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(57)【要約】
【課題】細胞を回収する操作性に優れた培養方法及び培
養装置を提供する。
【解決手段】チオレートを介してスペーサ物質が結合し
た電極表面に細胞を接着させて培養する第一工程１０と
、前記細胞が接着している前記電極表面に、前記スペー
サ物質が還元脱離する電位を印加して、前記細胞を前記
電極表面から脱離させる第二工程２０と、を含む培養方
法とする。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　チオレートを介してスペーサ物質が結合した電極表面に細胞を接着させて培養する第一
工程と、
　前記細胞が接着している前記電極表面に、前記スペーサ物質が還元脱離する電位を印加
して、前記細胞を前記電極表面から脱離させる第二工程と、
　を含む
　ことを特徴とする培養方法。
【請求項２】
　前記第二工程において、前記電位として、前記電極表面に前記スペーサ物質の還元脱離
ピーク電位より負の一定電位を連続的に印加する
　ことを特徴とする請求項２に記載の培養方法。
【請求項３】
　前記第一工程において、前記電極表面に前記細胞を含む組織体を接着させて培養し、
　前記第二工程において、前記組織体が接着している前記電極表面に、前記電位を印加し
て、前記組織体を前記電極表面から脱離させる
　ことを特徴とする請求項１又は２に記載の培養方法。
【請求項４】
　チオレートを介してスペーサ物質が結合した電極表面を含む電極部と、
　前記電極表面に接着した細胞を培養するための培養部と、
　前記細胞が接着している前記電極表面に、前記スペーサ物質が還元脱離する電位を印加
するための電位印加部と、
　を備えた
　ことを特徴とする培養装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、培養方法及び培養装置に関し、特に、接着状態で培養した細胞を回収できる
培養方法及び培養装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、基材表面に接着した状態で培養した細胞を回収する方法としては、例えば、タン
パク質分解酵素やキレート剤を使用する方法、磁力を使用する方法（特許文献１参照）、
温度応答性高分子を使用する方法（特許文献２参照）、光応答性高分子を使用する方法（
特許文献３参照）、静電的反発力を使用する方法（特許文献４参照）があった。
【特許文献１】特開２００５－３１２３８６号公報
【特許文献２】特開２００５－１０２６１２号公報
【特許文献３】国際公開第２００２／００８３８７号パンフレット
【特許文献４】特開平１０－４２８５７号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　しかしながら、タンパク質分解酵素やキレート剤を使用する方法においては、細胞が傷
害を受けることがあった。また、磁力を使用する方法においては細胞を予め磁性化する必
要があり、温度応答性高分子や光応答性高分子を使用する方法においては培養期間を通じ
て温度や光を制御する必要がある等、操作性に問題があった。
【０００４】
　本発明は、上記課題に鑑みて為されたものであり、細胞を回収する操作性に優れた培養
方法及び培養装置を提供することをその目的の一つとする。
【課題を解決するための手段】
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【０００５】
　上記課題を解決するための本発明の一実施形態に係る培養方法は、チオレートを介して
スペーサ物質が結合した電極表面に細胞を接着させて培養する第一工程と、前記細胞が接
着している前記電極表面に、前記スペーサ物質が還元脱離する電位を印加して、前記細胞
を前記電極表面から脱離させる第二工程と、を含むことを特徴とする。本発明によれば、
細胞を回収する操作性に優れた培養方法を提供することができる。すなわち、電極表面に
接着した状態で培養した細胞に傷害を与えることなく、当該細胞を簡便且つ確実に回収す
ることができる。
【０００６】
　また、前記第二工程において、前記電位として、前記電極表面に前記スペーサ物質の還
元脱離ピーク電位より負の一定電位を連続的に印加することとしてもよい。こうすれば、
細胞の回収をより確実に行うことができる等、細胞を回収する操作性を向上させることが
できる。また、前記第一工程において、前記電極表面に前記細胞を含む組織体を接着させ
て培養し、前記第二工程において、前記組織体が接着している前記電極表面に、前記電位
を印加して、前記組織体を前記電極表面から脱離させることとしてもよい。こうすれば、
電極表面に接着した状態で培養した組織体を、当該組織体を構成する細胞に傷害を与える
ことなく、簡便且つ確実に回収することができる。
【０００７】
　上記課題を解決するための本発明の一実施形態に係る培養装置は、チオレートを介して
スペーサ物質が結合した電極表面を含む電極部と、前記電極表面に接着した細胞を培養す
るための培養部と、前記細胞が接着している前記電極表面に、前記スペーサ物質が還元脱
離する電位を印加するための電位印加部と、を備えたことを特徴とする。本発明によれば
、細胞を回収する操作性に優れた培養装置を提供することができる。すなわち、電極表面
に接着した状態で培養した細胞に傷害を与えることなく、当該細胞を簡便且つ確実に回収
することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　以下に、本発明の一実施形態に係る培養方法（以下、「本方法」という）及び培養装置
（以下、「本装置」という）について説明する。なお、本発明は、本実施形態で示す例に
限られるものではない。
【０００９】
　まず、本方法について説明する。図１は、本方法に含まれる主な工程を示すフロー図で
ある。図１に示すように、本方法は、チオレート（thiolate）を介してスペーサ物質が結
合した電極表面に細胞を接着させて培養する第一工程１０と、当該細胞が接着している当
該電極表面に、当該スペーサ物質が還元脱離する電位を印加して、当該細胞を当該電極表
面から脱離させる第二工程２０と、を含む。さらに、この第一工程１０は、電極表面及び
細胞を準備する準備工程１１と、電極表面に細胞を接着させる接着工程１２と、電極表面
で細胞を培養する培養工程１３と、を含む。
【００１０】
　準備工程１１においては、スペーサ物質で覆われた電極表面を準備する。スペーサ物質
としては、特定の材料からなる電極表面との間でチオレートを介した結合を自発的に形成
できる官能基を有する化合物であれば特に限られず任意のものを使用することができる。
【００１１】
　すなわち、例えば、チオール基（－ＳＨ）、ジスルフィド（－Ｓ－Ｓ－）、スルフィド
（－Ｓ－）等を有する化合物を使用することができ、電極表面に自己組織化単分子膜（Ｓ
ｅｌｆ　Ａｓｓｅｍｂｌｅｄ　Ｍｏｎｏｌａｙｅｒ：ＳＡＭ）を形成することができる化
合物を好ましく使用することができる。具体的に、例えば、Ｃａｒｂｏｘｙ－ｕｎｄｅｃ
ａｎｅｔｈｉｏｌ等のアルカンチオール、チオール基を有するアミノ酸の一種であるシス
テイン、Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ(ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　ｕｎｄｅｃａｎｏａｔｅ)等の
アルカンジスルフィド又はこれらの化合物に所定の化学修飾を施した化合物等を使用する
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ことができる。
【００１２】
　また、スペーサ物質は、その分子鎖の一部に、当該スペーサ物質を介した電極表面への
細胞の接着を促進できる細胞接着性部分を有するものとすることができる。
【００１３】
　すなわち、例えば、水溶液中において電極表面を細胞接着に好ましい荷電状態に維持で
きる官能基（アミノ基やカルボキシル基等）、細胞膜に存在する接着性分子（インテグリ
ン等）と特異的に結合できる特定のアミノ酸配列（アルギニン・グリシン・アスパラギン
酸（いわゆるＲＧＤ）配列等）を有するペプチドやタンパク質、当該接着性分子と特異的
に結合できる糖鎖等を細胞接着性部分として有するスペーサ物質（以下、「細胞接着性ス
ペーサ物質」という）を使用することができる。すなわち、例えば、細胞接着性部分を形
成できる細胞接着性前駆物質（例えば、ＲＧＤ配列を含むペプチド）と、細胞接着性部分
を有しないスペーサ物質（Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ(ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　ｕｎｄｅｃ
ａｎｏａｔｅ)等）と、の化学反応（例えば、縮合反応）により、当該スペーサ物質の分
子鎖の末端に当該細胞接着性前駆物質に基づく細胞接着性部分（例えば、ＲＧＤ配列）を
結合させて、当該細胞接着性部分を有する細胞接着性スペーサ物質を予め作製し、その後
、当該作製した細胞接着性スペーサ物質を電極表面に結合させることができる。
【００１４】
　また、細胞接着性スペーサ物質を使用する場合には、まず細胞接着性部分を有しないス
ペーサ物質を電極表面に結合させ、次いで当該電極表面に結合したスペーサ物質と細胞接
着性前駆物質との化学反応により、当該電極表面において細胞接着性スペーサ物質を作製
することもできる。
【００１５】
　電極表面を構成する電極材料としては、スペーサ物質がチオレートを介して還元脱離可
能に結合でき、且つ作用電極として機能するための導電性を有する材料であれば特に限ら
れず任意のものを使用することができる。具体的に、例えば、金、銀、白金、銅等の貴金
属、半導体、金属酸化物等を電極材料として使用することができる。
【００１６】
　また、電極表面は、電極材料からなる電極基板の表面とすることができ、また、電極材
料以外の材料からなる電極基板の表面に形成された電極材料からなる薄膜表面とすること
もできる。
【００１７】
　この電極材料以外の材料としては、電極材料で被覆できるものであれば特に限られず任
意のものを使用することができる。具体的に、例えば、そのままで電極材料として使用す
るには必ずしも好ましくない金属材料や、ガラス、合成樹脂（プラスチック）等の非金属
材料を使用することができる。
【００１８】
　また、電極基板は、棒、平板、球体、多孔質体、メッシュ等、任意の形状の成形体とす
ることができる。したがって、電極表面は、電極基板の形状に応じて、平坦な表面、凹凸
が形成された表面、湾曲した表面等、任意の表面形状とすることができる。
【００１９】
　また、電極表面は、電極基板の表面の一部として形成することもできる。具体的に、例
えば、電極基板の平坦な表面の一部を、円形や矩形等の所定形状の電極表面部分とするこ
とができる。この場合、電極基板の表面に、複数の電極表面部分を規則的に配置（パター
ン配置）することもできる。このような電極表面部分は、例えば、電極材料以外の材料か
らなる電極基板表面のうち一部の領域のみを電極材料で被覆することにより作製すること
ができ、また、電極材料で被覆された電極表面のうち一部の領域のみにスペーサ物質を結
合させることにより作製することもできる。
【００２０】
　準備工程１１においては、培養する細胞を準備する。細胞としては、スペーサ物質を介
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して電極表面に接着させることのできる細胞であれば特に限られず任意のもの使用するこ
とができる。すなわち、ヒト又はヒト以外の動物（サル、ブタ、イヌ、ラット、マウス等
）の任意の臓器や組織（肝臓、心臓、膵臓、腎臓、脳、神経、皮膚、血液等）由来の細胞
を使用することができる。
【００２１】
　具体的に、例えば、臓器や組織の酵素処理や血液の分離処理によって採取された初代細
胞や、樹立された株化細胞を使用することができる。また、分化した細胞のみならず、胚
性幹細胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ）、多能性幹細胞（ｐｌｕｒｉｐｏ
ｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ）等未分化細胞を使用することもできる。さらに、これら
の細胞に遺伝子操作等の人為的処理を施した細胞を使用することもできる。
【００２２】
　なお、本方法を使用して回収された細胞や組織体を医療分野の技術（人工臓器や再生医
療技術等）に利用する場合には、ヒト又はヒト以外の哺乳動物由来の細胞を好ましく使用
することができ、ヒト由来の細胞を特に好ましく使用することができる
【００２３】
　また、この細胞としては、その生存や増殖に足場を必要とする接着性細胞、又はその生
存や増殖に足場を必要としない非接着性細胞のいずれを使用することもできるが、電極表
面に安定して接着させることができる等の理由により接着性細胞を好ましく使用すること
ができる。
【００２４】
　また、後述の培養工程１２において、細胞が二次元的又は三次元的に集合した組織体を
培養する場合には、細胞同士の間で互いに結合を形成することができる細胞を好ましく使
用することができる。また、一種類の細胞を単独で使用することもできるが、二種類以上
の細胞が任意の数比率で混在する細胞群を使用することもできる。
【００２５】
　接着工程１２においては、電極表面にスペーサ物質を介して少なくとも一つの細胞を接
着させる。すなわち、培養液中において、準備工程１１で準備した細胞を、準備工程１１
で準備した電極表面に接触させた状態で所定時間保持することにより、当該細胞を当該電
極表面に接着させることができる。電極表面に接着した細胞は、典型的には、培養時間の
経過に伴って、その形状が球形から比較的扁平な形状に変化する。
【００２６】
　ここで、培養液としては、使用する細胞の生存状態や機能等を維持することができるよ
う、必要な塩類や栄養成分等を適切な濃度で含む水溶液であれば特に限られず任意の組成
のものを使用することができる。具体的に、例えば、ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ'ｓ　
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ'ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ）等の基礎培地に抗生物質等を添加し
た水溶液や、リン酸緩衝液(Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ：Ｐ
ＢＳ）等を使用することができる。
【００２７】
　培養工程１３においては、接着工程１２で電極表面に接着させた細胞を培養する。すな
わち、培養液中において、細胞を電極表面に接着させた状態で所定時間保持する。培養期
間中、細胞は、タンパク質の分泌等の代謝活動を行い、増殖能力を有する場合には、電極
表面に沿って二次元的に、又は互いに重なり合って三次元的に増殖する。
【００２８】
　また、培養工程１３においては、電極表面に接着した細胞を所定の条件下で培養するこ
とにより機能化させることができる。すなわち、細胞が培養開始当初には備えていなかっ
た新たな機能を獲得し、又は既に供えていた機能のレベルを向上させることができる。
【００２９】
　具体的に、例えば、生体から取り出した初代肝細胞を電極表面に接着させ、特定の増殖
因子等の刺激因子を添加した培養液中で培養することにより、培養開始時に比べて、当該
初代肝細胞の薬物代謝機能やタンパク質分泌機能等の代謝機能や増殖能力を向上させる機
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能化を行うことができる。
【００３０】
　また、例えば、血液から分離した免疫系細胞を電極表面に接着させ、特定のサイトカイ
ン等の刺激因子を添加した培養液中で培養するとともに、当該免疫系細胞に特定の抗原を
接触させることにより、培養開始時に比べて、当該免疫系細胞の当該抗原に対する応答性
や増殖能力を向上させる機能化を行うことができる。
【００３１】
　また、培養工程１３においては、複数の細胞を互いに結合させて、当該複数の細胞が二
次元的又は三次元的に集合した組織体を形成することもできる。すなわち、増殖能力の高
い細胞を使用する場合には、例えば、当該細胞を電極表面で増殖させて、互いに接触し又
は重なり合う程度の高密度で培養することにより組織体を形成させることができる。また
、増殖能力の低い細胞を使用する場合には、例えば、当該細胞を互いに接触し又は重なり
合う程度の高密度で電極表面での培養を開始することにより組織体を形成させることがで
きる。
【００３２】
　組織体は、複数の細胞の集合体であれば特に限られず任意の形状や大きさのものとする
ことができるが、例えば、細胞が電極表面に沿って二次元的に結合して形成されるシート
状の組織体や、細胞が電極表面で三次元的に盛り上がりながら集合して形成されるドーム
状又は球状の組織体（いわゆるスフェロイド）とすることができる。
【００３３】
　このように、培養工程１３においては、電極表面で細胞を培養することにより、スペー
サ物質を介して電極表面に接着した組織体を形成することができる。また、培養工程１３
においては、培養工程１３に先立って予め形成された組織体を培養することもできる。す
なわち、例えば、準備工程１１において組織体を準備し、接着工程１２において当該組織
体を電極表面に接着させ、培養工程１３においては電極表面に接着した当該組織体を培養
することができる。
【００３４】
　また、細胞が互いに結合を形成しない分散状態から、集合状態の組織体を形成すること
によって、当該細胞の代謝機能等の機能が向上する場合には、当該組織体の形成は当該細
胞の機能化である。
【００３５】
　このような第一工程１０に続く第二工程２０においては、スペーサ物質を介して細胞が
接着している電極表面に電位を印加して、当該スペーサ物質の還元脱離を起こさせる。電
極表面に印加する電位は、スペーサ物質が還元脱離し、細胞に悪影響を与えない電位であ
れば特に限られないが、例えば、当該スペーサ物質の還元脱離ピーク電位又は当該還元脱
離ピーク電位より負の電位とすることができる。
【００３６】
　この還元脱離ピーク電位は、使用するスペーサ物質に固有の値として決定することがで
きる。すなわち、例えば、スペーサ物質が結合している電極表面に、所定の上限電位から
所定の下限電位まで、電位を徐々に変化させながら印加した場合に、当該電極表面に還元
電流が流れる電位を、当該スペーサ物質の還元脱離ピーク電位として決定することができ
る。なお、使用するスペーサ物質が、細胞接着性部分を有しないスペーサ物質と細胞接着
性前駆物質との結合反応により作製した細胞接着性スペーサ物質である場合には、当該細
胞接着性スペーサ物質を結合させた電極表面を使用して還元脱離ピーク電位を決定するこ
ともできるが、例えば、細胞接着性部分を結合させることによる還元脱離ピーク電位のシ
フトの程度が小さい場合には、当該細胞接着性部分を有しないスペーサ物質の還元脱離ピ
ーク電位を使用することもできる。
【００３７】
　具体的に、例えば、サイクリックボルタンメトリー（Ｃｙｃｌｉｃ　Ｖｏｌｔａｍｍｅ
ｔｒｙ：ＣＶ）を使用して、所定の初期電位から所定の反転電位まで、所定の掃引速度（
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電位の変化速度）で電極表面に電位を掃引印加し、さらに当該反転電位から折り返して再
び当該初期電位まで当該所定の掃引速度で電位を掃引印加するとともに、この１サイクル
の間、当該電極表面に流れる電流を測定する。そして、この測定結果として得られる、印
加電位と検出電流値との関係を示すサイクリックボルタモグラムにおいて、還元電流を示
す負電流のピークが現れた印加電位を還元脱離ピーク電位として決定する。
【００３８】
　電極表面への電位の印加は、例えば、上述の還元脱離ピーク電位を決定する場合と同様
に、還元脱離ピーク電位を含む所定の電位範囲内において所定の掃引速度で電位を変化さ
せる走査型の印加によって行うことができる。
【００３９】
　また、電極表面への電位の印加は、例えば、還元脱離ピーク電位又は当該還元電位ピー
ク電位より負の一定電位を印加し続ける連続型の印加によって行うこともできる。すなわ
ち、この場合、印加する電位を一定の電位に固定し、当該一定の印加電位を所定時間にわ
たって維持する。
【００４０】
　また、この場合、特に、還元脱離ピーク電位より負の一定電位を所定時間にわたって連
続的に印加することが好ましい。こうすれば、電極表面の全体に還元脱離ピーク電位又は
当該還元脱離ピーク電位より負の電位を確実に印加することができる。
【００４１】
　また、電極表面に印加する電位は、電位窓の範囲内とすることができる。すなわち、ス
ペーサ物質の還元脱離ピーク電位より負であって、且つ電位窓の範囲内の電位を使用する
ことができる。もちろん、電位窓の範囲外であっても、細胞に悪影響を与えない範囲内の
電位であれば還元脱離に使用することができる。
【００４２】
　また、還元脱離ピーク電位は使用するスペーサ物質によって異なるが、第二工程２０に
おける印加電位としては、例えば、－０．１Ｖ～－２．０Ｖ（ｖｓ　Ａｇ／ＡｇＣｌ）の
範囲内の電位を使用することができ、－０．５Ｖ～－１．５Ｖ（ｖｓ　Ａｇ／ＡｇＣｌ）
の範囲内の電位を好ましく使用することができる。また、還元脱離ピーク電位より負の電
位を電極表面に印加する場合には、例えば、当該還元脱離ピーク電位より０．０５Ｖ～０
．５Ｖだけ負の電位を好ましく使用することができる。
【００４３】
　第二工程２０においては、上述のような電位の印加によって、スペーサ物質を電極表面
から脱離させる。この結果、さらに、スペーサ物質を介して電極表面に接着していた細胞
もまた、当該スペーサ物質の還元脱離に伴って、当該電極表面から脱離させることができ
る。
【００４４】
　すなわち、例えば、細胞が互いに結合しない分散状態で電極表面に接着していた場合に
は、当該細胞は分散状態で当該電極表面を脱離させる。したがって、この場合、個々の細
胞を分散状態で回収することができる。
【００４５】
　また、例えば、細胞が組織体を形成した集合状態で電極表面に接着していた場合（すな
わち、組織体を構成している細胞の全部又は一部が電極表面に接着していた場合）、当該
細胞は組織体を維持した集合状態で当該電極表面から脱離させる。したがって、この場合
、複数の細胞が一体化した組織体を回収することができる。
【００４６】
　走査型の電位の印加を行う場合には、初期電位と反転電位と間の掃引サイクルを繰り返
し実行することにより、電極表面からの細胞の脱離を効率よく行うことができる。
【００４７】
　これに対し、連続型の電位の印加を行う場合には、走査型の電位印加場合に比べて、よ
り効率よく細胞を電極表面から脱離させることができる。特に、還元脱離ピーク電位より
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負の一定電位を連続的に印加することにより、電極表面からの細胞の脱離を効率よく且つ
確実に行うことができる。すなわち、例えば、複数の細胞が二次元的又は三次元的に結合
して構成される組織体が電極表面に接着している場合には、当該組織体に含まれる複数の
細胞が当該電極表面に接着しているため、当該組織体を当該電極表面から確実に脱離させ
るには、接着している当該複数の細胞の大部分を同時に脱離させる必要があるが、この場
合でも、例えば、還元脱離ピーク電位より負の一定電位を当該電極表面に連続的に印加す
ることにより、当該組織体を当該電極表面から効率よく脱離させることができる。
【００４８】
　この第二工程２０において、スペーサ物質の還元脱離によって電極表面から脱離させた
細胞は、回収して、他の用途に利用することもできる。すなわち、例えば、第一工程１０
の培養工程１３で細胞を機能化させた場合には、当該細胞が当該機能化によって獲得した
機能を利用することができる。
【００４９】
　具体的に、例えば、電極表面での培養によって薬物代謝機能が向上した肝細胞を当該電
極表面から脱離回収した場合には、当該肝細胞を動物実験代替の薬物代謝モデルとして利
用することができ、また、人工臓器や細胞移植に利用することもできる。また、例えば、
電極表面での培養によって免疫応答能力が向上した（すなわち、活性化した）免疫系細胞
を当該電極表面から脱離回収した場合には、当該活性化した免疫系細胞を細胞移植に利用
することができる。また、電極表面から組織体を脱離回収した場合には、当該組織体を生
体外の組織モデル、人工臓器、生体への移植等に利用することができる。
【００５０】
　このように、本方法は、実質的に、機能化した細胞又は組織体を製造する方法とするこ
とができる。すなわち、本方法によれば、電極表面で細胞を機能化するとともに、当該機
能化された細胞に傷害を与えることなく非侵襲的に当該電極表面から回収することができ
る。また、本方法によれば、電極表面で細胞から組織体を形成させるとともに、当該組織
体に含まれる細胞に傷害を与えることなく非侵襲的に、当該組織体を回収することができ
る。
【００５１】
　次に、本装置について説明する。
【００５２】
　図２は、本装置の主な構成を示すブロック図である。図２に示すように、本装置は、電
極部３０と、培養部４０と、電位印加部５０と、を備えている。
【００５３】
　電極部３０は、作用極３１と、対電極３２と、参照極３３と、を有している。作用極３
１としては、上述のようなスペーサ物質が結合した電極表面を有する電極基板を使用する
ことができる。対電極３２としては、白金電極を好ましく使用することができる。参照極
３３としては、銀電極（Ａｇ／ＡｇＣｌ）を好ましく使用することができる。
【００５４】
　図２に示すように、培養部４０には、細胞を培養するための培養液や還元脱離を行うた
めの電解質溶液等の溶液Ｓと、作用極３１、対電極３２、及び参照極３３と、を収容でき
る培養空間４１が形成されている。この培養部４０は、培養空間４１に収容した作用極３
１における細胞の接着や脱離の様子を顕微鏡下で観察するために、透明な材質で成形され
ていることが好ましい。また、この培養部４０は、培養空間４１の温度、湿度、気相の気
体組成を制御するための制御部（図示せず）をさらに有することもできる。
【００５５】
　電位印加部５０は、スペーサ物質が還元脱離する電位を作用極３１に印加することがで
きる。すなわち、電位印加部５０は、還元脱離ピーク電位を含む所定の電位範囲内におい
て、所定の掃引速度で電位を変化させながら作用極３１に掃引電位を印加することができ
る。また、電位印加部５０は、還元脱離ピーク電位又は当該還元脱離ピーク電位より負の
任意の一定電位を連続的に作用極３１に印加することもできる。この電位印加部５０とし
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ては、例えば、サイクリックボルタンメトリーを使用することができる。
【００５６】
　このような本装置によれば、本方法の少なくとも一部の工程を実施することができる。
すなわち、例えば、本装置は、本方法の第一工程１０の接着工程１２及び培養工程１３、
第二工程２０を実施することができる。
【００５７】
　具体的に、培養部４０の培養空間４１において、培養液中に作用極３１を浸漬し、スペ
ーサ物質が結合している当該作用極３１の電極表面に細胞を接着させ、さらに培養するこ
とができる。また、培養部４０の培養空間４１において、リン酸緩衝液に作用極３１と、
対極３２と、参照極３３と、を浸漬し、電位印加部５０によって当該作用極３１に所定の
電位を掃引により又は連続的に印加することによって、当該作用極３１の電極表面に接着
していた当該細胞や組織体を当該電極表面から脱離させ、回収することができる。
【００５８】
　次に、本方法及び本装置の実施例を含む具体例について説明する。
【００５９】
［具体例１］
　（１）電極表面の作製。作用極３１となる電極表面を次のようにして作製した。電極基
板として、平坦な耐熱性ガラス基板（直径３インチ、厚さ５００μｍ、Ｃｏｒｎｉｎｇ製
）を使用した。２５％アンモニア水と３０％過酸化水素水と純水とを１：１：４の体積比
で混合した水溶液を沸騰させ、この沸騰した水溶液に上記ガラス基板を浸漬した。その後
、ガラス基板を沸騰した純水で濯ぎ、自然乾燥させた。
【００６０】
　次に、スパッタデポジション装置（ＣＦＳ－４ＥＳ、芝浦メカトロニクス株式会社製）
を使用して、出力１００Ｗ、アルゴン雰囲気０．３Ｐａの条件にて、ガラス基板の表面に
クロムを２分間スパッタリングし、厚さ約４ｎｍのクロム薄膜を形成した。さらに、同条
件にてガラス基板のクロム薄膜の上に金を２分間スパッタリングし、厚さ約４０ｎｍの金
薄膜を形成した。
【００６１】
　金薄膜が形成されたガラス基板をダイシングソー（Ａ－ＷＤ－１０Ａ、株式会社東京精
密製）にて１０ｍｍ×１０ｍｍの矩形平板に切断し、純水で洗浄して自然乾燥させた。こ
のようにして、金薄膜からなる電極表面を有する電極基板を得た。
【００６２】
　（２）還元脱離ピーク電位の確認。スペーサ物質として、Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ(ｓｕｃ
ｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　ｕｎｄｅｃａｎｏａｔｅ)（同仁化学研究所製）を使用した。この
スペーサ物質を１ｍＭの濃度で無水ジオキサンに溶解した溶液中に、上述のようにして作
製した電極基板を一晩浸漬させた後、当該電極基板をジオキサンで洗浄し、さらに純水で
洗浄した。
【００６３】
　そして、図２に示したような本装置を作製した。すなわち、スペーサ物質を結合させた
電極表面を有する上記電極基板を作用極３１とし、白金板を対極３２とし、銀／塩化銀（
内部溶液：飽和ＫＣｌ）電極を参照極３３として、３極系の電極部３０を構成した。
【００６４】
　また、電位印加部５０としては、電気化学測定装置（ＡＵＴＯＬＡＢ　ＥＮ　５５０２
２、ＥＣＯ　ＣＨＥＭＩＥ製）を使用した。この電気化学測定装置に、電極部３０を電気
的に接続した。培養部４０としては、直径６０ｍｍ、高さ１５ｍｍ、容積が４０ｍＬのポ
リスチレンディッシュ（Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｄｉｓｈ　Φ６０ｍｍ、Ｔｅｃ
ｈｎｏ　Ｐｌａｓｔｉｃ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ製）を使用した。
【００６５】
　電解質溶液としては、溶存酸素を除去するために予め５分間の窒素バブリングをしたリ
ン酸緩衝液（ＧＩＢＣＯ製)を使用した。培養部４０の培養空間４１にリン酸緩衝液を約
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３０ｍＬ入れ、当該リン酸緩衝液中に作用極３１、対極３２、参照極３３を浸漬した。
【００６６】
　そして、電気化学測定装置により、開始電圧が－０．３Ｖ、最小掃引電圧が－１．２Ｖ
、掃引速度が２０ｍＶ／秒の条件にて、作用極３１に掃引しながら電位を印加するととも
に、当該作用極３１に流れる電流値をモニタリングした。
【００６７】
　図３に、１サイクルの掃引で得られたサイクリックボルタモグラムを示す。図３に示す
ように、－０．３Ｖから－１．２Ｖまでの掃引（走査）電位範囲のうち、－０．９Ｖ付近
に比較的ブロードな電流のピークＰが現れた。これは、作用極３１の電極表面に－０．９
Ｖの負電位を印加したことにより、当該電極表面でＳＡＭを形成していたスペーサ物質が
還元されるとともに当該電極表面から脱離し、これに伴い、還元電流がピークとして検出
されたと考えられる。こうして、Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ(ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　ｕｎ
ｄｅｃａｎｏａｔｅ）の還元脱離ピーク電位は－０．９Ｖと決定された。
【００６８】
　なお、図３において、全体のバックグラウンドとして、－０．７Ｖ付近より負側におい
ては電位が負に大きくなるにつれ負電流が増加しているが、これは電解液中に溶存する酸
素や水自身が電極表面上で還元されたためと考えられる。
【００６９】
　以上の結果により、金薄膜からなる電極表面に結合したＤｉｔｈｉｏｂｉｓ(ｓｕｃｃ
ｉｎｉｍｉｄｙｌ　ｕｎｄｅｃａｎｏａｔｅ)を当該電極表面から還元脱離させるために
は、当該電極表面に－０．９Ｖ以下の電位を印加することが有効と考えられた。
【００７０】
　なお、同様にしてスペーサ物質として１０－Ｃａｒｂｏｘｙ－１－ｄｅｃａｎｅｔｈｉ
ｏｌを使用し、－０．３Ｖから－１．０Ｖの範囲で電位の掃引を行った場合には、－０．
８５Ｖ付近に鋭いピークが現れた。
【００７１】
　（３）細胞接着性スペーサ物質の電極表面への結合。スペーサ物質としては、Ｄｉｔｈ
ｉｏｂｉｓ(ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　ｕｎｄｅｃａｎｏａｔｅ)に細胞接着性ペプチド
を結合させた細胞接着性スペーサ物質を使用した。この細胞接着性部分を形成する細胞接
着性前駆物質としては、グリシン－アルギニン－グリシン－アスパラギン酸－セリン配列
からなる細胞接着性のＲＧＤペプチド（ペプチド研究所製）を使用した。
【００７２】
　すなわち、Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ(ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　ｕｎｄｅｃａｎｏａｔｅ)
を１ｍＭの濃度で無水ジオキサンに溶解した溶液と、ＲＧＤペプチドを５０μＭの濃度で
純水に溶解した溶液と、を１：１の体積比で混合し、Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ(ｓｕｃｃｉｎ
ｉｍｉｄｙｌ　ｕｎｄｅｃａｎｏａｔｅ)とＲＧＤペプチドとの結合反応を行い、当該Ｒ
ＧＤペプチドを構成するアミノ酸配列を有する細胞接着性スペーサ物質を合成した。
【００７３】
　次いで、この合成されたスペーサ物質を含む混合溶液中に上述の金薄膜からなる電極表
面を有する電極基板を浸漬することにより、当該金薄膜からなる電極表面に当該スペーサ
物質の自己組織化単分子膜（Ｓｅｌｆ　Ａｓｓｅｍｂｌｅｄ　Ｍｏｎｏｌａｙｅｒ：ＳＡ
Ｍ）を形成させた。
【００７４】
　また、比較の対照として、上述の電極基板を、その金薄膜に自己組織化単分子膜を形成
することなく使用した。これらの電極基板を、クリーンベンチ内で７０％エタノール水溶
液にて洗浄及び滅菌した後、直径３５ｍｍのポリスチレン製ディッシュ（ＢＤ　Ｆａｌｃ
ｏｎ、日本ベクトンディッキンソン株式会社製)内で無菌的に保管した。
【００７５】
　（４）細胞の準備。細胞としては、ヒト肝芽種由来細胞（ＨｅｐＧ２）（理化学研究所
）を使用した。培養液としては、ＤＭＥＭ（Ｃａｍｂｒｅｘ製）に牛胎児血清（Ｆｅｔａ
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ｌ　Ｂｏｖｉｎｅ　Ｓｅｒｕｍ：ＦＢＳ)を１０％添加した培養液を使用した。
【００７６】
　この培養液を１２ｍＬ入れた直径１００ｍｍのポリスチレン製ディッシュ（ＢＤ　Ｆａ
ｌｃｏｎ、日本ベクトンディッキンソン株式会社製)内で細胞を７日間、前培養すること
により、増殖させた。増殖後の細胞をトリプシン処理によって回収した。
【００７７】
　（５）細胞の接着及び培養。上述のように前培養した細胞を、培養液中に２．５×１０
５個/ｍＬの密度で懸濁し、当該細胞分散液を、電極基板が収容された直径３５ｍｍのデ
ィッシュに２ｍＬ入れた。すなわち、細胞は、５×１０５個／ディッシュの密度で播種し
た。そして、温度３７℃、水蒸気飽和させた二酸化炭素５％／９５％空気の雰囲気下にて
、細胞を電極表面で２４時間培養した。
【００７８】
　（６）電位印加による細胞の脱離。図２で示したような本装置を作製した。すなわち、
上述のようにして培養した細胞が接着した電極表面を有する上記電極基板を作用極３１と
し、白金板を対極３２とし、銀／塩化銀（内部溶液：飽和ＫＣｌ）電極を参照極３３とし
て、３極系の電極部３０を構成した。
【００７９】
　また、作用極３１の電極表面に接着した細胞を位相差顕微鏡下で観察するために、底面
が３０ｍｍ×３０ｍｍ、高さが１５ｍｍの内空が形成されたポリジメチルシロキサン（ｐ
ｏｌｙ（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ）：ＰＤＭＳ）製の透明なチャンバーを培養
部４０として使用した。作用極３１の電極基板は、この培養部４０の底面に水平に固定し
、リン酸緩衝液中に浸漬した。さらに、このチャンバー内のリン酸緩衝液には、作用極３
１に加え、対極３２、参照極３３も浸漬した。
【００８０】
　電位印加部５０としては、ポテンショスタット（北斗電工株式会社製）を使用した。そ
して、ポテンショスタットにより、作用極３１に、スペーサ物質の還元脱離ピーク電位（
－０．９Ｖ）より０．１Ｖだけ負である－１．０Ｖの一定電位を連続的に印加した。
【００８１】
　この結果、電位印加開始から５分経過後には、作用電極表面にスペーサ物質を介して接
着していた細胞のほとんどが当該作用電極表面から脱離し、リン酸緩衝液中に浮遊した。
【００８２】
　図４には、電位の印加を開始した直後、及び電位の印加を開始してから１分、２分、３
分が経過した各時点で、作用極３１の電極表面に接着している細胞の数を位相差顕微鏡下
でカウントした結果を示す。図４において、横軸は電位の印加を介してから経過した時間
、縦軸は、電位の印加開始直後に電極表面に接着している細胞の数を１００％とした場合
における、各電位印加時間で当該電極表面に接着している細胞の数の割合（％）を示す。
丸印はスペーサ物質を介して電極表面に細胞を接着させた場合の結果、三角印はスペーサ
物質を介することなく電極表面に細胞を接着させた場合の結果、をそれぞれ示している。
【００８３】
　図４に示すように、電位印加時間が長くなるにつれ、電極表面上の細胞密度は単調に減
少した。一方、スペーサ物質を結合させなかった金薄膜からなる電極表面に接着した細胞
は、電位の印加によってもほとんど脱離しなかった。
【００８４】
　このように、スペーサ物質を介して細胞を電極表面に接着させることにより、電位の印
加によって当該細胞を当該電極表面から非侵襲的に、簡便且つ確実に脱離できることが確
認された。
【００８５】
［具体例２］
　（１）電極表面の作製。上記具体例１と同様に、金薄膜からなる電極表面を有する電極
基板を作製した。
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【００８６】
　（２）電極表面へのスペーサ物質の結合。上記具体例１と同様に、Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ
(ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　ｕｎｄｅｃａｎｏａｔｅ）とＲＧＤペプチドとを使用して
、細胞接着性部分を有する複合化スペーサ物質を電極表面に結合させた。
【００８７】
　（３）細胞の準備。細胞としては、マウス繊維芽細胞を使用し、当該細胞を上記具体例
１と同様に前培養した。
【００８８】
　（４）細胞の接着及び培養。細胞の播種密度以外は上記具体例１と同様にして、細胞を
電極表面に接着させた。細胞は、３５ｍｍディッシュあたり２．５×１０５個の密度で播
種した。
【００８９】
　（５）電位印加による細胞の脱離。上記具体例１と同様に、本装置を作製した。そして
、ポテンショスタットにより、－０．３Ｖ～－１．０Ｖの範囲内において、２０ｍＶ／秒
の掃引速度で電位を変化させながら、作用極３１に電位を印加した。
【００９０】
　その結果、１０サイクル（電位の印加を開始してからの経過時間は約１２分）の電位走
査によっては、電極表面からの細胞の脱離はほとんど確認できなかったが、３０サイクル
（電位の印加を開始してからの経過時間は約３５分）の電位走査によって、電極表面に接
着していた細胞のほとんどが脱離し、リン酸緩衝液中に浮遊した。
【００９１】
［具体例３］
　（１）電極表面の作製。上記具体例１と同様に、金薄膜からなる電極表面を有する電極
基板を作製した。
【００９２】
　（２）電極表面へのスペーサ物質の結合。上記具体例１と同様に、Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ
(ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　ｕｎｄｅｃａｎｏａｔｅ）とＲＧＤペプチドとを使用して
、細胞接着性部分を有する複合化スペーサ物質を電極表面に結合させた。
【００９３】
　（３）細胞の準備。細胞としては、マウス繊維芽細胞を使用し、当該細胞を上記具体例
１と同様に前培養した。
【００９４】
　（４）細胞の接着及び培養。細胞の播種密度以外は上記具体例１と同様にして、細胞を
電極表面に接着させた。細胞は、３５ｍｍディッシュあたり２．０×１０６個の密度で播
種した。そして、電極表面で細胞を４８時間培養した。
【００９５】
　この結果、培養開始から４８時間が経過した時点で、細胞は電極表面に接着するととも
に、互いに二次元的に結合を形成してシート状の組織体を形成していた。すなわち、電極
表面に接着したシート状組織体が形成された。
【００９６】
　（５）電位印加による細胞の脱離。上記具体例１と同様に、本装置を作製した。そして
、ポテンショスタットにより、リン酸緩衝液中において、作用極３１に－１．０Ｖの一定
電位を連続的に印加した。
【００９７】
　この結果、電位の印加を開始してから１０分が経過した時点で、シート状組織体の全体
が電極表面から剥離し、リン酸緩衝液中に浮遊した。
【００９８】
　図５には、剥離したシート状組織体の位相差顕微鏡写真を示す。図５に示すように、一
定の電位を連続的に印加することにより、シート状の形態を維持したまま組織体Ｔ１を作
用極３１の電極表面から脱離させることができた。
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【００９９】
　さらに、電極表面から剥離したシート状組織体に含まれる細胞の生存状態を確認するた
めに、回収した当該シート状組織体を、１０μｇ／ｍＬの濃度のＦｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
　Ｄｉａｃｅｔａｔｅ（ＦＤＡ、和光純薬工業株式会社製）と４０μｇ／ｍＬの濃度のＥ
ｔｈｉｄｉｕｍ　Ｂｒｏｍｉｄｅ（ＥＢ、和光純薬工業株式会社製）と、を含むリン酸緩
衝液中に５分間浸漬することにより、生存している細胞をＦＤＡにより、死滅している細
胞をＥＢにより、それぞれ選択的に蛍光染色した。
【０１００】
　図６には、染色後のシート状組織体の蛍光顕微鏡写真を示す。図６Ａは、シート状組織
体に含まれる細胞のうちＦＤＡに由来する蛍光色素によって染色され生細胞を選択的に検
出した場合の写真であり。図６Ｂは、シート状組織体に含まれる細胞のうちＥＢに由来す
る蛍光色素によって染色された死細胞を選択的に検出した場合の写真である。図６に示す
ように、本方法により回収したシート状組織体に含まれる細胞の大部分は生存状態を維持
していることが確認できた。
【０１０１】
　このように、本方法によれば、電極表面で培養したシート状組織体を非侵襲的に、簡便
且つ確実に脱離させて回収できた。すなわち、本方法は、シート状組織体の製造方法とし
て極めて有用であることが確認できた。
【０１０２】
　なお、同様にしてシート状組織体が接着した電極表面を作製し、上記具体例２と同様に
、ポテンショスタットにより、－０．３Ｖ～－１．０Ｖの範囲内において、２０ｍＶ／秒
の掃引速度で電位を変化させながら、当該電極表面に走査電位を印加した場合には、５０
サイクル（電位の印加を開始してからの経過時間は約６０分）の電位走査によっても、当
該シート状組織体を当該電極表面から剥離させることはできなかった。
【０１０３】
［具体例４］
　（１）電極表面の作製。作用極３１となる電極表面を次のようにして作製した。まず、
スピンコータ装置（１Ｈ－Ｄ７、ミカサ株式会社製）を使用して、平坦な耐熱性ガラス基
板（直径３インチ、厚さ５００μｍ、Ｃｏｒｎｉｎｇ製）の表面に、パターン化された凹
凸構造を形成した。すなわち、このガラス基板の表面にフォトレジスト（ＳＵ－８　２１
００、化薬マイクロケム株式会社製）をスロープ（５秒)、５００ｒｐｍ（５秒）、スロ
ープ(８．３秒)、３０００ｒｐｍ（３０秒）の条件でスピンコートした。
【０１０４】
　次いで、このガラス基板を６５℃のホットプレートで５分間ベーク後、９６℃のホット
プレートでさらに２０分間ベークした。そして、マスクアライナー（ＭＡ－１０、ミカサ
株式会社製）を使用して、直径３００μｍの複数の円形孔が中心間距離６００μｍで規則
的に配置されたフォトマスクを介して、フォトレジストがコートされたガラス基板表面に
、紫外光を１２０秒間照射した。露光されたガラス基板表面のフォトレジストを６５℃の
ホットプレートで５分間ベーク後、９６℃のホットプレートでさらに１０分間ベークした
。このベーク後のガラス基板を現像液（ＳＵ－８　Ｄｅｖｅｌｏｐｅｒ、化薬マイクロケ
ム株式会社製）に浸漬し、１５分間現像を行った。その後、現像後のガラス基板を２－プ
ロパノールにて洗浄し、乾燥させた。
【０１０５】
　さらに、スパッタデポジション装置（ＣＦＳ－４ＥＳ、芝浦メカトロニクス株式会社製
）を使用して、出力１００Ｗ、アルゴン雰囲気０．３Ｐａの条件にて、このガラス基板の
表面にクロムを２分間スパッタし、厚さ約４ｎｍのクロム薄膜を形成した。さらに、同条
件にてガラス基板のクロム薄膜の上に金を２分間スパッタリングし、厚さ約４０ｎｍの金
薄膜を形成した。
【０１０６】
　金薄膜が形成されたガラス基板をダイシングソー（Ａ－ＷＤ－１０Ａ、株式会社東京精
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密製）にて１０ｍｍ×１０ｍｍの矩形平板に切断し、純水で洗浄して自然乾燥させた。こ
のようにして、直径３００μｍの円形の有底孔が、中心間距離６００μｍで複数パターン
配置されるとともに、当該各孔の底面を含む表面全体に金薄膜が形成された電極基板を得
た。
【０１０７】
　（２）マイクロコンタクトプリンティング用スタンプの作製。まず、スタンプを成形す
るためのモールドを作製した。すなわち、スピンコータ装置を使用して、平坦な耐熱性ガ
ラス基板（直径３インチ、厚さ５００μｍ、Ｃｏｒｎｉｎｇ製）の表面にフォトレジスト
（ＳＵ－８　２１００、化薬マイクロケム株式会社製）をスロープ（５秒)、５００ｒｐ
ｍ（５秒）、スロープ(８．３秒)、３０００ｒｐｍ（３０秒）の条件でスピンコートした
。
【０１０８】
　次いで、このガラス基板を６５℃のホットプレートで５分間ベーク後、９６℃のホット
プレートでさらに２０分間ベークした。そして、マスクアライナー（ミカサ株式会社製）
を使用して、直径１００μｍの複数の円形孔が中心間距離６００μｍで規則的に配置され
たフォトマスクを介して、フォトレジストがコートされたガラス基板表面に、紫外光を１
２０秒間照射した。露光されたガラス基板表面のフォトレジストを６５℃のホットプレー
トで５分間ベーク後、９６℃のホットプレートでさらに１０分間ベークした。このベーク
後のガラス基板を現像液（ＳＵ－８　Ｄｅｖｅｌｏｐｅｒ、化薬マイクロケム株式会社製
）に浸漬し、１５分間現像を行った。その後、現像後のガラス基板を２－プロパノールに
て洗浄し、窒素中で乾燥させた。
【０１０９】
　さらに、このガラス基板の表面にフォトレジスト（ＳＵ－８　２１００、化薬マイクロ
ケム株式会社製）をスロープ（５秒)、５００ｒｐｍ（５秒）、スロープ(１．７秒)、１
０００ｒｐｍ（３０秒）の条件でスピンコートした。
【０１１０】
　次いで、このガラス基板を６５℃のホットプレートで５分間ベーク後、９６℃のホット
プレートでさらに２０分間ベークした。そして、直径２００μｍの複数の円形孔が中心間
距離６００μｍで規則的に配置されたフォトマスクを、上述のようにガラス基板表面にパ
ターン形成された直径１００μｍの複数の有底孔と、当該フォトマスクの円形孔と、が同
心円の関係となるように配置し、当該フォトマスクを介して、当該ガラス基板表面に、紫
外光を１２０秒間照射した。露光されたガラス基板表面のフォトレジストを６５℃のホッ
トプレートで５分間ベーク後、９６℃のホットプレートでさらに１０分間ベークした。こ
のベーク後のガラス基板を現像液（ＳＵ－８　Ｄｅｖｅｌｏｐｅｒ、化薬マイクロケム株
式会社製）に浸漬し、１５分間現像を行った。その後、現像後のガラス基板を２－プロパ
ノールにて洗浄し、窒素中で乾燥させることにより、スタンプ成形用のモールドを作製し
た。
【０１１１】
　次に、このモールドに、ポリジメチルシロキサンの前駆体化合物と硬化剤（信越化学工
業株式会社製）とを１０：１の体積比で混合した溶液を流し込み、真空ポンプを使用して
デシケータ内で脱泡した。そして、このモールド内の溶液を室温にて２４時間放置して硬
化させた後、当該モールドから剥がし取ることにより、当該硬化によって成形されたＰＤ
ＭＳ製のスタンプを得た。
【０１１２】
　（３）電極表面へのスペーサ物質の結合。上述のようにして作製したスタンプを使用し
て、電極基板の金薄膜電極表面に、２種類のスペーサ物質を異なる領域に結合させること
により、当該電極表面のパターン修飾を行った。
【０１１３】
　まず、第一のスペーサ物質としては、Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ(ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ
　ｕｎｄｅｃａｎｏａｔｅ)を使用した。また、この第一のスペーサ物質の細胞接着性部
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分を形成する修飾化合物として、ＲＧＤペプチドを使用した。
【０１１４】
　すなわち、Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ(ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　ｕｎｄｅｃａｎｏａｔｅ)
を１ｍＭの濃度で無水ジオキサンに溶解した溶液と、ＲＧＤペプチドを５０μＭの濃度で
エタノールに溶解した溶液と、を１：１の体積比で混合し、Ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ(ｓｕｃ
ｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　ｕｎｄｅｃａｎｏａｔｅ)とＲＧＤペプチドとの結合反応を行い、
ＲＧＤ配列を含む細胞接着性部分を有するスペーサ物質を合成した。
【０１１５】
　次いで、この合成されたスペーサ物質を含む溶液を、スタンプが有するパターン形成さ
れた各円柱状突起の直径１００μｍの円形先端面に塗布した。そして、位相差顕微鏡下に
おいて、上記電極基板の金薄膜表面に形成された直径３００μｍの各有底孔の円形底面の
中心位置に、上記スタンプの各円柱突起の円形先端面を押し当てることによって、当該各
円形底面の中心位置に、スペーサ物質を含む溶液を塗布した。
【０１１６】
　すなわち、電極基板の電極表面にパターン配置された各円形孔の底面の中心位置に、第
一のスペーサ物質が結合した直径１００μｍの円形の第一の領域を形成した。この第一の
領域は、スペーサ物質が有する細胞接着性部分に基づき、細胞接着性を示した。
【０１１７】
　一方、第二のスペーサ物質として、分子末端にチオール基を有するポリエチレングリコ
ール（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ－ＳＨ、分子量５０００、日本油脂株式
会社製）を使用した。
【０１１８】
　すなわち、この第二のスペーサ物質を５ｍＭの濃度でエタノールに溶解した溶液を、上
記第一の領域が形成された上記電極表面に滴下し、当該電極表面のうち当該第一の領域以
外の部分に当該第二のスペーサ物質を結合させた。そして、この電極基板をクリーンベン
チ内で７０％エタノール水溶液にて洗浄及び滅菌し、直径３５ｍｍの培養ディッシュ内で
保管した。
【０１１９】
　このようにして、電極表面において、中心間距離６００μｍでパターン形成された直径
３００μｍの複数の円形孔の底面に、中央に形成され、第一のスペーサ物質で被覆された
直径１００μｍの細胞接着性領域と、当該細胞接着性領域の周囲を囲み、第二のスペーサ
物質で被覆された細胞非接着性領域と、をパターン形成した。
【０１２０】
　（４）細胞の準備。次のようにして、初代ラット肝細胞を準備した。すなわち、７週齢
雄ウィスターラット（体重２５０ｇ）の門脈（肝臓に入る血管）にカニューレを導入し、
脱血用キレート液を３０ｍＬ／分の流速で５分間流し、さらに０．５ｍｇ／ｍＬの濃度で
コラゲナーゼ（和光純薬工業株式会社製）を溶解した消化液を１５ｍＬ／分の流速で１０
分間流した。そして、コラゲナーゼで処理された肝臓を摘出して培養液に入れ、メスとピ
ペットを使って肝細胞を分散させた。
【０１２１】
　得られた肝細胞分散液を遠心分離処理によって３回洗浄し、肝細胞以外の細胞を取り除
いた。培養液としては、ＤＭＥＭに６０ｍｇ／Ｌのプロリン、５０μｇ／Ｌの上皮細胞成
長因子（Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．製）、１０ｍｇ／
Ｌのインシュリン（シグマ製）、７．５ｍｇ／Ｌのヒドロコルチゾン（和光純薬工業株式
会社製）、０．１μＭの硫酸銅５水和物（和光純薬工業株式会社製）、３μｇ／Ｌのセレ
ン酸（和光純薬工業株式会社製）、５０ｐＭの硫酸亜鉛７水和物（和光純薬工業株式会社
製）、５０μｇ／Ｌのリノール酸（シグマアルドリッチ製）、５８．８ｍｇ／Ｌのペニシ
リン（明治製菓株式会社製）、１００ｍｇ／Ｌのストレプトマイシン（明治製菓株式会社
製）を加えた無血清培地を用いた。
【０１２２】



(16) JP 2008-295382 A 2008.12.11

10

20

30

40

50

　（６）細胞の接着及び培養。上記電極基板を収容した直径３５ｍｍのディッシュに、肝
細胞の分散液を、１．０×１０６個／ディッシュの密度となるように入れることにより、
電極表面への当該肝細胞の播種を行った。そして、温度３７℃、水蒸気飽和させた二酸化
炭素５％／９５％空気の雰囲気下にて、肝細胞を電極表面で４時間静置培養した。
【０１２３】
　さらに、その後、肝細胞が接着した電極基板を別の３５ｍｍディッシュに移動させ、震
盪器（東京理化器械株式会社製）上にて、当該ディッシュを６０ｒｐｍの旋回速度で震盪
させながら、上記雰囲気下で培養を継続した。ディッシュ内の培養液の全量を新たな培養
に交換する培地交換は毎日行った。培養は３日間継続した。
【０１２４】
　この結果、電極基板表面の各円形孔の底面においては、培養時間の経過に伴って、肝細
胞同士が徐々に凝集した。そして、培養３日目には、各円形孔の底面上に、肝細胞が互い
に結合しつつ三次元的に集合することにより、球状又はドーム状の組織体（スフェロイド
）が１つずつ形成された。
【０１２５】
　図７は、電極表面の円形孔内に形成されたスフェロイドの一例についての位相差顕微鏡
写真を示す。図７に示すように、スフェロイドＴ２は、電極基板Ｂに凹形状に形成された
円形孔Ｃの底面の第一の領域に接着していた。
【０１２６】
　（７）電位印加による細胞の脱離。上記具体例１と同様に、本装置を作製した。すなわ
ち、上述のようにして形成させたスフェロイドが接着した電極表面を有する上記電極基板
を作用極３１とし、白金板を対極３２とし、銀／塩化銀（内部溶液：飽和ＫＣｌ）電極を
参照極３３として、３極系の電極部３０を構成した。そして、ポテンショスタットにより
、リン酸緩衝液中において、作用極３１に－１．０Vの一定電位を連続的に印加した。
【０１２７】
　この結果、電位の印加を開始してから約１０分が経過した時点で、スフェロイドの全体
が電極表面から剥離し、リン酸緩衝液中に浮遊した。すなわち、一定の電位を連続的に印
加することにより、球状又はドーム状の形態を維持したままスフェロイドを作用極３１の
電極表面から脱離させることができた。
【０１２８】
　さらに、電極表面から剥離したスフェロイドに含まれる細胞の生存状態を確認するため
に、回収した当該スフェロイドを、１０μｇ／ｍＬの濃度のＦｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ　Ｄ
ｉａｃｅｔａｔｅ（ＦＤＡ）と４０μｇ／ｍＬの濃度のＥｔｈｉｄｉｕｍ　Ｂｒｏｍｉｄ
ｅ（ＥＢ）と、を含むリン酸緩衝液中に５分間浸漬することにより、生存している細胞を
ＦＤＡにより、死滅している細胞をＥＢにより、それぞれ選択的に蛍光染色した。
【０１２９】
　図８には、染色後のスフェロイドを共焦点レーザ顕微鏡（ＴＣＳ　ＳＰ２　ＡＯＢＳ、
ライカマイクロシステムズ株式会社製）で観察して得られた蛍光画像を示す。図８Ａは、
スフェロイドに含まれる細胞のうちＦＤＡに由来する蛍光色素によって染色された生細胞
を選択的に検出した場合の画像であり。図８Ｂは、スフェロイドに含まれる細胞のうちＥ
Ｂに由来する蛍光色素によって染色された死細胞を選択的に検出した場合の画像である。
図８に示すように、本方法により回収したスフェロイドに含まれる細胞の大部分は生存状
態を維持していることが確認できた。
【０１３０】
　このように、本方法によれば、作用電極表面で培養したスフェロイドを非侵襲的に、簡
便且つ確実に脱離させて回収できた。すなわち、本方法は、スフェロイドの製造方法とし
て極めて有用であることが確認できた。
【図面の簡単な説明】
【０１３１】
【図１】本発明の一実施形態に係る培養方法に含まれる主な工程を示すフロー図である。
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【図２】本発明の一実施形態に係る培養装置の主な構成を示すブロック図である。
【図３】本発明の一実施形態で得られたサイクリックボルタモグラムの一例を示す説明図
である。
【図４】本発明の一実施形態に係る培養方法における細胞の脱離の挙動を示す説明図であ
る。
【図５】本発明の一実施形態に係る培養方法において回収されたシート状組織体の位相差
顕微鏡写真を示す説明図である。
【図６】本発明の一実施形態に係る培養方法において回収されたシート状組織体の蛍光顕
微鏡写真を示す説明図である。
【図７】本発明の一実施形態に係る培養方法において回収された球状組織体の位相差顕微
鏡写真を示す説明図である。
【図８】本発明の一実施形態に係る培養方法において回収された球状組織体の蛍光顕微鏡
写真を示す説明図である。
【符号の説明】
【０１３２】
　１０　第一工程、１１　準備工程、１２　接着工程、１３　培養工程、２０　第二工程
、３０　電極部、３１　作用極、３２　対極、３３　参照極、４０　培養部、４１　培養
空間、５０　電位印加部。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図４】 【図５】

【図６】 【図８】



(19) JP 2008-295382 A 2008.12.11

【図７】



(20) JP 2008-295382 A 2008.12.11

フロントページの続き

(72)発明者  岡村　健太郎
            茨城県つくば市天王台一丁目１番１　国立大学法人筑波大学内
Ｆターム(参考) 4B029 AA01  BB11  CC02  GA08  GB10 
　　　　 　　  4B065 AA90X BC41  BD14 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	overflow

