12. SOX17 

本研究では SOX17 の発現確認に緑色の蛍光を示す Alexa Fluor 488 でマウスモノクロー

ナル抗体 SOX17（1:100; TA500044, Origene, MD, USA）を標識し初期内胚葉マーカーと

して使用した。 

 

9.2.13. FOXA2 

本研究では FOXA2 の発現確認に赤色の蛍光を示す Alexa Fluor 594 でウサギモノクロー

ナル抗体 FOXA2/HNF3β（1:400; 8186S, CST）を標識し初期内胚葉マーカーとして使用
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した。 

 

9.3. 二次元コロニー内の iPS 細胞の未分化性の評価方法 

iPS 細胞では、様々な刺激が分化誘導が誘発されるトリガーとなり得る。したがって、

スフェロイドの作製の工程によって分化誘導が誘発されないことを確認する必要がある。

スフェロイド化する直前の二次元コロニーにおいて未分化性を蛍光免疫染色を用いて確認

する。 

細胞はそれぞれ 5×104/cm2 及び 5×103/cm2 で播種・培養し、翌日（1 日目）、および各

ドットが細胞でほぼコンフルエントになるまで増殖した 4 日後と 8 日後に免疫染色に用い

た。基板上で増殖した IPS 細胞を DMEM または RPMI1640 で洗浄し、4％パラホルムア

ルデヒド／PBS（-）を用い室温で 15 分間固定した。次に細胞を 0.3% Triton X-100 

(Nacalai tesque)/PBS(-) (PBT)で室温にて 10 分間透過処理し、続いて 0.1% PBT で室温で

5 分間のセットで 2 回洗浄し、5%スキムミルクを含む 0.1% PBT で室温で 60 分間細胞固

定をおこなった。その後、細胞を 0.1% PBT で室温 5 分間のセットで 3 回洗浄し、0.1% 

PBT に以下の一次抗体を加えて一晩インキュベートした。 

・マウスモノクローナル抗体 OCT3/4（1 : 500; sc-5279, Santa Cruz） 

・マウスモノクローナル抗体 SOX2（1 : 100; sc- 365823, Santa Cruz） 

・マウスモノクローナル抗体 TRA-1-60（1: 1000; 4746, CST） 

・マウスモノクローナル抗体 TRA-1-81（1: 1000; 4745, CST） 

・マウスモノクローナル抗体 SSEA4（1 : 1000; 4755, CST） 

・ウサギ抗体 NANOG（1 : 500; 4903, CST） 

インキュベート後、細胞を PBS(-)で 3 回洗浄し Alexa Fluor 488 または 594 標識をおこ

なう。その後、ロバまたはウサギ抗体マウス IgG 抗体（1 : 1000; Life Technologies, Tokyo, 

Japan ） と 室 温 で 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 VECTASHIELD （ H-100, Vector 

Laboratories, CA, USA）を数滴滴下した後、蛍光仕様に改造した正立顕微鏡（BX43, 

Evident）、専用カメラ（DP-74, Evident）、cellSens standard imaging software（Evident）

を用いて画像を取得した。 

 

9.4. iPS 細胞の未分化性の評価結果 

翌日（1 日目）とほぼコンフルエントになった 4 日目に、免疫染色を行った。未分化性

は細胞核を染色した DAPI の青色の蛍光と重なるように細胞骨格上の未分化性マーカーと

なるタンパク質である OCT3/4、SOX2、NONOG、SSEA4、TRA-1-60、TRA-1-81 の局

在を示す緑色及び赤色の蛍光で確認する。細胞が存在する場所は細胞核を染色した青色蛍

光によって確認できる。各未分化性マーカーの染色と同時に DAPI 染色をおこなうことに
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より、未分化性が維持されている場合にはこの青色の蛍光と重なるように細胞骨格上の各

未分化性マーカーに結合した各抗体の蛍光が示される。1 日目と 4 日目の結果では青色の

蛍光に重なるように、緑色または赤色の蛍光が全面にわたり均等に確認できたことから、

未分化性が維持されていることが確認された。一方、8 日目の結果では、5×103/cm2 で播

種し、8 日目にコンフルエントを超えるの状態まで培養し、免疫染色を行った。DAPI 染色

し青色の蛍光を示す細胞が存在する範囲に対して、それぞれの未分化マーカーの蛍光が点

在している状態で、青色の蛍光のみの領域が多く存在し、全てのタンパク質の局在は 4 日

目よりも低下していた(Figure 9-2)。 

一般的に iPS 細胞がコンフルエント状態に晒されたときに、そのストレスによって分化

が誘導されると言われている。8 日目の結果はオーバーコンフルエント状態がストレスと

なり、分化が誘導されたことを示していると考えられる。したがって、通常の培養時と同

様の管理ではあるが、二次元コロニー形成時においてもオーバーコンフルエント状態にし

ない管理が必要となり、注意を要する。 

 

Figure 9-2: 蛍光免疫染色による未分化性評価結果 

 

9.5. 初期胚(三胚葉)の分化能の評価方法 

ECM 上でコンフルエントになった iPS 細胞二次元コロニーを、初期内胚葉、中胚葉、外

胚葉に分化させた。初期内胚葉への分化は、2mM L-アラニル-グルタミン(Nacalai 

Tesque)、インスリンなしの 1×B27 サプリメント(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA)、100ng/μL 組み換えアクチビン A(AproScience, Japan)、3μM CHIR99021 (Nacalai 

Tesque)、100nM Wortmannin（Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI, USA）で 2 日間培

養した。その後、上記の培地から Wortmannin をさらに 2 日間除いた。初期中胚葉への分

化のために、2mM L-アラニル-グルタミンと 1×NS サプリメントからインスリン

(Thermo)を除いた RPMI1640 培地に、10ng/μL の組換えアクチビン A と 30ng/μL の組換

えヒト BMP4 を添加し、3μM の CHIR99021 と 100nM の Wortmannin を加えて 3 日間培
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養した。 

細胞はそれぞれ 5×104/cm2 で播種・培養し、各ドットが細胞でほぼコンフルエントにな

るまで増殖した 4～5 日後に免疫染色を行った。基板上で増殖した iPS 細胞を DMEM また

は RPMI1640 で洗浄し、4％パラホルムアルデヒド／PBS（-）により室温 15 分間固定し

た。次に細胞を 0.3% PBT で 10 分間室温にて透過処理し、続いて 0.1% PBT で室温で 5 分

間のサイクルで 2 回洗浄し、5%スキムミルクを含む 0.1% PBT で室温で 60 分間ブロッキ

ングした。その後、細胞を 0.1% PBT で室温で 5 分間のサイクルで 3 回洗浄し、0.1% PBT

に以下の一次抗体を加えて一晩インキュベートした。 

次に初期胚三胚葉の分化能を確認するため、それぞれに固有のタンパク質マーカーで蛍

光免疫染色をおこなう。 初期内胚葉マーカーとしてはウサギモノクローナル抗体

FOXA2/HNF3β (1 : 400; 8186S, CST) およびマウスモノクローナル抗体 SOX17（1 : 100; 

TA500044, Origene)を使用した。初期中胚葉マーカーとしてはウサギポリクローナル抗体

心筋トロポニン T（1 : 100; 15513-1-AP, Proteintech)およびマウスモノクローナル抗体

PAX2 (1 : 100; MBS4380650, MyBioSourse)を使用した。初期外胚葉マーカーとしては、ヤ

ギポリクローナル抗体 OTX2 (1 : 100; SC031B, R&D systems)およびウサギモノクローナル

抗体β Tubulin（1 : 100; 80713-1-RR, Proteintech)を使用した。 

インキュベート後、細胞を PBS(-)で 3 回洗浄し Alexa Fluor 488 または 594 標識する。

その後、ロバまたはウサギ抗体マウス IgG 抗体（1 : 1000; Life Technolo-gies, Tokyo, Japan）

と室温で 1 時間インキュベートした。VECTASHIELD（H-100, Vector Laboratories, CA, 

USA）を数滴滴下した後、蛍光仕様に改造した正立顕微鏡（BX43, Evident）、専用カメラ

（DP-74, Evident）、cellSens standard imaging software（Evident）を用いて画像を取得し

た。 

 

9.6. 初期胚(三胚葉)の分化能の評価結果 

未分化性の評価時と同様に、細胞が存在する場所は細胞核を DAPI 染色した青色の蛍光

で示され、三胚葉各 2 種類の分化能マーカーはそれぞれ緑色と赤色に染色した。分化能を

有する場合には、青色の蛍光に重なるように緑色及び赤色の蛍光が確認できる。 

観察の結果、外胚葉では青・緑・赤の光が強く発光し混ざりあうことにより白っぽく見

えていることから、全体的に分化能マーカーが発現していることが確認できる。 

中胚葉・内胚葉については、DAPI 染色した青色の発光の密度が薄く、弱い光となって

いる。これは、分化誘導をする際に添加した試薬によるセレクションの影響によって、中

胚葉・内胚葉に分化しにくい細胞がアポトーシスを起こすため細胞数が減少したことによ

る。しかしながら、分化能マーカーを確認したところ外胚葉ほど強くはないが、中胚葉・

内胚葉ともに細胞が局在する位置に重なるように緑色・赤色の蛍光が確認できることから、

三胚葉全てにおいて分化能を有していることが確認された。 
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Figure 9-3: 蛍光免疫染色による三胚葉分化能確認結果 

9.7. 考察 

全てのサイズの ECM ドットにおいて、生存率はコントロールに対して有意差はみとめ

られなかった。このことから、iPS 細胞においても癌細胞由来株化細胞同様に、基板の剥

離機序による生存率低下は発生しなかった。 

次に、未分化性の維持については、1 日目、4 日目については未分化性の維持を確認でき

たが、8 日目になると未分化性を示すマーカーの蛍光が減り、分化していることが分かる。

これは、iPS 細胞を増やす通常の細胞培養プロセスでも発生する現象で、オーバーコンフ

ルエント状態になるとそのストレスが原因で分化誘導が促されるというものである。その

ため、長い培養期間を経た 8 日目に未分化性を維持できなくなったことは妥当であると考

えられる。この結果より、本提案法においても iPS 細胞を扱う際には、二次元コロニー形

成時にオーバーコンフルエントにならないように管理することが重要であることが確認さ

れた。 

最後に三胚葉への分化能の確認を行った。外胚葉の結果では、ECM ドットのパターン上

に均一に細胞の存在を示す青色の蛍光があり、さらに、2 種の抗体の蛍光が重なることで

白色の強い発光が得られたことから、外胚葉への分化能が確認された。これに対して中胚

葉・内胚葉の細胞の存在を示す青色の蛍光および各胚葉のマーカーを示す赤色・緑色の蛍

光が、想定されるコロニーの面積に対してまばらに分布している。これは、分化誘導のプ

ロトコルで添加した試薬によるセレクションの影響と考えられる。中胚葉/内胚葉への分化

誘導では、アクチビン A を適量添加することにより、中胚葉/内胚葉それぞれへの分化に適

さない細胞がアポトーシスを起こし排除される。その結果、二次元コロニー内の細胞はセ

レクションの影響によりまばらな状態となるが、残った細胞には分化能を示すマーカーの

蛍光を確認できたことから、三胚葉への分化能を有することが確認できた。 
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また、提案手法では、この分化誘導をおこなったときにも接着状態を維持していること

から、初期分化誘導後にセレクションで減った細胞を増殖する工程を挟むことも可能と考

えられるため、今後さらに分化誘導を進める検討が期待される。 

 

9.8. 第 9 章まとめ 

本章では樹脂マスク法における生存率・未分化性の維持・分化能の維持についての確認

を行った。生存率の確認では、二次元コロニーとφ300μm, φ400μm, φ600μm それぞれの

スフェロイドに対して有意差が認められず、同等の生存率であることが示された。未分化

性の評価では、細胞間が込み合わない播種後 4 日目までは未分化性を維持していることが

確認された。また、オーバーコンフルエント状態のストレスにより未分化性が維持できな

いことも確認した。これは通常の iPS 細胞を増殖する通常培養プロトコルにおける注意事

項とも合致する。最後に分化能の評価では、セレクションの工程が無い外胚葉においては

良好な蛍光を示した。中胚葉/内胚葉においてはセレクションの影響により細胞が減った影

響により散逸的な像となったが、細胞が局在する場所では分化能マーカーの蛍光が確認で

き、分化能があることが示された。 

全ての項目において良好な結果が得られたことから、提案手法は iPS 細胞の研究におけ

る分化誘導に対して悪影響を及ぼすことなくスフェロイド化ができることが確認できた。 

また、分化能の確認ではセレクションにより細胞のアポトーシスは、同一のプロトコル

を用いて分化誘導を行う場合には同様の事象が発生する。したがって、接着性細胞が増殖

することが可能な足場への接着状態で分化誘導をおこなうことができる我々の提案手法の

新たなメリットが示された。 
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10. 結論 

創薬・再生医療を目的としてフッ素樹脂と ECM を組み合わせることにより、弱い水流

で細胞二次元コロニーが剥離し、スフェロイド化する機能性足場を開発した。複数種の

ECM と複数の癌細胞由来株化細胞の組み合わせで本手法の有効性を示し、かつ巨大な癌ス

フェロイドが作製可能であることを示した。iPS 細胞を用いた検討では、高い生存率と、

未分化性の維持、および初期胚分化能を保持していることを示し、オルガノイドへと繋が

るスフェロイドの作製手法としての有効性を示した。 

 

10.1. まとめ 

第 1 章では、医薬品や医療機器の開発において、最終段階での動物実験による生体安全

性の評価や機能性の評価が必須であるにもかかわらず、各国で動物実験が禁止されるパラ

ダイムシフトが発生している背景を述べた。また、このような状況における動物実験の代

替手段として、培養細胞を用いた評価が期待されているが、二次元の平面培養では目的と

した組織の機能性を示さないため、in-vitro 環境において生体内同様の評価ができるよう、

生体を模倣した三次元構造を有するオルガノイドが必要とされる実情を説明した。これを

実現するためには、品質の管理されたオルガノイドを大量に生産する技術が必要であり、

まずその前段階であるスフェロイドを簡便かつ大量に作製する手段が求められていること

を説いた。これに対して従来のスフェロイド作製手法は様々ありながら、いずれも十分な

ものではないため、新たな方法を開発する必要性と本研究の目的を記した。 

第 2 章では既存のスフェロイドの作製手法を分類・分析し、各手法における利点・欠点

を明確化した。分析した結果よりスフェロイド作製手法に求められる要求仕様を定義した。 

第 3 章では過去の検討結果から、フッ素樹脂と ECM の組み合わせによる剥離機序の推

定に至った経緯を説明した。提案手法ではフッ素樹脂の性質と一般的なフッ素樹脂上への

細胞接着アプローチと異なり、表面改質を行わずファンデルワールス力による接着を用い

る。結晶性樹脂である PTFE は細胞培養において、透過観察ができないため、視認性向上

の観点から、非晶質のフッ素樹脂を選択し、その化学的不活性の評価として表面自由エネ

ルギーの低さを示す撥水性を評価した。 

第 4 章では提案手法の原理検証をおこなうために ECM のパターニング方法を検討した。

ECM のパターニングには、PTFE で作製した鋳型を用いて PDMS 製のマイクロスタンプ

を作製し、このスタンプを用いて ECM を転写した。 

第 5 章では HepG2 と MCF-7 の 2 種の癌細胞由来株化細胞と、マトリゲル・フィブロネ

クチン・ヴィトロネクチン・コラーゲン タイプⅣ・iMatrix silk の組み合わせにて提案手法

の原理検証をおこなった。全ての組み合わせにおいてスフェロイドを形成し、癌スフェロ

イドへの活用の可能性を示した。 
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第 6 章では作製したスフェロイドに対して生存率を評価した。通常のスフェロイドでは

φ200μm を超えるスフェロイドでは内部への酸素や栄養の循環が滞り、内部が壊死すると

言われているが、提案手法では平均 450μm と巨大なスフェロイドにおいても 80％を超え

る高い生存率を示した。既存の手法との比較として実施したハンギングドロップ法では、

同様の寸法のスフェロイドを構成する細胞数で実施したが、スフェロイドを形成できなか

ったことから、提案手法の有効性が示された。 

第 7 章ではマイクロスタンプ法の欠点であった手技によるばらつきと煩雑さを改善する

ため、リソグラフィ技術を用いて基板上に直接紫外線硬化樹脂のマスクを形成する方法を

開発した。マイクロスタンプ法では、スタンプ先端への ECM 溶液の付着量や押圧のコン

トロールに手技のばらつきが生じていた。そのため、ECM の転写パターンに滲みや欠け・

汚れが発生し、寸法精度を悪化していた。また、ECM 溶液が少ないため、乾燥の影響もあ

った。樹脂マスク法では、ECM をコーティングする場所にのみ開口を有し、他の部分は樹

脂マスクによって覆われている。そのため、ECM 溶液中に浸漬しインキュベーションする

のみで開口部の基板上に ECM がコーティングされる。手技によるばらつきも発生せず、

基板を設置して ECM 溶液を満たすのみのため、パターニングの精度を向上しつつ工数も

大幅に削減した。 

第 8 章では樹脂マスク法を用いて、φ300μm, φ400μm, φ600μm のフォトマスクのパタ

ーンサイズにて iPS 細胞のスフェロイドを作製し、その寸法精度を評価した。作製された

スフェロイドは、φ300μm のパターンにおいて平均値±標準偏差で 261.3μm±9%と小さ

く 制 御 で き て お り 、 最 も ば ら つ き の 大 き か っ た φ 600μm の パ タ ー ン に お い て も

330.7μm±14.1%となり、樹脂マスク法における優れたスフェロイド寸法制御性能が示さ

れた。 

第 9 章では生存率・未分化性の維持および初期胚分化能の評価をおこなった。生存率は、

いずれのパターンサイズにおいても平面培養のコントロールと比較して同等となっており、

スフェロイド化の工程において細胞に対してダメージが無いことが示された。また、

Oct3/4, SOX2, SSEA4, TRA-1-60, TRA-1-81, NANOG の 6 種の未分化性マーカーにおい

て未分化性を維持していることが確認された。初期胚分化能の確認では、誘導過程のセレ

クションにより内胚葉・中胚葉においてはアポトーシスが起こり、細胞の数が減少し蛍光

が弱かったが、三胚葉全てにおいて分化能を維持していることが示された。 

我々の提案する手法では、フッ素樹脂足場上に ECM ドットパターンを形成し、EＣＭ上

で増殖した二次元コロニーを弱い水流で剥離しスフェロイド化する。この新しい方法では、

化学的（酵素）処理や物理的刺激を与えることなくスフェロイド化が可能であることや、

平面培養の状態で分化誘導をかけることができること、また特別な加工なく巨大なスフェ

ロイドの内部まで高い生存率を保つなど、既存の手法にはない特徴を有する。この特徴は

オルガノイド作製の前段階のスフェロイドとして非常に有用である。また、この提案手法

では、我々の基板を用いて通常の細胞培養を行うだけで容易にスフェロイドを得ることが
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でき、比較的簡便かつ低コストな技術として期待され、スフェロイド/オルガノイド研究へ

の新規参入の障壁を下げ、スフェロイド/オルガノイドを用いた創薬や再生医療研究の活発

化にも貢献できると考える。今後は、さらなる分化誘導を評価し、サイズ制御可能な iPS

細胞からスフェロイド/オルガノイドを作製する方法を確立する。 

 

10.2. 今後の研究課題・展望 

本研究では、初期胚までの分化能を確認したが、今後はさらにオルガノイドへと繋げる

ことが重要と考える。また、通常 200μm を超えるスフェロイドは内部が壊死すると言われ

ている中で、我々の手法では癌細胞由来の株化細胞で約 450μm、iPS 細胞で約 330μm と

大きいスフェロイドにおいて高い生存率を確認している。この高い生存率の機序を解き明

かすことにより、さらに我々の手法の優位性が確立できると考える。 
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学会発表 

1. 2007 年 3 月 27－30 日 

ハイドロキシアパタイトとジメチルポリシロキサンを用いた選択的細胞培養足場の作

製 

第 54 回応用物理学関連連合講演会 

楠正暢 1,3,4, 東郷秀孝 1, 川畑君代 1, 橋本典也 2, 西川博昭 1,3,4, 本津茂樹 1,3,4 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 わかやま産業振興財団、4JST-CREST 

 

2. 2007 年 9 月 21－22 日 

ハイドロキシアパタイトを用いた神経細胞のパターニング技術の検討 

生体医工学シンポジウム 2007 

東郷秀孝 1,3, 楠正暢 1,3,4, 橋本典也 2,3, 西川博昭 1,3,4, 本津茂樹 1,3,4 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 わかやま産業振興財団、4JST-CREST 

 

3. 2007 年 9 月 21－22 日 

細胞の三次元的成長を目的としたハイドロキシアパタイトマイクロウェルの作製 

生体医工学シンポジウム 2007 

和田拓士 1,3, 東郷秀孝 1,3, 楠正暢 1,3,4, 橋本典也 2,3, 西川博昭 1,3,4, 本津茂樹 1,3,4 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 わかやま産業振興財団、4JST-CREST 

 

4. 2007 年 11 月 18 日 

ハイドロキシアパタイトを用いた神経細胞回路形成技術の検討 

平成 19 年度電気関係学会関西支部連合大会 

東郷秀孝 1,3, 楠正暢 1,3,4, 橋本典也 2,3, 西川博昭 1,3,4, 本津茂樹 1,3,4 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 わかやま産業振興財団、4JST-CREST 
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5. 2007 年 11 月 18 日 

人工歯根表面の細胞挙動シミュレーションを目的としたフォトリソグラフィーによる

アパタイトマイクロウェルの作製 

平成 19 年度電気関係学会関西支部連合大会 

和田拓士 1,3, 東郷秀孝 1,3, 楠正暢 1,3,4, 橋本典也 2,3, 西川博昭 1,3,4, 本津茂樹 1,3,4 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 わかやま産業振興財団、4JST-CREST 

 

6. 2007 年 11 月 26―27 日 

アパタイトチューブおよびアパタイトシースステントの開発 

日本バイオマテリアル学会シンポジウム 2007 

本津茂樹 1,3,4, 浅野弘樹 1, 東郷秀孝 1, 橋本典也 2,3, 西川博昭 1,3,4, 楠正暢 1,3,4 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 わかやま産業振興財団、4JST-CREST 

 

 

7. 2007 年 11 月 26―27 日 

GBR 応用のための生体内吸収性アパタイト薄膜/高分子シートの作製とその生体親和

性評価 

日本バイオマテリアル学会シンポジウム 2007 

浅野弘樹 1,3, 東郷秀孝 1,3, 橋本典也 2,4, 西川博昭 1,3,4, 楠正暢 1,3,4, 本津茂樹 1,3,4 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3、JST-CREST、4 わかやま産業振興財

団 

 

8. 2007 年 12 月 17 日 

生体内吸収性アパタイト/有機複合ソフトマテリアルの作製とその生体親和性の評価 

第 20 回日本アパタイト研究会 

東郷秀孝 1, 浅野弘樹 1, 橋本典也 2, 楠正暢 1, 西川博昭 1, 本津茂樹 1 

１近畿大学大学院 生物理工学研究科、2 大阪歯科大学 

 

9. 2007 年 12 月 17 日 

薄膜作製技術を用いた可撓性アパタイトシートの作製と細胞培養足場への応用 

第 20 回日本アパタイト研究会 

浅野弘樹 1, 東郷秀孝 1, 橋本典也 2, 西川博昭 1, 楠正暢 1, 本津茂樹 1 

１近畿大学大学院 生物理工学研究科、2 大阪歯科大学 
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10. 2007 年 12 月 7 日 

GBR 用生体内吸収性アパタイト/有機複合シートの作製と評価 

第 11 回生体関連セラミックス討論会 

東郷秀孝 1,3,浅野弘樹 1,3, 橋本典也 2,4, 西川博昭 1,3,4, 楠正暢 1,3,4, 本津茂樹 1,3,4 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3、JST-CREST、4 わかやま産業振興財

団 

 

11. 2008 年 11 月 8 日 

PTFE を用いた細胞パターン作製技術の検討 

平成 20 年度電気関係学会関西支部連合大会 

東郷秀孝 1,3, 和田拓士 1,3, 楠正暢 1,3, 橋本典也 2,3, 西川博昭 1,3, 本津茂樹 1,3 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 わかやま産業振興財団 

 

12. 2008 年 11 月 8 日 

人工歯根表面の細胞挙動シミュレーションを目的としたフォトリソグラフィーによる

アパタイトマイクロウェルの作製  

平成 20 年度 電気関係学会関西支部連合大会 

和田拓士 1,3, 東郷秀孝 1,3, 楠正暢 1,3,4, 橋本典也 2,3, 西川博昭 1,3,4, 本津茂樹 1,3,4 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 わかやま産業振興財団、4JST-CREST 

 

13. 2008 年 11 月 17－18 日 

PTFE 上への神経回路パターン作製技術の検討 

日本バイオマテリアル学会シンポジウム 2008 

東郷秀孝 1,3, 和田拓士 1,3, 楠正暢 1,3, 橋本典也 2,3, 西川博昭 1,3, 本津茂樹 1,3 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 わかやま産業振興財団 

 

14. 2008 年 11 月 17－18 日 

PTFE 基板上への血管内皮細胞の選択的吸着に関する検討 

日本バイオマテリアル学会シンポジウム 2008 

和田拓士 1,3, 東郷秀孝 1,3, 楠正暢 1,3, 橋本典也 2,3, 西川博昭 1,3, 本津茂樹 1,3 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 わかやま産業振興財団 
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15. 2008 年 11 月 17－18 日 

アパタイトコーティング三次元培養足場の作製と評価 

日本バイオマテリアル学会シンポジウム 2008 

浅野弘樹 1,4, 東郷秀孝 1,4, 濱畑燈 1,4, 吉野和卓,3, 飴谷彰洋,3, 久保気芳徳,3, 橋本典也 2,4, 西

川博昭 1,4,楠正暢 1,4, 本津茂樹 1,4 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 ハイレックスコーポレーション、４わ

かやま産業振興財団 

 

16. 2008 年 11 月 17－18 日 

生体アパタイトシートの作製とその生体親和性評価 

日本バイオマテリアル学会シンポジウム 2008 

谷 中 直 樹 1,3, 東 郷 秀 孝 1,3, 楠 正 暢 1,3, 西 川 博 昭 1,3, 本 津 茂 樹 1,3 

１近畿大学 生物理工学部、2 大阪歯科大学、3 わかやま産業振興財団 

 

17. 2009 年 3 月 5－6 日 

極薄アパタイトシートの軟組織再生足場としての応用 

第 8 回 再生医療学会 

浅野弘樹 1，東郷秀孝 1，橋本典也 2，楠 正暢 1，西川博昭 1，速水 尚 1，本津茂樹 1 

１近畿大学大学院 生物理工学研究科、2 大阪歯科大学 

  

18. 2009 年 11 月 7 日 

PTFE を 用いた選択的細胞吸着パターン作製技術の検討 

平成 21 年電気関係学会関西支部連合大会 

虫邉慶悟 1，東郷秀孝 1，和田拓士 1，楠 正暢 1，橋本典也 2，西川博昭 1，本津茂樹 1 

１近畿大学大学院 生物理工学研究科、2 大阪歯科大学 

 

19. 2021 年 6 年 16 日 

第 60 回日本生体医工学会 

表面性状制御による低刺激スフェロイド作製法 

東郷 秀孝 1, 廣瀬 祐大 1, 寺田 堅斗 2, 武内 大輝 2, 楠 正暢 1 

1 近畿大学大学院 生物理工学研究科, 2 三重大学大学院 医学系研究科 

p.92 
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20. 2021 年 6 年 16 日 

第 60 回日本生体医工学会 

スフェロイド培養足場作製のためのマイクロスタンプ装置の開発 

廣瀬 祐大 1), 東郷 秀孝 1), 中西 龍馬 1), 武内 大輝 2), 中川 秀夫 1), 楠 正暢 1) 

1)近畿大学大学院 生物理工学研究科, 2)三重大学大学院 医学系研究科 

p.92 

 

21. 2021 年 11 月 29 日 

The 43rd Annual Meeting of the Japanese Society for Biomaterials and the 8th Asian 

Biomaterials Congress (43JSB&8ABMC) 

Development of a Simple Spheroid Production Method with less Chemical and Physical 

Damage Using Fluoropolymers 

Hidetaka Togo1, Kento Terada2, Yudai Hirose1, Hideo Nakagawa1, Hiroki Takeuchi2, 

Masanobu Kusunoki1 

1 Graduate school of Biology-Oriented-Science and Technology, Kindai University  

2 Department of Obstetrics and Gynecology, Graduate School of Medicine, Mie 

University 

p.15 

 

22. 2022 年 3 月 18 日 

第 21 回再生医療学会総会 

フッ素樹脂と細胞外マトリクスの組み合わせによる低刺激な新規スフェロイド作製法 

武内 大輝 1, 東郷秀孝 2, 寺田堅斗 1, 廣瀬祐大 2, 楠正暢 2 

1 三重大学大学院 医学系研究科 産科婦人科学 2, 近畿大学大学院 生物理工学研究科 

p76 

 

23. 2022 年 3 月 30 日 

令和 3 年 電気関係学会関西連合大会 

スフェロイド培養足場作製のための細胞外マトリクスドットスタンプ制御装置の開発 

廣瀬 祐大 1), 東郷 秀孝 1), 中川 秀夫 1), 阪口 凱斗 3)，奥野 雄大 1),中西 龍馬 1), 武内 大輝

2), 楠 正暢 1) 

1)近畿大学大学院 生物理工学研究科, 2)三重大学大学院 医学系研究科, 3)近畿大学 生

物理工学部 

p25 
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24. 2022 年 6 月 30 日 

第 61 回日本生体医工学会 

表面性情制御による低刺激プロセスを用いた iPS スフェロイドの作製 

東郷 秀孝 1, 廣瀬 祐大 1, 寺田 堅斗 2, 武内 大輝 2, 楠 正暢 1 

1 近畿大学大学院 生物理工学研究科, 2 三重大学大学院 医学系研究科 

p.61 

 

25. 2022 年 11 月 22 日 

第 44 回日本バイオマテリアル学会 

フッ素樹脂を用いたスフェロイド作製手法における生存率の評価 

東郷秀孝 1、 寺田堅斗 3、 氏次朗 2、 廣瀬祐大 1、武内大輝 3、楠正暢 1 

1 近畿大学大学院 生物理工学研究科 2 近畿大学大学院 生物理工学部 3 三重大学大学院 

医学系研究科 

p.386 

 

26. 2023 年 3 月 24 日 

第 22 回再生医療学会総会 

新規簡易スフェロイド作製法を使用した多能性幹細胞への影響 

武内大輝 1、東郷秀孝 2、寺田堅斗 1、氏次朗 3、廣瀬祐大 2、楠正暢 2, 3 

1 三重大学大学院 医学系研究科 産科婦人科学、2 近畿大学大学院 生物理工学研究科、

3 近畿大学 生物理工学部 

p.16 

 

27. 2023 年 5 月 19 日 

第 62 回日本生体医工学会 

フッ素樹脂を用いた表面性状制御スフェロイド培養足場の複数株 iPS 細胞への適用  

氏次 朗 3）、東郷 秀孝 1）、寺田 堅斗 2）、廣瀨 祐大 1）、武内 大輝 2）、楠 正暢 1,3）  

1）近畿大学大学院 生物理工学部、2）三重大学大学院医学系研究科、3）近畿大学 

生物理工学部  

p.56 
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28. 2023 年 5 月 19 日 

第 62 回日本生体医工学会 

表面性状制御による高効率スフェロイド作製手法における iPS スフェロイド初期胚分

化能の検討  

東郷 秀孝 1）、寺田 堅斗 2）、氏次 朗 3）、廣瀬 祐大 1）、武内 大輝 2）、楠 正暢 1, 3）  

1）近畿大学大学院 生物理工学研究科、2）三重大学大学院 医学系研究科、3）近畿

大学 生物理工学部 

p.56 

  



106 

 

論文 

1. 2009 年 11 月 

Polytetrafluoro-ethylene と poly-D-lysine を用いた神経細胞パターン作製法の検討 

電気学会論文誌 2009；129（11）：2014－2018. 

楠 正暢 1，東郷秀孝 1，和田拓士 1，橋本典也 2，西川博昭 1，本津茂樹 1 

１近畿大学大学院 生物理工学研究科、2 大阪歯科大学 

 

2. 2010 年 3 月  

Micro-patterning technique for capillary blood vessels on Polytetrafluoroethylene 

substrate  

Mem Fac Biol Oriented Sci Technol Kinki Univ 25 25 1 - 5 

KUSUNOKI MASANOBU1; WADA TAKUTO2; KANDA HIROTAKA2; TOGO 

HIDETAKA2; HAYAMI TAKASHI3; HASHIMOTO YOSHIYA4; NISHIKAWA 

HIROAKI1; HONTSU SHIGEKI1 

1.Department of Electronic Systems and Information Engineering, Kinki University, 

2.Graduate School of Biology-Oriented Science and Technology, Kinki University , 

3.Department of Mechanical Engineering and Biomimetics, Kinki University,  

4.OsakaDentalUniversity 

 

3. 2019 年 8 月 

Applied Surface Science 

Orientation control for a-axis or c-axis oriented crystal films of hydroxyapatite, and a 

possible growth mechanism derived from X-ray diffraction 

Masanobu Kusunokia, Yasuhiro Sakoishia, Takayuki Makinoa, Tomoya Tsuneminea, 

Naoki Fujitaa, Yuki Okadaa, Daisuke Okaib, Hidetaka Togoa, Takashi Hayamia 

a Faculty of Biology-Oriented-Science and Technology, Kindai University, Nishimitani 

930, Kinokawa, Wakayama 649-6493, Japan 

b Graduate School of Engineering, University of Hyogo, Himeji, Hyogo 671-2280, Japan 
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4. 2021 年 11 月 8 日 

Applied Sciences  

Development of a Simple Spheroid Production Method Using Fluoropolymers with 

Reduced Chemical and Physical Damage  

Hidetaka Togo1 , Kento Yoshikawa-Terada2, Yudai Hirose1, Hideo Nakagawa1, Hiroki 

Takeuchi2,* and Masanobu Kusunoki1 

1 Graduate School of Biology-Oriented Science and Technology, Kindai University, 930 

Nishimitani, Kinokawa 649-6493, Wakayama, Japan; 2 Department of Obstetrics and 

Gynecology, Mie University Graduate School of Medicine, 2-174 Edobashi, Tsu 514-

8507, Mie, Japan;  

Appl. Sci. 2021, 11(21), 10495; https://doi.org/10.3390/app112110495 - 08 Nov 2021 

Cited by 3 | Viewed by 1644 

 

5. 2023 年 1 月 11 日 

Cells 

Fabrication Scaffold with High Dimensional Control for Spheroids with Undifferentiated 

iPS Cell Properties 

Hidetaka Togo1, Kento Terada2, Akira Ujitsugu3, Yudai Hirose1, Hiroki Takeuchi2, 

andMasanobu Kusunoki1, 3 

1 Graduate School of Biology-Oriented-Science and Technology, Kindai University, 930 

Nishimitani, Kinokawa 649-6493, Wakayama, Japan 

2 Department of Obstetrics and Gynecology, Graduate School of Medicine, Mie 

University, 2-174 Edobashi, Tsu 514-8507, Mie, Japan 

3 Faculty of Biology-Oriented-Science and Technology, Kindai University, 930 

Nishimitani, Kinokawa 649-6493, Wakayama, Japan 

Cells 2023, 12(2), 278; https://doi.org/10.3390/cells12020278 - 11 Jan 2023 Viewed by 

786 
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