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研究成果（当初の研究目的と得られた結果を記載してください。図表を含め２ページ程度）： 

 

本研究では、組織工学的アプローチによって生体内の血管網や筋などの大きさと出現頻度がフラ

クタル関係となるような多細胞システムの理解を目指す。例えば、脊椎動物の循環器系は大血管、

中血管、小血管、毛細血管というように血管の太さと長さが逆相関し、筋では、筋繊維（筋細胞）

が複数集合して筋束を構成し、さらに筋束が複数集まって筋肉を構成しているような構造的階層

と数的関係がある。このような生体現象において、（１）どのようなアルゴリズムでこのようなフ

ラクタル構造を生成しているのか？、（２）アルゴリズムを規定する因子は何か？を明らかにする

ために、人為的にフラクタル構造を付与した細胞組織を作製し、力学的あるいは化学的な刺激が、

血管等の上位構造形成にどのように影響するのかを解析する。本研究目的遂行のためには、（Ａ）

細胞が数個から数十個集積した空間スケールが１００〜１０００マイクロメートルの微小構造作

製技術、（Ｂ）血管網のような空間スケールが１〜１０ミリメートル程度の大局的構造作製技術、

（Ｃ）１０マイクロメートルオーダーの空間分解能を有する単一細胞化学的刺激技術が必須であ

る。本年度は、（Ｂ）のミリメートルオーダの組織形成手法に関する研究を実施した。 

 通常の細胞培養において、酸素や栄養素の供給あるいは老廃物の排出のため、細胞培養皿底面

に細胞がまばらに接着した平面培養が基本的な培養法となる。平面培養では、培養皿底面全体を

細胞が覆うようなコンフルエントと呼ばれる状態が最も細胞数が多くなるが、ミリメートルオー

ダの組織はそのままでは作製できなかった。例えば、細胞組織の高さを増すために、コンフルエ

ント時の細胞数を超える細胞を培養皿の中に投入しても、積み重なった細胞が酸素や栄養素、老

廃物の輸送を妨げるため、最下層に位置する細胞が壊死してしまう。本研究では、物質輸送を改

善することができれば、より厚い細胞組織を生体外で作製できるのではないかと考えた。 

 

図１ 気泡を用いた細胞組織表面へのディンプル（凹凸）形成 
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 図１に示すように、細胞懸濁液中の気泡には細胞が寄り付かないという性質があることから、

細胞懸濁液の気泡を型として、細胞組織表面に凹凸を付与するという新しい細胞培養法を考案し

た。細胞懸濁液中の細胞が細胞培養皿底面へ沈降し接着するまでには 2 時間ほどかかるため、こ

の間、気泡を安定的に存在させることが本手法の鍵である。 

 

  (a) 気泡化細胞懸濁液    (b) 細胞懸濁液の顕微鏡像     (c) 接着した細胞 

    バーは 1 cm。        バーは 500 μm。       バーは 500 μm。 

図２ 細胞懸濁液の気泡化による細胞の集積 

 

 図２(a)に示すように細胞懸濁液をピペットにより起泡すると、気泡が六角格子状に整列し、２

時間程度維持されることが確認できた。図２(b)に示すように気泡と気泡の間に細胞が集積してい

る様子がわかる。培養２時間後、図２(c)に示すように集

積した細胞がその分布を維持したまま、細胞培養皿底面

に接着していることが観察された。気泡が存在した領域

は細胞が疎であり、気泡間には高密度に細胞が積み重な

り、全体としてディンプルが形成されている。 

 平面培養においてコンフルエントの１０倍に相当する

細胞濃度である 1×106個/cm2となるように調製された細

胞懸濁液を用いて、平面培養（コントロール）とディン

プル付与培養をそれぞれ行った。２４時間培養を行った

ところ、コントロールでは 10%を超える死細胞率であった

のに対して、ディンプル付与培養においては、5%以下の

死細胞率であった。通常のコンフルエントに満たない平

面培養での死細胞率は数%であることから、ディンプル付

与により、コンフルエントをはるかに超える細胞濃度で

あっても細胞の生存性を維持できることが分かった。以

上のように、今後の研究遂行に欠かせない重要な知見を得

ることができた。 
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図３ 細胞濃度 1×106個/cm2にお

ける培養 24時間後の死細胞率。棒

グラフとエラーバーはそれぞれ平

均値と標準偏差を示す(n=3)。アス

タリスクは p < 0.05を示す。 
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