
　1980年代後半から1990年代におけるLangerやVacanti
らにより細胞の再生能力を誘導しながら組織を再生させる組
織工学の提唱1），胚性幹（ES）細胞や人工多能性幹（iPS）細胞
をはじめとする幹細胞の発見により社会的ニーズが年々高まっ
ている組織や臓器の機能再建を実現しうる再生医療 2，3），
そして今や‘Eroomの法則（Mooreの法則の逆転現象）’と揶
揄され事実上破たんしているといっても過言でもない新薬開
発など4），どの実用化も依然として難題を抱えている状況で
ある．その理由の一つは，人間の体とは全く異なる力学的
および生化学的環境かつ静的条件下で細胞が培養されてい
ることに端を発している．その意味で，生体内の動的かつ
複雑な環境因子の役割を理解し再現・応用できれば組織工
学や再生医療のブレークスルーとなり得ることが期待される．
本稿では，動的生体内環境をデザインするにあたり有用な
バイオマテリアル基盤技術，これを基に解明されつつある新
しい生命科学的知見について概説する.

　細胞は非常に複雑な動的環境にさらされており，そこで
は細胞機能に影響する様々な因子が時間空間的に作用して
いる（図1）5）．さらに，発生プロセス，繊維化や癌化など
で見ることのできる多くの細胞挙動自体が動的性を伴ってい
る6-9）．よって，動的環境変化を提供可能な培養基盤はより
高度な人工的細胞操作を実現するために有用であると考え
られる．動的培養系といった場合，どのような基盤技術が
思い浮かぶだろうか．細胞や組織に対して伸縮刺激を負荷
できるストレッチチャンバー，ずり応力や静水圧など与えるこ
とができるフローチャンバーなどメカニカル刺激を発生する装
置・システムを挙げる人は少なくない10）．現在では，MEMS
などのマイクロ加工技術と細胞生物学を融合させ，細胞外
微小環境や三次元組織の構築を目指す研究が隆盛を極め
ており，中でもチップ上で臓器や生体システムそのものの再
現を試みる，Organ-on-a-ChipやHuman-on-a-Chip創製
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に関する技術発展には期待が膨らむ11-14）．特にLung-on-
a-Chipでは，同種細胞だけでなく複数種の細胞を任意配
置させ，組織特有のメカニカル刺激を与えることにより，複
雑な肺機能の一部をデバイス上で再現することに成功し15），
創薬やドラッグスクリーニング分野における新たな動物実験
代替法としてのポテンシャルが示された．
　一方，細胞培養の場を構成する材料自身の性質を利用し
細胞に対して動的変化を誘導させる，材料工学的なアプロー
チも存在する5, 16）．生体内における細胞外微小環境を模倣
した足場材料・環境を構築できれば組織工学への貢献はも
ちろん，生体内で見られる多くの細胞現象を生体外で再現
できる可能性がある．この動的環境を提供可能な培養基材
材料の開発には，外部刺激に応答し物性を変化させる刺激
応答性（またはスマート）材料の利用が有用であることは言う
までもない．特に細胞培養を指向した場合，細胞に対して
マイルドな刺激を選択することが望まれ，これまでに熱17, 18），
光19, 20），pH21），酵素22）やDNA23）などの生体分子さらには
電場24）や磁場25）により駆動する材料が開発されその物性変
化と動的な細胞挙動の相関性が議論されている5）．中でも，
時空間制御の観点から見ると‘光’は細胞に対する非侵襲性
も相まって有用な外部刺激であると考えられる．よって本稿
では特に，動的細胞操作を可能とする新しい材料基盤とし
て，光操作可能かつ培養次元の拡張性の高いハイドロゲル
をベースとした時空間制御バイオマテリアルに焦点を絞り議
論したい．

　三次元網目構造内に多くの水を含むハイドロゲルは，その
デザインの多様性や軟組織の生化学的・力学的物性を模倣
しやすいことから，細胞培養の足場材料として関心を集めて
いる．EnglerやDischerらにより足場として用いたアクリルアミ
ドゲル基材の弾性が間葉系幹細胞の分化系統の決定に寄
与するとの報告がされて以降26），ハイドロゲル基材の材料物
性，特に力学的アプローチにより細胞機能や運命を制御しよ
うという試みが多数報告されるようになった．これも一つの
きっかけとなり，本誌（34巻2号）でも特集が組まれるほどメ
カノバイオロジー研究の分野は急速な発展を遂げている．材
料の構造力学物性と細胞応答の相関解析により，力学的パ
ラメーターで多くの細胞挙動を操作できるようになってきたも
のの，そのほとんどが物性を培養中一定と仮定できる‘静的’
条件を対象としている．それでは培養中に力学的パラメー
ターを変化させる‘動的’条件下ではどのような細胞応答挙動
が示されるのだろうか．
　Englerらも用いたハイドロゲル基材に光応答性機能を付与
することで力学物性を変化可能な動的培養基材を構築する
ことができる．例えば光分解性の架橋剤あるいはマクロマー
を用いることで，光照射により架橋密度が低下する‘光軟化
型’培養基材としての利用が可能となる．Ansethらは光開

裂基としてニトロベンジルエーテル基を有する架橋剤を用い
PEGベースの光分解性ハイドロゲルを作製し弁間質細胞培
養における表現型解析を行った27, 28）．弾性率一定の静的
培養条件では，光未照射の硬領域（32 kPa）で筋線維芽細
胞への分化すなわち線維芽細胞の活性化が観察されるのに
対し，照射部の軟領域（7 kPa）では線維芽細胞の形質が
維持されその活性化は抑制された．実際に，これらの弾性
率は損傷弁と正常組織を模倣したものとなっている．それで
はこの損傷弁と同様の弾性率上で筋線維芽細胞へと分化し
た細胞に対し，正常組織の弾性率へと戻した場合どのような
ことが起こるだろうか．この動的培養条件下においては，細
胞骨格の再編成を誘導し脱活性化を起こすことが確認され
た．すなわち，弾性率低下させた後に筋線維芽細胞に特徴
的なαSMAの発現は認められず，筋線維芽細胞の脱活性化
を誘導したこととなる．ここで，光照射や弾性率変化自体が
接着細胞数や細胞生存性に影響を及ぼさないこと，さらに
はゲルの分解物や光照射により分化や生存性が変化するこ
とがないことを考慮すると筋線維芽細胞の脱活性化は基材
の弾性率低下により誘導されたと考えられる．
　一方で，発生，創傷治癒や病態の生理学的プロセスなど
多くの生体現象はマトリックスの硬化を伴う．よって，弾性硬
化を実現できる材料開発はその機構解明に貢献できる技術
となり得る．この実現にも，光操作は有用であり，光重合
可能なハイドロゲルを設計することで‘光硬化型’培養基材とし
ての応用が可能となる．Burdickらはメタクリル化ヒアルロン
酸をマクロマーとして用い，ジチオールとのマイケル付加によ
り架橋構造を導入後，さらに光開始剤を用いたラジカル重
合により逐次架橋可能な基材を開発した29）．マイケル付加
により架橋構造を導入したハイドロゲル上でヒト間葉系幹細
胞を培養し，3KPaから30kPaと光照射による弾性硬化に伴
う細胞挙動を検討した．その結果，分-時間スケールの短期
的プロセスにおいては細胞が接着面積と牽引力を増大させ
ること，より長期的な日-週スケールでは弾性硬化を誘起させ
るタイミングにより脂肪・骨分化のバランスが変化することが
明らかとなった．この結果は，細胞機能や運命は動的変化
を誘起させる時間軸によっても操作できる可能性を示唆して
いる．さらに近年では，この光硬化型のゲル基材が組織線
維化プロセスを検討するのに有用なツールとなり得ることも示
されている30）．
　光照射は力学物性の動的制御のみならず，生理活性物
質に由来する生化学因子のON-OFF制御にも有用である．
Garciaらのグループは，光照射によりRGDペプチドを提示可
能なハイドロゲルの作製に成功している31）．光開裂性のニト
ロベンジル誘導体で保護されたRGDを修飾したハイドロゲル
を作製した場合，ハイドロゲル表面上の細胞接着性をUV照
射によりON-OFF制御可能となる．さらにこのハイドロゲルを
マウス皮下に埋入させ，経皮的UV照射を行うことでin vivo
での細胞接着挙動の動的制御にも成功している．この系に
おいて埋入後の光照射のタイミングにより慢性炎症や繊維化
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図1　 細胞外環境因子(入力)と細胞機能発現(出力)の関係図．入力側
のシグナルは動的かつ複雑に変化するものであり，出力までの伝
達プロセスにおいてはフィードバック機構を有する．
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被膜の形成を抑えることができることは時空間制御バイオマ
テリアルの重要な利点である．
　このように，ハイドロゲルと細胞との相互作用の場を二次
元に規定した二次元バイオロジー系であっても時間的概念
を付加することで，複雑な細胞・生体挙動の動的操作が可
能となり，病態解明やその治療法の開発に貢献できる新た
なバイオマテリアルとしての利用が期待される．

　光応答や操作技術の利用は，何も二次元培養系を対象
とした材料表面の物性変化のみを誘発することに限らない．
現在では基礎化学技術の著しい発展により，クリックケミスト
リーに代表されるような細胞存在下や生体内にも適用可能
な生体直交型の有機反応が多く存在する．これらの有機反
応と光操作を上手く組み合わせることで，細胞適合的条件
下でのハイドロゲル内への細胞封入，さらに封入した細胞周
囲の三次元空間の機能化が可能となり，三次元培養系を時
間的に制御可能な四次元培養系として展開できる．
　Westらは，PEGジアクリレートをベースとした光機能化可
能なハイドロゲルを用い，通常の一光子吸収に加え，二光
子吸収を利用したRGDSの三次元パターニングを報告してい
る32）．これは三次元培養の場を提供するハイドロゲル内部
機能化の空間制御を実現したものであり，より複雑な三次
元培養系を構築するためのデザインアプローチに加え，高解
像能で三次元パターニング可能な二光子レーザー顕微鏡を
用いたリソグラフィー法の有用性を示すものであった．ただ
しこの系においては，RGDSの三次元パターニングを行った
後に，ハイドロゲル上に細胞を播種する形となっている．一
方，この光を用いた三次元パターニング技術は細胞封入し
たハイドロゲルの空間機能化にも有用である33, 34）．これらの

系においては，ハイドロゲルのネットワーク形成にアジド基と
高い歪みを有する環状アルキン間で起こる銅触媒を必要とし
ないクリックケミストリー（図2a）を利用している．例えば，両
端にジフルオロシクロオクチン基を有し，光機能化部位と酵
素分解性ユニットを含んだペプチド架橋剤をデザインし，末
端アジド化した四分岐PEGと混合すると逐次的クリックケミス
トリーによりハイドロゲルが形成され，細胞懸濁液へと適用す
ることで直接的細胞封入が可能である．さらに光媒介マイケ
ル付加（図2b）などの生体直交型反応の利用により，ハイド
ロゲル内に細胞を封入したままRGDSなど生化学因子を任意
の場所に修飾でき，これにより伸展または非伸展状態にある
線維芽細胞集団の空間パターニングに成功している33）．同
様な機能性架橋剤にさらに光開裂分子（図2c）を組み込むこ
とにより生化学因子の空間パターニング能に加え，ネットワー
ク構造の崩壊による物理的空間の創出が可能となる34）．ゲ
ル内に封入した線維芽細胞に対してRGD機能化有り無しの
物理空間を作成したところ，RGD機能化空間への優先的細
胞移動が確認され，三次元空間における細胞移動には生
化学因子と物理的因子の両方が重要であることを明らかとし
た（図2d-f）．
　一方，光媒介生体直交型反応を駆使することで生化学因
子の可逆的三次元パターニングが可能となる35）．実際には，
逐次的クリックケミストリーにより細胞を封入させ，かつ光開
裂性基（NPPOC）で保護したアルコキシアミンを含むハイドロ
ゲルを作製する．UV光照射によるNPPOCの脱保護後により
提示されるアルコキシアミン基と機能化したいタンパク質に導
入したアルデヒド基間のoxime ligationにより，タンパク質を4．三次元から四次元バイオロジーへの展開

三次元ネットワーク内に化学的に固定化できる．また，アル
デヒド基含有タンパク質に光開裂性分子を予め組み込むこと
により，化学的に固定化されたタンパク質をUV照射により再
度取り除くことが可能となり，それにより生化学因子の可逆
的機能化とパターニングが実現できる（図3a）．実際に，二
光子レーザー顕微鏡を用いることでハイドロゲル内での三次
元機能化パターニングが精度よく行われ，化学的に固定化
された機能性物質は光照射により選択的除去が可能であっ
た（図3b-d）．これを間葉系幹細胞の三次元培養系へと展
開したところ，その分化挙動を時間・空間的に制御できるこ
とが示された（図3e-g）．ここではビトロネクチンの可逆的機
能化により細胞の伸展状態を制御しており，ビトロネクチン
機能化部位でのみ骨分化が誘導されることが分かり，その
分化挙動も可逆的に制御可能であった．この結果は，生化
学因子の可逆的機能化とそのパターニングにより間葉系幹
細胞の分化を時間・空間的に制御できたことを示すもので，
幹細胞運命の四次元制御に成功した最初の報告である．
　これらの結果より，非常に複雑な三次元環境の創出およ
び細胞周囲の力学的および生化学的三次元環境の時空間
制御が材料主導で可能となってきているのは明らかである．
このような材料は，より生体内の組織や臓器環境に近い三
次元培養系を時空間操作可能にするため四次元培養系と
も呼べる新しい培養基盤技術としてさらなる発展が期待され
る．

　細胞培養基盤としての時空間制御バイオマテリアルの利用
は，前述のような細胞挙動の制御に着目した研究のみなら
ず，新しい生命現象の解明のための強力なツールとなり得る．
その一例として興味深いのは，過去の培養力学的環境が
細胞運命決定に影響を及ぼすという，細胞の‘力学場記憶 

（mechanical memory）’現象である（図4上）．この力学場
記憶現象は，肺線維化に関連する線維芽細胞の活性化や
筋線維芽細胞への分化に関する研究において発見され，継
代も含む一連の培養プロセスにおいて細胞がどのような力学
的環境を経験したかによって挙動が異なるというものであっ
た36）．しかし，培養の力学環境を変化させる際にはトリプシ
ン処理を行い，一度細胞を回収した後に新たな環境へと移
す必要があり，力学的因子以外のファクターの影響などを考
慮する必要があった． 
　先にも述べた光軟化・硬化型培養基材は，細胞に対し
て同一基材上で任意のタイミングにより弾性率変化を誘起
できるため力学場記憶現象の証明に有力なツールとなる．
Ansethらは光軟化型培養基材を用いたヒト間葉系幹細胞の
培養実験により，幹細胞の力学場記憶の有無について検証
した37）．骨分化に優位な硬いゲル（〜10kPa）上で培養した
後に，異なるタイミングで脂肪分化に優位な柔らかいゲル（〜

2kPa）へと弾性率を低下させ，その際の分化挙動を検討し
た．その結果，幹細胞分化は弾性変化を誘起するタイミン
グに強く影響を受け，硬い基材上での培養期間が長くなる
につれ骨分化への不可逆的な分化偏向が促進されることを
明らかとした（図4下）．トリプシン処理を用いた系でも同様
な結果は確認できるが，材料主導のシンプルな実験系にし
たことで，力学的因子以外のファクターを除外した条件にお
いて幹細胞が力学場記憶能を有することが証明された．以
前， Blauらにより報告された，骨格筋幹細胞が筋肉と同じ弾
性率を有する基材上で培養された時に高い自己複製能を示
すという結果は現在のメカノバイオロジーの概念では当然の
ように思われる38）．この系で，基材上から回収した細胞を
用いてのin vivo実験においても自己複製能が基材弾性に依
存したという事実は興味深い．少し強引であることを承知の
上で，これを細胞がin vitro（移植前）での力学場環境をin 
vivo（移植後）でも記憶しており，それにより細胞挙動の制御
がなされたと考えると，力学場記憶は幹細胞の品質保持や
系統決定，組織工学・再生医療の実用化などに直結する重
要な細胞現象と言えるだろう．
　過去を遡ってみてもこの力学場記憶現象を強く支持する結
果は他にも多く存在するように思える．しかし，冒頭でも述
べた通り，細胞機能・運命は弾性率などの力学的因子のみ
で決定されるものではない．よって，生化学的因子など他の
パラメーターが力学場記憶にどのように影響するか，また細
胞が他因子に対する記憶能を有するか否かは依然として不
明である．この細胞の新しい記憶現象の探索やその機構解
明に関する研究は，AMED-PRIMEの支援を受けて現在遂
行中であり，時空間概念に立脚した新しいバイオマテリアル
の開発により材料主導でのバイオロジー研究を展開していき
たい．

5．�細胞挙動制御から新しい生命現象の探求：
力学場記憶

図2　 光と生体直交型修飾を介したハイドロゲル三次元環境の二重調
節．(a)ハイドロゲル形成に用いたSPAAC反応．b)生化学リガン
ドの空間パターニング可能な光媒介チオール-エン反応．c)ネット
ワーク構造崩壊に用いたニトロベンジルエーテルの光開裂反応．
d-f)三次元細胞移動制御．物理的因子(スペース)と生化学因子
(RGD)により三次元空間での細胞移動をガイド可能．

図3　 可逆的生化学因子のパターニングによる幹細胞運命の四次元制
御．a)光媒介oxime ligationと光開裂を用いた可逆的タンパク質
パターニングの概念図．b)ハイドロゲル三次元空間での二重螺旋
様パターニング．c)光照射によるパターン化物の選択的除去．c)
二種タンパク質の三次元パターニング．e-g)ビトロネクチンの光可
逆的パターニングによるヒト間葉系細胞分化の時間・空間制御．

図4　 細胞が有する力学場記憶の概念図．細胞は自身が経験した力学
的培養環境を記憶しているかのような挙動を示す．実際に，ヒト
間葉系幹細胞を硬い基材上で長期間培養すると，骨への不可逆
的分化偏向が誘導される．
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　本稿では，時空間制御バイオマテリアルについて，動的
細胞培養基盤としての観点から，その研究例を簡単に紹介
した．時空間制御バイオマテリアルを細胞培養へと利用する
ことで，細胞機能や運命の動的制御や環境変化に伴う細胞
挙動のin vitroでの観察が可能となる．よって，細胞周囲の
構造力学的および生化学的要因による機能制御や運命決定
における役割のみならず，生体内における動的環境変化が
及ぼす影響を解明できることが見込まれる．一方，複雑な
三次元微小環境構築のための材料基盤技術の発展は著し
いが，その模倣可能な生体内プロセスはまだまだほんの一
部である．よって時空間制御バイオマテリアルの開発は今後
さらに重要となり，メカノバイオロジー研究の更なる発展や未
だに十分な解明が進んでいない生物学的および医学的課題
の解決に貢献できる革新的技術となることを期待したい．
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