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本論文は、レーザー光による局所加熱で微細加工するソフトマテリアルの微細加工技術

を新規に開発し細胞培養に応用することによって、多細胞組織の機能を構成的に研究する

ために必要ではあるが従来技術では難しかった「細胞培養中にも非侵襲的に追加加工する

微細加工技術」を実現し、多細胞ネットワークパターンを継続的に制御する技術を開発し

た研究について報告したものである。 
本論文の序章では、研究全体の背景と目的および研究方針を、微細加工技術の現状を踏

まえて説明している。研究全体の背景と目的については、多細胞組織が細胞の集団化に伴

い形成される細胞集団の形態学的側面が担う機能を説明し理解するためには、一細胞を最

小構成単位として多細胞ネットワークモデルを構築しさらに変化させながら機能計測を行

う構成的実験手法が必要であり、そのための技術開発が本研究の目的であることを説明し

ている。その上で、従来の微細加工技術では使用されてこなかったハイドロゲル類という

生体親和性のある材料をレーザー光によって非接触に微細加工する技術を新たに開発する

ことによって、多細胞ネットワークを構築しさらに変化させることが可能な細胞培養実験

系を実現する、という研究方針を述べている。 

第１章では、培養底面上のアガロースゲル層に２次元のマイクロチャンバーネットワ

ークを作成する技術を開発し、その加工特性を詳細に評価し、実際に細胞培養に応用した

研究について述べている。マイクロチャンバーネットワークの作成技術では、水に吸収の

ない波長 1064nm の赤外レーザー光を吸収のあるクロムの薄膜（厚さ 20～150 Å）を蒸着し

たガラス基板上のアガロースゲル層に照射することによって、ゲル層底面に沿って平らな

微小領域を直径 2～300 µm の範囲で融解除去できることが分かった。この方法では、クロ

ムを蒸着した培養底面上に、深さ 10 µm までの浅いマイクロチャンバーや幅 2～60 µm のマ

イクロトンネルを作成することが可能であった。また一方、水に吸収のある波長 1480nm の

赤外レーザー光では、クロムを蒸着していないガラス基板上のアガロースゲル層にも、深

さのある（深さ：～ 100 µm）マイクロチャンバーネットワークを作成できることが分かっ

た。これらの局所加熱加工のプロセスについては、作成される微細構造のサイズと形状の

レーザー出力・加熱時間・クロム層の厚さ・使用する対物レンズの倍率への依存性が評価

され、これらの因子を調節し上記の２種類のレーザーを組み合わせた加工によって、培養

底面上に直径 2～1000 µm のマイクロチャンバーを幅 2～60 µm のマイクロトンネルで連結

したマイクロチャンバーネットワークを作成できることがわかった。つづいて、実際に細

胞をマイクロチャンバーネットワークに搬入して培養した結果、PC12 細胞の分化培養では

神経様ネットワークがマイクロトンネルの形状に沿って形成されること、血管内皮細胞で

は単一細胞や細胞集団の全体形状がマイクロチャンバーの形状によって拘束され制御され
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ることが確認され、最後に、培養中に追加で局所加熱加工を行っても、融解領域が細胞に

直接接触しない範囲で行う場合には細胞の生存率を減少させないことが確認された。以上

の研究は、２次元の多細胞ネットワークを構築しさらに変化させる細胞培養実験系を世界

で初めて実現したものである。 

第２章では、第１章で開発した２次元的局所加熱法を３次元の微細加工技術へと段階

的に展開する技術開発について述べている。３次元加工への展開の第一段階では、金属薄

膜の吸光発熱層をアガロースゲル層で挟み込んだサンドイッチ構造のゲルに対して 1064nm

の集束レーザー光を照射することによって、ゲルの内部を融解除去する技術が開発された。

ここでは、金属薄膜の材料にアルミニウムを使用することで加工後にゲル内に残る金属薄

膜を化学的に融解除去し、幅 80 µm までの楕円型の断面を持つトンネル型の微細構造を作

成することができることを確認された。第２段階では、クロムをコートした微小なガラス

ニードルの先端を３次元的に可動式の吸光発熱点としてアガロースゲル内部で３次元的に

操作することによって、直径 120 µm までのサイズ範囲で３次元的形状と配置を持った微細

な空洞構造をゲル内部に作成する技術が開発された。最後に、これらの構造に実際に STO

細胞を運び込んで培養を行った結果、これらの微細空洞構造はその中に運び込まれて生育

する細胞集団にとって空間的な境界条件として機能した。本手法は、細胞集団の３次元的

な全体形状を設計して多細胞組織を形成させる細胞培養に応用でき、３次元形状をもつ多

機能的な組織モデルが必要な組織工学への展開が期待される。 

第３章では、第２章までの局所加熱法を材料面で機能化し、また一方、他材料へと展

開した研究について述べられている。機能化では、反応性の高い官能基を持たないアガロ

ースゲルに官能基を表面にもつ微小粒子（直径約 100 nm）をゲルに混ぜ込んで反応の足場

とするタンパク質のグラフティング法が開発された。この方法では、フィブロネクチンを

間接的にグラフト化した細胞接着性の高いアガロースゲルの微細構造が得られた。本手法

は、ゲル分子自体に化学的修飾を加えないことから、ゲルの特性を変化させずに修飾でき

るという利点を持つ。また一方、他材料への展開では、ゼラチンゲルの局所加熱加工が試

みられ、加工時の温度上昇に伴うゼラチンゲルの膨潤を、膨潤のほとんどないアガロース

ゲルを混ぜ込むことによって力学的に抑制することによって、安定にゼラチンゲルの微細

構造を得る方法が開発された。本手法は今後、アガロースゲルとは異なる細胞接着性の微

細構造によって細胞集団を構築し、細胞培養後にはゲルを酵素的分解して細胞集団を単離

回収する細胞培養実験に応用されると考えられる。 

第４章では、以上の一連の新しい技術を総合して、細胞ネットワーク形成過程の構成

的実験と多細胞組織の構築技術の組織工学的応用の試験を行った研究について述べられて

いる。細胞ネットワーク形成過程の構成的実験では、PC12細胞の分化培養系を神経ネット
ワーク形成のモデルとして用いて、神経突起伸長への空間的拘束の影響を分析した。その

結果、神経突起伸長過程における突起先端の成長円錐の振動運動が観察され、空間的拘束

は振動回数ではなく一回の運動プロセスの移動距離を拘束し、同じ距離を移動した神経突
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起の全運動距離を減少させることが観察された。組織工学的応用では、人臍帯静脈由来血

管内皮細胞（HUVECs）を管状の微細構造内で培養することにより、機能的バイオ人工臓
器作成のキーテクニックである血管作成を試みた。その結果、細胞は管状の微細構造内で

生育したが細胞間の接着による管状の細胞シート形成には至らず、機能的な血管の作成に

は培養液の循環などによる物理的な環境の制御がさらに必要であることが示唆された。 
最終章では、本研究の成果を総括し、「ハイドロゲルの微細加工とその細胞培養への応用」

という本研究で新規に開発された工学分野における今後の課題が示されている。本技術は、

同研究室の共同研究者らにより神経ネットワークや心筋細胞集団への応用が行われており、

今後はさらに他の広く一般の多細胞組織の基礎的研究や組織工学への応用展開が考えられ

る。残された課題は、加工技術の面ではより自由度の高い３次元の非接触加工の実現であ

り、材料の面では生理活性を修飾したアガロースゲルやゼラチンゲルの微細構造の特長を

生かした新しい細胞培養実験系の開発と他の機能的な材料の導入や合成にあると考えられ

る。 

いずれの研究内容も半導体微細加工で利用されてきた技術では実現できない、ソフトマテ

リアルを用いたリアルタイム微細加工技術と、その応用に関して世界で初めて成功したもの

である。オリジナルである。また、この空間配置の制御技術を用いて行った細胞の空間パタ

ーンと細胞集団との関係に関する研究は、新たな生物学の研究手法を提案するものであり、

このこと自体が、その研究水準の高さを示すものと考えられる。 

したがって本審査委員会は博士（学術）の学位を授与するにふさわしいものと認定する。 
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