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In recent years, cells have attracted attention as a new modality in the field of drug discovery. Cell 

therapy means a treatment in which cellular material is transplanted into a patient by injection or other 

means. Cells used in cell therapy can be broadly classified into three types: (1) cells harvested from 

patients or others as they are, (2) cells harvested from patients or others and modified to provide function, 

and (3) target cells derived from pluripotent stem cells (iPSCs) from patients or others. Historically, 

harvested cells have been transplanted as is, but recent developments in gene editing technology have 

led to an increasing number of therapies using cells with innovations that enhance the recognition and 

activation of target cells, such as chimeric antigen receptor transgenic T cells (CAR-T cells). However, 

issues of gene editing technology such as off-targeting, low quality, and inducing side effects have been 

reported. To solve these problems, a "chemical and physical approaches to cell design," which is more 

flexible, reproducible, and transient, is effective. 

We reported a method for 

controlling cell microenvironment by 

coating the cell membrane surfaces 

with layer-by-layer nanofilms of 

polyelectrolytes and extracellular 

matrices. The coatings induced cell-

cell interaction to construct three-

dimensional tissues, specific protein 

secretion, and differentiation. 

Moreover, design of elastic modulus 

at cancer cell microenvironments 

(mechano-design) by coordination 

bond formation between collagen 

and transition metal ion has been discovered. Physicochemical design of cell surfaces will be a new 

strategy to provide specific functions to therapeutic cells for biomedical applications. 
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細胞表面の物理化学的デザインと組織工学への応用 
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１．緒言 

 近年、創薬や医療分野において新しいモダリ

ティとして注目されているのが細胞である。低分

子医薬からペプチド・核酸などの中分子、さらに

は抗体・遺伝子などの高分子医薬を経て、細胞

をいかに活用できるかが問われている。細胞を

治療モダリティとして用いた場合のメリットは、①

幹細胞や前駆細胞を患部に移植することでそ

の幹細胞がある特定の細胞に分化して損傷部

位を修復する、②分化した細胞は、損傷した組

織と置き換わるように統合され、臓器や組織の

機能改善を促進する、③移植細胞が損傷部位

で比較的短～中期間（数日から数週間）生存し、

増殖因子やケモカインを産生することで、産生さ

れたタンパク質のパラクライン効果により回復す

る、などがあげられる。いずれも従来の創薬モダ

リティでは得ることができない効果であり、細胞

モダリティの魅力の一つである。 

 細胞を治療や創薬のモダリティとして活用する

ためには、生体から採取してそのまま使用する、

または生体外で培養して増幅・分化誘導して使

用する、というのが従来のやり方であったが、機

能が不十分である、または細胞間・ロット間のば

らつきが大きい、などの問題があった。そこで近

年注目されているのが、遺伝子改変技術により

標的細胞の認識と活性化を高める工夫を施した

キメラ抗原受容体遺伝子導入T細胞（CAR-T細

胞）1)である。CAR-T 細胞は、がん細胞の表面

に発現する特定の抗原を認識して攻撃するよう

に設計されており、血液がんにとても高い治療

効果を示すことが明らかとなった。このように、遺

伝子編集技術を用いて“細胞をデザイン”する

技術開発が注目されているが、オフターゲットや

ゲノム不安定化、サイトカイン放出症候群、正常

組織への副作用、スイッチオフができない、品

質の不均一性、長時間処理が必要、高額、など

様々な課題点が報告されている 2)。これらを解

決するためには、ゲノム編集より自由度が高く、

Fig. 1. Chemical approach for cell surface modification. Reproduced with permission from ref. 3. 
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高い再現性を有し、一過性である“化学的なア

プローチによる細胞デザイン”が有効と考えられ

る。そこで、化学的な手法による細胞デザインの

我々のこれまでの研究と今後の展望について

紹介する。 

 

２．化学的細胞デザイン 

 遺伝子編集技術では、機能分子をコードした

遺伝子を細胞に導入してタンパク質として発現

させることで機能性分子が細胞表面に提示され

る。安定的に発現する細胞のみを回収して増幅

することで、恒常的に発現する細胞も作製でき

る。一方、化学的なアプローチによる細胞デザ

インでは、機能分子を細胞膜に挿入または結合

することで機能性分子を細胞膜表面に提示する。

Fig. 1 は、化学的なアプローチによる細胞膜機

能化のまとめを示した 3)。A は疎水性基の細胞

膜挿入、Bは共有結合形成、Cはリポソームによ

る膜融合、D は代謝工学による糖鎖末端へのア

ジド基の提示、E は酵素リモデリングを示してい

る。どの方法においても様々な修飾が報告され

ているが、長期間の安定した機能発現が困難で

ある点が共通の課題としてあげられる。そこで

我々は、全く異なる細胞表面の化学的デザイン

方法を考案した。 

 

３．細胞膜の薄膜コーティング：細胞積層法 

 細胞は、外部との情報交換や機能発現を細
胞膜界面で制御している。生体内において、細

胞の界面構造と機能の制御に重要な役割を果

たしているのが、細胞周辺に存在する細胞外マ

トリックス（ECM）タンパク質である。例えば、細

胞接着とは細胞膜のインテグリン分子と ECM と

の相互作用であり、また、ECM 成分であるフィ

ブロネクチンやビトロネクチンと細胞膜分子の相

互作用が細胞の生存や増殖、シグナル伝達、

分化誘導に強く影響することが報告されている。

そこで、我々は、この ECM の働きに着目し、

Fig. 2. Illustration of cell multilayer fabrication by coating of nanometer-sized films on cell surfaces. 

Fig. 3. Illustration of layer-by-layer (LbL) assembly driven by typical electrostatic interaction (A) and 

biological recognition (B). 
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ECM のように細胞の界面構造を制御できれば

細胞の組織化や機能を操作できると考え、細胞

の表面を ECM 成分の薄膜でコーティングする

手法を考案した。細胞膜表面全体にコーティン

グすることで、薄膜は安定かつ長期的に維持で

きると期待される。 

ECM 薄膜で細胞表面をコーティングすること

で、隣の細胞のインテグリン分子との相互作用

が誘起され、細胞を三次元的に積層できると考

えた。つまり、“ナノレベルののりづけ“である。

薄膜コーティングにより細胞間の接着を誘起す

ることで、三次元組織体を構築することを目標と

した（Fig. 2）。 

 細胞表面へECM薄膜を形成する手法として、

我々は、ナノメートルオーダーで高分子薄膜を

調製できる「交互積層法」4)を用いた（Fig. 3）。接

着タンパク質として知られるフィブロネクチン

（FN）とコラーゲンの変性体であるゼラチン（G）

の交互積層薄膜（FN-G 薄膜）をおよそ 6 nm の

膜厚で細胞表面に形成すると、二層目の細胞

が接着した。FN は細胞表面の α5β1インテグリン

とコラーゲン／ゼラチンの両方との相互作用ドメ

インを有しているため、わずか 6 nm という膜厚

でも細胞接着足場として機能したと考えられる。

一方、対照実験として薄膜を形成しない場合や

膜厚が薄い場合、均一な積層組織体は得られ

なかった。本手法を繰り返すことで、望みの細胞

を望みの層に配置した細胞積層組織体が作製

できることを見出した（細胞積層法）5)。本手法を

用いることで、これまで、「血管壁モデル」6,7)や

「骨格筋モデル」8)、細胞のインクジェットプリント

に応用した「肝組織チップ」9)などを報告してきた。 

 

４．細胞集積法 

 以上のように、細胞積層法は細胞の配置を一
層ずつ制御して多層組織体を作製できる画期

的な手法であるが、各層の細胞が安定に接着

するまで半日ほど培養する必要があり、1 日二

層の作製が限度であった。例えば、十層の構造

を作製するためには約 5 日必要である。より短

期間で積層構造を構築できれば、幅広い応用

展開が期待される。そこで、単一細胞表面に

FN-G 薄膜を形成することで、短期間で三次元

組織体を構築できる「細胞集積法」を新たに考

案した（Fig. 4A）10)。各細胞が FN-G薄膜を介し

て三次元的に相互作用することで、一度に 20

Fig. 4. Illustration of cell accumulation method (A). Construction of vascularized tissues by adding 

HUVEC or LEC (B). 
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層以上の積層組織体が 1 日で作製できることを

見出した。 

 生体内には、およそ 100～200 µm に一本の

毛細血管が存在することで栄養を供給している。

そのため、100 µm 以上の組織体において内部

細胞の壊死を防ぐためには、毛細血管網を構

築する必要がある。そこで、我々は、細胞集積

法を用いてヒ ト臍帯静脈血管内皮細胞

（HUVEC）や皮膚微小リンパ管内皮細胞（LEC）

のサンドイッチ培養を行うことで、毛細血管だけ

でなくリンパ管の構築を検討した（Fig. 4B）。そ

の結果、毛細血管およびリンパ管網が共存した

三次元組織体を得ることに成功した 10-12)。これら

のネットワークは全体に均一に形成され、ネット

ワークが占める体積はおよそ 50～60%、チュー

ブ間距離は 100～150 µm であった。様々な解

析により、周辺の線維芽細胞から産生された血

管新生因子がHUVECや LECのチューブ化に

重要であることが確認された。 

 また、細胞表面に形成する薄膜の性質に応じ

て細胞間接着以外にも細胞膜保護効果 13)、抗

炎症性制御 14)、分化誘導能 15)、細胞隔離 16)、

薬物担持能など、様々な機能を付与できること

を見出した。作製した薄膜は数日から 1 週間は

細胞表面に安定に存在し、新しい化学的細胞

デザイン方法として有用であった。 

 

５．沈殿培養法 

 細胞集積法は細胞積層法の 10倍以上の加速

化を可能にした手法であるが、収率が 6 割程度

であることや 1 時間以上の多段階プロセスが必

要であり、社会実装を実現するためには更なる

改善が求められていた。そこで、細胞間接着を

瞬時に誘起し、三次元組織体を作製できる手法

の開発に取り組んだ。様々な高分子やタンパク

質、多糖を検討した結果、ヘパリンが最も細胞

膜と高い相互作用を示すことを見出した。詳細

は不明であるが、ヘパリンは様々な膜タンパク

質や ECM、膜酵素と nM~M の解離定数で相

互作用することが報告されている 17)。細胞膜ヘ

パリンと細胞を混合して 1分間遠心分離すること

で細胞が会合した粘稠性の組織体が得られるこ

とが分かった。しかし、ヘパリンは細胞接着性に

乏しく、そのままでは組織体を得ることはできな

かった。そこで、ECM としてコラーゲンに着目し、

ヘパリンとコラーゲンの割合を最適化することで、

瞬時に会合するヘパリンの性質とコラーゲンの

細胞接着性を併せ持つ「沈殿培養法」を確立す

ることができた（Fig. 5）。沈殿培養法は、処理時

間 5 分以内、収率 99%と細胞集積法の課題を

解決可能であり、これまで、毛細血管を有する

肝組織モデル 18)や患者がん初代培養への応用

を報告しており、がん治療薬の個別化医療に関

する臨床試験に向けた準備を進めている。商業

化への道筋が見えてきた。 

 

６．細胞環境のメカノデザイン 

 これまでは細胞膜と相互作用するタンパク質

や多糖による細胞間接着の誘導について主に

紹介してきたが、細胞の機能発現や機能維持

には硬さ－柔らかさの物理的な因子も大きく影

響することが知られている。例えば、ECM など

細胞微小環境の力学的刺激に応答して転写共

役因子であるYAP/TAZが幹細胞の増殖や分化

を誘導することが報告されている 19)。また、乳が

んや膵がんでは、がん関連線維芽細胞がコラ

ーゲン線維を大量に産生することで間質が硬く

なり、数十～百 kPaまで増加することが報告され

Fig. 5. Illustration of sedimentation culture. 
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ており、乳がんのステージと密接に関係している

ことが明らかになっている 20)。従って、細胞微小

環境の硬さを制御することは細胞の機能制御に

関する研究や薬効評価、毒性試験において重

要であるが、これまで合成高分子ではなく実際

のECMを用いて生体類似の硬さ（弾性率）の幅

広い制御を行うことは困難であった。ECM の主

成分であるコラーゲンは細胞の三次元培養に

幅広く用いられてきたが、中性水溶液への溶解

性に乏しく高濃度化が困難であるため、1 wt%

以下の低濃度において酸性水溶液の中和と加

温によるコラーゲンゲル形成が一般的に用いら

れてきた。しかし、その弾性率は 10 kPa 以下と

低く、生体類似の高弾性率の再現は困難であ

った。 

 最近、我々は、I 型コラーゲンのリン酸緩衝食

塩水に遷移金属イオンを添加することで数分以

内に高弾性率かつ透明なコラーゲンゲルが得ら

れることを見出した 21)。遷移金属イオンとコラー

ゲンの窒素や酸素原子との配位結合による架

橋が形成され、イオン濃度に依存した弾性率お

よび透明度の制御が可能であった。本コラーゲ

ンゲルを用いて患者由来大腸がんオルガノイド

を三次元培養したところ、162 kPaの高弾性率ゲ

ルにおいて転移過程において見られる集団的

細胞移動が観察された（Fig. 6）。細胞環境の弾

性率制御によるがん細胞の悪性度制御の可能

性が示唆された。本手法により、患者がん細胞

をその悪性度を維持した状態で生体外で培養

できれば、動物実験を用いずに薬効・毒性スクリ

ーニングを行うことが可能になると期待される。 

 

 

７．総括 

 本論文では、細胞モダリティの可能性に向け

た物理化学的な細胞デザインについて我々の

研究を紹介した。細胞をニューモダリティとして

医療・創薬に有効に活用するためには、安全性、

均質性、再現性の高い機能化法の開発が重要

である。遺伝子編集技術は機能性タンパク質を

恒常的に発現させるメリットがあるが、安全性や

副作用、煩雑、不均一性など課題も多い。一方、

化学的な修飾による細胞の機能化は、簡便、均

一、高い再現性というメリットがあるが、安全性や

長期安定性への課題があり、これらの解決がま

ず重要である。 

Fig. 6. Illustration of collagen-transition metal gels and their application for malignancy control of 

cancer organoid by elastic modulus control. 
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 また、忘れてはならないのは「生体内の動的な

環境変化」である。機能化された細胞がその効

果を発揮する場所は、腫瘍や損傷部位、炎症

部位など通常の環境とは異なる劣悪な環境であ

る。例えば固形腫瘍の場合、間質を構成する線

維性コラーゲンが大量に存在し、マクロファージ

や線維芽細胞、腫瘍血管、炎症性サイトカイン・

ケモカインなどが高密度に存在する、まさに巣

のような状態を潜り抜け、奥に潜むがん細胞に

作用しなければならない。In vitroの培地のみの

環境とは劇的に異なる環境で最も機能を発現で

きるように細胞をデザインしなければならない。 

 細胞は、その状況に応じて姿やかたち、性質

を変え、自ら増幅し、タンパク質や化合物を長

期的に発現・徐放できる、もともと高機能な微粒

子である。この細胞が持つ機能を最大限引き出

し、新たな機能を付与し、医療や創薬にどのよう

に活用できるかが問われている。 

------------------------------------ 
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