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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　表面の弾性が変化している動物細胞用構造体を用いて、当該構造体の表面弾性が低い領
域の表面から、当該構造体の表面弾性が高い領域の表面へ動物細胞を移動させることによ
り動物細胞を分離する方法であって、
　前記動物細胞用構造体は、動物細胞が静置される平坦な表面を有する弾性体層を備え、
前記弾性体層は、該弾性体層が部分的に裏面側から支持されることによって、表面の弾性
が変化しており、
　前記動物細胞用構造体は、さらに、前記弾性体層を裏面側から部分的に支持する基材層
を備え、
　前記基材層は、前記弾性体層を支持する第１基材層部と、前記弾性体層を支持しない第
２基材層部とを有する凹凸三次元形状とされ、
　前記凹凸三次元形状により、前記弾性体層の表面弾性が変化していることを特徴とする
、動物細胞の分離方法。
【請求項２】
　表面の弾性が変化している動物細胞用構造体を用いて、当該構造体の表面弾性が低い領
域の表面から、当該構造体の表面弾性が高い領域の表面へ動物細胞を移動させることによ
り動物細胞を分離する方法であって、
　前記動物細胞用構造体は、動物細胞が静置される平坦な表面を有する弾性体層のみから
なり、前記弾性体層は、該弾性体層の厚みの変化によって、表面の弾性が変化しているこ
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とを特徴とする、動物細胞の分離方法。
【請求項３】
　表面の弾性が変化している動物細胞用構造体を用いて、当該構造体の表面弾性が低い領
域の表面から、当該構造体の表面弾性が高い領域の表面へ動物細胞を移動させることによ
り動物細胞を分離する方法であって、
　前記動物細胞用構造体は、動物細胞が静置される平坦な表面を有する弾性体層を備え、
前記弾性体層は、該弾性体層の厚みの変化によって、表面の弾性が変化しており、
　前記動物細胞用構造体は、さらに、前記弾性体層を裏面側から支持する平坦な基材層を
備えていることを特徴とする、動物細胞の分離方法。
【請求項４】
　前記動物細胞用構造体は、前記弾性体層の裏面側が凹凸三次元形状とされ、該凹凸三次
元形状によって前記弾性体層の厚みが変化している、請求項２または３に記載の動物細胞
の分離方法。
【請求項５】
　動物細胞の遊走、増殖又は分化制御に用いる、請求項１～４のいずれか一項に記載の動
物細胞の分離方法。
【請求項６】
　請求項１の動物細胞の分離方法に用いる動物細胞用構造体であって、
　動物細胞が静置される平坦な表面を有する弾性体層を備え、
　前記弾性体層は、該弾性体層が部分的に裏面側から支持されることによって、表面の弾
性が変化しており、
　前記動物細胞用構造体は、さらに、前記弾性体層を裏面側から部分的に支持する基材層
を備え、
　前記基材層は、前記弾性体層を支持する第１基材層部と、前記弾性体層を支持しない第
２基材層部とを有する凹凸三次元形状とされ、
　前記凹凸三次元形状により、前記弾性体層の表面弾性が変化していることを特徴とする
、動物細胞用構造体。
【請求項７】
　請求項２の動物細胞の分離方法に用いる動物細胞用構造体であって、
　動物細胞が静置される平坦な表面を有する弾性体層のみからなり、
　前記弾性体層は、該弾性体層の厚みの変化によって、表面の弾性が変化していることを
特徴とする、動物細胞用構造体。
【請求項８】
　請求項３の動物細胞の分離方法に用いる動物細胞用構造体であって、
　動物細胞が静置される平坦な表面を有する弾性体層を備え、
　前記弾性体層は、該弾性体層の厚みの変化によって、表面の弾性が変化しており、
　前記動物細胞用構造体は、さらに、前記弾性体層を裏面側から支持する平坦な基材層を
備えていることを特徴とする、動物細胞用構造体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】

　本発明は、医用材料、医療用デバイス、人工臓器、再生医療、細胞治療、再生医工学、
悪性新生物診断、細胞分離、病理診断の分野における、動物細胞の遊走、増殖および分化
等の制御に適した凹凸三次元形状を用いた動物細胞用構造体、動物細胞の分離方法及び動
物細胞用構造体表面の弾性調節方法に関する。
　本願は、２０１３年１２月１８日に、日本に出願された特願２０１３－２６１６７７号
に基づき優先権を主張し、その内容をここに援用する。
【背景技術】
【０００２】
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　近年、動物細胞用構造体などのソフトマテリアルの弾性を調節する技術が注目されてお
り、ソフトマテリアルの弾性を調節する技術として、以下に述べる先行技術が知られてい
る。
（１）温度制御により弾性を調節する技術として、例えば、ゴム弾性を温度によって任意
に変化させる方法（例えば特許文献１参照）や、分離膜の弾性を加熱によって調節する方
法（例えば特許文献２参照）。
（２）架橋密度や架橋方法によって弾性を調節する技術として、コラーゲン、プロテオグ
リカン及びヒアルロン酸からなる成形体を熱脱水架橋することで、一定以上の弾性率を維
持させる方法（例えば、特許文献３参照）、化学的方法や物理的方法による架橋により、
足場材料として用いる高い弾性のコラーゲンゲルを得る方法（例えば特許文献４参照）、
コラーゲンの架橋条件を変えることにより、細胞導出基材として用いるコラーゲンゲルの
弾性率を調節する方法（例えば特許文献５参照）、ヒアルロン酸ゲルの架橋（光架橋）密
度を変えることにより、ヒアルロン酸ゲルの弾性率を調節する方法（例えば特許文献６参
照）。
（３）無機物を添加・分散させることによって弾性を調節する技術として、アクリルアミ
ド系のモノマーに粘土鉱物を分散させ、重合後の高分子ヒドロゲルの弾性率を調節する方
法（例えば、特許文献７参照）。
（４）三次元的な構造制御を行うことによって弾性を調節する技術として、コラーゲンを
多孔質化することで、弾性を調節する方法（例えば、特許文献８参照）。　
【０００３】

　また、細胞は低弾性率の表面から高弾性率の表面に向かって遊走する傾向があることが
知られている（例えば、非特許文献１－８参照）。動物細胞用構造体の表面において選択
的に弾性を調節するための先行技術として、架橋剤の濃度が異なる領域を動物細胞用構造
体の作製時に配置する方法（例えば、非特許文献１－７参照）や、局所的な光架橋を利用
した方法（例えば、非特許文献８参照）が知られている。
　更に、細胞の遊走速度を制御する技術（例えば、非特許文献１，９－１３参照）、細胞
の増殖速度を制御する技術（例えば、非特許文献１４参照）、表面の弾性率の変化による
細胞の形態変化を利用した技術（非特許文献２，９，１４－１６参照）、表面の弾性率の
差異による細胞の分化度変化や分化方向変化利用した技術（非特許文献１７－２２参照）
が知られている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】

【特許文献１】特開２００１－６５６１７号公報
【特許文献２】特開平１１－３４７３８２号公報
【特許文献３】特開２０１３－１５０６４８号公報
【特許文献４】特開２０１２－１３０３８６号公報
【特許文献５】特開２０１２－１２６６８１号公報
【特許文献６】特表平１１－５１２７７８号公報
【特許文献７】特開２００５－２３２４０２号公報
【特許文献８】特開２０１１－２２５４６２号公報
【非特許文献】
【０００５】

【非特許文献１】C. M. Lo, H. B. Wang, M. Dembo and Y. L. Wang, Biophys J, 2000, 
79, 144-152.
【非特許文献２】G. Jiang, A. H. Huang, Y. Cai, M. Tanase and M. P. Sheetz, Bioph
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ys J, 2006, 90, 1804-1809.
【非特許文献３】A. Welle, A. Chiumiento and R. Barbucci, Biomol Eng, 2007, 24, 8
7-91.
【非特許文献４】K. A. Lazopoulos and D. Stamenovic, J Biomech, 2008, 41, 1289-12
94.
【非特許文献５】P. C. Fung, Chin Med, 2009, 4, 10.
【非特許文献６】B. C. Isenberg, P. A. Dimilla, M. Walker, S. Kim and J. Y. Wong,
 Biophys J, 2009, 97, 1313-1322.
【非特許文献７】B. Harland, S. Walcott and S. X. Sun, Phys Biol, 2011, 8, 015011
.
【非特許文献８】T. Kawano and S. Kidoaki, Biomaterials, 2011, 32, 2725-2733.
【非特許文献９】B. Ananthanarayanan, Y. Kim and S. Kumar, Biomaterials, 2011, 32
, 7913-7923.
【非特許文献１０】J. L. MacKay, A. J. Keung and S. Kumar, Biophys J, 2012, 102, 
434-442.
【非特許文献１１】R. A. Jannat, G. P. Robbins, B. G. Ricart, M. Dembo and D. A. 
Hammer, J Phys Condens Matter, 2010, 22, 194117.
【非特許文献１２】S. R. Peyton and A. J. Putnam, J Cell Physiol, 2005, 204, 198-
209.
【非特許文献１３】C. B. Khatiwala, S. R. Peyton and A. J. Putnam, Am J Physiol C
ell Physiol, 2006, 290, C1640-1650.
【非特許文献１４】A. M. Quinlan and K. L. Billiar, J Biomed Mater Res A, 2012, 1
00,　2474-2482.
【非特許文献１５】T. Yeung, P. C. Georges, L. A. Flanagan, B. Marg, M. Ortiz, M.
 Funaki, N. Zahir, W. Ming, V. Weaver and P. A. Janmey, Cell Motil Cytoskeleton,
 2005, 60, 24-34.
【非特許文献１６】M. J. Paszek, N. Zahir, K. R. Johnson, J. N. Lakins, G. I. Roz
enberg, A. Gefen, C. A. Reinhart-King, S. S. Margulies, M. Dembo, D. Boettiger, 
D. A. Hammer and V. M. Weaver, Cancer Cell, 2005, 8, 241-254.
【非特許文献１７】J. Du, X. Chen, X. Liang, G. Zhang, J. Xu, L. He, Q. Zhan, X. 
Q. Feng, S. Chien and C. Yang, Proc Natl Acad Sci U S A, 2011, 108, 9466-9471.
【非特許文献１８】M. D. Treiser, E. H. Yang, S. Gordonov, D. M. Cohen, I. P. And
roulakis, J. Kohn, C. S. Chen and P. V. Moghe, Proc Natl Acad Sci U S A, 2010, 1
07, 610-615.
【非特許文献１９】A. M. Kloxin, J. A. Benton and K. S. Anseth, Biomaterials, 201
0, 31, 1-8.
【非特許文献２０】P. M. Gilbert, K. L. Havenstrite, K. E. Magnusson, A. Sacco, N
. A. Leonardi, P. Kraft, N. K. Nguyen, S. Thrun, M. P. Lutolf and H. M. Blau, Sc
ience, 2010, 329, 1078-1081.
【非特許文献２１】A. I. Teixeira, S. Ilkhanizadeh, J. A. Wigenius, J. K. Duckwor
th, O. Inganas and O. Hermanson, Biomaterials, 2009, 30, 4567-4572.
【非特許文献２２】A. J. Engler, S. Sen, H. L. Sweeney and D. E. Discher, Cell, 2
006, 126, 677-689.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】

　しかしながら、特許文献１－８における、温度制御による方法や各種架橋法、無機物等
の添加・分散により弾性体の弾性を調節する方法は、加温や架橋または無機物等の添加・
分散が可能な弾性体以外には適用できない方法であり、全ての弾性体に適用できるもので
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はない。また、例えば、弾性体の架橋密度に差異を設けることによって、弾性体表面の弾
性率を変化させることはできるが、架橋密度の変化に伴って弾性体表面の弾性以外の物性
が変化してしまいうる。すなわち、弾性以外の表面物性である親水性・疎水性、電荷、ま
たはラフネスなども変化してしまうことになり、ソフトマテリアルなどの動物細胞用構造
体としての適合性が低下してしまうおそれがあるという問題がある（問題点１）。　
【０００７】

　また、架橋密度や架橋構造を局所的に変えて弾性体の表面弾性を調節する方法では、架
橋による体積変化を伴うため、表面の平坦さが失われうる。現在、動物細胞用構造体の弾
性体表面において、局所的に架橋密度を変える方法として、最も微細形成が可能な方法が
光架橋法であるが、この場合でも平坦さが失われ、分解能も数μｍ～数十μｍ程度しかな
い。そしてこれらの方法では、光の回折限界の問題で分解能を１μｍよりも小さくするこ
とは難しい。また、光を透過できない弾性体などへの適応も難しい（問題点２）。　
【０００８】

　また、生体組織は様々な種類の細胞が共存している。こういった生体内の細胞の共存状
態を、人工的に作製すべく様々な動物細胞用構造体が作製されてきた。上述した非特許文
献１－２２にみられるように、動物細胞用構造体表面の弾性を調節すれば、動物細胞の遊
走や増殖、分化及び代謝といった制御ができることが知られており、局所的に弾性を調節
すれば、細胞を望む形に集めることもできる可能性も示されている。
　しかしながら、現状では、動物細胞用構造体表面の弾性の調節は、架橋が可能なものに
限られており、また、光架橋法を用いても、数μｍ～数十μｍ程度の分解能しかないため
、細胞を望む形に集めることは達成されていない（問題点３）。　
【０００９】
　本発明は上記事情に鑑みてなされたものであって、上記した問題点１～３等を解決する
ことが可能な動物細胞用構造体、動物細胞の分離方法及び動物細胞用構造体表面の弾性調
節方法の提供を目的とする。
【００１０】

　更に、動物細胞の遊走、増殖および分化の機能は、ナノメートルスケールのラフネスの
影響も受けるので、架橋することによる表面の微細な形状の変化がこれら動物細胞の機能
に及ぼす影響も考慮しなくてはならず、弾性調節による細胞機能の制御のし易さから考え
れば、足場材料の表面は平坦であることが望ましい。そこで、本発明は、あらゆる動物細
胞用構造体の表面形状を変えず、これらの表面弾性を高い分解能（１μｍ程度）で調節で
き、細胞を望む形に集めることを可能にする動物細胞用構造体表面の弾性調節方法を提供
することを目的とする。　
【００１１】

　すなわち、本発明の目的は、動物細胞の遊走、増殖および分化の制御に適し、あらゆる
弾性体に適用が可能であって、平坦性等の弾性以外の物性変化や形状変化を伴わず、高分
解能を有する微細な弾性調節が簡便に可能な三次元形状を用いた動物細胞用構造体、動物
細胞の分離方法及び動物細胞用構造体表面の弾性調節方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】

　本発明者らは、上記した問題点１～３等を解決するために鋭意研究を行い、動物細胞用
構造体が備える弾性体層表面の弾性を、該弾性体層が部分的に裏面側から支持されること
によって、又は、該弾性体層の厚みの変化によって変化させることで、あらゆる弾性体に
適用できること、弾性以外の表面物性が変化しないこと、及び簡便に製造可能であること
を見出し、本発明を完成させた。　
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【００１３】

　具体的には、本発明者らは、上記のように弾性体層の表面の弾性を変化させることで、
弾性体層表面の弾性を容易に調節可能であること、弾性を変化させたときでも表面の平坦
さが失われないこと、及び、高い分解能（１μｍ程度）で弾性の調節が可能となることを
見出した。　
【００１４】

　また、本発明者らは、弾性体層を裏面側から支持する基材層又は弾性体層の三次元形状
により弾性体の表面の弾性を変化させることで、あらゆる動物細胞用構造体の表面弾性を
高い分解能（１μｍ程度）で調節できるので、それにより得た動物細胞用構造体の表面上
で動物細胞の遊走、増殖および分化の制御を的確にできることを見出した。　
【００１５】

　すなわち、本発明は、以下に示す、動物細胞の遊走、増殖および分化の制御に適した三
次元形状を用いた動物細胞用構造体、動物細胞の分離方法及び動物細胞用構造体表面の弾
性調節方法に関する。　
【００１６】
（１）表面の弾性が変化している動物細胞用構造体を用いて、当該構造体の表面弾性が低
い領域の表面から、当該構造体の表面弾性が高い領域の表面へ動物細胞を移動させること
により動物細胞を分離する方法であって、前記動物細胞用構造体は、動物細胞が静置され
る平坦な表面を有する弾性体層を備え、前記弾性体層は、該弾性体層が部分的に裏面側か
ら支持されることによって、表面の弾性が変化しており、前記動物細胞用構造体は、さら
に、前記弾性体層を裏面側から部分的に支持する基材層を備え、前記基材層は、前記弾性
体層を支持する第１基材層部と、前記弾性体層を支持しない第２基材層部とを有する凹凸
三次元形状とされ、前記凹凸三次元形状により、前記弾性体層の表面弾性が変化している
ことを特徴とする、動物細胞の分離方法。
（２）表面の弾性が変化している動物細胞用構造体を用いて、当該構造体の表面弾性が低
い領域の表面から、当該構造体の表面弾性が高い領域の表面へ動物細胞を移動させること
により動物細胞を分離する方法であって、前記動物細胞用構造体は、動物細胞が静置され
る平坦な表面を有する弾性体層のみからなり、前記弾性体層は、該弾性体層の厚みの変化
によって、表面の弾性が変化していることを特徴とする、動物細胞の分離方法。
（３）表面の弾性が変化している動物細胞用構造体を用いて、当該構造体の表面弾性が低
い領域の表面から、当該構造体の表面弾性が高い領域の表面へ動物細胞を移動させること
により動物細胞を分離する方法であって、前記動物細胞用構造体は、動物細胞が静置され
る平坦な表面を有する弾性体層を備え、前記弾性体層は、該弾性体層の厚みの変化によっ
て、表面の弾性が変化しており、前記動物細胞用構造体は、さらに、前記弾性体層を裏面
側から支持する平坦な基材層を備えていることを特徴とする、動物細胞の分離方法。
（４）前記動物細胞用構造体は、前記弾性体層の裏面側が凹凸三次元形状とされ、該凹凸
三次元形状によって前記弾性体層の厚みが変化している、上記（２）または（３）に記載
の動物細胞の分離方法。
（５）動物細胞の遊走、増殖又は分化制御に用いる、上記（１）～（４）のいずれか一つ
に記載の動物細胞の分離方法。
（６）上記（１）の動物細胞の分離方法に用いる動物細胞用構造体であって、動物細胞が
静置される平坦な表面を有する弾性体層を備え、前記弾性体層は、該弾性体層が部分的に
裏面側から支持されることによって、表面の弾性が変化しており、前記動物細胞用構造体
は、さらに、前記弾性体層を裏面側から部分的に支持する基材層を備え、前記基材層は、
前記弾性体層を支持する第１基材層部と、前記弾性体層を支持しない第２基材層部とを有
する凹凸三次元形状とされ、前記凹凸三次元形状により、前記弾性体層の表面弾性が変化
していることを特徴とする、動物細胞用構造体。
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（７）上記（２）の動物細胞の分離方法に用いる動物細胞用構造体であって、動物細胞が
静置される平坦な表面を有する弾性体層のみからなり、前記弾性体層は、該弾性体層の厚
みの変化によって、表面の弾性が変化していることを特徴とする、動物細胞用構造体。
（８）上記（３）の動物細胞の分離方法に用いる動物細胞用構造体であって、動物細胞が
静置される平坦な表面を有する弾性体層を備え、前記弾性体層は、該弾性体層の厚みの変
化によって、表面の弾性が変化しており、前記動物細胞用構造体は、さらに、前記弾性体
層を裏面側から支持する平坦な基材層を備えていることを特徴とする、動物細胞用構造体
。
【発明の効果】
【００１７】

　本発明の動物細胞用構造体、及び動物細胞用構造体表面の弾性調整方法は、基材層又は
弾性体層の三次元形状によって動物細胞用構造体の表面の弾性を変化させるので、あらゆ
る弾性体に適用でき、弾性体層の弾性を変えても弾性以外の表面物性が変化しない簡便な
弾性調節方法であるので、上記問題点１を解決できる。　
【００１８】

　本発明の弾性体上での動物細胞の遊走、増殖および分化の制御は、基材層又は弾性体層
の三次元形状により動物細胞用構造体の表面の弾性を変化させることでなされる。即ち、
基材層の凹凸又は弾性体層の凹凸により、弾性体層の表面弾性が基材に支持された部分か
ら基材に支持されていない部分へ連続して変化するのではなく、該表面弾性が急激に変化
することから境界が明瞭であり、弾性率の差を厳密に調整できる。そのため、あらゆる動
物細胞用構造体の表面弾性を高い分解能（１μｍ程度）で調節でき、また光を透過できな
い弾性体などへの適応も可能であることから、上記問題点２を解決できる。　
【００１９】

　本発明の動物細胞用構造体は、架橋が不要であり、あらゆる動物細胞用構造体の表面形
状を変えずに、高分解能（１μｍ程度）をもって表面弾性を調節でき、動物細胞を望む形
に集めて分離することが可能であり、上記問題点３を解決できる。即ち、表面の弾性率の
高い（硬い）部分の形状を、細胞集合体（細胞塊）を形成させる所望の形状、例えば、四
角形等にすることにより、当該所望形状の細胞組織（例えば四角形の細胞シート等）が得
られる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】

【図１Ａ】動物細胞の走硬性を示す写真図である。
【図１Ｂ】動物細胞の走硬性を示す模式図である。
【図２Ａ】実施形態１における、弾性調節の原理を示す模式図である。
【図２Ｂ】実施形態１における、動物細胞用構造体の使用例を示す概念模式図である。
【図３Ａ】実施形態２における、弾性体の弾性調節の原理示す図である。
【図３Ｂ】実施形態２における、動物細胞用構造体の使用例を示す図である。
【図４】実施例１における、ストライプ状パターンを有する基材層上に設けられた、平坦
な膜（弾性体層）上の、動物細胞の局在を示す図である。
【図５Ａ】実施例２において、ストライプ状パターンを有する基材層上に設けられたポリ
カプロラクトン膜上で、ＡＦＭ共振モードを用いてその形状像と位相像を測定している画
像である。
【図５Ｂ】実施例２の動物細胞用構造体の、ＡＦＭ共振モードによって測定された形状像
を示す図である。
【図５Ｃ】実施例２の動物細胞用構造体の、ＡＦＭ共振モードによって測定された位相像
を示す図である。
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【図６Ａ】実施例３において、格子状パターンを有する基材層上に設けられた、ポリカプ
ロラクトン膜上で、ＡＦＭ共振モードを用いてその形状像と位相像を測定している画像で
ある。
【図６Ｂ】実施例３の動物細胞用構造体の、ＡＦＭ共振モードによって測定された形状像
を示す図である。
【図６Ｃ】実施例３の動物細胞用構造体の、ＡＦＭ共振モードによって測定された位相像
を示す図である。
【図７】実施例４における、平坦な膜上に形成された細胞塊を示す写真図である。
【図８Ａ】本発明の動物細胞用構造体の一例を示す模式図である。
【図８Ｂ】本発明の動物細胞用構造体の一例を示す模式図である。
【図８Ｃ】本発明の動物細胞用構造体の一例を示す模式図である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】

　本発明に係る動物細胞の遊走、増殖および分化の制御に適した凹凸三次元形状を用いた
動物細胞用構造体及び動物細胞用構造体表面の弾性調節方法を実施するための形態を説明
する。以下、本発明を実施するための実施形態に基づき、本発明の方法及び利用例を具体
的に説明するが、本発明はこれら実施形態に限定されるものではない。　
【００２２】

　本願発明の基材層又は弾性体層の凹凸三次元形状を用いた動物細胞用構造体、および該
動物細胞用構造体表面の弾性調節方法につき図を参照して説明する。　
【００２３】

　動物細胞は、より硬い表面へ運動する「走硬性」の性質を持つことが、（Lo et al., B
iophys. J., 2000）に発見されて以降、細胞生物学、生物物理学だけではなく再生医工学
の分野などで、動物細胞用構造体の弾性について活発に議論されるようになっている。ま
た、図１Ａは上記文献に示された写真図であって、左図から右図への時間の経過により、
弾性体層２上に静置された動物細胞１が、軟らかい領域の表面（Ａ）から硬い領域の表面
（Ｂ）に移動していることを示している。そして、動物細胞がより硬い表面へ運動する「
走硬性」の性質を有することから、図１Ｂに示すように、動物細胞１は、「弾性率の差」
を見分ける微小センサーであるとも云え（図１Ｂ）、「弾性率の差」が、細胞の接着や運
動、増殖のみならず分化まで調節しているとする報告もなされている（Engler et al., C
ell, 2006、Gilbert et al.,SCIENCE, 2010など）。　
【００２４】

　本発明の動物細胞用構造体は、動物細胞が静置される平坦な表面を有する弾性体層を備
え、前記弾性体層は、該弾性体層が部分的に裏面側から支持されることによって、又は、
該弾性体層の厚みの変化によって、表面の弾性が変化していることを特徴とする。
　以下、弾性体層が部分的に裏面側から支持されることにより表面の弾性を変化させる態
様を「第一の態様」と言い、弾性体層の厚みの変化により表面の弾性を変化させる態様を
「第二の態様」と言う。　
【００２５】
（第一の態様）
本発明の第一の態様では、弾性体層が部分的に裏面側から支持されることにより、弾性体
層表面の弾性が変化する。
弾性を有する弾性体層の場合、下面（裏面）からの支持の有無によりその表面の硬さが変
化し得る。すなわち、裏面から支持されることにより、その表面は弾性率が比較的高くな
り、且つ、比較的硬くなる。この事象を用いて、裏面からの支持の有無を変化させること
により、動物細胞が静置される表面の弾性を変化させることができる。
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【００２６】
より具体的な本発明の第一の態様の動物細胞用構造体３１の構成を、図８Ａに示す。動物
細胞用構造体３１は、弾性体層４に加えて、弾性体層４を裏面側から部分的に支持する基
材層５を備える。基材層５は、弾性体層４を支持する第１基材層部５１と、弾性体層４を
支持しない第２基材層部５２とを有する凹凸三次元形状とされることにより、前記凹凸三
次元形状によって弾性体層４の表面弾性を変化させることができる。なお、図８Ａでは、
第１基材層部５１と第２基材層部５２とを分けて説明しているが、第１基材層部５１と第
２基材層部５２とは同一部材で一体成型されることが好ましい。
【００２７】
（第二の態様）
本発明の第二の態様では、弾性体層の厚みの変化により、弾性体層表面の弾性が変化する
。
弾性を有する弾性体層の場合、該弾性体層自身の厚みの変化によりその表面の硬さが容易
に変化し得る。すなわち、弾性体層に凹凸三次元形状を設けることにより、厚みが薄い凹
部上では表面の弾性率が比較的低くなり、厚みが厚い凸部上では表面の弾性率が比較的高
くなる。また、裏面に凹凸三次元形状を設けることで、表面自体は平坦とした場合であっ
ても、動物細胞が静置される表面の弾性を変化させることができる。
【００２８】
より具体的な本発明の第二の態様の動物細胞用構造体６１、６２の構成を、図８Ｂ～８Ｃ
に示す。動物細胞用構造体６１、６２は、弾性体層４の裏面側が凹凸三次元形状とされ、
該凹凸三次元形状によって弾性体層４の厚みが変化していることにより、弾性体層４の表
面弾性を変化させることができる。
図８Ｂに示すように、動物細胞用構造体６１の弾性体層４は裏面側から基材層５に支持さ
れていてもよく、図８Ｃに示すように、動物細胞用構造体６２の弾性体層４は基材層５等
により支持されていなくてもよい。
また、第二の態様の動物細胞用構造体６１、６２が基材層５に支持される場合、弾性体層
４の裏面に形成された凹凸三次元形状に対応した凹凸三次元形状を有する基材層５が用い
られて、弾性体層４の全体（裏面の全面）が基材層５により支持されていてもよく（図８
Ｂ）；弾性体層４の一部のみが基材層５に支持されていてもよい（図示せず）。後者の例
としては、図８Ｃに示すような単独の弾性体層４が、平坦な基材層５（例えばガラス基板
等）に支持されたもの（平坦な基板上に載置されたもの）が挙げられる。
【００２９】
　以下、より具体的に、本発明の実施形態に沿って説明する。
【００３０】

[実施形態１]
　本発明は、「弾性率の差」を厳密に調整することができる動物細胞用構造体、動物細胞
分離方法及び該動物細胞用構造体表面の弾性率調節方法に関する。本発明の実施形態１は
、図２Ａに示すように、動物細胞用構造体３を、弾性体層４と基材層５とから構成する。
本実施形態１は、上記第一の態様に相当する。
弾性体層４は、合成樹脂や天然繊維、あるいはこれらで作製された薄膜や繊維で形成する
。そして、弾性体層４は、基材層５によって支持されている弾性体層部（Ｃ）と基材層５
によって支持されていない弾性体層部（Ｄ）とを有する。弾性体層部（Ｃ）を支持する基
材層部と、弾性体層部（Ｄ）を支持していない基材層部とによって、基材層５の凹凸三次
元形状が形成されている。これにより、基材層５によって支持されている弾性体層部（Ｃ
）は、局所的に弾性率が高く硬い表面となり、基材層５によって支持されていない弾性体
層部（Ｄ）は、弾性率が低く軟らかい表面となる。　
【００３１】

　図２Ｂは、本発明の実施形態１より形成された動物細胞用構造体３上で動物細胞を培養
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した場合に、基材層５によって支持されている弾性体層部（Ｃ）に動物細胞１が多く集ま
ることを示す概念図である。　
【００３２】

[実施形態２]
　上記「弾性率の差」を厳密に調整することができる動物細胞用構造体、動物細胞分類方
法及び該動物細胞用構造体表面の弾性率調節方法として本発明の実施形態２を図３Ａに示
す。本実施形態２は、上記第二の態様に相当する。
　図３Ａに示すように、実施形態１と同様に、本発明の実施形態２において、動物細胞用
構造体６は、弾性体層４と基材層５とからなる。そして、本発明の実施形態２において、
弾性体層４は、基材層５によって支持され、基材層５の表面の凹凸三次元形状に対応して
弾性体層４の厚さを変化させることにより、弾性体層４の裏面に凹凸三次元形状が形成さ
れている。これにより、動物細胞用構造体６の表面は、弾性体層４の厚さが薄い箇所は、
局所的に弾性率が高く硬い表面となり、該弾性体層４の厚さが厚い箇所は、弾性率が低い
軟らかい表面となる。　
【００３３】

　図３Ｂは、本発明の実施形態２により形成された動物細胞用構造体６上で動物細胞を培
養した場合に、弾性体層４の厚さが薄い箇所に動物細胞１が多く集まることを示す概念図
である。
　また、図３Ｂは、弾性体層４の厚さを段階的に変化させることにより、それに応じて集
まる動物細胞数や細胞種別などが異なるものとできることを示している。　
【００３４】

　上述したように、動物細胞用構造体３、６を、基材層５によって支持されている弾性体
層部（Ｃ）と、基材層５によって支持されていない弾性体層部（Ｄ）とによって、また、
必要に応じて基材層５の凹凸三次元形状に対応して弾性体層４の厚さを変化させて弾性体
層４の裏面に凹凸三次元形状を形成することで、弾性体層４の支持のされ方を局所的に変
化させ、動物細胞用構造体３、６の表面に局所的に弾性率が高く硬い表面を形成すること
ができる。
　すなわち、本発明は、弾性体層４の厚さや基材層５の支持の有無を局所的に変化させる
だけで、動物細胞用構造体３、６表面の弾性率を変化させることができる。　
【００３５】

　本発明の動物細胞用構造体の作製方法としては、基材表面に、エッチング等による凹凸
を形成して弾性体層の弾性シートを載せ作製する方法（上記第一の態様の構造体３１等）
；上記同様に表面に凹凸を形成した後の基材に、弾性材料を塗布して凹部及び凸部頂面を
弾性材料で包埋することで作製する方法（第二の態様の構造体６１等）；弾性体層下部を
凹凸に形成し、必要に応じて平坦な基板に載せて、作製する方法等が挙げられる（第二の
態様の構造体６２等）。また、弾性体層下部を凹凸に形成する方法としては特に限定され
ないが、上記同様に表面に凹凸を形成した後の基材に、弾性材料を塗布して凹部及び凸部
頂面を弾性材料で包埋し、該弾性材料を乾燥させた後、基材から弾性材料（弾性体層）の
みを剥離することにより、裏面（下部）に凹凸を有する弾性体層を得ることができる。
弾性体層を形成する弾性材料は、特に限定されるものではなく、高分子材料、ゴム材料等
弾性のあるものなら全て使用できる。また、基材層を構成する基材は、ガラス、シリコン
、プラスチック、金属など剛性のある材料だけでなく、弾性体層よりも硬度が高い柔軟材
料を使用することもできる。　
【００３６】

　次に、本発明の動物細胞用構造体の作製について一実施形態を説明する。
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本実施形態の動物細胞用構造体は、凹凸三次元形状に形成された基材層上に弾性体層の薄
膜を貼り付けて作製した。
まず、弾性体層の薄膜の作製方法を以下に示す。窒素ガス（Ｎ２）をブローして十分に埃
を飛ばした丸カバーガラス上に、濃度７０．６ｇ／ｌのポリビニールアルコール（以下「
ＰＶＡ」と略記する）水溶液を全面スピンコートした（４０００ｒｐｍ，５０ｓｅｃ）。
次いで、ＰＶＡにより被覆された丸カバーガラス上に、１３．７ｇ／ｌのポリカプロラク
トン（以下、「ＰＣＬ」と略記する）クロロホルム溶液を、丸カバーガラスの面積の８～
９割程度に広がるように載せ、スピンコートすることにより（４０００ｒｐｍ，５０ｓｅ
ｃ）、丸カバーガラス上に均一な厚さの（約５０μｍ）のＰＣＬ膜を作製した。　
【００３７】

　更に弾性体薄膜を、凹凸三次元形状を有する基材に貼り付ける方法を詳述する。
　まず、新品の丸カバーガラスの中心に、１センチ角の凹凸三次元パターン基板をマニキ
ュアによって接着・固定する。そして、スポンジ綿棒とパスツールピペットを使用して、
基板の周りを円形になるようにワセリン（登録商標）で囲み、そこから放射状に外側にむ
けてワセリン（登録商標）を伸ばした。その放射状のワセリン（登録商標）の間に、ＥＵ
ＫＩＴＴ（製品名、Ｏ　Ｋｉｎｄｌｅｒ　ＧｍｂＨ　＆　Ｃｏ（オーキンドラー社）、独
国、封入材）を適量垂らし、乾かないうちに上からＰＣＬ膜を製膜済みのカバーガラスを
、ＰＣＬ膜面を下に向けて貼り付けた。密着性を向上させるために、パターン基板の真上
に重りを置き、一晩静置した。以上の工程により、凹凸三次元パターン基板が二枚のカバ
ーガラスによって挟まれた状態になった。そして、ＥＵＫＩＴＴ乾燥後、１００ｍｍディ
ッシュに、作製途中の二枚のカバーガラスによって挟まれた凹凸三次元パターン基板を入
れ、脱気した水に一晩浸漬させた。ＰＶＡの溶解により、一枚のカバーガラスが剥離し、
凹凸三次元パターン基板の上にはＰＣＬ膜のみが残った。カバーガラスを取り除いた後、
ディッシュ内を排水し、キムワイプで軽く水分を取り除いた後、乾燥させた。次に、ワッ
シャーの片面にＶＥＣＴＡ　ＳＨＩＥＬＤ（製品名、ヴェクターラボラトリー社、封入材
）を適量乗せ、ワッシャーの穴の中心と基板の中心部が重なるようにワッシャーを載せた
。そして、密着性を上げるために、ワッシャーの上に重りを置き一晩静置した。以上より
、凹凸三次元パターン上に貼られたＰＣＬ膜がワッシャーによって保護されるとともに、
密着性や平坦性が向上した。凹凸三次元パターン基板上へのＰＣＬ膜の貼り付けを行うこ
とができた。　
【００３８】

　従来、弾性の調節を架橋法によって行っていたので、架橋することによる微細な形状変
化や化学的な性質変化が生じてしまい、一枚の高分子膜の中で弾性のみを厳密に調節する
ことは非常に困難であった。一方、本発明においては、弾性体層４または基材層５の凹凸
三次元形状を形成して、弾性体層４の厚さや、弾性体層４の基材層５による支持の有無を
局所的に変化させるだけで、動物細胞用構造体３、６表面の弾性率を変化させることがで
きる。そして、本発明は、単に弾性体層４の支持・不支持のための基材層５の形状や弾性
体層４の厚さを変えるだけなので、架橋の必要がなく、弾性体層４の種類を選ぶ必要はな
く、また弾性体層４の素材を変化させずに弾性を調節でき、特に、弾性体層４表面におい
てナノ～数マイクロメートルスケールの分解能で弾性を厳密に調節できる。　
【００３９】

[その他の実施形態]
　以上、本発明の実施形態について説明したが、本発明は、上記実施形態に限定されるも
のではなく、種々の態様を取ることができる。
　すなわち、本発明の動物細胞用構造体表面の弾性率は、弾性体層自体の弾性率、弾性体
層の厚み、又は基材層による弾性体層の支持の有無ばかりでなく、凹凸三次元形状の頂部
の形状によっても変化するものであるから、これらの因子を組み合わせて調節することが
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できる。
　また、凹凸三次元形状により、弾性体層の中央部表面の弾性率をそれ以外の表面よりも
高くして硬くし、動物細胞を動物細胞用構造体表面の中央に集めることや、弾性体層の周
辺部表面の弾性率をそれ以外の表面よりも高くして硬くすることにより、動物細胞を動物
細胞用構造体表面の周辺部に集めることができる。それにより、所望の形状の組織細胞シ
ートの形成や、所望箇所への動物細胞の分離が可能となる。
　また、凹凸三次元形状は、ストライプパターンや四角柱状パターンだけでなく、放射状
パターン、鱗状パターン、市松状パターン、蜂の巣状パターンなどの任意のパターンとす
ることができる。
　更に、凹凸三次元形状の頂部の形状は、平面形状だけでなく、三角錐状、円錐状などと
することができる。
【実施例】
【００４０】
［実施例１］

　上述した動物細胞用構造体の作製実施形態と同様にして、第一の態様の動物細胞用構造
体を作製した。具体的には、ストライプ状パターンの凹凸三次元形状を有する基材層上に
、生体材料として良く用いられる合成高分子ＰＣＬからなる膜を弾性体層として貼り、図
８Ａの模式図に示すような第一の態様の動物細胞用構造体を構成した。この動物細胞用棒
構造体の表面弾性は、ナノ～数マイクロメートルスケールの分解能で厳密に調節できてい
た。
　得られた動物細胞用構造体上でＮＩＨ３Ｔ３細胞を培養したところ、図４に示すように
、基材層が凹部で、弾性体層である高分子層（ＰＣＬ膜）が基材層により支持されていな
い箇所（Ｆ）には、動物細胞１は集まらない。一方、基材層が凸部で、弾性体層である高
分子層（ＰＣＬ膜）が当該基材層と接する箇所、すなわち弾性体層が基材層により支持さ
れている箇所（Ｅ）には、動物細胞１が集まっていることが分かる。
このことから、弾性体層４の支持・不支持を局所的に変化させるだけで、動物細胞用構造
体３表面の弾性率をナノ～数マイクロメートルスケールの分解能で変化させることができ
、その弾性変化を利用して動物細胞（ＮＩＨ３Ｔ３細胞）の遊走や増殖を制御し、その局
在を制御できることが確認できた。
【００４１】
［実施例２］

　深さ２０μｍで幅が２５μｍのストライプ状溝７が形成された基材層５に、表面が平坦
な弾性体層４を構成する厚さ約５０μｍの高分子膜を貼り付けた動物細胞用構造体３を得
た。
図５Ａに示すようにＡＦＭ（Ａｔｏｍｉｃ　Ｆｏｒｃｅ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；原子間
力顕微鏡）の共振モードによる測定を行った。図５Ｂ及び図５Ｃは、ＡＦＭ共振モードを
用いて得た、動物細胞用構造体３の膜表面の形状像及び位相像を示す写真図である。図５
Ｂを見ると、弾性体層４を構成する高分子膜はほとんど平坦であるにも関わらず、図５Ｃ
の位相像には、明確なコントラストが示されていることが分かる。また、実施例１の図４
と同様に、弾性体層４を構成する高分子膜上で動物細胞１を培養すると、動物細胞１は、
基材層５が凹部である箇所（Ｈ）ではなく、基材層５が凸部である箇所（Ｇ）、すなわち
、弾性体層４が基材層５に支持されており、弾性率が高く硬い表面に集まることが確認さ
れた。　
【００４２】
［実施例３］

　深さ２０μｍで幅が１０μｍの四角柱状の溝７が形成された基材層５に、表面が平坦な
弾性体層４を構成する厚さ約５０μｍの高分子膜を貼り付けた動物細胞用構造体３を得た
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。
図６Ａに示すようにＡＦＭ共振モードによる測定を行った。図６Ｂ及び図６Ｃは、ＡＦＭ
の共振モードを用いて得た、動物細胞用構造体３の膜表面の形状像及び位相像を示す写真
図である。図６Ｂを見ると、弾性体層４を構成する高分子膜はほとんど平坦であるにも関
わらず、図６Ｃの位相像には、明確なコントラストが示されていることが分かる。また、
基材層５の凹凸三次元形状が異なるパターンになっていても、実施例１等と同様に、動物
細胞１は基材層５が凸部である箇所、すなわち、弾性率が高く硬い表面に集まることが確
認された（図示せず）。　
【００４３】
［実施例４］
　直径３００μｍの立設した円柱状構造物を平面上に有する基材層を用意した。基材層上
からＰＣＬ含有溶液を滴下し、滴下した液面が水平となるように静置して乾燥させた。そ
の結果、表面が平坦な弾性体層４を有する動物細胞用構造体６１を得た。弾性体層４の厚
さは円柱状構造物の上で１０～２０μｍ、それ以外の部分では３０～４０μｍであった。
得られた動物細胞用構造体６１の平坦な表面上でＮＩＨ３Ｔ３細胞を培養し、細胞の形態
を観察したところ、図７に示すような円形の細胞塊を形成していることが確認できた。細
胞塊の位置及び大きさは、円柱状構造物の位置及び水平方向断面（直径３００μｍの円形
）とほぼ等しかったことから、細胞が基材層に支持された硬い表面部分に凝集しているこ
とが分かった。
【００４４】
　本発明は以下の技術思想を包含する。

（１）上から弾性体層、基材層からなる構造体であり、該弾性体層を支持する基材層部及
び支持しない基材層部とを有し、前記基材層又は前記弾性体層が、その凹凸三次元形状に
より、前記弾性体層の表面弾性を変化させることを特徴とする動物細胞用構造体。
（２）上から弾性体層、基材層とからなる構造体であり、前記弾性体層を支持する基材層
部を有し、前記基材層の凹凸三次元形状に対応して前記弾性体層の厚さを変化させること
により、前記弾性体層の表面の弾性を変化させることを特徴とする動物細胞用構造体。
（３）動物細胞の遊走、増殖および分化制御用基材である上記（１）または（２）に記載
の動物細胞用構造体。
（４）上記（１）または（２）の構造体を用いた基材を用いることを特徴とする動物細胞
の分離方法。
（５）弾性体層と基材層と、該弾性体層を支持する基材層部と支持しない基材層部とを備
え、前記基材層又は前記弾性体層の凹凸三次元形状により、前記弾性体層の表面弾性を調
節することを特徴とする動物細胞用構造体表面の弾性調節方法。
（６）弾性体層と基材層と、前記弾性体層を支持する基材層部を有し、前記基材層の凹凸
三次元形状に対応して前記弾性体層の厚さを変化させることにより、前記弾性体層の表面
弾性を調節することを特徴とする動物細胞用構造体表面の弾性調節方法。
（７）前記基材層又は前記弾性体層の凹凸三次元形状により前記弾性体層の表面の弾性を
段階的に変化させることにより、前記弾性体層の表面弾性を調節することを特徴とする上
記（５）または（６）に記載の動物細胞用構造体表面の弾性調節方法。
【符号の説明】
【００４５】

１　　動物細胞　　　　　　
２　　高分子膜表面　　　　　　
３、６、３１、６１、６２　　動物細胞用構造体
４　　弾性体層
５　　基材層
５１　第１基材層部
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５２　第２基材層部
７　　溝
８　　ＡＦＭ探針
（Ａ）　　硬い領域の表面
（Ｂ）　　軟らかい領域の表面
（Ｃ）、（Ｅ）、（Ｇ）　　支持されている弾性体層部
（Ｄ）、（Ｆ）、（Ｈ）　　支持されていない弾性体層部

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】
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【図５Ｂ】

【図５Ｃ】

【図６Ａ】

【図６Ｂ】

【図６Ｃ】
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【図８Ａ】

【図８Ｂ】
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