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光によって瞬間的にゲル化する天然由来機能性高分子の開発と
3D細胞組織の形成制御
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従来の細胞培養は、ポリスチレンディッシュなどを用いた二次元（2D）培養が一般的である。しかし、創薬研究などにおいては、生体内環境を模倣する三次元（3D）培養系の構築が
不可欠である。3D培養では栄養・酸素供給や細胞の空間配置制御に課題がある。そこで本研究では、温和な条件で分解可能なカルボキシメチルセルロース（CMC）の側鎖に、光二
量化反応性をもつo-ethyl-nitrobenzyl（ENB）基を導入した新規光架橋性多糖（ENBCMC）を開発した。ENBCMCの低濃度水溶液に光照射することで、ENB基が二量体を形成し、架
橋点として作用することで物質透過性の高いハイドロゲルの形成が期待できる。また、CMCはセルラーゼにより分解可能であり、形成されたゲルを培養細胞に対して非侵襲的に分解
できることが期待される。本研究では、ENBCMCの光ゲル化および酵素分解挙動を評価し、さらにインゲル培養やパターン形成を通じて、新たな3D細胞培養系の構築を試みた。

2D培養と3D培養を掛け合わせた新しいハイブリッドな培養法が必要

u二次元培養 (2D培養) u三次元培養 (3D培養)

・コストが低い

・再現性が高い

・高い栄養・酸素供給能

培養ディッシュやフラスコの平面上に単層で細胞が増殖

・In vivoに近い形態・極性
・シグナルや成長因子の勾配

・分化誘導・組織モデル化

マトリックス中に細胞が三次元的に分布し，組織様構造形成

課 題 課 題

• 生体内とは異なる細胞の形態や極性
• 細胞・ECMとの相互作用が限定的
• 多様な細胞の共培養が困難
• 薬剤応答が過大評価される

• 構造の中心部で酸素や栄養が不足
• 細胞空間配置の制御が困難
• 生体内環境模倣の工業的再現性
• 材料費や手技が複雑で高コスト

マイクロパターン基材・サンドイッチ培養解決策 マイクロ流体デバイス・細胞シート工学解決策

Ø光架橋性多糖(ENBCMC)の合成と光ゲル化挙動

Ø酵素による分解挙動 Ø機能性細胞培養基材への応用

マイクロパターン光照射
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セルラーゼ
セルロースのβ-1,4-グルカンの
グリコシド結合を加水分解する酵素

細胞に対して非常に低侵襲

Cellulase

PDB: 1JS4.

ENBの光架橋メカニズムの検討

ü細胞内包ゲル

Ø新規な培養法の確立 : 積層細胞パターン培養法
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３層目以降も同様の操作で積層

Fig. UV–Vis spectra of ENBCMC in water 
after UV (365 nm, 250mW/cm2) irradiation for 
various periods. The concentration of 
ENBCMC in the water solution was 0.1 wt%.
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Fig. 1H NMR spectra of 2-Ethylnitrobenzene in methanol-d4 after UV (365 
nm, 250mW/cm2) irradiation for various periods. (64 times, 600 MHz ).
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p光架橋性ニトロソ基生成の素反応
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光により構造変化しているため，ニ量化部位の活性状態が長期化 
→ ユニークな光応答機構を有する新しい光架橋性モチーフ

uNMR

+

Ø光照射によるゲル化挙動（ポリマー濃度 1wt%・光照射 365 nm 1 s）

Fig. Photographs of water containing ENBCMC (i) before, (ii) during UV irradiation and (iii) after UV irradiation for 1 second. The 
concentration of ENBCMC was 1 wt% in water.

Sol UV irradiation LiftingGel

Fig. Photographs of the degradation behavior of ENBCMC hydrogels over time when 1 wt% 
cellulase is added. ENBCMC hydrogel gelled after 30 seconds of UV (365nm) irradiation at 
0.5wt% polymer concentration.

添加前のゲル 添加 3分後 添加 5分後 添加 7分後：分解

Øセルラーゼによるゲルの分解挙動
       ポリマー濃度 0.5wt% ・ 光照射 365 nm 30 s
       セルラーゼ濃度 1wt%

Ø セルラーゼ濃度依存性

Fig. Time-dependent weight change of 
0.4wt% ENBCMC gels in PBS(-) and 
cellulase solutions of varying concentrations 
(0.1wt% and 1wt%) at 37 ℃. 

7. 細胞パターニングと細胞パターンのシート化 
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Fig. Microscopic image of spheroidization in a cell-included gel. The cell-included gel was 
prepared using ENBCMC concentrations of 0.4 wt% with UV (365 nm) irradiation for 20 
seconds. HeLa cells were cultured in the gel for 35 days.

1 day

21 day

7 day

28 day

14 day

35 day

100 μm

Fig. Optical microscopy images of 3T3 cells on a micropatterned surface of the ENBCMC gel 
after culturing the cells for 6 day. The micropatterns were prepared by subjecting ENBCMC 
coatings to UV (365 nm) irradiation through various photomasks for 20 seconds.
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Ø細胞パターンのシート状での低侵襲な回収 細胞パターンシート

Fig. Movie of the detachment behavior of 3T3 cells on the micropatterned surface of ENBPVA gels after addition of 0.2 wt% cellulase. Micropatterns 
were created by irradiating the ENBPVA coating with UV (365 nm) through various photomasks for 20 s. 3T3 cells were cultured on the gels for 10 days.

セルラーゼ添加により微細な細胞パターン構造を維持したままシート状で簡単に回収可能
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Fig. Z-stack 3D images of three-layer stacked 3T3 cell pattern cultures in 1 wt% ENBCMC hydrogel obtained by confocal laser scanning 
microscopy: (a) top view, (b) oblique view from above, (c) side view. Cells were stained green for the first layer, orange for the second layer, and 
deep red for the third layer by using CellTracker dye.

構造の異なる細胞パターンで積層すること，任意の組織形成が可能な新しい培養技術へ

細胞毒性の低い分解酵素（セルラーゼ）により
オンデマンドでゲルを即時分解可能

三次元空間に細胞を固定化でき，長期培養によって最大で400μmのスフェロイドへと成長

NO=NO基
(二量体)
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光照射時間の違いにより細胞接着性を制御することで細胞マイクロパターンを容易に形成可能
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短時間の光照射によりゲル化でき，酵素で分解できる新しいバイオマテリアル

u組織工学Ø再生医療
病気や外傷などで損なわれた臓器・組織の構造や
機能を再生・修復・改善することを目的とする医療

【課題】
・ 細胞の大量培養や品質管理における安全性
・ 血管などを含む組織構造の詳細な設計
・ 経済的なコストが高い ・ 高額医療

• 高効率な光二量化反応を示すo-ethyl-nitrobenzyl（ENB）基を導入した新規光架橋性多糖
（ENBCMC）の合成に成功した。

• ENBCMCは，1秒間の光照射でゲル化し，セルラーゼ添加により分解することがわかった。
• ENBCMCを機能性培養基材として検討した結果，In gel培養ではスフェロイドの成長を促進し，

2D培養では簡便に細胞マイクロパターンを形成でき，細胞パターンシートとして回収できた。
• さらに，ENBCMCを用いることで，構造の異なる細胞パターンで積層すること，任意の組織形
成が可能な新しい培養技術の創出につながることを見出した。

革新的な細胞培養技術の創出が求められている

u細胞移植

再生医療を変革する
培養技術の確立へ

高効率にニトロソ二量体（NO=NO）を形成
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