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2GaO5 マ イ クロ 灌流型ス フ ェ ロ イ ドア レ イの 開発
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【目的】細 胞が 集合
・
凝 集化 する こ とに よって形 成する 球状 細胞 組織体 （ス フ ェ

ロ イ ド〉 は、高機 能発現 を長期 的に維 持で きる 有用 な培 養法で ある ，我 々 は こ

れ まで に 、直径が 数百 ミ ク ロ ン 単位 の マ イク ロ ウ ール を多数有す る マ イク ロ

チ ッ プを用 い て 、均
．
なス フ ェロ イ ドを大 量形成

・
培養 で きる ス フ ェ ロ イ ドァ

レ イを開発 し、細胞 ア ッ セ イの 有望 な技術 とな りうる こ とを示 して きた。本研

究で は、本チ ッ プとPDMS マ イク ロ 流路 を組み 合わせ たマ イク ロ 灌流型 ス フ ェ
ロ イ ドア レ イを新 しく開発 し、その 有用性 を評価 した。
【方法 】ア ク リル 基板 C26・76mm ）上に 64個の マ イク ロ ウ ェル 〔直径 300 μm 、
深 さ3eO　pm 、ウ ェル 問距離 330μ m ）を有 する培 養チ ャ ン バ

ー
〔2．8x2．8mm 〕を

16個設けたチ ッ プ基板 を作製 した。こ の チ ッ プ基板 と鋳型成型 したPDMS マ イ

ク ロ 流路 を組み 合 わせ る こ とに よ っ て 、マ イク ロ 灌流型 ス フ ェロ イ ドア レ イを

作製 した。HepG2 細胞 を播種 し、ス フ ェロ イ ドの 形成状態 や細胞の 増殖性、さ

らには培養環境状態 を静置培養 の 場合 と比較 した。
【結果】HcpG2 紹胞は培養3 囗 目まで に ス フェロ イ ドを形成 し、培養経過 に伴 っ

て その 粒径 は増大 した。灌流培養 にお ける ス フ ェロ イ ド粒径の 増 大は静 置培養

よりも速 く、また細胞増殖性 も高か っ た。さらに、静 置培養で はチ ャ ン バ
ー

周

辺の ス フェロ イ ド粒 雀が顕著に 増大 したが、灌流培養で は流れ方向 に粒従の 分

布が見 られ、こ れ らの 分布 は灌流速度 に依存 した。こ れ らの 結朱 よ り、マ イク

ロ 灌 流型ス フェロ イ ドア レ イは 高密度 に配列す るス フ ェロ イ ド周辺 の 培養環境

を改 善で きる 培養チ ッ プで ある こ とが 示 され た。

【背景お よ び 目的】

培養細胞 を用い た三 次 元組織の 構築で は，細胞の 足場 となる ス キ ャ ブ t ル ドが

重要 な役割 を果 た して い る 、しか し組織培養 におい て 目的 に合 っ たサ イズ、形

状 など の ス キ ャ フ ォ ル ドを細胞 に構 築 させ 制御す る こ とは 非常 に困難 で ある．
そこ で 本研究で は、エ レ ク トロ ス ピ ニ ン グ法 に よ る繊維性 ス キ ャ フ ォ ル ドを用

い た ハ イブ リ ッ ド三 次元組織の 構築 を目的 とし，様 々 なス キ ャ ブ t ル ド構造 を

用い た細胞
・
組織培養 を検討 した．

【方法 およ び結 果】

医療用 材料 と広 く使用 され 抗血栓性，柔軟性お よび高耐久性 を有す るセ グ メ ン

ト化ポ リ ウ レ タ ン 〔SPU ）を用い て エ レ ク トロ ス ピ ニ ン グ 法に よ り繊維性 ス キ ャ

フ ォ ル ドを作製 し，様々 な構 造 に よ る組織培養 を試み た．； 次元 構造に 配 1 し

たス キ ャ フ ォ ル ドに 対 し細胞 を効率的に 接着 させ る ため ，培地 とパ
ー

フ ル オ ロ

カ
ー

ボ ン 〔PFC） に よ る
．
：相 系を用い た新た な手法 を開発 した．三 次元 に 積層

させ たス キ ャ ブ t ル ドで は 3T3細胞お よびHepG2 を用 い て シ
ー

ト様の細胞 組織

を作製す る こ とが可能 とな っ た．3 らに 組織 内へ の培 地
・
酸素等 の 供 給 を目的

として ，小 ［径 人− ［IIL管 と三次元 ス キ ャ フ ォ ル ドを組み 合わせ た構造 を作製 し、
細胞培養す る こ とで ハ イブ リ ッ ド型人工 組織 の構 築に つ い て も検 討を行 っ た、
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【目的】

現在．血管狭窄 などで病 ん だ血管 を置 き換 える ため に 人工 血管が臨床現場で 用

い 垂れ てい る。しか しなが ら、埋植 した人工 血 管の 内表面に増殖す る細 胞の 定

量的評価が なされ て い ない 。そ こ で す耐 究 はエ レ ク トロ ス ピ ニ ン グ法で 作製 し

た繊維性 ス キャ フ ォ ル ドを用い て、繊維 の 配 向性 と流れ負荷 に よ っ て細胞挙動

に与 える影響の 検討
・
指標づ く り及 び、非侵襲 的に 人工 血管 の 表面 をモ デ リン

グし、埋 植 した 人工 血管．．L の 細胞の 評価 を行 うツ
ー

ル の 開発 を目的 と した。
【方法 お よ び結 果】
生 体内力 学環境 を 再現する た め に ア ク リル 板 を用 い て 平行平板 チ ャ ン バ ー

の

設計
・
開発 を行 っ た 。開発 した チ ャ ン バ ーを用 い て 常 に流 体環境 卜

．
に 曝 され て

い る ラ ッ ト胎児胸部大動脈平滑 筋〔AIO ）を流 速の 異なる 環境で 培養 を行 い 、静

置環境下 と比 較 して 挙動が 異な る こ とが 確認 され た 。ま た、エ レ ク ト ロ ス ピニ

ン グ 法に よ る三 次元 に配 置 した 繊 維性 ス キ ャ フ ォ ル ド上 に堆積させ 、流 速とス

キ ャ ブ t ル ド繊 維配 向性が 細胞に与 える 影響の 検討 を行 っ た 。これ らを 踏 ま え

て 人 工血 管表面 ヒの 細胞挙動に つ い て 定量 的 な 評価
・解析を 行 っ た 。

【縉言】生体 や細 胞 との 親和性が 高い ヒ ドロ ゲ ル は、再 生 医療
・
組織工 学分 野 へ

の 週 用が 多 く検討 され て い る ．研究 で は ．西 洋 ワ サ ビ由来ペ ル オキ シ ダ
ー

ゼ

泊RP）の 酵素反応に よ り細胞 に穏和 な条件下 で ゲ ル 化す る とと もに 、血 清存在

下 におい て短時 間で 分解する ゲル を形成する 新た な多糖誘導体の 開発 ならびに

その 応用 に関 して 検討 を行った 。
【実験結 果

・
考察】HRP の 酵素反応 に よ りゲル を形 成す る新規材 料を得る た め

に、ア ミ ロ ペ クチ ン とチ ラ ミ ン 塩酸塩の 混合溶液 にカ ル ボ ニ ル ジ イ ミ ダゾール

を添加 した。透析．貞 と凍結乾燥後 に IJV ス ペ ク トル を測 定 した とこ ろ 、フ ェ

ノール 性 水酸 基が 導入 され た こ とを示す波長 2SOnm 付近の ピーク が確 認 され

た ．こ の ア ミ ロ ペ ク チ ン 誘導体 （AP −Ph） は、作製 条件に よって フ ェ ノ
ー

ル 性

水酸基の 導人量 の 制御が 可能 で あ っ た。1mg あた 1）4、3x10’9　mol の チラ ミ ン に

相当する フ ェ ノ ール 性 水酸基 を含む AP −Ph の 10 ％ （wJv ）水溶液に 10upits〜ml とな

る よ うに HRP を添加 した溶 液は 、最終濃 度 1mM となる よ うに過 酸化水 素を添

加 した と こ ろ 約 10秒で ゲル 化 した。こ の AP −Ph 水溶液か ら直径約0．5　mm の ゲル

ビーズ を 作製 し、血清 を含まない 培地 と 1D％ （v 幼 で 牛胎児血清 を含む培 地に浸

した とこ ろ 、後者 に お い て の み 3 時間後に は ゲル ビ ーズ が溶解 した，以上 よ り、
HRP の 酵素反 応 に よ り迅速に ゲ ル を 形成する と と もに 、　 rli［清存 在 卜

．
で は容 易に

溶 解する ゲ ル の 開発に成 功 した。こ の ゲル は 、細胞 包括 カ プ セ ル 材料 や細胞 シ
ー

ト作 製基 材 と して も利用 する こ と が で き た。
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