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Tissue cells appear toproliferate and differentiate guided by the extracel-

lularmatrix (ECM). 1t is discussed that the geome1Jγof ECM would be of 

prime importance for the iissue format1on among the many factors involved 

in the cell司ECMInteract10ns and hence that the geometry property of ECM 

should be incorporated into an artificial ECM. if it is to be. implanted to 

regenerate the t1ssue. Meanwhile， we created microchannel arrays in the 

surface of a single-crystal silicon substrate using the advanced microfabri-

cation processes and showed them useful as a model of capillaries In vivo 

for studiesof hemorheology related to capillary circulation. 1n the present 

report， our efforts are reviewed that have been made to culture cells in vari-

ously designed microspaces that were similarly formed in thesurface of a 

silicon substrate or， recent1y， of anacrylic resIn substrate in order to study 

more clearly “what is the geometty?" for cells: Micropit arrayswete a 

preferably adopted design. .Osteoblast-like cells preferentially entered into 

the micropits， particularly of size 50 11m (w) X 50 J1m (w)， and showed 

there a faster proliferation and ossification. 1n contrast， fibroblast cells 

preferentiallyproliferated outside the pits and aligned along the lattice回like

path surrounding the pits. 
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はじめに

止まることのない微細化・集積度の

増大を達成し続けてきた半導体微細加

工技術をエレクトロニクス以外の分野

に応用する研究が近年活発である ])2)。

そのrl:tで我々は，微細加工されたシリ

コン単結晶基板表面iの潜や窪みをその

まま空間構造として，すなわち，マイ

クロチャネJしやマイクロスペースとし

て用いる独自の応用を開発し，流体特

にi血液のレオロジーのiijfヲ引こ用いてき

た山村)。ミクロンサイズのチャネル

およびスペースでは壁との接触面で働

く力がバルク内の力と拾抗する大きさ

になるためと思われるが，血液細胞の

J妾着性や凝集性のおそらくわずかな遣

いによっても血液細胞の集団の流れに

ドラスティックといってよいほどの大

きな差が生じることを見い出した。ま

た，同 4サイズのマイクロチャネ)[...の

アレイから水中に押しIHされたiF11が極



めて均一度の高Lミ(粒子径の分散が小

さLミ)エマルションを形成するという

予想しなかった効果も観察された;J。

手方，組織細胞の増嫡・分化さらに

組織形成においても，壁あるいは細胞

外マトリックス ECMとの接触面で働

く力と細胞内で働く力の対等的・ t吉J克

的関係がおそらく極めて重要になると

推定される。その接触而ないし接着i宜i

での事象に対して近年，物理的，化学

的，生化学的な研究が活発に行われて

きているが，その幾何学に焦点を当て

た研究はまだ少なLミ。久保木らは再生

医療において人工的なextracellular

matrix (ECM)の幾何学こそ組織再生

を導く上で最重要ポイントであるとの

認識から「人工ECMの幾何学Jを提

日呂している引。

i自勉・分化H寺には物質の輸送を含め

て細胞内の反応特に合成反応の系の空

間的方向性(異万性)が特に重要にな

るであろうが，その反応、系の立体幾何

学に細胞周囲の空間の立体幾何学が強

く影響することは当然予想される。ま

た，細胞が直接認識できないであろう

大きさの空間の幾何学は生理活性物質

の三次元的濃度勾配の形成を通して細

胞内の反応系に影響を及ぼすことが推

定される。接着斑と細胞内骨格蛋白質

の重要な役割の 1つにキ111胞外から細胞

内への立体幾何学の伝達があるのかも

しれない。

本稿の筆者らはそれぞれ別々の仕事

をしてきたが，今からみると必然性を

感じられるほどの偶然的関係から，微

細加工基板表而の細胞サイズ以上の微

微細加工空間構造内での培養細胞の培躍・分化:

部rlJJn工;ノtターンがよ自主主組jJj包のI曽向車・分

化に及ほとす影響を研究するグループを

形成することになったヘこの微縦加

仁パターンは，用いた基板が人工

ECMになり得るかどうかは別にして，

久保木らが想定した幾何学そのものと

L 、っておそらく間違いないであろう。

ここでは，微細加工基板の開発を中

心になって行ってきた筆者からみた研

究の経緯とこれまでの研究の成果を紺

介し，微細加工基板が I記のような仮

説の検証に役立つことを論じたL、。

シリコン単結晶基板表菌!こ

加工された毛細血書モデル:

マイクロチャネJIIアレイ

血液細胞は浮遊状態で生存できる例

外的な細胞であるが，それぞれ機能を

発揮する時には非接着性から終着性へ

と変化する。赤血球はその表面の血葉

蛋白質I吸着層により按若性がほぼ完全

に抑制された状態で，すなわち毛細血

管の通過性を最優先にした状態で，酸

素輸送の機能を果たしているれ~浮遊

状態で120EIもの寿命を有することは

おそらく驚くべきことであるが吸着

したUIl築蛋白質がECMの役割を果た

していると推定される O 血小板はi弓核

球の断片であるが，断片化しでも接着

性の制御が保たれていることは注呂す

べきことであろう。

溶血を起こさなLミ限り毛細血管にお

いて亦lu1l3J<が流路障害を起こすことは

あり得ないと思われるが.接着性の発

現が必須の白血球と血小板はしばしば

流路障害の原因になる。さらに，この

毛細血管の流路障害からJl'iJIAの組織の

壊死に至ることも決してまれではない

とtfi，耳切さオ1る。)司同?のことであるから，

我々はそれを自覚し得ないが，線維化

した微小な廠痕がJJrr!ll告と共に苔績し，

次第に組織の機能が低 Fすることにな

るO このような変化が老化や生活習慣

病の本態を構成していると考えられ

る1]) 。

いくつかの悪条件が重なって組織の

機能不全にまで陥れば，今のところ再

生医療以外に救う子立てはないc した

がって， r写生医療を必要とする最天の

原因は毛細血管の流路障害にあると

いってよいわけである。

活牲化した白IUl球およびllIl.小板によ

るj走路障害を研究する目的で開発され

たのが筆者らのマイクロチャネルアレ

イいいである。その開発の経緯は寄せ愛

せざるを得ないが，赤血球変形能の測

定日や白血球の走化性のiWJ定にJlll、ら

れてきたニュークリポアフィルターに

替わる精密フィルターを製作する試み

からマイクロチャネルアレイのl*rJ発に

~ったことは述べておきた L ミ。

日立製作向?の微細11加工技術研究グ

ループとJ:tIPHiJfヲEを立台めた (1988壬ド)
頃のエッチング技術では， cJ;~1長 lこ微小

な貫通孔を開けるのが困難であった。

そのため，多数の並列な微小な満を加

工した基板表面全体をガラス基板で、漏

れのないように緩うことにより満の列

を流路の列に変換した構造をフィル

ターの代替物とした。しかし，これが

怪我の功名となった。 基板表liUに展開

された流路はその全域が同時に顕微鏡
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焦点面内に入るため，流れの全域での

顕微鏡同時観察が可能になった。従来

のフィルターの構造では物が顕微鏡の

焦点面を横切る形で動くため高倍率で

の観察が困難であり，また，入口・出

日の同時観察も両面同時観察用の特別

の顕微鏡観察システムでも作らない限

り不可能で、ある O

その後，観察性を高める目的でマイ

クロチャネルアレイ入口および出口に

全チャネルにわたるテラス構造を設け

る工夫を行ったが， このテラス構造が

いわゆる「血液サラサラ・ドロドロJ

の違いを極めて鮮i現に現出させること

になった。また，エマルションの形成

においてもテラス部分での力の関係が

極めて重要で、あることが中l鳴らによっ

て示されている 141。

これらのことから，我々が開発した

マイクロチャネルアレイの特徴がフィ

ルター構造にあるというより，フィル

タ一様の空間構造(2つの三次元的空

間を多数の並列な一次元的空間が二次

元的空間を介してつないでいる構造)

にあって，その3つの空間部分で壁と

の接触面で働く力とバルクにかかる力

の関係が大きく異なるため，中を通過

する物によっては我々が予想できな

かった，すなわちフィルタ一作用以外

の作用・効果がみられるようになった

と理解される則。

マイクロチャネルアレイ!こ
対するIXン欝母の通過性

血液レオロジー測定問マイクロチャ

ネルアレイのチャネルの深さは4.5]Jm

であり，チャネルの底面と同じ位置に

設けたテラス両もその上のガラス面か

ら4.511mの位置にある。パン酵母の丹

筒音15の径は約 511mである。パン酵母

浮遊液をマイクロチャネルアレイに流

してみたところ，パン酵母はテラス部

分入り|二iですべて臨止されることがみ

られ，その細胞憶が変形を許さない固

さであることが示された川。興味深い

ことに，出芽期にあるパン酵母を流す

と大部分がテラス部分に入れるように

なり部はチャネルを通過すること

が観察された。このことから出芽期に

は細胞壁が全体的に柔らかくなること

が推定された。固い細胞壁を有するパ

ン酵母も濃度50%以上のエタノール

で処理するとテラス部分に入り得るよ

うになり，さらにチャネルを通過し得

るようになることも観察された O 締胞

壁成分のエタノ-)!--irn出lこよって細胞

壁物性が大きく変化したことが推定さ

れる。

パン酵母は浮遊細胞であるが，その

増殖が出芽の形で行われることは，

ECM形成と増殖が同時に行われると

いうことで， ECMおよび人工ECMの

幾何学の観点からも興味深いことであ

ろう O

マイクロチャネルアレイ内
での細胞摺養

筆者らmは，マイクロチャネルアレ

イのコラーゲンコーティング法を検討

した後，ラット骨髄間質細胞，線維芽

細胞株および骨芽細胞様細胞株の塙養

を試みた。その報告には本稿の主題で
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ある細胞周lif:lの微細空間構造の及ぼす

影響の解明がR的として記され，さら

に，異所性骨化症の Iつである後縦靭

帯骨化症で、は靭帯の微小な亀裂がCT

J最m3で認められることやその忠者持主

に11:1Ul傾向が強いことから，骨化に空

間の形状(亀裂)と誘導因子(おそらく

血小板由来増殖国子)が重要で、あるこ

とが議論されている。少なくとも 13的

だけは当時から明確であったようであ

るO

テラス部(二次元的空間部)に入っ

た細鞄はその手前の大きな流路部(三

次元的空間部)のガラス基板に付着し

た細胞に比べて速く伸展すること，細

胞はチャネル部を白発的に通過してい

くこと，線維牙組i胞はテラス部分を敷

きつめるように仲展・ I曽殖することな

どが観察された。特に興昧深かったの

は，テラス部分を敷きつめた細胞がお

そらく酸素・栄養物の不足か老廃物の

蓄積により環境が劣化したためと思わ

れるが，細胞膜の激しい揺勤を示した

後にテラス部分から自発的に}脱出して

いくことが観察されたことである。

マイクロピットアレイを
用いた細臨培養

微細加工パターンの培養細胞に及ぼ

す影響を本格的に研究する目的で開発

されたのがマイクロピットアレイであ

り，その構造はマイクロチャネルアレ

イよりさらに単純である。久保木の要

請は人工ECM素材，たとえばハイド

ロキシアパタイトに対する微斜IIJJnTJ'

ターンの作製であったが，半導体基板



を加工するために開発された微細加工

技術の他の素材への応用性が低いた

め，マイクロチャネルアレイ同十議シリ

コン単結品基板にマイクロピットアレ

イを加工することになった。

1 .微細加工技術の概略・特徴

半導体微細加工位術の基本行程は以

下のようなものである則。

①スピンコーターを開いて基板にブオ

トレジスト(感光剤)を塗布する。

②フォトレジストを塗布した基板に

フォトマスク(表面の金属薄膜にパ

ターンを描いたガラス基板)を重ね

て露光する。

③露光されたフォトレジストを現保・

定着する(光が当たった部分が溶解

するポジタイプと光が当たらなかっ

た部分が溶解するネガタイプがあ

る)。

④ウェットエッチングもしくはドライ

エッチング法によりフォトレジスト

でカバーされていない基板部分を彫

り込む。

⑤①に戻る。

集積回路を作る場合は， P型もしく

はN型領域を作るためのイオン拡散あ

るいはイオン打ち込み行程および絶縁

薄膜や金属薄膜の形成行程が)][1，わって

t~êの一連の行程が繰り返されること

になる O

微細加工技術によって作製できる空

間構造のデザインには，上記の実際の

プロセスから来る強い制約が存在す

るO 基板表面方向のパターンは線11磁の

限界があるものの作間の子聞を献わな

微細加工空間構造内での培養細脂の培殖・分化:

ければほぽ任意にデザインが可能であ

るが，深さff向に関してはパターンの

デザインは基本的にできないと考えた

ほうがよLミ。最近普及するようになっ

たICP-RlEと呼ばれる高密度プラズマ

の反応性エッチングによる垂直の彫り

込み，すなわち，垂直の壁が形成され

るか，結I511軸方向で、エッチング速度が

著しく異なるウェットエッチングに

よって一定の角度の斜面が形成される

かのどちらかである O また，エッチン

グの深さによるが， ドライエッチング

では底面(エッチング而)が荒れてく

るのに士すし，ウェットエッチングで、は

鏡IIDが形成される O

マイクロチャネルアレイの場合，深

さ方向に段差のある構造の加工が不可

欠であり，そのためには2枚のフォト

マスクを用いて上記プロセスを 2回行

う必要がある。初回のエッチングで基

板表面は平面から段差のある面に変わ

るため， 2回目のフォトレジスト塗布

においてカノfリング不良が極めて起き

やすくなる。カパリング不良があると

1回目のエッチンク守で、作った構造が 2

回目のエッチングで破壊される結果に

なる O この問題の克服に我々(正確に

は微細加工を請け負ってくれた会社)

は1年以 i二の時間を要した。

また，半導体微細加工技術は微細加

工のためというより大量生産のために

開発されたといったほうが正li在で、あ

る。 同じものを何百万個と作るから大

規模集積回路が信じられないほどの低

価絡で生産できるわけである O 少量生

産とデザインの変更は極めて高いもの

につく。

細胞培養の研究に半導体微細加工技

術を導入したのは我々が最初ではな

Lミ。特にマイクロプリント技術で、接肴

因子のパターン(平両パターン)を作

製したのi究の成果削却)には1=1を見張る

ものがある。しかしながら，上J己の半

導体微細加工技術の特殊性からそのよ

うな研究を継続していくことは必ずし

も容易ではない。

2 マイクロピットアレイ基板の第 1

版デザイン

細胞サイズ以上のピットということ

で，直径あるいは l辺の長さが25，

50， 100， 200， 400， 60011m，菜さ

1011mの円形および正方形ピットをそ

れぞれ12mm角基板に加工した。ピッ

ト部分の面積とその同!君!の面積を等し

くしたことがその時のポイントであっ

た。すなわち，ピット部の総面積が

ピットサイズによらず正確に基板総面

積の1/2になるようにしたわけである

が，それが以下に述べる「マイクロ

ピット効果の発見jを可能にした。

深さ 1011m，i宣筏あるいは l辺の長

さが400あるいは60011mといったサイ

ズは細胞にとってピットというよりグ

ランドであろうが，このようにアスペ

クト比(縦/横比)を大きく振れること

が細胞に対する「空間の規何学Jを明

らかにしてLぺ子段になる O

3.骨芽細胞様細胞に対するマイクロ

ピット効果の発見

筆者ら21)は，マイクロピットアレイ
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基板および同じく 12mm角の平板をコ

ラーゲンコーテイングした後， 35mm 

筏の培養ディッシュの"1"にピットサイ

ズの異なる 3枚の基板と l枚の平板を

入れて継代 2代目 (P2)のラット骨'髄

間質細胞を 4EI間培養した。 i吉養後ト

リプシン処理により基板から細胞を剥

がして細胞数を数える方法により

50Jlmサイズのマイクロヒ。ットアレイ

基板で細胞数がピークになるきれいな

曲線を得て，マイクロピット内で細胞

増殖が促進される効果を明らかにし

た。その効果を久保木は「マイクロ

ピット効果」と命名した。上記のよう

にピット音戸のk@:llir干支はピットサイズに

よらず基板総面積の 1/2で占定であ

る。マイクロピット効果がなければど

の基板でも細胞数は 定になり，平仮

tの細胞数と A致するはずである。

上音養期間を 9日さらに29日まで延

長して骨化がピット内で加速されるこ

とを示すいくつかの傍証を得たが，骨

化の指襟となるアルカリフォスブア

ターゼ(ALP)の活性染色による確認

はシリコン基板表面からの強い反射光

のためうまくできなかった。その後，

後述する西らによって開発された透明

なプラスチック製のマイクロピットア

レイ基板を用いて同じく我々のグルー

プである安111らによって確認がなされ

。
た

4.梱密型マイク口ピットアレイを用

いたマイクロピット効果の視覚化

基板面積に対するピット部のi一面積の

比率を P，基板而|二の増嫡率を X.
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ピットザjの増殖率を 0+α)Xとす

ると，基板全体での増殖率は

P(l十a)X+(l-P)X=

(1十Pα)X 

になる。 Pと1/2の設計では，した

がって(1 + 1/2α) Xとなる。ピッ
ト部の面積の比率Pを高めて 1に近づ

ければ基板全体での増殖率は(1十α)

Xに近づくことになる O マイクロピッ

ト効果の十 αをより明確にする目的

で，ピットの形状を正方形に限ってそ

の間隔を10，20JlmとするI必需型マイ

クロピットアレイを製作した。ピット

l辺の長さは50，100， 200， 40011m 

とし ，25Jlmと600Jlmを省いた。深さ

は前同と同じ 10Jlmとした。各マイク

ロピットアレイ基板は， T 50-10やT

100-20のように区別した。 Tは田圃の

Tで，シリコンウェーハー内の基板区

画が田園のようにみえることからきて

いる。それに対して前同デザインの基

板はE50や E100と名付けた o Eは

equalあるいはevenのEで、ある。ちな

みにE50=T 50-20であることが街単

な計算で示せる。

マイクロピット効果を視覚化する目

的でアクリジンオレンジ染色による蛍

光観祭法を導入した。顕微鏡ビデオカ

メラ画像の 1画面内の細胞数は，骨髄

間質主fIlB包(P2)の4日開培養の l例で

(C (44)， T50-10 (102)， T50之0(73)， 

E50 (82)) . (C (42) ， T100-10 (77) ， 

T100-20 (59)， E100 (51) ). (C (47) ， 

T200-10(58) ， T200-20(53) ， E200(57)) ， 

(C (55)， T400-10 (47)， T400-20 (63) ， 

E400 (57))であった(( )は同一

ディッシュ|勾を意味する)"】 o 50Jlm 

ピットでマイクロピット効果が最大で

あり，前の報告と一致する。興味深い

ことはピット閣の踊壁のIT&iが10Jlmの

ほうが11I高20Jlmの場合に比べてマイク

ロピット効果が人ムきかったことであ

る。隔賠を采り越えて細胞が噌捕して

いること，さらに10pm輔の桶壌を乗

り越える速度が20pmll屈の隔壁を乗り

越える速度より大きいことが示唆され

るものである。マイクロピット効果の

機序を考える上でそこにヒントが含ま

れていると思われる O

P4細胞を同じく 4日間培養した実

験では，マイクロピット効果が全体に

減弱していること，最j]主ピットも

100pmないし200pmピットに変わる

ことが認められた。

5.マイク口ピット外を選択した線維

芽細胞の増殖および配列

谷と筆者らお)は，マイクロピットア

レイ基桜でニワトリ院線維芽細胞を属

養し，これまでの骨髄間質*111胞とは反

対に，ピット内ではなく，ピット間の

隔壁のJ:j宜iで噌殖が速まることを観察

した。さらに細胞が隔販の長軌方向に

配列することを観察し，この|配列がコ

ンタクトガイダンスによるものではな

いと推定した O また， E200 (隔壁i幅

80開11)基板でピット内外の細胞数の去

が最大になることを見い出した。

骨芽細胞桜細胞はピット内を選択

し，線維持ド税11抱はピット外を選択する

ことが明瞭になったわけであるが(盟

1にそれぞれ空間あるいは足場の負



微細加工空間構造内での壇養細胞の増殖・分化:

のEHl率と正の財!率を選択したものであ

るとすれば.細胞がECMないし人工

ECMの議何学を認識し，空間の形状

に応、じて移動と増熔迷度の増大を示す

ことを疑いないものにした最初の成績

かもしれなL、。

6.その後のデザインと接着斑と細胞

内骨格蛋白質の分布の聞像化

その後，ピットの形状には長中rh/短

ip由比を大きく振った長方形を導入し，

また，ピット間の1;高慢には隣り合った

ピット聞を連通させるための底面に達

する切り欠きを導入した。隣接のピッ

ト開が述通すると，もはやピットのア

レイではなく平板上に垂直の障壁が規

則正しく並んだ構造にトポロジーが一

変する。このトポロジ一変化は図面か

らはわかりにくく実際に作ってみてで

き上がった構造を眺めた時に初めてそ

図1 マイクロピット内を選択した骨芽細胞様細胞(左)とマイクロピット外を選択し

た線維芽細胞(右)(→巻頭ColorGravure参照)

菌2 4隅連遥型マイクロピットアレイ基板で配列した線維芽細胞

(→巻頭ColorGravure参照)

の変化に驚くといった類のものであっ

た。制11抱にとっても同様とみえて，

ピット内を嫌っていた線維芽細胞が今

度は底面を選択し，さらに述通部を通

して長く伸展することが観察された O

規則正しく配列された連通告1)を通過し

て直線的に伸展したため，細胞は規則

正しく配列しているようにみえる。お

そらく隣り合った細胞同士で生じる配

列の傾向に空間構造から生じる配列の

傾向が重なって見事な配列が現出した

ものと思われる O

高橋・矢沢らは微細加工基板で培養

した線維芽細胞に対して綾着斑蛋白質

のビンキュリンと細胞内骨格蛋白質の

アクチンフィラメントを蛍光抗体で染

め分け，その分布を画像化した。微細

加工パターンに応じた興味深い核善政!

と細胞内骨格蛋白質の分イriの変化を観

察し，その分布と細胞の移動・増勉挙

動との関係の解析を進めている。また，

長方形ピット間の長制!万向の隔壁上で

配列した細胞と隔壁速通部を通して配

列した縮胞について接着斑および細胞

内骨格蛋白質と配列挙動との関係の解

明を進めている(閤 2)。

7‘プラスチック製マイクロチャネル

アレイとマイクロヒ。ットアレイ

半導体基板に対するものだけでな

く，プラスチック基板を対象にした微

細加工技術も近年著しい進歩を示して

きている。その主製品はCDやDVD

である。プラスチック製のマイクロ

チャネルアレイおよびマイクロピット

アレイにはシリコン単結晶基板では得
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難い利点もあるため，丙らによって精 細胞按若性から，培養実験の難しい系 に，前述のように，アルカリフォス

ファターゼ活性により骨化の促進をII在

認した(図 5)。

力的に開発が進められた。現在試作品 への応用が期待されている。

が供試される段階になっている。また， 安田らはラット歯髄細胞を清養し.

マイクロピットアレイ基板を通常の培 マイクロピット効果を確認すると共

養ディッシュ (φ35mm)の底面に組

み込んだものも作られ，ユーザーの便

宜が国られている。使用されたアクリ

ルは紫外励起で、も自家蛍光を発するこ

とがなく.培養細胞の蛍光観察が可能

である。マイクロピットアレイ古1¥の:等

いフィルム化(厚さ O.15mm)も達成さ

れ，高倍率の顕微鏡観察が可能になっ

ている。材料には，細抱毒性の低い材

料が使用され，細胞接着性を高めるた

めのコーテインク守処壊が行われてい

るO 価格の課題が残っているようであ

るが，多くの読者が使用してくれれば

それもいずれ克加されるであろう。

現在，西から提供された 41潤述通型

マイクロピットアレイ基板を用いて岡

山大学大学院医的薬学総合研究科のグ

ループがラット新生児の心筋細胞の暗

養を行い，副列と同調した収縮を確認

している(函 3)。培養心筋細胞の収

縮が硬質な基質上で認められた初めて

の例とのことである。割安Ijだけでなく，

立体的な制胞の形状が確保され，アク

チンフィラメントの配向性が制御され

たため，収縮が可能になったと考えら

れる O

東京尿科歯科大学細胞生物学研究室

のグループは，マウス・脳海馬神経細

胞の培養試験を行い，蛍光観察により，

鮮明な神経ネットワーク匝!像が得られ

ることを確認している(盟 4)。さら

に，従米よりも高い細胞生存率および

図3 4階連通型マイクロどットアレイフィルムを底酉に持つ培養ディッシユ(左)。
岡山大.~歯薬学総合研究科のグループによるラット新生児の心筋細臨の培養

(お)

蛍光観祭!こより鮮明な神経ネットワーク頭像が得られた。さらに，従来よりも高
い細胞生存率，細胞接着伎を認めた。

間4 東京医科歯科大・細抱生物学研究室のグループによるマウス・脳海馬神経細胞
の培養(→巻頭ColorGravure参照)
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微細加工空間構造内での培養細胞の増殖・分化:

と考えられる O

これまで観察された興味深い事象を

どう解釈すればよいかこれまで我々に

は全く見当がつかなかったが，本稿で

観察された事象をまとめてみるとおの

ずと解釈の方向もみえてくるようであ

る。

国5 安田5によるプラスチック製T50-20マイクロピットアレイを用いたラット
歯髄細胞の培養とアルカリフォスファターゼ活性の観察

組織の諸機能は極性を有する特徴的

な形態を示した細胞が三次元配列する

ことで初めて発押される O またその組

織は微小循環系によって栄養され維持

される。細胞の極性化，配列，微小循

環はいずれも組織再生のキーワードで

ある O 上述のように，我々は異方性を

持った空間構造を与えることで培養細

胞の配列を導きえることを示してき

た。細胞の極性化はおそらく強い方向

性を有する物質の流れによってもたら

されるものであろう。実組織での栄養

血管(毛細血管)の配列が実際に水分

および血築成分の l方向性の流れを作

り出している。

(→巻頭Co10rGravure参照)

微細加工空間構造内での培
胞の増殖挙動についての考

はじめに述べたように，組織細胞の

増殖・分化・組織形成時には特に細胞

内の合成反応系の空間方向性が重要に

なると考えられる。酵素の立体回目立は

基本的に粗而小包休やゴルジ体の膜で

保たれ，反応の流れも核から細胞膜へ

の方向が守られているのであろうが，

おそらくそのような方向性だけでは不

卜分なのであろう。そのH告に求められ

るより強い反応系の異方性は細胞周囲

のECMの幾何学が桝胞内に伝達され

て初めて生じ得るのかもしれなL、。

細胞内反応系の異方牲は細胞の運動

の異方性も引き起こし，細IJ包J~il囲の空

間!の異方性と協調ないし強調し合う関

係も生じると考えられる。高橋・矢沢

らは線維芽細胞が垂直の壁を鷲れても

降りられないと考えられる証拠を得て

いる。ピットの存在から必然的に生じ

る垂直の壁に対して細胞の運動の方向

性がこのように制約ないし限定される

ことは，マイクロピット外を選択する

ことを観察した菊池らの観察と符号す

るものである。部n胞が底面との接触な
いし接着を通して上下の関係を認識

し，その上下方向に対して壁上端で降

りようとする細胞と壁下端で鷲ろうと

する細胞には細胞の曲がりの曲率に正

負の遠いが生じてくる O 正負の遣いが

線維芽細胞と骨P芽細胞とで反対にとら

えられることは不思議でない。

細胞の配列はすでに示唆したよう

に，細胞開の関係から生じる傾向と周

囲の空間構造から細胞に与えられる傾

向とがマッチすれば協同現象的に進む

平板上で培養した細胞に対して培養

液の表層流を与えることはよく行われ

ているが，平板上の細胞はおそらく流

れの停留(停滞)層に人り l方向性の

流れが細胞に十分達していない可能性

が高い。それに対してマイクロピット

アレイにマイクロチャネルアレイを組

み合わせた構造では培養液の流れを直

緩和1胞に負荷できる。さらに流れに対

する暴露の程度をさまざまに変えるこ
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とも可能で、ある。

培養細胞の極性化を導けるか，現在，

その可能性を検討する目的でマイクロ

チャネ)~アレイ・マイクロピットアレ

イ組み合わせ基板の試作を進めてい

るつその評価はこれまでのように培養

ディッシュの中に入れて行うというわ

けにはいかないので，専!日基板ホル

ダーとJ吉養液環流装註，さらに，顕微

鏡観察装置と温度制御装置を組み合わ

せた細抱培養システムの製作を進めて

いる。

配列した細胞が培養液の微小循環路

で栄養されている系が，組織モデルと

して極めて有用になることは論を待た

ないであろう。組織モデルの構築は

我々のグループが総)Jを挙げて取り組

むべき課題であり，近い将米その被告

ができると筆者は確信している。

おわりに

半導f本微新lfJu工J支術を用いてマイク

ロマシンを開発する研究は，匡!を挙げ

ての今大プロジェクトであった。近年

はナノテクノロジーと名称を変えてさ

らに大規模プロジェクトになってい

る。筆者らの研究は予算には全く恵ま

れなかったが.その大きなトレンドの

中にあってそこから ~t まオ1たことは間

違いなL入しかしながら，実際の研究

では先端技術が先端であればあるほど

その先端部分でしか役立たない現実を

思い知らされることになった。筆者ら

がマイクロチャネルやマイクロスペー

スといった単純な構造にたどり着いた

のは，実際にそうせざるを得なかった

わけで、ある。筆者自身には，これまで

の事壬号先から，マイクロマシン， }lTAS， 

MEMSといった高度で禄雑なシステ

ムを目指す応用研究は本当の技術には

なり得ないのではとの思いが強い。現

に，本稿で述べたように，マイクロ

チャネ)1.--やマイクロスペースは筆者自

身が予想できなかった展開をみせ，

dllは実用化にまで来っているのに対

し.研究の本流は実際の用途の壁にぶ

つかつてなお苦戦を強いられているの

である。

久保木以外の著者らは再生医療の分

野の新参者に過ぎないが，我々の技術

がみ;誌の多くの読者の目にとまり，さ

らに我々が組織モデルの構築の分野で

すでに有力な競争者となっていること

を認めていただけるものと強く信じて

L ミる。誠に貴重な機会，まさにスペー

スとその幾何学を筆者らにlチえて下

さった久保木先生に，あらためて感謝

を中し|二げたい。
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ー図1 マイクロピット内を選択した骨芽細胞様細胞(左)とマイクロピット

外を選択した線維芽細胞(右)

図2 4隅連通型マイクロピットアレイ基板で配列した線維芽細胞
アクチン染色(左)とアクチン+ビ、ンキユリン染色(右)。
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図4 東京医科歯科大 ・細胞生物学研究室のグループによるマウス ・脳海
馬神経細胞の培養

蛍光観察により鮮明芯神経ネットワーク画像が得られた。さらに，従来よりも高
い細胞生存率l 細胞接着性を認めた。

安田らによるプラスチック製T50-20マイクロピッ
トアレイを用いたラット歯髄細胆の培養とアルカリ

フォスファターゼ活性の観察
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