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温度応答性高分子のポリ（Ｎ‐イソプロピルアクリルアミド）を利用した第１世代型培養皿を

発展させ、次世代型のインテリジェント培養皿を開発した。まず、ナノメートルのレベルで厚

みを制御した温度応答性高分子層に細胞接着因子あるいは細胞増殖因子を導入し、細胞接着基

質を模倣したインテリジェント表面を作製した。この表面を利用することにより、無血清条件

下における細胞培養を可能とし、温度低下による細胞および細胞シートを回収することができ

る新しい無血清化培養システムを開発した。また、表面微細加工技術を利用して、複数種の細

胞を任意の位置に配置させる共培養用マイクロパターン化表面の開発をおこなった。これによ

り、生体臓器に近い機能を発現する共培養細胞シートやその重層化組織の構築が期待できる。

組織工学、再生医療のような新領域において、次世代型インテリジェント培養皿のような新た

な組織工学的手法の開発のためには、集学的な取り組みが必要である。                           

 

これまでに我々は、ナノメートルのレベル

で厚みを制御した温度応答性高分子のポリ

（Ｎ‐イソプロピルアクリルアミド）

(PIPAAm)を固定化した温度応答性培養皿を

用いて、移植可能な細胞シートを作製し、組

織再生をおこなう技術（細胞シート工学）を

世界に先駆けて開発した。この第１世代型温

度応答性培養皿をさらに発展させ、細胞や組

織中に観察される細胞接着構造や細胞成長因

子受容体等のシグナル分子のクラスタリング

などに代表されるナノ構造を模倣し、積極的

に制御することにより、新たな組織再構成技

術の開発を目的とした次世代型インテリジェ

ント培養皿の研究をおこなった。 

代表的な細胞ナノドメインである細胞接着

基質との接着構造（接着斑やデスモソームな

ど）を人工的に操作することを目的として、

細胞接着分子由来の細胞接着性ペプチドを温

度応答性高分子鎖に分子配向や分子間距離を

制御しながら固定化する技術を開発した。グ

ラフト表面を作製する際に、種々官能基をも

ったモノマーとイソプロピルアクリルアミド

(IPAAm)を共重合することにより、相転移温

度を任意に制御でき、イオン性の付与で表面

荷電変化を起こす温度応答性表面を得ること

ができる。特に、IPAAmとカルボキシル基を

もつ２‐カルボキシイソプロピルアクリルア

ミド(CIPAAm)の共重合体を固体表面にグラ

フトすると、表面に反応性基が導入でき、ペ

プチドや生体分子を容易に導入することがで
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きる。細胞接着因子の RGDS ペプチド

(Arg-Gly-Asp-Ser)を温度応答性表面に結合す

ると、ウシ血清やフィブロネクチンなどの細

胞接着因子を添加することなく、良好な細胞

接着性を示す。同様に温度応答性が維持され、

温度を低下するだけで細胞を回収することが

できる（Figure 1）。また、細胞増殖加速化に

よる細胞シート作製日数の短縮を目的として、

複数種の細胞成長因子を固定化した温度応答

性培養皿を調製し、細胞培養をおこなった
1)
。

細胞接着因子のRGDSペプチドとインスリン

を共固定化した表面上において、RGDS 固定

量の増加にともない初期接着性が向上し、固

定化インスリンは培地中へのインスリン添加

の効果と比べて増殖能を亢進していることが

示唆された
2, 3)
。細胞培養にはウシ血清がよく

使われているが、ウシではプリオンの問題が

ありできれば無血清で細胞培養することが強

く望まれている。この意味で、細胞接着性あ

るいは細胞増殖性のペプチドの導入で、新し

い無血清化培養システムによる細胞シートの

作製が期待されている。 

実際の組織・器官は、異なる機能をもつ細

胞が、パターン状に配列して形成されている。

よって、高度な細胞組織の再構成のためには、

生体組織構造を模倣した多種類の細胞から成

るマイクロメートル規模での組織化技術が必

要不可欠である。生体外で生体組織構造模倣

を達成する手法として、微細加工技術を利用

したマイクロパターン化培養基材での細胞培

養が注目されているが、ここでは高い細胞密

度の組織を再構築する上で有効な細胞シート

工学への応用を目指し、温度応答性マイクロ

パターン化インテリジェント培養皿および共

培養細胞シートの作製を検討した。 

金属製マスクを用いて電子線照射し、

PIPAAm およびその共重合体を 2次元的パタ

ーン状に重合、グラフトした温度応答性培養

皿を開発した。相転移温度の異なる２種類の

温度応答性高分子
4)
を、同一表面上にマイク

ロパターニングした培養皿で温度を変えなが

ら細胞を播種すると、肝実質細胞と血管内皮

細胞がお互いに接しながらパターン状に共培

養することができる（Figure 2）。また、温度

をそれぞれの相転移温度以下にすることで、

細胞‐細胞間の接着を維持したまま肝実質細

胞と血管内皮細胞のパターン構造を有する細

胞シートを剥離、回収することができる

（Figure 3）5)
。さらに、このマイクロパター

ン共培養下で血管内皮細胞と接している肝実

質細胞が特異的にアルブミン産生等の分化機

能を高度に発現することを明らかにした

（Figure 4）。また、パターンサイズを変化さ

せ、肝実質細胞と血管内皮細胞の接触面積が

増加するのにともない、アルブミン産生能と

アンモニア代謝能が亢進した
6)
。パターンサ

イズの最適化、細胞の組み合わせなどを検討

し、生体臓器に近い機能を発現する共培養細

胞シートやその重層化組織が構築できると考

えられる。今後、大きく厚い組織構築を実現

する新手法としてその発展が期待できる。 

  高分子化学と医学、生物学など様々な学

問が融合した組織工学、再生医療の領域では、

医学と工学が融合した次世代型医工連携シス

テムによってのみ実現が可能である。このよ

うな新領域で、次世代型インテリジェント培
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養皿の開発は次々に新しい組織工学的手法を

生み出すに至った。 
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Figure 1　細胞接着因子固定化インテリジェント培養皿表面上での細胞接着／脱着変化．

Figure 2　相転移温度の異なる２種類の温度応答性高分子をパターン状に固定化した
                  インテリジェント培養皿．

Figure 3　マイクロパターン化インテリジェント培養皿を利用
                 した共培養細胞シートの回収．a) 回収した細胞シートのマクロ像．
                  b)  回収した細胞シートの断面像．

Figure 4　マイクロパターン化共培養細胞シートの位相差および蛍光顕微鏡像．
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