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「新規組織再構成技術の開発と次世代バイオセンサーの創製」 

 

1.研究実施の概要 

再生医療および細胞および再構成組織活用型次世代バイオセンサーを出口として社会に

貢献することを目的として、本研究では、ナノメートルに代表されるナノの領域で培養細

胞を制御し、従来にない高精度で細胞を活用する新テクノロジーの開発に取り組んでいる。

新規開発技術によるヒト臨床応用に成功した他，当初の計画どおり、個々の要素技術の開

発に関しては、おおむね達成することができた。今後、技術のさらなる洗練化と、これら

要素技術を統合するデバイス化に注力していく。 

 

2.研究実施内容 

研究概要 

１）ナノドメイン操作材料の開発：細胞・組織ナノドメインを制御する新材料を創製す

る。 

２）新規組織再構成技術の開発：ナノドメイン操作材料を用いて組織特異的なナノ構造

を培養系で再現する共に、細胞・組織ナノドメインが示す高度にインテリジェント

な細胞・組織機能発現の分子機構を理解する。 

 

研究方法 

 高分子表面およびガラス表面に電子線重合、

リビングラジカル重合などの様々な手法を用

いてナノメートルレベルで厚みを制御しなが

ら機能性高分子や細胞成長因子等を固定化す

る新規技術を開発し、これを活用して培養細

胞から組織を再構成する新規技術を開発する。

作製した再構成組織は適宜、再生医療として

ヒト臨床応用に供する他、細胞および再構成

組織を活用する次世代バイオセンサーへの応

用をあわせて検討する。これらを目的として、UVエキシマーレーザーによるレーザーアブ



レーションなどの表面微細加工技術をバイオ用途に最適化した手法を確立する。これらを

駆使して、細胞膜表面に発現する受容体、細胞外マトリックス、細胞接着分子等と特異的

に作用する新規材料の創出を目指す。 

 

進捗状況 

 電子線重合を用いてナノ

メートルのレベルで厚みを

制御して温度応答性高分子

に代表される様々な機能性

高分子を大面積表面に固定

化する技術を洗練するとと

もに、細胞成長因子や細胞外マトリックス分子等の細胞制御因子を固定化した高機能性培

養基材を開発してきた。たとえば、温度応答性高分子を固定化した温度応答性培養皿を用

いて、非侵襲的に移植可能な細胞シートを作製し、これを用いて組織再生をおこなう技術

体系である細胞シート工学を世界に先駆けて開発した。皮膚や角膜などでは、すでに臨

床応用に成功しており、歯周組織や心筋等、様々な組織で臨床応用を目指した大形動物実

験が進行中である。角膜再生に関する報告は、医学会で最高の権威をもつNew England 

Journal of Medicine誌（2003年度のインパクトファクター34.8）に掲載された。 

 これらの技術をさらに発展させ、細胞や再構成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（細胞ナノ

ドメイン）を積極的に制御することにより、より安全で有効な再生医療を実践すると共に、

生きた細胞や組織工学技術を用いて作成した再構成組織を有効に活用する新規バイオセン

サーの創成を目的として研究を展開している。 

 細胞ナノドメイン操作材料としては、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。これを用いて異種感染の危険性を払拭できない、牛胎

児血清等の動物由来製品を一切含むことなく、再生医療に供しうる細胞シートを作製する

ことに成功した。 

 さらに、組織中でのみ観察される高度な細胞機能の発現には、組織中で共存する複数種

の細胞を培養系においても、その位置関係や細胞数の比を精密に制御しながら、その共存

を再現する必要があるとの考えから、複数種の細胞を任意の位置に配置させるマイクロパ

ターン共培養用マイクロパターン化表面の開発をおこなった。この培養表面を用いる肝実

質細胞と血管内皮細胞のマイクロパターン化共培養系では、肝実質細胞の分化機能が優位

に亢進することを見出した。 

 マイクロパターンの作製には金属製マスクを用いた電子線の多段階照射、あるいは電子

線重合により作製したナノグラフト表面をUVエキシマーレーザーを用いて局所的にアブレ

 



ーションし、基板層を再露出させる方法など、様々

な手法の開発に成功した。さらに、液晶プロジェク

ターを改造して作製したマスクレス光重合装置を用

いて、マイクロパターン作製に用いる光反応性材料

と作製法、反応条件の最適化をおこなうことで、デ

ザインの制限なく種々のマイクロパターンを高価な

マスクを必要とすることなく作製することに成功し

た。この方法は、研究開発のフェーズで特に必要な、

ラピッドプロトタイピングに特に適している。 

 本計画の最終目的は、個々の要素技術を一つの基板（チップ）上にコンパクトに配列し、

ナノドメインを解した細胞の機能制御・培養から細胞の刺激応答の高感度検出までをオン

チップ上でおこなうデバイスの開発にある。このデバイス化に当たり、マイクロ流路内で

実現される層流を活用すべく、シリコーンエラストマーのポリジメチルシロキサン

（PDMS）を用いたマイクロモールドの利用を想定している。これまで、試作的に外注によ

り作製した高価な鋳型を用いてPDMS製マイクロモールドを作製してきたが、マスクレス光

重合装置を用いて鋳型を作製し、これを利用してPDMS製マイクロモールドを作製する新規

技術を開発した。現在、PDMS製マイクロモールド内で細胞培養を安定におこない、細胞局

所的に刺激を負荷し、そおの細胞応答を計測する新規デバイスを開発中である。たとえば、

右図は150～450ミクロンの自立拍動するマイクロ心筋組織であり、このマイクロ心筋組織

が多数整列したマイクロ心筋アレイを用いた心毒性アッセイチップの実証試験が進行中で

ある。心毒性により新薬としての開発を断念せざるをえない化合物が多数存在し、それま

での開発経費がすべて無駄になっている現状を考慮すると、このようなマイクロ心筋アレ

イは非常に有効であると期待できる。 

 加えて、機能性高分子グラフト層の精度のさらなる向上を目的

としてリビングラジカル重合（原子移動ラジカル重合：ATRP）を

用いる方法を開発した。このATRPを用いて、これまでにカラムク

ロマトグラフィーとして実現してきた温度応答性クラマトグラフ

ィーを、充填剤を用いない中空流路表面で実現することに成功し

た。すなわち、内径数十から数百マイクロメートルのガラスキャ

ピラリー内腔表面にATRPにより温度応答性高分子を数十ナノメー

トルの厚みでグラフトし、温度応答性ガラスキャピラリーを作製

し、これを用いてクロマトグラフィーをおこなった。グラフト厚

は、20ナノから80ナノメートルまできわめて精度良く反応時間依

存的に表面リビング重合することにより達成できた。またAFMにより求めた表面のラフネ

スは2ナノメートル以下であり、従来のラジカル重合では達成できない平坦な高密度高分

子ブラシ表面を達成できた。また、この温度応答性ガラスキャピラリーを用いることによ

り有機溶媒を必要とすることなく温度変化のみでステロイド類を分離することができた。



キャピラリー温度クロマトシステムは、最終形態である統合化チップデバイスに組み込む

ことを予定しており、これを用いてオンチップ上でマイクロ流路内の微量成分を解析する

ことを目指している。 

（３）細胞ストレス応答物質を検出するための人工酵素の開発とセンサ応用 

研究概要 

 細胞がストレスに応答してATPが漏洩する現象が明らかになってきている。広範な細胞

種・ストレス種により惹起される現象であるため、ATPをin situ測定できる技術の開発に

より、「できることにより、細胞・組織のストレスモニタリングが可能になると考えられ

る。そこでATPをその場測定することのできるセンサデバイスの開発を目指し、ＡＴＰを

基質とする人工酵素の開発研究とそのセンサ応用研究を展開してきた。 

 

研究結果 

① センサ応用を企図した独自の分子設計によるリン酸エステル脱リン酸化（加水分

解）活性を発現できる人工酵素の合成に成功した

（図１のＨＰＬＣ分析結果参照）。 

② この人工酵素はナノキャビティ集積マトリックス

構造を有し、マトリックス全体で基質選択性を発

現することができる独自の分子設計である。 

③ リン酸エステル化合物（ＡＴＰ類、ＤＮＡ・ＲＮ

Ａ等）の加水分解産物が産生直後においてのみ

（安定なプロトン化イオンになる前においての

み）、電気化学的な還元を行なうことができるこ

とを見出した（ＪＳＴにより特許出願済み）（図

２に示す反応模式図参照）。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

④ この発見に基づき、人工酵素をセンサデバイスに

応用したＡＴＰセンサの構築に成功（図３の写真

参照）。１ｎＭオーダーのＡＴＰを検出可能なア

ンペロメトリック型センサの構築に成功した。 

⑤ 細胞ストレス応答漏洩ATPを測定する細胞センシン

グデバイスの試作を開始（東京女子医大 小林純先

生とチーム内連携開発） 

 

 

 

 

 

（４）シナプスモデル細胞の分子育種とシナプス機能モニタリングシステムの構築 

研究概要 

 本研究では、シナプス間の情報伝達において中心的な役割を果たしている、グルタミン

酸レセプター(GluR)を細胞表層に提示したシナプスモデル細胞を構築し、それを用いた神

経系医薬スクリーニングのためのhigh-through-put評価システム開発を目的として研究を

行った。 



研究結果 

① 中枢系におけるシナプス興奮伝達

の主要な役割を担い、また薬剤開

発の分子ターゲットとしてもトッ

プであるグルタミン酸リガンドチ

ャネルゲートレセプター（iGluR）

に発現および細胞表層提示マーカ

ー と し て Green Fluorescent 

Receptor(GFP)を遺伝子上で結合し、

昆虫細胞中でiGluR-GFPフュージョ

ンタンパク質として昆虫細胞中で

発現、表層提示することに成功

（図４の蛍光顕微鏡写真参照） 

② GFP-iGluR発現提示細胞の分子育種

により、評価分子サイトである

iGluRの提示量を定量化しながら、

チャネルゲート機能解析を行なう

ことができる「シナプスモデル細

胞」を構築することが出来た。 

③ イオントロピック活性（リガンド結合により細胞外から細胞内へのイオン流入が起

こる興奮発火現象）をモニタリングするため、イオン選択性半導体の開発を開始

（理化学研究所 尾笹一成先生とチーム内連携開発） 

（５）「バイオ関連分子と半導体ナノ構造とのインターフェイス技術の開発」 

研究概要 

 電解質中のHEMT 構造の動作特性について実験を行い、ゲート電圧を印加した場合に見

られる特性の時間的な変化の原因が光励起であることを明らかにした。ゲート部分にイオ

ノフォア膜をつけることによる効果を検証した。半導体ナノ粒子の発光特性が基板との距

離で変化することを見出し、これが励起光の干渉効果であることを示した。 

 

研究方法 

 AlGaAs 系のHEMT 構造にIn でソース・ドレイン電極を形成し、ゲートを被覆しない状

態で電解質（DMEM）中に浸し、Ids の時間変化を実測した。昨年度の実験ではゲート電圧

を印加する（電解質中に対極を入れて電圧を設定する）とHEMT の劣化が生じた。今年度

はその原因を調査した結果、ゲート部分を遮光すると、ゲート電圧を印加した場合にも

Ids の変化がかなり低減されることがわかった（図１）。これは光によってHEMT の表面

に生じる電子正孔対がゲート電圧との相乗でHEMT の腐食を進行させているためと考えら

れる。HEMT のゲート部分にNa イオノフォア膜を塗布することで、Na イオンの検出セン



サーの予備的な実験を行った。

この段階ではNa イオンの濃度に

よるIds の変化はわずかで（図

２）、イオノフォア膜や測定電

解質の条件の最適化が必要であ

ることがわかった。 

 

 半導体ナノ粒子であるCdSe を

半導体基板の上に配置し、両者

の距離を変えて蛍光特性に現れ

る変化を調べた。距離と励起波

長に依存した蛍光強度の変化が

観測され、その依存性は励起光の

干渉効果で予測できることがわか

った（図３）。この効果を利用す

ると、ナノサイズの絶縁物パター

ンの膜厚を計測できることを実証

した（図４）。バイオ分子によっ

てナノ粒子と基板とを結合させ、

そのバイオ分子が化学変化を起こ

したことを（ナノ粒子と基板との

乖離による）ナノ粒子の蛍光の変

化として捉えられる可能性が大き

い。それを検証すべく、ナノ粒子のバイオ分子（DNA）修飾を試みた。金基板に配置した

相補DNA との結合を調べたが、特異的な結合を実現するためにはより多くのDNA 分子でナ

ノ粒子を修飾することが必要なことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図３）SiO2/Si 基板上のCdSe ナノ粒子の

蛍光（励起波長とSiO2 膜厚への依存性） 

（図４）CdSe ナノ粒子の蛍光変化から

GaAsOx 膜厚の推定 

（図１）HEMT 素子のIds の時間変化（ゲート電圧

と遮光の効果） 

（図２）ゲート部分にNa イオノフォアを塗布した
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（６）「細胞を用いた毒性試験法の開発」 

研究概要 

 生きた細胞は種々の刺激に対して高度に複雑な生体反応を示すため、極めて高度なイン

テリジェント材料として利用することができる。生きた細胞のバイオセンサーへの応用は

動物実験にかわる代替技術として有望であり、新薬開発のための大規模なスクリーニング

や環境評価などへの応用が期待される。本研究は、細胞をインテリジェント材料としての

利用を可能にするために、発光あるいは蛍光を発するリポーター遺伝子の導入によって各

種遺伝子の発現変化をリアルタイムに解析できるセンサー細胞の創製を目的としている。

特に「化学物質の安全性」および「化学物質の医薬効果」といった化学物質機能情報を得

るための機能的細胞チップの開発を念頭に置き、各種遺伝子のプロモーターを利用して、

複雑な生体反応の結果として生じる細胞毒性を検出するセンサー細胞の構築を目指す。 

 

研究方法 

 細胞毒性を検出することを目的として、広域なストレスに応答して発現が顕著に誘導さ

れるHSP70B'遺伝子と、細胞の増殖活性の指標となるS期に特異的に発現するPCNA遺伝子の

プロモーターに着目した。これらの遺伝子のプロモーターとレポーター遺伝子と組み合わ

せることで、細胞のセンサー化を目指した。作成したセンサー細胞の機能を評価するため

に、細胞内ATP定量に基づいた細胞毒性試験と比較した。 

 

進捗状況 

 現在までに、HSP70B'遺伝子のプロモーターを用いることで高感度、かつ迅速な細胞毒

性検出が可能であることを示した。また、PCNA遺伝子プロモーターを用いることで作用点

の異なる抗癌剤の毒性を区別できる可能性を示した。さらに、これらのプロモーターの下

流にGreen Fluorescent Protein (GFP)遺伝子を結合することで、生きた状態の単一細胞

からこれらのプロモーター活性を検出するセンサー細胞の構築に成功した（研究結果参

照）。 

 

研究結果 

 HSP70B'遺伝子プロモーターはCdCl2の添加に応答して顕著に活性が上昇した。このプロ

モーターの活性の増加を指標としてCdCl2の細胞毒性を評価したところ、細胞内ATP定量に

基づいた細胞毒性試験と比較して約4倍高い感度を示した（Fig. 1）。また、このプロモ

ーターの活性をルシフェラーゼアッセイによって評価するとCdCl2を添加してから約12時

間後に最大の活性を示した。一方、細胞毒性試験では十分な毒性が検出されるまでには24

時間以上の暴露時間が必要であった。これらの結果から、HSP70B'遺伝子のプロモーター

を利用することによって細胞毒性を迅速かつ高感度に検出できるセンサー細胞の構築が可

能であることが明らかとなった。 

 



PCNA遺伝子のプロモーターは定常状態で高い活性を有していた。抗癌剤として用いられて

いるスタウロスポリンとエトポシドがこのプロモーターの活性に与える影響を調べたとこ

ろ、細胞内ATP定量に基づいた細胞毒性試験で毒性が検出されない濃度、暴露時間におい

て、スタウロスポリンはPCNAプロモーター活性を顕著に減少させたが、エトポシドはその

活性に影響を与えなかった（Fig. 3）。これらの結果から、PCNA遺伝子のプロモーターを

利用することで、高感度に抗癌剤の毒性を検出できるだけでなく、作用機序の異なる薬剤

の毒性を区別できることが期待された。 

 



 

 HSP70B'とPCNA遺伝子プロモーターそれぞれの下流にGFP遺伝子を組み込んだプラスミド

を構築しHepG2細胞に一過性に導入した。この細胞にCdCl2を暴露し、蛍光顕微鏡下で観察

したところ、プロモーターの活性を蛍光として単一の細胞毎に検出することができた

（Fig. 4）。この結果から、これらのプロモーターとGFP遺伝子を組み合わせて作成した

センサー細胞を用いることによって、簡便に高感度な毒性評価試験が実施できる可能性が

示唆された。 

 

 

今後の研究の予定 

 現在までに、細胞ストレス（HSP70B'）、および細胞増殖（PCNA）の指標となるプロモ

ーターを用いてセンサー細胞の構築を行ってきた。これらに加えて、アポトーシス誘導遺

伝子のプロモーターを用いたセンサー細胞の作成を予定している。今後は、作成したセン

サー細胞を用いて、本プロジェクトにおいて確立しつつあるセンシング技術や細胞アレイ

化培養技術、微小流路内培養技術と融合させ、複数種のセンサー細胞を集積化させた毒性

評価デバイスの開発へ発展させていく予定である。 
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