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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 

2.1. 女子医大グループ 

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

（2004 年度のインパクトファクター38.570）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。 

前年度までは、ポリスチレン培養

皿表面に平滑なナノメートルレベル

の超薄膜層をグラフトする技術を開

発してきた。17 年度からは、細胞－

基材間の相互作用を評価する手法を

確立するために、全反射照明蛍光顕

微鏡で観察可能な温度応答性表面の

作製を検討し、その表面特性を明ら

かするとともに、これまでのポリス

チレン製温度応答性培養皿との違い

について比較した。前年度まで取り組んできた電子線重合法を利用して、ポリ（Ｎ－イソ

プロピルアクリルアミド）(PIPAAm)をシラン化ガラス表面に均一に、かつ仕込みモノマー

条件を変化させることで膜厚 4~10 nm の範囲で精度よくグラフトすることができた。さら

に、約 5 nm 以上の PIPAAm 膜厚でのグラフト表面は細胞非接着性となることを見出した。

ポリスチレン製温度応答性培養皿の場合、表面上の PIPAAm グラフト層が 20 nm 程度の厚

みであったとき、温度変化に応答した細胞接着／脱着を示す。一方、約 30 nm 以上の厚み

では、細胞非接着表面となってしまう。これは、20 nm 程度の厚さではポリスチレン製培養
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皿の疎水性界面近傍でグラフトした PIPAAm 鎖の脱水和が促進され、この効果が PIPAAm

最表面にも伝達され細胞接着可能な疎水性表面となるためと考えられる。シラン化ガラス

表面とポリスチレン表面はどちらも疎水性を示すことから、シラン化ガラス表面にグラフ

トされた PIPAAm は、ポリスチレン製培養皿表面上よりも高密度で、かつ水中において分

子鎖が水和した膨潤層を形成しやすいものと示唆される。今後は、両者の特性の違いを解

明していくとともに、全反射照明蛍光顕微鏡による細胞－温度応答性表面間の細胞外マト

リックスや細胞骨格、細胞膜タンパク質などの観察を進めていく。 

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

によっ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自在に種々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。 

 

2.2. 九工大グループ 

1) 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 

昨年度までに、 

① センサ応用を企図した独自の分子設計、すなわちナノキャビティ自己集積構造によるリ

ン酸エステル脱リン酸化（加水分解）活性を有する人工酵素膜の合成に成功した。 

② リン酸エステル化合物（ATP 類、DNA・RNA 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）。 

③ 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し、

nM 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。 



17 年度においては、 

① 人工酵素膜の触媒活性についての動力学的解析を行い、人工酵素としては非常に高い触

媒活性を有し、かつミカエリスメンテン型触媒活性であることが明らかとなった。 

② 人工酵素膜のマトリックス構造を強固にし、センサ特性を更に安定させることを検討し

た。そして高分子による支持構造を加え、更に膜化プロセスを工夫することで、膜毎の

センサ応答誤差が３％以内にできることが示された。 

③ 現在まで電極をトランスデューサとするセンサ機構を構成して評価していたものに加

え、半導体をトランスデューサとして高機能化を図った系を構築した（理化学研究所 尾

笹一成先生とチーム内連携研究開発、評価中）。 

 

2) 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 

昨年度までに、 

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、また中枢系薬剤開発の分子ター

ゲットとしても主座を占めることが見込まれるグルタミン酸リガンドチャネルゲート

レセプター（iGluR）を培養と取り扱いが容易な浮遊性異種細胞で発現、細胞表層提示

させた「シナプスモデル細胞」の構築に成功した。 

② 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研究開発）した。 

 

このそれぞれについて、17 年度に更に研究を推進し、 

① シナプスモデル細胞機能の評価を、イオントロピック活性をもとに解析を行った。Na

２＋キレート蛍光プローブを細胞内に取り込ませ、その蛍光強度（および局在）を蛍光

顕微鏡による時間分解観察を行い、イオン流入を評価した。詳細な速度論解析は完了し

ていないが、現在得られている結果により、シナプスモデル細胞はリガンドゲート機能

を保持し、機能していることが示された。 

② ナトリウムイオノフォアをゲート部に塗布することでナトリウムイオン選択性半導体

電極の開発を行なった。これにより選択的にナトリウムイオン応答を検出でき、また

10-6M の濃度の検出感度で検出できることがわかった。これよりモデル細胞が 10 個ほ

どセンサ上にあれば、イオントロピック活性の評価できることが示された。 

 

2.3. 理研グループ 

1) 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 

HEMT 構造を細胞培養溶液中で安定して用いるためのゲート表面の修飾を検討し、ブト

キシドチタニウム溶液のスピンコーティングによる TiO2 膜が有効であることを見出した。



また実際に HEMT 構造をフォトリソグラフィによってパターン化してゲート領域を限定し、

その上で細胞を培養しながら電流を長時間モニターする実験に取り組んだ。これと並行し

て、有機半導体膜をゲート膜とする際の特性や半導体ナノ粒子の発光特性が時間的に変化

していく現象を追求した。有機半導体膜の表面電位のパターン化や、ナノ粒子の表面修飾

分子の脱離と酸化が発光の減少とブルーシフトについての知見が得られた。 

 

研究実施内容 

HEMT 構造を利用した FET 素

子においてゲートに保護膜をつ

けずに電解質中で特性を測定す

ると、光励起で生じる電子正孔対

による表面反応が起こると期待さ

れ、それを利用した新しい原理の

センサーが構築できる可能性が

ある。昨年度はそれを実証するべ

く電解質中での HEMT 構造の安

定性を調べていたが、光励起酸

化によって構造が劣化してしまう

ことが大きな問題であった。今年

度は光照射化でも安定した測定を達成す

るために、ゲート表面に光励起性能を有

すると考えられる膜をつける試みを行った。

膜の候補として有機半導体膜、導電性高

分子（ポリピロール）、GaAs 酸化膜、アモ

ルファス TiO2 膜を選定し、その効果を実

験によって検証した結果、TiO2 膜で良好

な特性が得られた。この TiO2 膜は特に細

胞に対して毒性を有せず、その表面で細

胞培養が可能なことが分かった。 

FET の表面で細胞を培養しながら信号検出を行う場合、ゲート表面部分の様子を一定時間おき

に顕微鏡で観察しながら信号モニターを行うことが望ましい。そこで、顕微鏡下で観察しながら細

胞が培養できる装置を構築した。その上で、TiO2 膜をゲート保護に用いた FET 構造をフォトリソグ

ラフィによって作製し、ゲート領域を限定した上で細胞を培養しながら電流の長時間計測を行う実

験を行った。この FET は光に対して応答性を有するため、表面観察時の光照射によって電流の増

加が見られるが、長時間にわたって比較的安定したドレイン－ソース電流が測定できている（図

１）。 

図１． 細胞/TiO2膜をゲートとした FET 構造の長時間測

定．「細胞あり」の場合に見られているスパイクは顕微鏡

観察の光の断続による．７２時間以降は光を照射しつづけ

ているため一定となっている． 

図２． TiO2 膜をゲートに用いた場合の

Ids-Vgs 特性（光照射と遮光の場合）． 



ゲート膜に TiO2 を用いると、光に対して過渡的な反応が強く出ることもわかった。光のない場合

には、Ids-Vgs 特性はヒステリシスとドリフトの少ない特性を示すが、光が当たっていると大きなドリフ

トを示した（図２）。この原因としては光励起によって生成した正孔が TiO2 膜と HEMT 表面との界面

に蓄積されるためと推定される。その効果

の検証やセンサー特性への影響は今後の

課題として調べていく必要がある。また、細

胞からの信号検出を行うために必要となる

と思われる酵素膜の作製とその効果の測

定 に つ い て 、 九 工 大 グ ル ー プ と 市 販

ISFET を利用した共同研究を進めている。 

有機半導体膜をゲート膜とする試みで

は、Alq3 膜を対象とした。Alq3 膜は遮光

下の真空蒸着形成によって 10V を超える

表面電位を示す。その表面に光をパターン照射すると

表面電位のパターンが形成可能なことが分かった（図

３）。この膜をゲートに用いることにより、特性を光によっ

て制御できる FET が実現できる可能性がある。しかし電

解質中で用いると、HEMT 表面を保護する機能がなく今

回の細胞向けのセンサーとしては不適と判断している。 

また、半導体ナノ粒子の発光特性によって細胞から

の分子の検出を行う方向での実験を進め、単一ナノ粒

子の発光特性が示す時間変化の原因を探った。発光

効率の時間低下はナノ粒子表面の修飾分子が脱離す

るためであり、発光のブルーシフトはナノ粒子の酸化に

よるためであることが、高真空中での発光特性変化の追

跡によって示された（図４）。このような変化は溶液中でも

形を変えて起こるものと推定され、細胞近辺にナノ粒子

を配置した上でその発光特性の時間変化を測定することで、細胞の放出する分子を検出できる可

能性がある。そのためには、電解質界面での発光特性の測定と周辺分子の特性への影響を調べ

ることが重要である。 

 

今後の研究計画 

バイオ分子を効率的に検出できるゲート機能性膜を選定し、それをゲート部分に用いたセンサ

ーデバイスを試作する。それを用いて細胞の活動を実際に計測する実験を行う。TiO2 膜の光応答

性とHEMT素子の特性の関連を調べ、新しい検出素子原理の達成を目指す。CdSe ナノ粒子を半

導体基板上に配置し、それに電解質中で電界や周辺分子の変化といった刺激をあたえ、発光特

図４． Alq3 の表面電位の光パターン照

射によるパターニング． 

図３． CdSe ナノ粒子の発光スペクトルの時間変化

（大気中と高真空中）． 



性にどのような影響がでるかを見極める。その機能をバイオセンサーに利用するための条件を明ら

かにしていく。 

 

2.4. 物材機構グループ 

1) 細胞を用いた毒性試験法の開発 

研究目的 

材料工学的技術により細胞との親和性が高く、また細胞の形状・配置および機能を制御できる

新規な培養基板の作製を試みる一方、分子生物学的技術を用いて薬物等の外部刺激に応答した

遺伝子発現の変化を検出するための機能化細胞（センサー細胞）の作製を行う。これらの技術を

融合し、種々の環境が細胞・組織に与える影響を簡便かつ経時的にモニターできるバイオセンサ

ーの創製を目指す。 

 

実験方法 

・ 高感度なセンサー細胞の作製 

ヒト HSP70B'遺伝子プロモーター（-287～+110bp）をストレス応答配列として利用し、これをルシ

フェラーゼ遺伝子の上流に組み込んだプラスミドを培養細胞に導入することで毒性センサー細胞

を作製した。さらに高感度なセンサー細胞を作製するために以下の通りにヒト HSP70B'遺伝子のス

トレス応答配列の改変を行った。5'-および 3'-欠損変異体を作製し最小のストレス応答領域を決

定した。さらに、ストレス応答を阻害するモチーフ配列を塩基置換によって変異させた。このようにし

て作製した応答配列をタンデムに連結させ、改変 HSP70B'遺伝子ストレス応答配列とした。 

・ 機能化細胞のマイクロパターニング手法の検討 

機能化細胞アレイの構築： 細胞非接着性のポリアクリルアミドを電子線重合法によりポリスチレ

ン製培養皿表面上にグラフトし、エキシマレーザーによるポリアクリルアミド薄膜層のアブレーション

で、50×50 um の領域のポリスチレン表面を露出させ、細胞接着表面を有する培養基材を得た。こ

の培養基材上に HepG2 細胞を播種した後、リポフェクション法により GFP 発現プラスミドを導入し、

機能化細胞アレイを得た。 

マイクロ流路内における機能化細胞マイクロパターンの構築： 機能化細胞を用いたハイスルー

プットなバイオセンサー創製を目的として、マイクロパターン

化した機能化細胞の構築を可能にする微小流路を利用した

新しいプラスミド導入法を検討した。PC上で描画した3-inlet, 

1-outlet の形状のマイクロパターンイメージを、液晶プロジェ

クタを改造したマスクレス露光装置によりネガ型 g 線フォトレ

ジストを塗布した基材面に縮小投射し、微小流路のマスター

モールドを作製した。マスターモールド上に流し込んだ

PDMS プレポリマーを加熱し硬化した後にマスターから剥離

した。この PDMS を細胞培養基材上に接着させ、PDMS 製微

0 ｈｒ 4 ｈｒ

8 ｈｒ １２ hr

0 ｈｒ 4 ｈｒ

8 ｈｒ １２ hr

図５ 機能化細胞の細胞毒性経時

的検出． 



小流路チップを得た。微小流路の一方から細胞（NIH-3T3）懸濁液を導入し、液流が停止している

ことを確認した後、5% CO2、37℃のチャンバー内で静置した。細胞が十分に伸展した後に流路内

の培養液を置換し培養を継続した。これらの細胞に、inlet の一つからリポフェクション試薬とともに

GFP 発現プラスミドを、残りの二つからは通常の培養液を導入した。outlet からリポフェクション試薬

および培養液を吸引し、微小層流をマイクロ流路内の細胞上に 3 時間維持した。その後、全ての

inlet から培養液を導入し、リポ

フェクション試薬を洗浄し、液

流を止めた状態で培養を継続

した。 

研究結果 

機能化細胞の作製： 細胞

は様々な環境変化に応答して、

種々の遺伝子の発現レベルを

変化させる。毒性刺激によって

生じる遺伝子発現変化を簡便

に検出できる機能化細胞を構

築することによって、迅速かつ

高感度な毒性の検出が行える

ことが期待される。HSP70B'遺

伝 子 プ ロ モ ー タ ー （ -287 ～

+110bp）とホタルのルシフェラ

ーゼ遺伝子用いて作製した機能化細胞は

cell viability test よりも約 4 倍高い感度で

塩化カドミウムの毒性を検出し、また、レポ

ーター遺伝子にクラゲの蛍光タンパクであ

るGFPを用いると、その細胞毒性を経時的

に検出することが可能であった（図５）。さら

に、改変 HSP70B'遺伝子ストレス応答領域

を用いることによって、塩化カドミウムに対

する応答性をさらに2.9倍向上させることに

成功した（図６）。HSP70B'遺伝子は種々の

ストレスに応答するため、本研究により作

製された機能化細胞は、広域な細胞毒性

を高感度に検出することを可能にするバイ

オセンサーへの応用が期待される。 

機能化細胞の応用： 機能化細胞はバ

A B C 

D 

50μm 

300μm 

図７ マイクロウェル及びマイクロ流路内でのセンサ

ー細胞の構築. 

 

A: 細胞接着ドメイン, B: マイクロパターン化された

HepG2 細胞, C: マイクロパターン化された細胞への

GFP 発現プラスミドの導入, D: 微小層流を利用した

GFP 発現プラスミド導入のマイクロパターン化． 

図６． ヒト HSP70B'遺伝子ストレス応答配列の改変による応答

性の向上． 

ストレス応答配列（ヒト HSP70B'遺伝子-287～+110bp）には HSE

と AP-1 のモチーフ配列が含まれる。改変ストレス応答配列では

ヒト HSP70B'遺伝子の-192～+110bp の上流に-192～-54bp の配列

をタンデムに連結し、AP-1 配列を塩基置換によって変異させた。

ストレス応答はこれらの応答配列の下流にルシフェラーゼ遺伝

子を組み込み、塩化カドミウム暴露（500ng/mL、12ｈ）の後にル

シフェラーゼ活性を定量することで評価した。ストレス応答は定

常状態におけるルシフェラーゼ活性に対する相対値で示した。 

 

ストレス応答配列 

改変ストレス応答配

ストレス応答（相対値）

0 20 40 60 80 10

HS HSE HSEAP-1 AP-1

HS HS HS HS

-287 +110

-192-192 -54 +110



イオセンサーとしての応用が期待される。機能化細胞をマイクロウェルやマイクロ流路などに構築

することができればハイスループットな分析デバイスの創製が可能となる。本研究では、マイクロウ

ェル上に播種した細胞に対して遺伝子導入が可能であること示した（図７A-C）。また、マイクロ流

路内に播種した細胞に対して、流路内で構築した微小層流を利用してマイクロパターン化した遺

伝子導入を行うことに成功した（図７D）。 

 

結語 

本研究において、1）遺伝子導入による高感度な毒性センサー細胞の創製、および 2）遺伝子導

入細胞のマイクロパーターン化、に成功した。これらの成果は細胞毒性を検出するハイスループッ

トなバイオセンサーを創製する上で重要な技術となることが期待される。 
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