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刊 行 の こ と ば

　このたび「組織工学ライブラリ―マイクロロボティクスとバイオの融合―」を 3巻のシ

リーズとして刊行いたしました。著者らが 2011 年 7 月から約 5年をかけて取り組んだ文部

科学省科学研究費補助金新学術領域「超高速バイオアセンブラ（略称：バイオアセンブラ）」

プロジェクトが本ライブラリの原点です。バイオアセンブラとは人工の 3次元組織を生体外

で構築し，生体としての機能を発現させるという革新的な取組みです。作られた人工組織は

再生医療や薬剤アッセイ，組織を対象とする試験や検査などに応用することができます。組

織構築や細胞の計測制御にかかわるさまざまなプロセスにマイクロロボティクスの技術が活

用されています。微小対象物の計測と制御を得意とするマイクロロボティクスの工学者，細

胞や組織の培養や分析に携わる生物学者，そして人工組織を再生医療に活用しようとする医

学者の三つの異分野の研究者が連携融合して，生体外で機能する人工 3次元組織の構築に挑

みました。プロジェクトは 2016 年 3 月に終了し，その主要な成果として本ライブラリを刊

行しました。

　バイオアセンブラでは三つの重要な柱があります。

　一番目は，生体外から取り出した単一細胞や細胞群の特性を見極めるということです。組

織構築に使える細胞かどうかを判断するために短時間でその特性を計測し，有用な細胞や細

胞群を高速により分けるための細胞特性計測と分離が必要です。第 1巻では，これを細胞

ソート工学と位置づけ，『細胞の特性計測・操作と応用』としてまとめています。

　二番目は，単一細胞からさまざまな形状と機能を持つ 3次元組織を組み立てるプロセスに

なります。細胞を紐
ひも

状につなげて 1次元の構造に，面状に並べて 2次元に，これらを積み重

ねて 3次元組織を構築していきます。細胞塊を生体外で培養するとき，そのサイズがある一

定以上になると内部の細胞には十分な酸素や栄養が行き届かなくなり壊
え

死してしまいます。

酸素や栄養を補給するための適切な補給路，すなわち血管構造が必要となり，これをうまく

内部に作りこむ必要があります。第 2巻では，このような細胞の 3次元組織を構築するため

のさまざまな手法やツールを『3次元細胞システム設計論』としてまとめています。

　最後の三番目は，上記のように人工的に作成した組織が，組織としての機能や性能を発揮

することができるか，あるいはどのような条件で発現するかを見きわめる必要があります。

これまでの再生医療や組織構築の研究で，生体内に移植して培養すると元の組織と適切に結

合・融合して本来の組織の機能が発揮することが知られています。生体外条件（in vitro）
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ii　　　刊　行　の　こ　と　ば　

においていかに生体内条件（in vivo）と同じ条件が作れるか，その培養方法と培養条件が

ポイントとなります。第 3巻では，細胞どうしが協調，共存しあって組織としての機能を発

現するという視点で，このような培養方法や機能発現の解明について『細胞社会学』として

まとめています。

　プロジェクトでは上記三つの視点でそれぞれの方法論や学理を極めるとともに，これらを

統合して計測分離から 3 次元組織の構築，そして機能発現までを通しで実現し，さらに

フィードバックするサイクルの検証までを実施しました。後者については，各巻の関連する

部分においてそのつながりを示すようにしています。

　バイオアセンブラのプロジェクトでは新しい原理の発見や革新的な手法の提案が行われ，

数多くの学術成果が出されました。本ライブラリではそれらのエッセンスを示しながら，人

工 3次元組織の生体外構築に関わる知見と手法をまとめて紹介しています。本ライブラリが

ライフサイエンスのさらなる発展に寄与することができれば，著者一同望外の喜びです。発

刊のお世話になりましたコロナ社の皆様，ならびにプロジェクトのご支援を頂きました文部

科学省に謹んでお礼を申し上げます。

　2016 年 6 月

編　者　新井　健生
新井　史人
大和　雅之
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ま　え　が　き

　2011 年 7 月から 2016 年 3 月までの約 5年をかけて，文部科学省科学研究費補助金新学術

領域「超高速バイオアセンブラ（略称：バイオアセンブラ）」が実施されました。本プロ

ジェクトは，人工の 3次元組織を生体外で構築し，生体としての機能を発現させるという革

新的な取組みであります。作られた人工組織は，再生医療や薬剤アッセイ，組織を対象とす

る試験や検査などに応用することを狙っています。このバイオアセンブラには三つの重要な

柱があります。一番目は，人工組織を構成するための細胞の特性を計測してその特性を見き

わめ，組織構築に使う細胞だけを分離することです。二番目は，単一細胞からさまざまな形

状と機能を持つ 3次元組織を組み立てるプロセスです。三番目は，人工的に作成した組織

が，組織としての機能や性質を発揮することができるか，あるいはどのような条件で発現す

るかを見きわめることです。

　本書では，特に一番目の細胞の特性を計測し，細胞を分離する点に焦点を当てています。

ここでは細胞の特性に応じて特定の細胞を分離することを目的とした学問を「細胞ソート工

学」として位置づけることとします。本書は，まず細胞を測るための計測技術をいくつか紹

介し，つぎに細胞を分離するために適用可能なさまざまな操作技術を紹介します。そして，

細胞の特性に応じて特定の細胞を分ける細胞分離技術を紹介します。

　まず，細胞のどのような特性をどのように測るかですが，近年，顕微鏡の進歩とともに，

細胞の特性を測る試みは数多くなされてきました。特に蛍光色素による染色技術の発展や超

高解像度のイメージング技術の発展は目覚ましく，また，走査型プローブ顕微鏡による表面

形状の計測技術の進歩も目覚ましいといえます。これらに関してはすでに多くの成書が出版

されていますので，本書では，特にこれまであまり議論がされていない細胞の力学的特性や

環境との力学的相互作用の計測に着目しました。ここでは，細胞の力学的特性は浮遊細胞と

接着細胞に分けて計測手法を紹介します。また，細胞の電気的特徴量の計測についても紹介

し，さらに，蛍光色素を用いて細胞の局所環境状態（pH，温度，酸素濃度など）を計測す

る方法を紹介します。

　つぎに，細胞の分離に必要となる細胞の操作技術について紹介します。細胞の計測結果や

特性に基づいて，目的とする細胞もしくは目的としない細胞だけに力を加えることができれ

ば細胞分離が達成できます。つまり，細胞の操作技術が細胞分離の基盤となるわけです。細

胞操作技術にはさまざまな原理，方式があり，本書では非接触で細胞を操作する方式や，機
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械式マイクロマニピュレータを用いる方式を紹介します。非接触で細胞を操作するための原

理としては，光（レーザ）トラップ，磁場，音響流れ，誘電泳動，超音波などがあります。

これらは直接的に細胞に力を加えることが可能ですが，人工的に製作した微小なツールに力

を加えて，このツールを介して細胞を間接的に操作する方式もあります。これらは力の発生

方式の違いで位置決め分解能や力の発生レンジ，発生範囲，さらには細胞への影響（ダメー

ジ）が異なるため，目的に応じて適切な方式を用いることが必要です。

　最後に，細胞の特性に応じて特定の細胞を分離する細胞分離技術の例をいくつか紹介しま

す。細胞を分離する方式としては，以下の二つの方式に大別できます。

　（ 1）　細胞を一つずつ個別に計測し，その計測結果に基づいて分離する方式

　（ 2） 　細胞の特性（細胞の免疫特性，力学的特性，電気的特性など）に応じて，特定の細

胞だけを捕捉したり，特定の細胞だけに力を加えて操作することで分離する方式

　ただし，（ 1）と（ 2）の組み合わせも考えられ，例えば，まず（ 2）によって分離もし

くは固定したあとに（ 1）によって細胞を一つずつ計測し，ターゲットを絞り込むこともあ

ります。どの分離手法も計測・操作の原理に由来して一長一短があるため，実際は目的に応

じて適切な方式を選択することになります。ここで，（ 1）の方式は，なにをどう計測する

かとか，計測パラメータの数が増えるほど計測の速度が鍵となります。（ 2）の方式は，特

定の細胞だけをいかに捕捉もしくは操作するかが鍵となります。どちらの技術にも共通して

重要な点は，組織構築に使う分離細胞にダメージがないことといえます。

　作られた人工組織を，再生医療や薬剤アッセイ，組織を対象とする試験や検査などに応用

するには，人工組織を構成するための部品としての細胞の選択はきわめて重要であり，細胞

の特性に応じて特定の細胞を分離することを目的とした「細胞ソート工学」が重要となりま

す。本書では，細胞を測るための計測技術，細胞を分離するために適用可能なさまざまな操

作技術，そして，細胞の特性に応じて特定の細胞を分ける細胞分離技術を紹介し，体系的に

まとめました。また，これらの技術は多くの応用例が考えられており，適宜紹介しました。

本書が今後の組織構築と再生医療の発展に資することを執筆者一同が願っています。

　2016 年 10 月

編　者　新井　史人　
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▼ 　1 .1　マイクロ流体チップによる浮遊細胞の力学特性の精密計測　 ▲

1 .1 .1　ハイスループットを可能とするマイクロ流体チップ

　近年，細胞の特性は，顕微鏡から得られる画像情報をもとに機械式マイクロマニピュレー

タを用いた操作によって計測されてきた。これらのロボット技術を基盤とする微細操作に

よって，同一環境で培養された細胞集団の計測の場合においても，図 1 .1に示すように細胞

の特性にばらつきが存在し，いわゆる＂ユニークな細胞＂の存在が明らかとなってきた1）†。

そこで，単一の細胞や，単一の細胞凝集体，さらには単一の微生物など，極微小な単一生

物サンプルの計測技術に注目が集まってきた2）～4）。一方で，細胞などの極微小な単一生物サ

ンプルを計測するには，単一細胞レベルで操作・解析する必要がある。最近では，マイク

ロ・ナノ技術の発展とともに，単一細胞レベルでの力学的操作が可能となり，細胞の特性

計測に貢献してきた。特に，単一細胞レベルの力学的操作技術の大きな貢献は，細胞の力

学特性計測技術の発展であるといえる。細胞の弾性や粘性といった機械的特徴量は，生体

の疾患や，細胞そのものの状態との依存関係があるといった報告がある。例えば，卵子の

透明帯の硬さは，細胞周期に応じて変化する5）ということが報告されている。また，マラリ

アの感染6）や，糖尿病患者7）では，赤血球の変形能が低下する兆候が見られるなどといった

報告がある。つまり，細胞の力学特性計測は，細胞そのものの弾性や粘性といった機械的

特徴量の評価だけではなく，生体の疾患の検査や薬効評価にも貢献し得る技術であると考

えられる8）。

　近年の単一細胞計測に関する研究結果が示唆するように，細胞集団はユニークな単一細

胞の集団であると考えられる。すなわち，細胞の弾性や粘性，もしくは大きさといった個々

の細胞の力学特性は，図 1 .2（a）のようなばらつきを持つデータであることが予想される。

1.
細胞の特性を測る

 

　†　肩付き数字は，節末の引用・参考文献の番号を表す。
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図 1 .1　単一細胞計測による集団の中のユニークな細胞の例1）

図 1 .2　計測系のばらつきが計測結果に与える影響の概念図9）
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　1 .1　マイクロ流体チップによる浮遊細胞の力学特性の精密計測　　　3

一般に，これらの対象を計測するには，計測系の計測ばらつきがデータに付与されることが

考えられる。わかりやすい例を挙げれば，顕微鏡を通して得られる画像データから計測され

る細胞の大きさといったデータは，光の分解能などの影響から少なくとも数百ナノメートル

のばらつきを持つことが考えられる。もちろん，この計測ばらつきは，測定対象の大きさが

計測ばらつきに対して非常に大きい場合は，大きな問題とならないが，一般に，細胞の大き

さは数十マイクロメートルであり，たとえシンプルなサイズ計測においても数パーセントの

ばらつきを持つことになる。したがって，図（b）に示すように，細胞の特性計測において

は，計測ばらつきを含んだデータを細胞の特性ばらつきとして計測することになる。つま

り，図（c）に示すように，計測系のばらつきを小さくすることが，細胞の特性を精密に計

測することに強く貢献できると考えられる9）。

　最も有名な機械式マイクロマニピュレータを用いた単一細胞計測技術の一つは，図 1 .3に

示すような，1954 年に Mitchisonらによってはじめて報告されたマイクロピペット吸引法を

用いたウニの卵子計測であろう10）。この方法では，細胞の大きさより小さな内径を有するマ

イクロピペットを用いて細胞を吸引し，そのときの吸引圧力と変形形状から，細胞の硬さを

算出する。高精度・高出力・多自由操作が可能な機械式マイクロマニピュレータと，顕微鏡

の外部に配置した精密な圧力制御システムを用いることで，複雑な細胞計測を顕微鏡の焦点

面に限定した状態で細胞を一つずつ操作し，細胞に精密に吸引圧力を印加した際の変形の様

図 1 .3　マイクロピペット吸引法によるウニの卵子計測10）
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4　　　1 .　細胞の特性を測る　

子を精密に計測することが可能である。現在までに，マイクロピペット吸引法を用いた，浮

遊細胞の多数の力学特性計測が報告されている10）～13）.

　一方で，その計測作業の多くは人手によるものであり，操作技術の習熟を要因とする，操

作中に生じる流体移動に伴う計測のばらつきの増大や，スループットの低下，さらには操作

者間での再現性の向上などの課題があった。これらの要因から，単一細胞の特性計測におい

ては，再現性の高いハイスループット計測が強く求められてきた。

　そこで近年，micro total analysis systems（µ TAS）や，lab⊖on⊖a⊖chip（LOC）に代表され

るような，マイクロフルイディクスを基盤としたマイクロ流体チップを用いたハイスルー

プットな細胞の特性計測が提案されてきた。この方式においては，マイクロ流体チップ中に

配置したマイクロ流路を搬送系として細胞を連続的に導入することで細胞の特性計測を行

う。マイクロ流路内は，マイクロ・ナノ領域において特徴的な，低レイノルズ数環境となる

ため，環境制御が容易で，かつ予期しない流体移動などの問題を解決できるため，きわめて

ばらつきの少ない再現性の高い安定した計測環境が実現できる。すなわち，マイクロ流体

チップを用いることで，計測ばらつきの少ない細胞の特性計測を行うことができ，細胞特性

計測のスループットを飛躍的に向上することが可能であると考えられる。

　以上の背景を踏まえ，本節では，マイクロ流体チップを安定した計測環境として用いて細

胞の力学特性を計測する技術について紹介する。

1 .1 .2　マイクロ流体チップを用いた細胞の力学特性計測

　細胞を計測対象として考えると，その形態は接着状態と浮遊状態に大きく分けられる。接

着状態の細胞計測の詳細は 1 .3 節に譲るが，代表的な計測手法としては，atomic force 

microscopy （AFM）14），15）や，磁性体を用いたレオロジー解析16）～20）といった方法が挙げられ

る。特に AFMを用いた方式では，空間分解能が高いので，単一の細胞内の力学特性のマッ

ピングが可能であるため，接着細胞の細胞骨格などの評価に広く用いられている。AFMを

用いた手法においては，高精度かつ高空間分解能な計測が可能である反面，スキャニングの

速度に時間を必要とするため，浮遊状態の細胞をハイスループットに計測することは困難で

あるといえる。そこで，本項では浮遊状態での細胞の力学特性計測について考える。

　マイクロ流体チップを用いた細胞の機械的特徴量計測について考えると，計測方式は計測

指標の対象に関して間接対象方式と直接対象方式に大きく分けることができる。間接対象方

式に関しての詳細は 1 .2 節で議論されるが，例えば，マイクロ流路に対して赤血球などの比

較的軟らかい細胞を導入し，マイクロ流路に狭窄部を設けることで幾何学的に細胞に力を印

加し，そのときの細胞の挙動から機械的特徴量を指標化する方式である21）～23）。高速度カメ

ラを用いて，細胞がマイクロ流路内に設けた狭窄部を通過する際の，通過時間，通過形状な
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　1 .1　マイクロ流体チップによる浮遊細胞の力学特性の精密計測　　　5

どを計測し，これらを機械的特徴量の指標として計測する。この方式では，マイクロ流体

チップの安定した低レイノルズ数環境を用いて，いわば細胞を流路に流すだけで計測できる

ため，きわめてハイスループットな計測が可能である。しかし，例えば卵子や核を有する細

胞など，比較的硬い細胞に適応することを考えると，幅の固定されたマイクロ流体チップを

用いるため，狭窄部での細胞が詰まるといった課題がある。また，狭窄部のない計測方式と

して，流体力を用いて細胞を変形させ，細胞の形状の硬さを指標化する研究が行われてい

る24）。

　これは，十字路を有するマイクロ流路に対して細胞を導入し，一対の対抗する流れを用い

て，細胞を圧縮することで，細胞を変形させ，このときの変形量に応じて細胞の硬さを指標

化する方式である。レイノルズ数が 10 程度の高速な搬送流を用いるため，流体制御のばら

つきや，マイクロ流路内での細胞の位置決めの難しさから，計測データのばらつきが大きい

といった課題があるが，非常にハイスループットな計測が可能である（図 1 .4）。
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図 1 .4　高速流体環境を用いた細胞の力学特性計測24）

　一方で，直接対象方式とは，細胞を変形させたときの反力を計測することで，細胞の弾性

や粘性といった力学特性を直接に計測する方式である。マイクロ流体チップ内のきわめて安
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