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(57)【要約】
　基板上に光溶解性ポリマー層を積層する工程（ａ）と
、前記光溶解性ポリマー層上に架橋性ポリマーを含有す
る層を積層する工程（ｂ）と、前記架橋性ポリマーを含
有する層に、架橋条件下でパターン状に光を照射して、
前記架橋性ポリマーをパターン状に架橋させて架橋ポリ
マーシートを得る工程（ｃ）と、架橋しなかった前記架
橋性ポリマーを洗浄除去し、パターン状の前記架橋ポリ
マーシートを得る工程（ｄ）と、前記光溶解性ポリマー
層に、溶解条件下でパターン状に光を照射して、前記光
溶解性ポリマー層をパターン状に溶解させ、前記架橋ポ
リマーシートをパターン状に基板から剥離させる工程（
ｅ）と、を備える、架橋ポリマー構造体の製造方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　基板上に光溶解性ポリマー層を積層する工程（ａ）と、
　前記光溶解性ポリマー層上に架橋性ポリマーを含有する層を積層する工程（ｂ）と、
　前記架橋性ポリマーを含有する層に、架橋条件下でパターン状に光を照射して、前記架
橋性ポリマーをパターン状に架橋させて架橋ポリマーシートを得る工程（ｃ）と、
　架橋しなかった前記架橋性ポリマーを洗浄除去し、パターン状の前記架橋ポリマーシー
トを得る工程（ｄ）と、
　前記光溶解性ポリマー層に、溶解条件下でパターン状に光を照射して、前記光溶解性ポ
リマー層をパターン状に溶解させ、前記架橋ポリマーシートをパターン状に基板から剥離
させる工程（ｅ）と、
　を備える、架橋ポリマー構造体の製造方法。
【請求項２】
　パターン状に基板から剥離した前記架橋ポリマーシートを破断除去する工程（ｆ）を更
に備える、請求項１に記載の架橋ポリマー構造体の製造方法。
【請求項３】
　前記架橋性ポリマーが、複数の水酸基を有する重量平均分子量２，０００以上の化合物
である、請求項１又は２に記載の架橋ポリマー構造体の製造方法。
【請求項４】
　前記架橋性ポリマーが水溶性である、請求項１～３のいずれか一項に記載の架橋ポリマ
ー構造体の製造方法。
【請求項５】
　前記架橋性ポリマーが多糖又はその誘導体である、請求項１～４のいずれか一項に記載
の架橋ポリマー構造体の製造方法。
【請求項６】
　基板と、
　前記基板上に積層された光溶解性ポリマー層と、
　前記光溶解性ポリマー層上に積層された架橋性ポリマーを含有する層と、
　を備える、架橋ポリマー構造体製造用積層体。
【請求項７】
　基板と、前記基板上に設けられた架橋ポリマーシートとを備え、
　前記基板及び前記架橋ポリマーシートは、前記基板及び前記架橋ポリマーシートが接着
された接着領域と、前記基板及び前記架橋ポリマーシートが接着されていない非接着領域
とを有し、
　平面視において、前記基板の前記接着領域は、前記基板の前記非接着領域の周囲を囲ん
で閉じており、
　前記架橋ポリマーシートの前記非接着領域には少なくとも１つの貫通孔が存在する、架
橋ポリマー構造体。
【請求項８】
　基板と、前記基板上にパターン状に設けられた細胞接着可能部及び細胞非接着部とを備
え、
　前記細胞接着可能部では前記基板が露出しており、
　前記細胞非接着部は前記基板上に接着された架橋ポリマーシートからなる、細胞培養用
架橋ポリマー構造体。
【請求項９】
　前記細胞接着可能部及び前記細胞非接着部が、互いに平行に並んだ線状に設けられてい
る、請求項８に記載の細胞培養用架橋ポリマー構造体。
【請求項１０】
　前記細胞接着可能部が、複数の島状部及び複数の前記島状部間を連結する連結部を有す
る、請求項８に記載の細胞培養用架橋ポリマー構造体。
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【請求項１１】
　複数の前記島状部の全てが実質的に同じ面積を有する、請求項１０に記載の細胞培養用
架橋ポリマー構造体。
【請求項１２】
　請求項１１に記載の細胞培養用架橋ポリマー構造体の表面で細胞を培養する工程を備え
る、複数の前記島状部に接着した細胞を均一に培養する細胞培養方法。
【請求項１３】
　請求項１１に記載の細胞培養用架橋ポリマー構造体の表面で細胞を培養する工程と、
　前記細胞を剥離させ、複数の前記島状部に接着していた細胞からなる前記島状部と実質
的に同数の細胞隗を得る工程と、
　を備える、細胞隗の製造方法。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の製造方法により得られた細胞隗。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、架橋ポリマー構造体及びその使用に関する。より具体的には、架橋ポリマー
構造体の製造方法、架橋ポリマー構造体製造用積層体、架橋ポリマー構造体、細胞培養用
架橋ポリマー構造体、細胞培養方法、細胞隗の製造方法及び細胞隗に関する。本願は、２
０１５年４月１７日に、日本に出願された特願２０１５－０８５３２２号に基づき優先権
を主張し、その内容をここに援用する。
【背景技術】
【０００２】
　バイオ・医療をはじめとする様々な分野において、表面に微細構造を有する材料の応用
が盛んに検討されている。特に、細胞等を扱うマイクロ流体システムやデバイス等では、
μｍスケールの構造形成技術が注目されている。例えば、特許文献１には、細胞を保持す
るための細胞保持チャンバーを有し、前記細胞保持チャンバーは、少なくとも一つの組織
体形成領域を含む底面と、当該細胞保持チャンバーに培養液を流入させるための流入口と
、当該細胞保持チャンバーから当該培養液を流出させるための流出口と、を有し、前記組
織体形成領域は、細胞接着性を示す１つの第一領域と、当該第一領域を囲み、当該第一領
域に比べて低い細胞接着性を示す第二領域と、を含み、その面積が１００～１×１０６μ
ｍ２の範囲であることを特徴とする細胞組織体マイクロデバイスが記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】特許第４０３３２６５号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　このような背景のもと、微細構造の形成技術の発展が期待されている。そこで、本発明
は、新たな微細構造の形成技術を提供することを目的とする。より具体的には、架橋ポリ
マー構造体の製造方法、架橋ポリマー構造体製造用積層体、架橋ポリマー構造体、細胞培
養用架橋ポリマー構造体、細胞培養方法、細胞隗の製造方法及び細胞隗を提供することを
目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は以下の態様を含む。
（１）基板上に光溶解性ポリマー層を積層する工程（ａ）と、前記光溶解性ポリマー層上
に架橋性ポリマーを含有する層を積層する工程（ｂ）と、前記架橋性ポリマーを含有する
層に、架橋条件下でパターン状に光を照射して、前記架橋性ポリマーをパターン状に架橋
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させて架橋ポリマーシートを得る工程（ｃ）と、架橋しなかった前記架橋性ポリマーを洗
浄除去し、パターン状の前記架橋ポリマーシートを得る工程（ｄ）と、前記光溶解性ポリ
マー層に、溶解条件下でパターン状に光を照射して、前記光溶解性ポリマー層をパターン
状に溶解させ、前記架橋ポリマーシートをパターン状に基板から剥離させる工程（ｅ）と
、を備える、架橋ポリマー構造体の製造方法。
（２）パターン状に基板から剥離した前記架橋ポリマーシートを破断除去する工程（ｆ）
を更に備える、（１）に記載の架橋ポリマー構造体の製造方法。
（３）前記架橋性ポリマーが、複数の水酸基を有する重量平均分子量２，０００以上の化
合物である、（１）又は（２）に記載の架橋ポリマー構造体の製造方法。
（４）前記架橋性ポリマーが水溶性である、（１）～（３）のいずれかに記載の架橋ポリ
マー構造体の製造方法。
（５）前記架橋性ポリマーが多糖又はその誘導体である、（１）～（４）のいずれかに記
載の架橋ポリマー構造体の製造方法。
（６）基板と、前記基板上に積層された光溶解性ポリマー層と、前記光溶解性ポリマー層
上に積層された架橋性ポリマーを含有する層と、を備える、架橋ポリマー構造体製造用積
層体。
（７）基板と、前記基板上に設けられた架橋ポリマーシートとを備え、前記基板及び前記
架橋ポリマーシートは、前記基板及び前記架橋ポリマーシートが接着された接着領域と、
前記基板及び前記架橋ポリマーシートが接着されていない非接着領域とを有し、平面視に
おいて、前記基板の前記接着領域は、前記基板の前記非接着領域の周囲を囲んで閉じてお
り、前記架橋ポリマーシートの前記非接着領域には少なくとも１つの貫通孔が存在する、
架橋ポリマー構造体。
（８）基板と、前記基板上にパターン状に設けられた細胞接着可能部及び細胞非接着部と
を備え、前記細胞接着可能部では前記基板が露出しており、前記細胞非接着部は前記基板
上に接着された架橋ポリマーシートからなる、細胞培養用架橋ポリマー構造体。
（９）前記細胞接着可能部及び前記細胞非接着部が、互いに平行に並んだ線状に設けられ
ている、（８）に記載の細胞培養用架橋ポリマー構造体。
（１０）前記細胞接着可能部が、複数の島状部及び複数の前記島状部間を連結する連結部
を有する、（８）に記載の細胞培養用架橋ポリマー構造体。
（１１）複数の前記島状部の全てが実質的に同じ面積を有する、（１０）に記載の細胞培
養用架橋ポリマー構造体。
（１２）（１１）に記載の細胞培養用架橋ポリマー構造体の表面で細胞を培養する工程を
備える、複数の前記島状部に接着した細胞を均一に培養する細胞培養方法。
（１３）（１１）に記載の細胞培養用架橋ポリマー構造体の表面で細胞を培養する工程と
、前記細胞を剥離させ、複数の前記島状部に接着していた細胞からなる前記島状部と実質
的に同数の細胞隗を得る工程と、を備える、細胞隗の製造方法。
（１４）（１３）に記載の製造方法により得られた細胞隗。
【発明の効果】
【０００６】
　本発明によれば、新たな微細構造の形成技術を提供することができる。より具体的には
、架橋ポリマー構造体の製造方法、架橋ポリマー構造体製造用積層体、架橋ポリマー構造
体、細胞培養用架橋ポリマー構造体、細胞培養方法、細胞隗の製造方法及び細胞隗を提供
することができる。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１Ａ】実施例２で製造した架橋ポリマー構造体を示す共焦点レーザー走査顕微鏡写真
である。
【図１Ｂ】実施例２で製造した架橋ポリマー構造体を示す共焦点レーザー走査顕微鏡写真
である。
【図１Ｃ】実施例２で製造した架橋ポリマー構造体を示す共焦点レーザー走査顕微鏡写真
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である。
【図１Ｄ】実施例２で製造した架橋ポリマー構造体を示す共焦点レーザー走査顕微鏡写真
である。
【図１Ｅ】実施例２で製造した架橋ポリマー構造体を示す共焦点レーザー走査顕微鏡写真
である。
【図２】実施例２で製造した架橋ポリマー構造体を示す光学顕微鏡写真である。
【図３】（ａ）～（ｆ）は、架橋ポリマー構造体の製造方法を説明する図である。
【図４】実施例３の結果を示す光学顕微鏡写真である。
【図５Ａ】実施例４の結果を示す光学顕微鏡写真である。
【図５Ｂ】実施例４の結果を示す光学顕微鏡写真である。
【図６】実施例５で培養したＭＤＣＫ細胞の光学顕微鏡写真である。
【図７Ａ】実施例５で培養したＮＩＨ／３Ｔ３細胞の光学顕微鏡写真である。
【図７Ｂ】実施例５で培養したＮＩＨ／３Ｔ３細胞の光学顕微鏡写真である。
【図８】実施例５で培養したヒトｉＰＳ細胞の光学顕微鏡写真である。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
　以下、場合により図面を参照しつつ、本発明の実施形態について詳細に説明する。なお
、図面における寸法比は、説明のため誇張している部分があり、必ずしも実際の寸法比と
は一致しない。
【０００９】
＜架橋ポリマー構造体の製造方法＞
〔第１実施形態〕
　１実施形態において、本発明は、基板上に光溶解性ポリマー層を積層する工程（ａ）と
、前記光溶解性ポリマー層上に架橋性ポリマーを含有する層を積層する工程（ｂ）と、前
記架橋性ポリマーを含有する層に、架橋条件下でパターン状に光を照射して、前記架橋性
ポリマーをパターン状に架橋させて架橋ポリマーシートを得る工程（ｃ）と、架橋しなか
った前記架橋性ポリマーを洗浄除去し、パターン状の前記架橋ポリマーシートを得る工程
（ｄ）と、前記光溶解性ポリマー層に、溶解条件下でパターン状に光を照射して、前記光
溶解性ポリマー層をパターン状に溶解させ、前記架橋ポリマーシートをパターン状に基板
から剥離させる工程（ｅ）と、を備える、架橋ポリマー構造体の製造方法を提供する。
【００１０】
　図１Ａ～図１Ｅ及び図２は、本実施形態の製造方法により製造された架橋ポリマー構造
体の具体例を示す写真である。これらの架橋ポリマー構造体の詳細については後述する。
【００１１】
　図３（ａ）～（ｅ）は、本実施形態の製造方法を説明する図である。以下、図３を参照
しながら本実施形態の製造方法について説明する。
【００１２】
［工程（ａ）］
　本工程では、基板上に光溶解性ポリマー層を積層する。
【００１３】
（基板）
　基板は、架橋ポリマー構造体の用途に応じて適宜選択することができる。例えば、架橋
ポリマー構造体を後述する細胞培養等に用いる場合には、光学顕微鏡や蛍光顕微鏡等で細
胞を観察することができるように、波長３６０～８３０ｎｍ程度を中心とした光に対する
透過性を有するものが好適である。
【００１４】
　基板の材質として、より具体的には、例えば、ガラス、樹脂等が挙げられる。樹脂とし
ては、例えば、ＡＢＳ樹脂、ポリカーボネート樹脂、ＣＯＣ（シクロオレフィンコポリマ
ー）、ＣＯＰ（シクロオレフィンポリマー）、アクリル樹脂、ポリ塩化ビニル、ポリスチ
レン樹脂、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリメチルペンテン等のポリオレフィン樹脂
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、ポリ酢酸ビニル、ＰＥＴ（ポリエチレンテレフタレート）、ＰＥＮ（ポリエチレンナフ
タレート）等が挙げられる。これらの樹脂は各種添加剤を含んでいてもよく、複数の樹脂
が混合されていてもよい。
【００１５】
　基板の厚さは特に制限されず、例えば０．１～５ｍｍ、例えば０．３～３ｍｍ、例えば
０．５～１ｍｍ程度であってもよい。
【００１６】
（光溶解性ポリマー）
　光溶解性ポリマーとしては、例えば、パターン状に溶解させることができるポリマーを
使用することができる。例えば、光を照射することにより分解するポリマーが挙げられる
。あるいは、所定の溶媒中で光を照射することにより、分解はしないものの構造が異性化
し、当該溶媒に対する溶解性が向上するポリマーが挙げられる。なお、本明細書において
、光は、紫外線、可視光線、赤外線、Ｘ線、γ線等の電磁波線を意味する。
【００１７】
　光溶解性ポリマーとしては、例えば、ポリエチレングリコールを主鎖とし、ニトロベン
ジル基を分子内に有するポリマー；ポジ型フォトレジストを構成する種々のポリマー架橋
体；ｏ－ニトロベンジル基やクマリン基等の光開裂架橋点を有するポリマー架橋体；ケト
ンカルボニル基を有するポリマー及びそのコポリマー；ケトンコポリマーと他の合成ポリ
マーとの混合重合体；エチレンと一酸化炭素とのコポリマー、若しくは該コポリマーと他
のエチレンポリマーとの混合重合体；鉄、銅、マンガン、コバルト、セリウム、バナジウ
ム、クロム、ニッケル等の金属化合物である光分解性金属化合物の少なくとも１種を含有
するα－オレフィンコポリマー；アセチルアセトナート銅とジアルキルジチオカルバミン
酸とを含むポリマー等が挙げられる。光溶解性ポリマーは、例えば、水、エタノールと水
の混合溶媒、テトラメチルアンモニウムヒドロキシド等の適宜の溶媒中において、波長１
８０～６００ｎｍの光を照射すること等により溶解させることができる。
【００１８】
　基板上に光溶解性ポリマー層を積層する方法としては、例えば、光溶解性ポリマーを適
宜の溶媒に溶解した溶液を浸漬、スプレー、スピンコート等により基板上に塗布した後、
溶媒を除去することが挙げられる。溶媒の除去は、風乾、加熱等により行うことができる
。
【００１９】
　光溶解性ポリマー層の厚さは特に制限されず、溶媒を除去した状態において、例えば２
～１０００ｎｍ、例えば５～５００ｎｍ、例えば１０～２００ｎｍ程度であってもよい。
【００２０】
［工程（ｂ）］
　本工程では、光溶解性ポリマー層上に架橋性ポリマーを含有する層を積層する。
【００２１】
（架橋性ポリマーを含有する層）
　架橋性ポリマーを含有する層は、光を照射することにより架橋するポリマーを含有する
組成物の層であってもよい。あるいは、架橋性ポリマーを含有する層は、酸により架橋す
る架橋剤及び架橋性ポリマーを含有する組成物の層であってもよい。この場合、架橋性ポ
リマーを含有する層には、更に光酸発生能を有するポリマー層を積層させるとよい。詳細
については後述する。以下、「光を照射することにより架橋するポリマーを含有する組成
物」及び「酸により架橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有する組成物」を「プレゲル
組成物」という場合がある。
【００２２】
（光を照射することにより架橋するポリマー）
　光を照射することにより架橋するポリマーとしては、光を照射することによってアミノ
基等と架橋する、ジアザリン基、アジド基等を有するポリマーを用いることができる。
【００２３】
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（酸により架橋する架橋剤）
　酸により架橋する架橋剤としては、例えば、強い酸の存在下でカルボニウムイオンを形
成することが可能な酸不安定基を含む架橋剤が挙げられる。より具体的には、例えば、テ
トラメトキシメチルグリコールウリル（ＴＭＭＧＵ）等のテトラアルコキシメチル置換グ
リコールウリル等が挙げられる。
【００２４】
（架橋性ポリマー）
　架橋性ポリマーとしては、例えば、複数の水酸基を有し、重量平均分子量が、例えば２
，０００以上、例えば５，０００～１，０００万、例えば１万～１００万の化合物が挙げ
られる。なお、本明細書において、重量平均分子量は、ゲルパーミエーションクロマトグ
ラフィー（ＧＰＣ）法により測定した標準ポリエチレングリコール換算の値である。また
、架橋性ポリマーは水溶性であってもよい。架橋性ポリマーが水溶性であれば、低分子成
分の透過性を有するハイドロゲルとすることができる。また、架橋性ポリマーは多糖又は
その誘導体であってもよい。
【００２５】
　多糖又はその誘導体としては、例えば、エチルセルロース、メチルセルロース、ヒドロ
キシプロピルセルロース、ヒドロキシメチルセルロース、カルボキシメチルセルロース、
キサンタンガム、グアーガム、アラビアガム、アミロース、アガロース、アガロペクチン
、アラビナン、カードラン、カロース、カルボキシメチルデンプン、キチン、キトサン、
クインスシードガム、グルコマンナン、ジェランガム、タマリンシードガム、デキストラ
ン、ニゲラン、ヒアルロン酸、プスツラン、フノラン、ペクチン、ポルフィラン、ラミナ
ラン、リケナン、カラギーナン、アルギン酸、トラガカントガム、アルカシーガム、ロー
カストビーンガム、キサンタンガム、ラムザンガム、寒天、ミクロフィブリル化セルロー
ス等が挙げられる。
【００２６】
　より具体的な架橋性ポリマーとしては、水中でハイドロゲルを形成可能な架橋性ポリマ
ーが挙げられ、例えば、部分けん化ポリ酢酸ビニル、ポリビニルアルコール、ヒドロキシ
プロピルセルロース等のヒドロキシアルキルセルロース、ビニルピロリドン－ビニルアル
コール共重合体等が挙げられる。
【００２７】
（プレゲル組成物）
　プレゲル組成物としては、溶媒に、上述した、光を照射することにより架橋するポリマ
ー及び必要に応じて適宜の添加物が溶解又は分散された組成物、酸により架橋する架橋剤
、架橋性ポリマー及び必要に応じて適宜の添加物が溶解又は分散された組成物等が挙げら
れる。溶媒としては、例えば、メタノール、エタノール、プロパノール、ブタノール等が
挙げられる。添加物としては、硫酸、トリフルオロ酢酸、アルキル硫酸等が挙げられる。
【００２８】
　プレゲル組成物として、光を照射することにより架橋するポリマーを含有する組成物を
使用する場合、光溶解性ポリマー層上にプレゲル組成物の層を積層する方法は特に制限さ
れない。例えば、プレゲル組成物を浸漬、スプレー、スピンコート、ドクターブレードコ
ート、リップコート等により、光溶解性ポリマー層上に塗布することが挙げられる。プレ
ゲル組成物を塗布した後は、プレゲル組成物中の溶媒を除去することが好ましい。溶媒の
除去は、風乾、加熱等により行うことができる。
【００２９】
　プレゲル組成物の層の厚さは特に制限されず、溶媒を除去した状態において、例えば０
．０１～１００μｍ、例えば０．０３～３０μｍ、例えば０．１～１０μｍ程度であって
もよい。
【００３０】
　一方、プレゲル組成物として、酸により架橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有する
組成物を使用する場合、架橋性ポリマーを含有する層には、更に光酸発生能を有するポリ
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マー層を積層させるとよい。これにより、光酸発生能を有するポリマー層に光を照射する
ことにより発生した酸が、酸により架橋する架橋剤を架橋可能な状態に変化させ、架橋性
ポリマーを架橋させることが可能になる。すなわち、架橋性ポリマーを含有する層に光酸
発生能を有するポリマー層を積層させることにより、パターン状に光を照射して、前記架
橋性ポリマーをパターン状に架橋させることが可能になる。ここで、光溶解性ポリマー層
に光酸発生能を持たせてもよい。すなわち、光溶解性ポリマー層として、光酸発生能を有
する光溶解性ポリマー層を用いてもよい。
【００３１】
（光酸発生能を有するポリマー）
　光酸発生能を有するポリマーとしては、例えばパターン状に酸を発生させることができ
るポリマーを使用することができる。例えば、光を照射することにより酸を発生するポリ
マーが挙げられる。このようなポリマーとしては、例えば、光を吸収する発色団と分解後
に酸性物質となる酸前駆体とからなる構造を有するもの等が挙げられる。
【００３２】
　光酸発生能を有するポリマーとしては、例えば、光酸発生剤を含有させたポリマーを用
いることができる。
【００３３】
　光酸発生剤としては、例えば、スルホン酸誘導体、カルボン酸エステル類、オニウム塩
類等が挙げられる。
【００３４】
　スルホン酸誘導体としては、例えば、ナフタレンイミド系スルホン酸誘導体、チオキサ
ントン系スルホン酸誘導体等が挙げられる。ナフタレンイミド系スルホン酸誘導体として
は、スルホン酸１，８－ナフタルイミド等が挙げられる。チオキサントン系スルホン酸誘
導体としては、スルホン酸１，３，６－トリオキソ－３，６－ジヒドロ－１Ｈ－１１－チ
ア－アザシクロペンタ［ａ］アントラセン－２－イルエステル等が挙げられる。その他の
スルホン酸誘導体としては、例えばジスルホン類、ジスルホニルジアゾメタン類、ジスル
ホニルメタン類、スルホニルベンゾイルメタン類、イミドスルホネート類、ベンゾインス
ルホネート類等が挙げられる。
【００３５】
　カルボン酸エステルとしては、１，８－ナフタレンジカルボン酸イミドメチルスルホネ
ート、１，８－ナフタレンジカルボン酸イミドトシルスルホネート等が挙げられる。
【００３６】
　オニウム塩としては、テトラフルオロボレート（ＢＦ４

－）、ヘキサフルオロホスフェ
ート（ＰＦ６

－）、ヘキサフルオロアンチモネート（ＳｂＦ６
－）等のアニオンを有する

スルホニウム塩又はヨードニウム塩等が挙げられる。
【００３７】
　ポリマーとしては、例えば、ポリスチレン系樹脂、（メタ）アクリル系樹脂等が挙げら
れる。なお、本明細書において、（メタ）アクリル系樹脂は、アクリル系樹脂及びメタク
リル系樹脂を意味する。
【００３８】
　基板上に光酸発生能を有するポリマー層を積層する方法は、上述した、基板上に光溶解
性ポリマー層を積層する方法と同様である。
【００３９】
　光酸発生能を有するポリマー層の厚さは特に制限されず、溶媒を除去した状態において
、例えば２～１０００ｎｍ、例えば５～５００ｎｍ、例えば１０～２００ｎｍ程度であっ
てもよい。
【００４０】
（光酸発生能を有する光溶解性ポリマー）
　上述した光溶解性ポリマー及び光酸発生能を有するポリマーの代わりに、光酸発生能を
有する光溶解性ポリマーを用いてもよい。光酸発生能を有する光溶解性ポリマーとして、
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より具体的には、光酸発生基を側鎖に有するポリメチルメタクリレート（以下、「ｐＰＡ
ＧＭＭＡ」という場合がある。）、ポリメチルメタクリレート、ポリ（Ｎ－アルキルアク
リルアミド）等が挙げられる。光酸発生基としては、例えば、ナフタレンイミド系スルホ
ン酸、チオキサントン系スルホン酸等のスルホネート誘導体、スルホニル化合物、オニウ
ム化合物等が挙げられる。
【００４１】
　ｐＰＡＧＭＭＡは、大気中等の環境下において、波長３２０～４８０ｎｍの光を照射す
ることによりプロトンを発生させることができる。また、例えば２０質量％の水を含むエ
タノール中等の適宜の溶媒中において、波長３２０～４８０ｎｍの光を照射することによ
り溶解させることができる。
【００４２】
　基板上に光酸発生能を有する光溶解性ポリマー層を積層する方法は、上述した、基板上
に光溶解性ポリマー層を積層する方法と同様である。
【００４３】
　光酸発生能を有する光溶解性ポリマー層の厚さは特に制限されず、溶媒を除去した状態
において、例えば２～１０００ｎｍ、例えば５～５００ｎｍ、例えば１０～２００ｎｍ程
度であってもよい。
【００４４】
　プレゲル組成物として、酸により架橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有する組成物
を使用する場合、光酸発生能を有するポリマー層上又は光酸発生能を有する光溶解性ポリ
マー層上に、プレゲル組成物を塗布する方法は特に制限されない。例えば、プレゲル組成
物を浸漬、スプレー、スピンコート、ドクターブレードコート、リップコート等により、
光酸発生能を有するポリマー層上又は光酸発生能を有する光溶解性ポリマー層上に塗布す
ることが挙げられる。プレゲル組成物を塗布した後は、プレゲル組成物中の溶媒を除去す
ることが好ましい。溶媒の除去は、風乾、加熱等により行うことができる。
【００４５】
　プレゲル組成物の層の厚さは、上述した光を照射することにより架橋するポリマーを含
有する組成物の場合と同様である。
【００４６】
　図３（ａ）は、一例として、基板１０上に、光酸発生能を有する光溶解性ポリマー層２
０が積層され、更にプレゲル組成物（酸により架橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有
する組成物）３０が塗布された状態を示す図である。
【００４７】
［工程（ｃ）］
　本工程では、前記架橋性ポリマーを含有する層に、架橋条件下でパターン状に光を照射
して、前記架橋性ポリマーをパターン状に架橋させて架橋ポリマーシートを得る。
【００４８】
（架橋条件下における光照射）
　プレゲル組成物として、上述した、光を照射することにより架橋するポリマーを含有す
る組成物を用いた場合、架橋条件下とは、使用した当該ポリマーを架橋させることができ
る適宜の条件である。光照射により、プレゲル組成物中の架橋性ポリマーが架橋される。
その結果、光を照射した部分において、プレゲル組成物が架橋ポリマーシートを形成する
。
【００４９】
　プレゲル組成物として、上述した、酸により架橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有
する組成物を用いた場合、架橋条件下とは、用いた光酸発生能を有するポリマー又は光酸
発生能を有する光溶解性ポリマーに応じた適宜の条件である。例えば、光酸発生能を有す
る光溶解性ポリマーとして上述したｐＰＡＧＭＭＡを用いた場合、架橋条件として、大気
中で、波長４３６ｎｍの光を３Ｊ／ｃｍ２照射する条件等が挙げられる。パターン状の光
照射は、一般的なフォトリソグラフィー技術により行うことができる。
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【００５０】
　光照射により、光酸発生能を有するポリマー層又は光酸発生能を有する光溶解性ポリマ
ー層において酸が発生し、プレゲル組成物中の架橋剤により架橋性ポリマーが架橋される
。その結果、光を照射した部分において、プレゲル組成物が架橋ポリマーシートを形成す
る。光照射の後、架橋性ポリマーの架橋を促進するために加熱等を行ってもよい。
【００５１】
　図３（ｂ）は、光酸発生能を有する光溶解性ポリマー層２０にパターン状に光を照射し
、架橋性ポリマーを架橋させた状態を示す図である。
【００５２】
［工程（ｄ）］
　本工程では、架橋しなかった架橋性ポリマーを洗浄除去し、パターン状の架橋ポリマー
シートを得る。洗浄には、適宜の洗浄液を用いることができる。洗浄液としては、例えば
、水を含むエタノール等が挙げられる。図３（ｃ）は、光を照射しなかった部分のプレゲ
ル組成物を洗浄除去した状態を示す図である。光を照射した部分には、架橋ポリマーシー
ト３１が形成されている。
【００５３】
［工程（ｅ）］
　本工程では、前記光溶解性ポリマー層又は前記光酸発生能を有する光溶解性ポリマー層
に、溶解条件下でパターン状に光を照射して前記光溶解性ポリマー層又は前記光酸発生能
を有する光溶解性ポリマー層をパターン状に溶解させ、前記架橋ポリマーシートをパター
ン状に基板から剥離させる。
【００５４】
（溶解条件下における光照射）
　溶解条件は、用いた光溶解性ポリマー又は光酸発生能を有する光溶解性ポリマーに応じ
た適宜の条件である。例えば、光酸発生能を有する光溶解性ポリマーとして上述したｐＰ
ＡＧＭＭＡを用いた場合、溶解条件として、エタノール・水混合溶媒中で、波長４３６ｎ
ｍの光を１０Ｊ／ｃｍ２照射する条件等が挙げられる。パターン状の光照射は、一般的な
フォトリソグラフィー技術により行うことができる。
【００５５】
　光照射により、光溶解性ポリマー又は光酸発生能を有する光溶解性ポリマーが溶解（溶
解）する。その結果、光を照射した部分において、上述した架橋ポリマーシートが基板か
ら剥離する。図３（ｄ）は、適宜の溶媒４０中で、光酸発生能を有する光溶解性ポリマー
層２０にパターン状に光を照射し、光酸発生能を有する光溶解性ポリマーを溶解させてい
る状態を示す図である。また、図３（ｅ）は、光酸発生能を有する光溶解性ポリマーが溶
解した結果、架橋ポリマーシート３１がパターン状に基板１０から剥離した状態を示す図
である。図３（ｅ）の例では、ポケット状の架橋ポリマー構造体が形成されている。ポケ
ット状の架橋ポリマー構造体については後述する。
【００５６】
　本実施形態の製造方法によれば、プレゲル組成物を架橋するためのパターン、及び光溶
解性ポリマー又は光酸発生能を有する光溶解性ポリマーを溶解させるためのパターンを適
宜設定することにより、様々な形状の架橋ポリマー構造体を製造することができる。光照
射のパターンの選択から架橋ポリマー構造体の完成までの時間はわずか数分である。
【００５７】
　本実施形態の製造方法は極めて簡便であるため、パターン培養系の重要性が広く認知さ
れた細胞工学の研究現場等で、強力な実験検討手段を提供することができる。
【００５８】
〔第２実施形態〕
　１実施形態において、本発明は、上述した第１実施形態における（ａ）～（ｅ）の工程
に加えて、パターン状に基板から剥離した前記架橋ポリマーシートを破断除去する工程（
ｆ）を更に備える、架橋ポリマー構造体の製造方法を提供する。架橋ポリマーシートの破
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断除去は、例えば、架橋ポリマーシートに物理的な力を加えることにより行うことができ
る。
【００５９】
［工程（ｆ）］
　本工程では、パターン状に基板から剥離した架橋ポリマーシートをパターン状に破断除
去する。
【００６０】
　物理的な力を加える方法としては、例えば、細胞培養で用いるオートピペッター等で水
等の液体を強く吹き付けること等が挙げられる。
【００６１】
　図３（ｆ）はパターン状に基板から剥離した架橋ポリマーシート３１を破断除去する様
子を示す図である。例えば、適宜の液体４０中で、ポケット状の架橋ポリマー構造体に、
液体４０を吹き付けること等により、図３（ｆ）の矢印で示すように、基板から剥離した
架橋ポリマーシート３１が破断し、除去される。
【００６２】
　本実施形態の製造方法により、実質的に基板が露出した領域と、基板上にポリマーシー
トが接着された領域とをパターン状に形成することができる。ここで、実質的に基板が露
出した領域とは、本実施形態の製造方法において、光溶解性ポリマー層又は光酸発生能を
有する光溶解性ポリマー層が完全には溶解されず、わずかに残存している状態も基板が露
出した領域に含めることを意味する。
【００６３】
　本実施形態の製造方法により製造される架橋ポリマー構造体は、例えば、細胞培養用ポ
リマー構造体として利用することができる。細胞培養用架橋ポリマー構造体については後
述する。
【００６４】
＜架橋ポリマー構造体製造用積層体＞
　１実施形態において、本発明は、基板と、前記基板上に積層された光溶解性ポリマー層
と、前記光溶解性ポリマー層上に積層された架橋性ポリマーを含有する層と、を備える、
架橋ポリマー構造体製造用積層体を提供する。
【００６５】
　本実施形態の架橋ポリマー構造体製造用積層体は、基板と、前記基板上に積層された光
溶解性ポリマー層及び前記光溶解性ポリマー層上に積層された光酸発生能を有するポリマ
ー層、又は前記基板上に積層された光酸発生能を有する光溶解性ポリマー層と、前記光酸
発生能を有するポリマー層上又は前記光酸発生能を有する光溶解性ポリマー層上に塗布さ
れた、酸により架橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有する組成物と、を備えるもので
あってもよい。
【００６６】
　本実施形態の架橋ポリマー構造体製造用積層体に対し、上述した架橋ポリマー構造体の
製造方法の工程（ｃ）～（ｅ）を実施することにより、様々な架橋ポリマー構造体を製造
することができる。
【００６７】
　本実施形態の架橋ポリマー構造体製造用積層体において、基板、光溶解性ポリマー、架
橋性ポリマー、光を照射することにより架橋するポリマーを含有する組成物（プレゲル組
成物）、光酸発生能を有するポリマー、光酸発生能を有する光溶解性ポリマー、酸により
架橋する架橋剤、酸により架橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有する組成物（プレゲ
ル組成物）については、上述したものと同様のものを使用することができる。
【００６８】
＜架橋ポリマー構造体＞
〔第１実施形態〕
　１実施形態において、本発明は、基板と、前記基板上に設けられた架橋ポリマーシート
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とを備え、前記基板及び前記架橋ポリマーシートは、前記基板及び前記架橋ポリマーシー
トが接着された接着領域と、前記基板及び前記架橋ポリマーシートが接着されていない非
接着領域とを有し、平面視において、前記基板の前記接着領域は、前記基板の前記非接着
領域の周囲を囲んで閉じており、前記架橋ポリマーシートの前記非接着領域には少なくと
も１つの貫通孔が存在する、架橋ポリマー構造体を提供する。なお、本明細書において、
平面視とは、基板と垂直な方向から基板を見た状態を意味する。
【００６９】
　本実施形態の架橋ポリマー構造体は、例えば、上述した第１実施形態に係る架橋ポリマ
ー構造体の製造方法により製造することができる。したがって、本実施形態の架橋ポリマ
ー構造体の製造に用いられる、基板、光溶解性ポリマー、架橋性ポリマー、光を照射する
ことにより架橋するポリマーを含有する組成物（プレゲル組成物）、光酸発生能を有する
ポリマー、光酸発生能を有する光溶解性ポリマー、酸により架橋する架橋剤、酸により架
橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有する組成物（プレゲル組成物）は、上述した第１
実施形態に係る架橋ポリマー構造体の製造方法で用いられるものと同様である。
【００７０】
　本実施形態の架橋ポリマー構造体において、基板及びポリマーシートが接着された接着
領域とは、上述した第１実施形態に係る架橋ポリマー構造体の製造方法の工程（ｃ）にお
いてプレゲル組成物が架橋されて架橋ポリマーシートが形成された領域のうち、工程（ｅ
）において架橋ポリマーシートが基板から剥離されなかった領域を意味する。
【００７１】
　ここで、基板の接着領域とは基板における上記接着領域をいい、架橋ポリマーシートの
接着領域とは架橋ポリマーシートにおける上記接着領域をいう。
【００７２】
　また、非接着領域とは、上述した第１実施形態に係る架橋ポリマー構造体の製造方法の
工程（ｃ）においてプレゲル組成物が架橋されて架橋ポリマーシートが形成された領域の
うち、工程（ｅ）において架橋ポリマーシートが基板から剥離された領域を意味する。
【００７３】
　ここで、基板の非接着領域とは基板における上記非接着領域（実質的に基板が露出した
領域）をいい、架橋ポリマーシートの非接着領域とは架橋ポリマーシートにおける上記非
接着領域（架橋ポリマーシートのうち基板から剥離している領域）をいう。
【００７４】
　本実施形態の架橋ポリマー構造体は、平面視において、基板の接着領域が、基板の非接
着領域の周囲を囲んで閉じている。また、架橋ポリマーシートの非接着領域には少なくと
も１つの貫通孔が存在する。その結果、本実施形態の架橋ポリマー構造体はポケット状の
構造（袋状構造）を形成している。
【００７５】
　本実施形態の架橋ポリマー構造体の具体例としては、図１（ａ）～（ｅ）及び図２に示
す構造体等が挙げられる。
【００７６】
　例えば、図１Ａ、図１Ｂ及び図２に示す構造においては、向かって下側の貫通孔（開口
部）がポケットの入口になっているといえる。また、図１Ｃ、図１Ｄ及び図１Ｅに示す構
造においては、基板の表側又は基板の裏側がポケットの入口になっているといえる。
【００７７】
　ポケット状の架橋ポリマー構造体は、どのような開口を有していてもよい。また、ポケ
ット状の架橋ポリマー構造体を構成する架橋ポリマーシートは、ポケットの開口部以外に
も、１つ又は複数の貫通孔を有していてもよい。例えば、図１Ａに示す構造においては、
向かって上側に３つの貫通孔が形成されている。また、図１Ｂ、図１Ｄ、図２の右半分（
左から３列目及び４列目）に示す構造では、架橋ポリマーシートに複数の貫通孔が形成さ
れ、網目状になっている。また、図１Ｅに示す構造においても、架橋ポリマーシートに複
数の貫通孔が形成されている。
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【００７８】
（第１実施形態の架橋ポリマー構造体の用途）
《細胞培養》
　ヒトｉＰＳ由来細胞の活用が本格的に検討される中、特に医薬品アッセイ等の分野で、
培養基材上に接着した細胞を、流れる培養液の中で培養（灌流培養）する技術が盛んに検
討されている。
【００７９】
　医薬品アッセイ等の分野における灌流培養では、細胞が浮遊せず基材上に固定化されて
おり、随時観察・評価できることが重要である。多くの場合、足場依存性細胞をあらかじ
め基材上に接着させてから培養液を流すことが行われる。しかしながら、細胞が基材上に
接着するまでの時間は培養液を流すことができないため、酸素や養分の枯渇が問題となる
場合がある。
【００８０】
　また、接着性のない浮遊細胞や細胞塊を、随時観察が可能な基材上で灌流培養するため
には、これらを固定化する仕組みが必要となる。浮遊する微小物体を、流れる液体中の所
定の個所にとどめる技術として、表面に微小な構造を有する材料の応用が検討されている
。例えば、流路内に配置された柱状構造物を利用することが検討されている。
【００８１】
　しかしながら、接着性のない浮遊細胞や細胞塊を、流路内に配置された柱状構造物で所
定の領域にとどめた場合、柱状構造物で堰き止められた細胞により培養液の流れが悪くな
る場合がある。その結果、細胞に新鮮な培養液を行き渡らせるという灌流培養本来の目的
が達せられなくなってしまう。
【００８２】
　これに対し、上述したポケット状の架橋ポリマー構造体の内部に、接着性のない浮遊細
胞や細胞塊を捕捉することにより、細胞を所定の領域にとどめることができる。これによ
り、ポケット構造の内部に細胞を捕捉した直後から、培地をフローさせることが可能とな
る。その際、ポケット構造の上方では培養液が自由に流れることができ、全体の流れを妨
げることはない。また、ポケットを構成する架橋ポリマーシートは厚さが薄く透明である
ため、内部の細胞を観察する上で大きな支障とならない。また、ポケット構造に培養液を
強く吹き付けることでポケット部分を破ることができるので、細胞をポケット構造の内部
から容易に回収することができる。
【００８３】
　また、ポケットを構成する架橋ポリマーシートに複数の貫通孔を設けることにより、貫
通孔の大きさ以上の大きさの物体を捕捉する一方で、貫通孔の大きさ以下の大きさの物体
や流体は、ポケットの内部を通り抜けることができる。このため、所定の大きさの物体を
選択的に捕捉し、それ以下の物体と効率的に分離することも可能となる。その際、流体は
、ポケット構造によってその流れを妨げられることなく、捕捉された物体表面に供給され
ることができる。すなわち、上記の物体として、接着性のない浮遊細胞や細胞塊を上述し
たポケット状の架橋ポリマー構造体に捕捉させることにより、有用な細胞灌流培養の手段
を提供することができる。
【００８４】
　第１実施形態の架橋ポリマー構造体を細胞培養に利用する場合、基板の非接着領域の面
積は、例えば１０～１００，０００，０００μｍ２、例えば５０～１０，０００，０００
μｍ２、例えば１００～１，０００，０００μｍ２であってもよい。
【００８５】
《弁》
　また、ポケット状の架橋ポリマー構造体は、ポケットの入口方向からの流体の流れによ
って膨らみ、流体の流れを妨げる一方で、逆方向の流体の流れにはしぼみ、流体の流れを
妨げない。そのため、ポケット状の架橋ポリマー構造体を流路内に配置することにより、
流体の流れの方向によって流路抵抗が変化する流路を形成することができる。したがって
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、ポケット状の架橋ポリマー構造体は、例えば流体デバイスにおける弁として機能させる
ことができる。
【００８６】
〔第２実施形態〕
　１実施形態において、本発明は、基板と、前記基板上にパターン状に設けられた細胞接
着可能部及び細胞非接着部とを備え、前記細胞接着可能部では前記基板が露出しており、
前記細胞非接着部は前記基板上に接着された架橋ポリマーシートからなる、細胞培養用架
橋ポリマー構造体を提供する。本実施形態の細胞培養用架橋ポリマー構造体は、細胞培養
基材であるともいえる。
【００８７】
　本実施形態の架橋ポリマー構造体は、例えば、上述した第２実施形態に係る架橋ポリマ
ー構造体の製造方法により製造することができる。したがって、本実施形態の架橋ポリマ
ー構造体の製造に用いられる、基板、光溶解性ポリマー、架橋性ポリマー、光を照射する
ことにより架橋するポリマーを含有する組成物（プレゲル組成物）、光酸発生能を有する
ポリマー、光酸発生能を有する光溶解性ポリマー、酸により架橋する架橋剤、酸により架
橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有する組成物（プレゲル組成物）は、上述した第２
実施形態に係る架橋ポリマー構造体の製造方法で用いられるものと同様である。
【００８８】
　本実施形態の架橋ポリマー構造体において、細胞接着可能部には細胞が接着することが
できる。一方、細胞非接着部は強い細胞接着阻害性を有しており、細胞の接着が強く阻害
される。本実施形態の架橋ポリマー構造体により、細胞をパターン状に接着させて培養す
る、パターン培養系を構築することができる。
【００８９】
　本実施形態の架橋ポリマー構造体において、細胞接着可能部は、実質的に基板が露出し
た領域である。また、細胞非接着部は基板上に架橋ポリマーシートが接着された領域であ
る。特に、中性の水和性ポリマーからなるハイドロゲルは、強い細胞接着阻害性を有して
いるため、本実施形態の架橋ポリマー構造体の細胞非接着部を構成する材料として好適で
ある。
【００９０】
（細胞接着可能部及び細胞非接着部の配置例１）
　本実施形態の細胞培養用架橋ポリマー構造体において、細胞接着可能部及び細胞非接着
部は、互いに平行に並んだ線状に設けられていてもよい。
【００９１】
　後述する実施例で示すように、図７Ａは、細胞接着可能部及び細胞非接着部が互いに平
行に並んだ線状に設けられた細胞培養用架橋ポリマー構造体上で細胞を培養した結果を示
す写真である。細胞接着可能部及び細胞非接着部をこのように配置することにより、細胞
を平行に配列させ、配向させることができる。
【００９２】
（細胞接着可能部及び細胞非接着部の配置例２）
　本実施形態の細胞培養用架橋ポリマー構造体において、細胞接着可能部は、複数の島状
部及び複数の前記島状部間を連結する連結部を有していてもよい。
【００９３】
　発明者らは、複数の独立した島状の細胞接着可能部を有する細胞培養用架橋ポリマー構
造体を用いて細胞を培養した場合、各島状部における細胞の増殖の程度が不均一になる傾
向にあることを見出した。
【００９４】
　発明者らは更に、細胞接着可能部のパターン形状を、独立した複数の島状部と当該島状
部間を連結する連結部を有する形状にした細胞培養用架橋ポリマー構造体を用いて細胞を
培養すると、各島状部における細胞の増殖の程度が均一に揃う傾向にあることを見出した
。
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【００９５】
　すなわち、複数の島状部及び複数の前記島状部間を連結する連結部を有する形状の細胞
接着可能部を有する細胞培養用架橋ポリマー構造体を用いることにより、各島状部におけ
る細胞の増殖の程度を均一に揃え、細胞を均一に培養することができる。
【００９６】
　後述する実施例で示すように、図６、図７Ｂ及び図８は、細胞接着可能部が、複数の島
状部及び複数の前記島状部間を連結する連結部を有する細胞培養用架橋ポリマー構造体上
で細胞を培養した結果を示す写真である。細胞接着可能部及び細胞非接着部をこのように
配置することにより、各島状部における細胞の増殖の程度を均一に揃え、細胞を均一に培
養することができる。
【００９７】
　本実施形態の細胞培養用架橋ポリマー構造体において、島状部の形状は特に制限されず
、例えば円形、矩形、多角形、その他の不定形状等が挙げられる。ここで、円形は楕円形
を含む。また、多角形は３角形、４角形、５角形、６角形等であってもよい。
【００９８】
　また、細胞接着可能部のうち、上面視において幅が狭い部分が連結部であり、連結部を
除く部分が島状部であるといえる。
【００９９】
　島状部１つ当たりの面積は、例えば２００～１００，０００，０００μｍ２、例えば１
，０００～２００，０００μｍ２、例えば５，０００～５０，０００μｍ２であってもよ
い。
【０１００】
　また、後述する、均一な大きさの細胞隗を製造することを目的とする場合等には、上記
の島状部の全てが実質的に同じ面積を有することが好ましい。ここで、実質的に同じとは
、製造プロセスにおいて排除することが困難なばらつきを許容する意味である。
【０１０１】
＜細胞培養方法及び細胞＞
　１実施形態において、本発明は、細胞接着可能部が、複数の島状部及び複数の前記島状
部間を連結する連結部を有し、複数の島状部の全てが実質的に同じ面積を有する細胞培養
用架橋ポリマー構造体の表面で細胞を培養する工程を備える、複数の前記島状部に接着し
た細胞を均一に培養する細胞培養方法を提供する。
【０１０２】
　上述したように、発明者らは、このような細胞培養用架橋ポリマー構造体の表面で細胞
を培養することにより、複数の前記島状部に接着した細胞を均一に培養することができる
ことを見出した。
【０１０３】
　１実施形態において、本発明は、上記の細胞培養方法により培養された細胞を提供する
。
【０１０４】
　本実施形態の細胞は、細胞培養用架橋ポリマー構造体上に接着した状態で細胞培養用架
橋ポリマー構造体とともに流通させてもよい。
【０１０５】
＜細胞隗の製造方法及び細胞隗＞
　１実施形態において、本発明は、細胞接着可能部が、複数の島状部及び複数の前記島状
部間を連結する連結部を有し、複数の島状部の全てが実質的に同じ面積を有する細胞培養
用架橋ポリマー構造体の表面で細胞を培養する工程と、前記細胞を剥離させ、複数の前記
島状部に接着していた細胞からなる前記島状部と実質的に同数の細胞隗を得る工程と、を
備える、細胞隗の製造方法を提供する。本実施形態の細胞隗の製造方法によれば、大きさ
が均一な細胞隗を得ることができる。
【０１０６】
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　ここで、島状部と実質的に同数の細胞隗とは、細胞の剥離等の操作において排除できな
い細胞隗の破壊等により、島状部の数と完全に一致した数の細胞隗が得られない場合があ
ることを許容する意味である。
【０１０７】
　例えばｉＰＳ細胞やｉＰＳ由来細胞を用いた研究や、これらの細胞を活用する分野にお
いては、これらの細胞の均一な細胞隗を作製することが必要な場合がある。本実施形態の
細胞隗の製造方法によれば、容易に均一な大きさのｉＰＳ細胞等の細胞隗を製造すること
ができる。
【０１０８】
　細胞を剥離させる方法としては、例えば細胞にトリプシンやコラゲナーゼ等の酵素を反
応させる方法、細胞をキレート剤を含有する緩衝液で洗浄することにより、細胞接着に必
要なカルシウムイオンを除去する方法等が挙げられる。
【０１０９】
　１実施形態において、本発明は、上記の細胞隗の製造方法により培養された細胞隗を提
供する。
本実施形態の細胞隗は、大きさが均一に揃っているため、例えば医薬品や化成品の細胞ア
ッセイ、ｉＰＳ細胞を用いた研究や活用等に有効に利用することができる。
【実施例】
【０１１０】
　次に実施例を示して本発明を更に詳細に説明するが、本発明は以下の実施例に限定され
るものではない。
【０１１１】
［実施例１］
（ポケット状の架橋ポリマー構造体の形成１）
　光酸発生能を有する光溶解性ポリマーとして、モノマー分率２モル％の光酸発生残基を
含むｐＰＡＧＭＭＡを使用した。まず、ｐＰＡＧＭＭＡ　１質量％を含むトリフルオロエ
タノール溶液をポリスチレン基板上にスピンコートし、８５℃で１時間加熱した。
【０１１２】
　続いて、酸により架橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有する組成物として、部分加
水分解ポリ酢酸ビニル５質量％、テトラメトキシメチルグリコールウリル（以下、「ＴＭ
ＭＧＵ」という場合がある。）０．１質量％、硫酸０．００５質量％を含むメタノール溶
液を準備した。当該組成物を上記の基板上にスピンコートし、８５℃で５分間加熱した。
【０１１３】
　続いて、ポリマーシート（ゲル層）を形成するパターンに沿って波長４３６ｎｍの光を
３Ｊ／ｃｍ２露光した。続いて、８５℃で２時間加熱後、未露光部を、水を含むエタノー
ルで洗浄除去することで現像した。
【０１１４】
　形成されたポリマーシートに、２０重量％の水を含むエタノール中で、パターン状に波
長４３６ｎｍの光を１０Ｊ／ｃｍ２露光することでｐＰＡＧＭＭＡを溶解させ、基板表面
からポリマーシートを局所的に剥離し、ポケット状の架橋ポリマー構造体を形成した。
【０１１５】
［実施例２］
（ポケット状の架橋ポリマー構造体の形成２）
　光酸発生能を有する光溶解性ポリマーとして、モノマー分率２モル％の光酸発生残基を
含むｐＰＡＧＭＭＡを使用した。まず、ｐＰＡＧＭＭＡ　１質量％を含むトリフルオロエ
タノール溶液をポリスチレン基板上にスピンコートし、８５℃で１時間加熱した。
【０１１６】
　続いて、酸により架橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有する組成物として、ヒドロ
キシプロピルセルロース５質量％、ＴＭＭＧＵ　０．１質量％、硫酸０．００５質量％を
含むメタノール溶液を準備した。当該組成物を上記の基板上にスピンコートし、８５℃で
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５分間加熱した。
【０１１７】
　続いて、ポリマーシートを形成するパターンに沿って波長４３６ｎｍの光を３Ｊ／ｃｍ
２露光した。続いて、８５℃で２時間加熱後、未露光部を、水で洗浄除去することで現像
した。
【０１１８】
　形成されたポリマーシートに、２０重量％の水を含むエタノール中で、パターン状に波
長４３６ｎｍの光を１０Ｊ／ｃｍ２露光することでｐＰＡＧＭＭＡを溶解させ、基板表面
からポリマーシートを局所的に剥離し、ポリマーシートの剥離した領域内に１つ又は複数
の貫通孔を有するポケット状の架橋ポリマー構造体を形成した。
【０１１９】
　図１Ａ～図１Ｅは、本実施例で形成したポケット状の架橋ポリマー構造体を、共焦点レ
ーザー走査顕微鏡で観察した結果を示す写真である。また、図２は、本実施例で形成した
、ポケット状の架橋ポリマー構造体がアレイ状に配置されたポケットアレイを、光学顕微
鏡で観察した結果を示す写真である。図２の右半分に示されるポケット状の架橋ポリマー
構造体において、ポリマーシートの剥離した領域（ポケットを形成する領域）には、四角
形の貫通孔が多数形成され、網目状になっている（以下、「網目状ポケット構造体」とい
う場合がある。）。
【０１２０】
［実施例３］
（ポケット状の架橋ポリマー構造体を用いた細胞培養）
　実施例２で形成した多数のポケット状の架橋ポリマー構造体を表面に有する基板に対し
、イヌ腎臓尿細管上皮細胞由来の細胞株であるＭＤＣＫ細胞、又はヒト肝癌由来の細胞株
であるＨｅｐＧ２細胞を培地に分散させた細胞分散液を、ポケットの入口方向から繰り返
し流し込むことで、ポケット構造の内部に細胞を導入した。そのままインキュベータ内で
細胞を培養した。図４は、本実施例で培養したＭＤＣＫ細胞を光学顕微鏡で観察した結果
を示す写真である。その結果、翌日以降も細胞がポケット構造内に安定に保持され、生存
することが確認された。
【０１２１】
［実施例４］
（ポケット構造を用いた細胞分離）
　実施例２で形成した多数の網目状ポケット構造体を表面に有する基板に対し、大きさに
分布を有するヒトｉＰＳ細胞の細胞塊を含む細胞分散液を、ポケットの入口方向から繰り
返し流し込むことで、ポケット構造の内部に細胞隗を導入した。さらに、ポケットの入口
方向を上にして基板を傾け、培地をポケット入口方向から流し込むことで、ポケットの網
目構造より大きい細胞塊のみを、ポケット構造内部に残存させることができることを確認
した。そのままインキュベータ内で細胞を培養した。図５Ａ及び図５Ｂは、本実施例で培
養したヒトｉＰＳ細胞の細胞隗を光学顕微鏡で観察した結果を示す写真である。その結果
、翌日以降も細胞がポケット構造内に安定に保持され、生存することが確認された。
【０１２２】
［実施例５］
（細胞培養用架橋ポリマー構造体の作製）
　光酸発生能を有する光溶解性ポリマーとして、モノマー分率２モル％の光酸発生残基を
含むｐＰＡＧＭＭＡを使用した。まず、ｐＰＡＧＭＭＡ　０．５質量％を含むトリフルオ
ロエタノール溶液をポリスチレン基板上にスピンコートし、８５℃で１時間加熱した。
【０１２３】
　続いて、酸により架橋する架橋剤及び架橋性ポリマーを含有する組成物として、ヒドロ
キシプロピルセルロース０．１質量％、ＴＭＭＧＵ　０．００１質量％、硫酸０．００２
質量％を含むメタノール溶液を準備した。当該組成物を上記の基板上にスピンコートし、
８５℃で５分間加熱した。
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【０１２４】
　続いて、基板の全面に波長４３６ｎｍの光を３Ｊ／ｃｍ２露光した。続いて、８５℃で
２時間加熱した。これにより、基板の全面にポリマーシートが形成された。
【０１２５】
　続いて、２０重量％の水を含むエタノール中で、パターン状に波長４３６ｎｍの光を１
０Ｊ／ｃｍ２露光することでｐＰＡＧＭＭＡを溶解させ、基板表面からポリマーシートを
局所的に剥離した。続いて、に表面を強く水で洗い流すことにより、剥離したポリマーシ
ートをパターン状に破断除去した。
【０１２６】
　これにより、細胞接着可能部及び細胞非接着部を備える細胞培養用架橋ポリマー構造体
が得られた。ここで、ポリマーシートが除去された領域が細胞接着可能部であり、ポリマ
ーシートが存在する部分が細胞非接着部である。
【０１２７】
　得られた細胞培養用架橋ポリマー構造体上に、ＭＤＣＫ細胞、マウス胎仔由来の線維芽
細胞株であるＮＩＨ／３Ｔ３細胞、又はヒトｉＰＳ細胞を播種し翌日まで培養した。ヒト
ｉＰＳ細胞の培養においては、細胞培養用架橋ポリマー構造体の表面にマトリゲル（コー
ニング社製）コート処理を施した。
【０１２８】
　その結果、いずれの細胞においても、ポリマーシートが除去された領域（細胞接着可能
部）のみに細胞が接着し、パターン状に細胞を培養することができた。また、ポリマーシ
ートが存在する領域（細胞非接着部）の細胞接着阻害性は非常に高く、培養を更に２日間
続けてオーバーコンフルエントの状態に増殖させた細胞も、細胞非接着部からはみ出すこ
とはなかった。
【０１２９】
　図６は、本実施例で培養したＭＤＣＫ細胞を光学顕微鏡で観察した結果を示す写真であ
る。この状態で細胞を剥離すると、各島状の細胞接着可能部の細胞がそれぞれ１つずつの
細胞隗を形成し、均一な大きさの細胞隗を得ることができた。
【０１３０】
　また、図７Ａ及び図７Ｂは、本実施例で培養したＮＩＨ／３Ｔ３細胞を光学顕微鏡で観
察した結果を示す写真である。図７Ａに示す細胞培養用架橋ポリマー構造体では、細胞接
着可能部及び前記細胞非接着部が互いに平行に並んだ線状に設けられていた。その結果、
細胞を平行に配列させ、配向させることができた。また、図７Ｂの細胞を剥離すると、各
島状の細胞接着可能部の細胞がそれぞれ１つずつの細胞隗を形成し、均一な大きさの細胞
隗を得ることができた。
【０１３１】
　図８は、本実施例で培養したヒトｉＰＳ細胞を光学顕微鏡で観察した結果を示す写真で
ある。その結果、ヒトｉＰＳ細胞もパターン状に培養できることが確認された。また、図
８の細胞を剥離すると、各島状の細胞接着可能部の細胞がそれぞれ１つずつの細胞隗を形
成し、均一な大きさの細胞隗を得ることができた。
【産業上の利用可能性】
【０１３２】
　本発明によれば、新たな微細構造の形成技術を提供することができる。より具体的には
、架橋ポリマー構造体の製造方法、架橋ポリマー構造体製造用積層体、架橋ポリマー構造
体、細胞培養用架橋ポリマー構造体、細胞培養方法、細胞隗の製造方法及び細胞隗を提供
することができる。
【符号の説明】
【０１３３】
　１０…基板、２０…光酸発生能を有する光溶解性ポリマー層、３０…プレゲル組成物、
３１…架橋ポリマーシート、４０…溶媒（液体）。
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