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１　はじめに

　最近のiPS細胞に代表されるように、発生工学、細胞工学の進歩により細胞から器官、臓

器の再生を目指す再生医療が注目を浴びている。再生医療を実現する上での一つの重要な

要件は、細胞機能の制御とその組織化であり、細胞の構築なくして再生医療は実現できな

い。in ｖiｖｏで細胞の組織化をはかるか、あるいはinvitroで細胞の組織化を行うかによ

りその方法論は異なるが、いづれにしても細胞が機能する足場（材料）が必要となる。特

にin vitroで細胞から臓器を工学的に再生する場合、細胞を培養する環境が最も重要とな

る。組織由来の細胞は殆どが接着性であるため、先ず細胞が成長するには基材表面に接着

する必要があり、さらに細胞の伸展、移動、分化を連続的に引き起こし特異的な機能を獲

得した細胞の集合体を形成させる必要がある。基材上で細胞を効果的に分化させ、細胞機

能を高発現させるための細胞培養環境の構築は極めて重要であるが、その方法論の１つに

細胞凝集体の形成がある。細胞の凝集体は、細胞分化、遊走、細胞間相互作用に直接的に

影響を与える形態を有し、器官、臓器中に通常存在する多様な細胞集合体の１つになりえ

るため、器官や臓器を工学的に再構築させるには都合のよい形態であり、再生医療を実現

する上での１つの有用な手法と考えられているに八

　細胞の凝集体を形成させる方法には、①多孔質基材を用いた三次元培養､②糖鎖や接着性

ペプチドなどの官能基を導入した基材上での培養、③細胞を分散状態のまま回転攬伴する

旋回培養法、などが知られている八八近年、我々は従来法とは全く異なる手法で簡便に

細胞の凝集体を形成させる培養法を考案した八入ポリイミド表面にラビングを施すと液晶

配向膜が得られることはよく知られているが、我々は含フッ素ポリイミド表面にラビング

処理を施すとナノ・マイクロレベルでの凹凸を持つパターニング表面が形成され、その表

面上で細胞はスフェロイドと呼ばれる凝集体を形成することを見出した。

　本稿では、in vitro での再生医療の新しい方法論として、ラビングによるナノ・マイク

ロパターニング化表面（微細凹凸）の作製法とその表面での細胞の制御を紹介し、ラビン

グ処理含フッ素ポリイミド表面の新しいバイオマテリアルとしての可能性を紹介する。
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２　ラピング法による微細凹凸パターン化表面の作製

　我々は含フッ素ポリイミドが優れた生体適合性を有し、新しい人工臓器材料になりうる

こと、新しいバイオインターフェイスになりうることを既に報告してきた7 : ■‥I≒今回は、

含フッ素ポリイミドの細胞基材としての可能性について紹介する。ラビング法によるナ

ノ･マイクロパターン表面（微細凹凸）上での細胞凝集体形成は、従来法とは全く異なる

メカニズムで細胞の凝集体を形成させることが可能である。このパターン化表面の特徴は

①基材の合成が簡便である　②細胞種を限定しないで凝集体を形成できる　①疑集体を容

易に剥離できる　である。以下にナノ･マイクロパターン化表面の作製法について述べる。

　提案しているラビング法は従来の操作法とは異なり、かなり高い圧力下でツビング処理を

行なうことが特徴である。Fig.lに作製法を示すが、使用するポリイミド材料、用いる布に

より条件は若干異なるが、細胞の凝集体を形成させるには操作圧力は5×lO'Pa 以上が必要で

あった。その結果、ラビングにより含フッ素ポリイミド表面には、操作圧力とラビング布

表面特性に依存的した比較的規則性の高い凹凸が形成されることが明らかとなった。形成

された凹凸の幅は約100nra-2|am、高さは約5-25nm程度であり、凹凸形態が連続層としてナ

ノ・マイクロレベルでパターン化されていた（､Fトノ几微細凹凸を有するパターン化表面

の特性を明らかにするため、水に対する接触角測定とAFMの付着力測定を行なった。水を

用いたマクロな接触角測定では、ラビング表面とラビング未処理表面での差は殆ど認めら

れなかったが、AFM測定を用いたナノ・マイクロレベルでの測定からはラビング表面とラビ

ング未処理表面での差が認められ、特にラビング表面、つまりパターン化表面のtop 領域

では比較的親水的な特性を示し、bottｏｍ領域表面ではかなり疎水性が増加していることが

明らかとなった。一方、ラビング未処理表面ではそのような傾向は認められなかった。つ

まり、このパターン化表面ではナノ・マイクロレベルで表面自由エネルギーが異なる凹凸

ナノ表面が連続的に形成されるということが明らかとなった。
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３　パターン化表面での細胞増殖挙動と細胞機能の評価

　上述したように、ラビング条件により含フッ素ポリイミド表面にはナノあるいはマイク

ロレベルの凹凸パターン化を形成することができるが、現在のところ細胞レベルの接着や

増殖挙動には凹凸パターンレベルの著しい差異はほとんど見られないことと、作製が容易

であるマイクロパターン化表面での細胞挙動の結果を紹介する。我々はFR細胞（ラット皮

膚由来繊維芽細胞）とHepG2 （ヒト肝癌由来細胞）をマイクロパターン化表面上に播種し、

播種後の細胞の接着性、増殖能を観察した。Fig.3には３日後の細胞挙動を示したが、FR

細胞、HepG2細胞共にラビング未処理表面では一般的によく見られる細胞が伸展した２次元

培養を示したのに対し、ラビング処理表面では細胞凝集体であるスフェロイドが確認され

た。我々は従来の手法とは全く異なる方法で、しかも極めて簡便な方法で肝細胞の凝集体

の形成に成功したが、このラビング法の特徴の１つは、細胞腫を限定せずにスフェロイド

を形成できることである。これは、従来法とは異なり、ラビング表面が特定の細胞と特異

性な相互作用を持だないため、多層形成が可能な細胞種であれば細胞を播種した後、細胞

が自発的に凝集体を形成するためである。さらに、ラビング処理された含フッ素ポリイミ

ド表面のもう１つの特徴は、微細凹凸パターン化表面から凝集体を容易に剥離できること

である（Fig,4）。これまでは培養基材から細胞を回収する場合、トリプシンなどのタンパク

質分解酵素を用い細胞を回収する方法が一般的であった。しかし、トリプシン処理を行な

うと細胞膜表面に形成された細胞接着分子や受容体、細胞成長因子受容体などが分解され、

細胞損傷を引き起こすことが知られている。一方、ラビング処理表面に形成した凝集体は

極めて少量のEGTA添加により凝集体形態とその機能を維持しながら簡単に凝集体を基材表

面から脱離できるため、回収

も極めて容易に行なえること

がわかった。非侵襲的な脱離

に近い方法で、細胞損傷を伴

わず回収できることもラビン

グ表面の特徴と言える。

　次にマイクロパターン表面

で形成されたスフェロイド機

能の結果の一部を紹介する。

繊維芽細胞であるFRの細胞機

能の指標としてコラーゲン産

生量の測定が知られている。

Fig.5にコラーゲン産生量を
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示したが、ラビング表面上でのコラーゲン産生量はTCPS(ポリスチレン培養皿)に比べ増

加しておりその差は顕著であった。これは、スフェロイドでは細胞一細胞間相互作用が強

く働くため、二次元培養に比べより生体環境に近い細胞構造を形成しているためである。

また、ラビング処理した含フッ素ポリイミド表面上での肝細胞スフェロイド機能をアルブ

ミン産生量から評価すると、やはりラビング表面での産生量は未処理表面に比ﾍﾞﾚﾝ|‘i'･､l"､程度

増加することが確認できた。

　これらの結果は、微細凹凸表面で形成された細胞スフェロイドの機能が、従来の二次元

培養に比べ細胞間相互作用の増加により著しく向上し、再生医療で用いられる細胞として

は極めて有望であるということを示している。
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４　ポリイミド細胞基材の今後の展開

　現在、細胞から臓器の再生をはかる確固たる方法論は確立していない。生体内分解性高

分子を用い細胞の凝集体を構築する方法や、細胞をシート状に回収し角膜などのシートと

として再生する方法が検討されているが、臓器の再生を実現するにはまだ多くの問題が残

されている。臓器は様々な細胞腫から構成させているため、生体由来器官や臓器を再生す

るには、培養された異なる細胞種の凝集体をヘテロに組み合わせ三次元的にビルディング

化を行う必要がある。また、細胞スフェロイドはあまりに大きくなりすぎると、内部への

栄養が行き届かなくなり壊死することも知られている。つまり、臓器を再生するにはスフ

ェロイドの大きさを制御しながら血管系の構築を進めビルディング化をはかる必要がある。

　我々は、ラビング処理された含フッ素ポリイミド表面にマスクを用いてイオン照射を行

なうことにより、細胞スフェロイドの大きさを自在に制御できることを明らかにしてきた。

スフェロイドの大きさやパターンは、イオン注入時に使用するマスクにより決定できるた

め、様々なヘテロなスフェロイドを容易に作製することができる。スフェロイドの大きさ

や機能を維持したまま基材から剥離することも可能で、既にスフェロイドの融合による巨

大化スフェロイドの作製にも成功している。さらに近年、含フッ素ポリイミド上で血管の

再生にも成功、血管を導入した新しいスフェロイドの作製にも着手した。このように、ヘ

テロなスフェロイドを位置、時間、空間を制御しながらビルディング化を行い、血管も必

要に応じて導入できれば、臓器の再生も不可能ではないと考えられる。

　細胞チップは、バイオテクノロジー産業で急成長が期待される細胞治療において最も重

要な役割を果たす技術として注目されているが、細胞チップの作製において特に重要とな

るのは、細胞の分化と増殖を制御する基材の開発と細胞の微細パターン化技術である。高

い細胞機能を保つたまま、高密度に細胞を基材に固定化するには、細胞基材間を制御でき

る新しいバイオインターフェイスを構築する必要がある。機能細胞をアレイ化し、ハイス

ループットな解析が可能となれば、細胞機能を明確に解析できるようになるため、環境分

析、ドラッグスクリーニング、セルトランスフェクション、セル分化誘導研究、再生医療

技術等へ細胞チップを用いることが可能となる。

　今回我々が提案した基材は、スフェロイドのサイズ、位置を制御してスフェロイドを大

量生産できる新しい細胞培養基材であり、ラビング処理により含フッ素ポリイミド膜表面

で形成されたナノパターン表面では、細胞が自発的にスフェロイドを形成し、イオン注入

処理によりスフェロイドのサイズと位置制御行うことにより、イオン注入領域にサイズの

揃ったスフェロイドを選択的に形成できるため、新しい細胞チップの可能性も示している。
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