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(57)【要約】
【目的】
　表面で細胞を容易に接着、増殖させる有機無機複合ヒドロゲル、及びその製造方法を提
供する。
【構成】
　水溶性のラジカル重合性有機モノマー（Ａ）の重合体と水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）により
形成される三次元網目構造中に水（Ｃ）を包含する有機無機複合ヒドロゲルであって、該
ヒドロゲルの表面の一部または全面に水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を主成分とする層を有する
ことを特徴とする有機無機複合ヒドロゲル。本発明の有機無機複合ヒドロゲルおよび有機
無機複合ヒドロゲルの製造方法の最大の特徴は、ヒドロゲルの構成成分でもある上記水膨
潤性粘土鉱物（Ｂ）がヒドロゲル最表面に吸着し、吸着した水膨潤性粘土鉱物層に細胞接
着因子やタンパクが吸着することで細胞の接着と増殖を担うことにある。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水溶性のラジカル重合性有機モノマー（Ａ）の重合体と水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）により
形成される三次元網目構造中に水（Ｃ）を包含する有機無機複合ヒドロゲルであって、該
ヒドロゲルの表面の一部または全面に水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を主成分とする層を有する
ことを特徴とする有機無機複合ヒドロゲル。
【請求項２】
　前記水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を主成分とする層が、ゼラチン、およびコラーゲンから選
択される１種以上を含有する請求項１又は２記載の有機無機複合ヒドロゲル。
【請求項３】
　前記ゼラチン及びコラーゲンがアルカリ処理されている請求項３記載の有機無機複合ヒ
ドロゲル。
【請求項４】
　前記水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を主成分とする層上に、更に、コラーゲン又はフィブロネ
クチンを含有する層を有する請求項１～４のいずれかに記載の有機無機複合ヒドロゲル。
【請求項５】
　請求項１～５のいずれかに記載の有機無機複合ヒドロゲルの製造方法であって、
（１）水溶性のラジカル重合性有機モノマー（Ａ）の重合体と水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）に
より形成される三次元網目構造中に水（Ｃ）を包含する有機無機複合ヒドロゲルを製造す
る工程、
（２）水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を水中に分散して、水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）の分散液を製
造する工程、
（３）前記分散液中に前記ヒドロゲルを浸漬することにより、又は前記分散液を前記ヒド
ロゲル表面に塗布することにより、前記ヒドロゲルの表面の一部または全面に前記水膨潤
性粘土鉱物（Ｂ）を主成分とする層を形成する工程、
を含むことを特徴とする有機無機複合ヒドロゲルの製造方法。
【請求項６】
　前記水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を主成分とする層を形成させるために、ゼラチン、コラー
ゲンから選択される１種以上を含有する水溶液中で水膨潤性粘土鉱物（B）を分散させる
ことにより、水膨潤性粘土鉱物（B）の分散液を製造する工程を有する、請求項６記載の
有機無機複合ヒドロゲルの製造方法。
【請求項７】
　前記ゼラチン及びコラーゲンがアルカリ処理されている請求項７記載の有機無機複合ヒ
ドロゲルの製造方法。
【請求項８】
　前記ヒドロゲルの表面の一部または全面に前記水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を主成分とする
層を形成する工程を行った後に、
前記ヒドロゲルをコラーゲン又はフィブロネクチンの水溶液中に浸漬することにより、又
はコラーゲン又はフィブロネクチンの水溶液を表面の一部又は全面に塗布することにより
、
前記水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を主成分とする層上に、コラーゲン又はフィブロネクチンを
含有する層を形成する工程、
を行う請求項６～８のいずれかに記載の有機無機複合ヒドロゲルの製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、表面が水膨潤性粘土鉱物で被覆された有機無機複合ヒドロゲルに関し、具体
的には、表面で細胞を容易に接着、増殖可能な有機無機複合ヒドロゲル、及びその製造方
法に関する。
【背景技術】
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【０００２】
　高分子ヒドロゲルは有機高分子の三次元架橋物が水を含んで膨潤したものであり、膨潤
性やゴム状弾性を有するソフトマテリアルとして、医療・医薬、食品、土木、バイオエン
ジニアリング、スポーツ関連などの分野で広く用いられている（例えば、非特許文献１参
照）。これまでに本発明者らは、水溶性有機高分子と層状粘土鉱物とが複合化して形成さ
れた三次元網目を有する高分子ヒドロゲルが、優れた吸水性や極めて高い伸張性などの特
徴を有することについて報告した（例えば特許文献１および２参照）。
【０００３】
　さらに、本発明者らは、上記水溶性有機高分子のうち、下限臨界共溶温度（ＬＣＳＴ）
以下のポリＮ-イソプロピルアクリルアミドや疎水性高分子であるポリ２－メトキシエチ
ルアクリレートなどと層状粘土鉱物とが複合化して形成された三次元網目を有する高分子
ヒドロゲルが、優れた細胞培養特性を有することについて報告した（例えば特許文献３お
よび４参照）。しかし、ジメチルアクリルアミド、アクリロイルモルホリン、ポリエチレ
ングリコールなどの親水性高分子と層状粘土鉱物とが複合化して形成された三次元網目を
有する高分子ヒドロゲル表面で細胞を接着増殖させる技術についてはこれまでに開示され
ていなかった。
【０００４】
　一方、培養足場への細胞接着を促進させる目的で、コラーゲンやフィブロネクチン等の
細胞接着因子を足場表面にコーティングする手法（１）がプラスチック製容器表面で広く
行われている。
【０００５】
　しかし、（１）の手法を水溶性有機高分子と層状粘土鉱物とが複合化して形成された三
次元網目を有する高分子ヒドロゲルに応用すると、コラーゲンやフィブロネクチンをゲル
の内部に吸収することが出来ても、ヒドロゲル表面に固定化出来ない為、結果として細胞
を接着増殖させることは困難であった。
【０００６】
　また、アクリルアミドゲルの表面にカルボジイミドやスクシンイミドなどのクロスリン
カーを用いて、コラーゲンを化学的に固定化して細胞培養する手法（２）が開発されてお
り、ゲル表面への細胞培養でも応用されている（例えば非特許文献２参照）。但し、（２
）の手法は水溶性高分子がOH基を有さない場合は有効ではなく、OH基を有さない水溶性有
機高分子と層状粘土鉱物とが複合化して形成された三次元網目を有する高分子ヒドロゲル
に応用することはできない。
【０００７】
　一方、これまでに本発明者らは、水膨潤性粘土鉱物を含有する培養床が各種細胞に対し
て良好な培養性を示すことを見いだしてきた（例えば特許文献５参照）。しかし、この特
許では、ヒドロゲル表面にタンパクが吸着したり、細胞が接着増殖したりするような有機
無機複合ヒドロゲルおよび有機無機複合ヒドロゲルの製造方法については開示されていな
い。
【０００８】
　以上のように、水溶性高分子のうち、特にジメチルアクリルアミド、アクリロイルモル
ホリン、ポリエチレングリコールなどの親水性高分子と層状粘土鉱物とが複合化して形成
された三次元網目を有する高分子ヒドロゲルは、透明性や強度等、物性に優れているが、
その表面に細胞が接着増殖させることは実現されていなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】特開２００２－５３６２９号公報
【特許文献２】米国特許６７６７１０号
【特許文献３】特開２００５－１１０６０４号公報
【特許文献４】特開２００８－２３７０８８号公報
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【特許文献５】特願２０１１－１９６０１２
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Adv. Mater., 14, 1120-1124 (2002)
【非特許文献２】Proc. Natl. Acad. Sci. USA、vol. 94, pp13661-13665, (1997)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明が解決しようとする課題は、上記従来技術の問題点を解決し、表面で細胞を容易
に接着、増殖させる有機無機複合ヒドロゲル、及びその製造方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者等は、上記課題を解決すべく鋭意研究した結果、特に水溶性有機モノマーの重
合物と層状剥離した粘土鉱物と媒体からなるゲルにおいて、ゲル表面を粘土鉱物または粘
土鉱物とタンパク質の混合体で被覆することより、ゲルの高い伸縮性、透明性、および圧
縮性を維持しながら、柔軟性が広範囲に制御され、且つ、各種細胞に対する良好な培養性
を有する、ゲル材料が得られることを見出し、本発明を完成するに至った。
【００１３】
　即ち、本発明は、水溶性のラジカル重合性有機モノマー（Ａ）の重合体と水膨潤性粘土
鉱物（Ｂ）により形成される三次元網目構造中に水（Ｃ）を包含する有機無機複合ヒドロ
ゲルであって、該ヒドロゲルの表面の一部または全面に水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を主成分
とする層を有することを特徴とする有機無機複合ヒドロゲルを提供する。
【００１４】
　また、本発明は、上記の有機無機複合ヒドロゲルの製造方法であって、
（１）水溶性のラジカル重合性有機モノマー（Ａ）の重合体と水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）に
より形成される三次元網目構造中に水（Ｃ）を包含する有機無機複合ヒドロゲルを製造す
る工程、
（２）水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を水中に分散して、水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）の分散液を製
造する工程、
（３）前記分散液中に前記ヒドロゲルを浸漬することにより、又は前記分散液を前記ヒド
ロゲル表面に塗布することにより、前記ヒドロゲルの表面の一部または全面に前記水膨潤
性粘土鉱物（Ｂ）を主成分とする層を形成する工程、
を含むことを特徴とする有機無機複合ヒドロゲルの製造方法を提供する。
【００１５】
　本発明の有機無機複合ヒドロゲルおよび有機無機複合ヒドロゲルの製造方法の最大の特
徴は、ヒドロゲルの構成成分でもある上記水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）がヒドロゲル最表面に
吸着し、吸着した水膨潤性粘土鉱物層に細胞接着因子やタンパクが吸着することで細胞の
接着と増殖を担うことにある。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明は、高伸縮性や高圧縮性を有し、柔軟性が広範囲に制御され、且つ、細胞接着因
子や培養液中のタンパク質成分を表面に多く吸着でき、続いて細胞の良好な接着・伸展・
増殖（高培養性）、また、生体組織の接着を可能にできる有機無機複合ゲルを提供する。
得られた有機無機複合ゲルは、細胞の高培養性の他に優れた力学物性、調湿性、難燃性な
どを併せ持つことができる。また、得られた有機無機複合ゲルは、表面の一部が細胞接着
性、その他の部分が細胞非接着性を持つように制御することができる。
【００１７】
　以上の有機無機複合ヒドロゲルおよび有機無機複合ヒドロゲルの製造方法は円柱状、棒
状、フィルム状、糸状を初めとした各種形状の有機無機複合ヒドロゲルで可能である。本
発明の有機無機複合ヒドロゲルは、細胞培養用足場としての理化学材料として、さらに医
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ことが出来る。また、生体適合性、柔軟性に優れた人工弁、人工血管、人工軟骨などの人
工臓器用材料や、カテーテルなどの治療用材料、としても有効に用いられる。さらに、各
種工業材料として農業・工業・電子材料・土木建築・包装資材などの分野でも用いられる
。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明は、水溶性有機モノマーの重合物と膨潤性粘土鉱物と媒体からなるヒドロゲルを
形成し、その表面に水膨潤性粘土鉱物を塗布することにより、水膨潤性粘土鉱物が表面に
密着し、タンパク質や細胞、及び組織接着性を持った表面を持つ有機無機複合ゲルが得ら
れることを見出した点にある。これに対して水膨潤性粘土鉱物塗布を行わないゲルは、細
胞培養性及び組織接着性に問題が残った。
【００１９】
　本発明に言う、有機無機複合ヒドロゲルとは、水溶性有機モノマーの重合物（以下、単
に重合体（Ａ）という）と、水に均一分散可能な水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）とが複合化して
形成された三次元網目の中に水（Ｃ）が包含されており、表面に水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）
の薄層を有するヒドロゲルのことである。
【００２０】
　本発明で使用する水溶性有機モノマーの重合体（Ａ）としては、水膨潤性粘土鉱物（Ｂ
）と相互作用により三次元網目を形成可能なものであり、好ましくはアミド基、アミノ基
、エステル基、水酸基、カチオン基の一つ又は複数を側鎖又は主鎖に含有し、親水性又は
両親媒性を示すものであり、特に好ましくは水又は水と有機溶剤との混合溶媒に膨潤した
り溶解する性質を有するものである。かかる重合体（Ａ）の好ましいものとしては、水溶
性アクリルアミド誘導体の重合体やそれを少なくとも一部含む共重合体があげられる。水
溶性アクリルアミド誘導体としては、例えば炭素数１以上のアルキル基を有する水溶性の
Ｎ－アルキルアクリルアミド又はＮ，Ｎ－ジアルキルアクリルアミドが例示される。
【００２１】
　重合体（Ａ）に用いられる水溶性有機モノマーとしては、前記アクリルアミド誘導体の
他、例えばアクリルアミド、メタクリルアミド、炭素数１以上のアルキル基を有するアル
キルメタクリルアミド、アルキルアクリレートの中から選択される一つ又は複数が用いら
れる。ここでＮ－アルキルアクリルアミド、Ｎ，Ｎ－ジアルキルアクリルアミド、アルキ
ルメタクリルアミド、アルキルアクリレートの具体例としては、Ｎ－メチルアクリルアミ
ド、Ｎ－エチルアクリルアミド、Ｎ－シクロプロピルアクリルアミド、Ｎ－イソプロピル
アクリルアミド、Ｎ－メチルメタクリルアミド、Ｎ－シクロプロピルメタクリルアミド、
Ｎ－イソプロピルメタクリルアミド、Ｎ,Ｎ－ジメチルアクリルアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチ
ルアミノプロピルアクリルアミド、Ｎ－メチル－Ｎ－エチルアクリルアミド、Ｎ－メチル
－Ｎ－イソプロピルアクリルアミド、Ｎ－メチル－Ｎ－ｎ－プロピルアクリルアミド、Ｎ
,Ｎ－ジエチルアクリルアミド、Ｎ－アクリロイルピロリディン、Ｎ－アクリロイルピペ
リディン、Ｎ－アクリロイルメチルホモピペラディン、Ｎ－アクリロイルメチルピペラデ
ィン、２－メトキシエチルアクリレートなどが例示される。またこれらモノマーにその他
の有機モノマーをあわせて用いることも、本発明にいう有機無機複合ゲルが形成される限
りにおいて可能である。
【００２２】
　さらに下記の化学式（１）を主成分とし、化学式（２）および（３）を共重合した重合
体と層状粘土鉱物とが複合化して形成された三次元網目を有する高屈折率高分子ヒドロゲ
ルなどが挙げられる。
【００２３】
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【化１】

【００２４】
　本発明における水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）としては、水又は水溶液中で膨潤するものであ
ることが好ましく、より好ましくは水溶性有機モノマーを含む溶液中で層状剥離し、微細
且つ均一に分散可能なものであり、更には、かかる微細且つ均一に分散した状態が水中で
も保たれるものが特に好ましい。本発明の有機無機複合ゲルにおいて、膨潤性粘土鉱物（
Ｂ）は好ましくは１０層以下、より好ましくは３層以下、特に好ましくは１層又は２層の
ナノメーターレベル（の厚み）で分散しているものである。かかる膨潤性粘土鉱物の分散
は発泡ゲルを乾燥したものの超薄切片を透過型電子顕微鏡により観察することによって確
認されるほか、同様な試料を用いた小角Ｘ線回折測定によっても確認され、回折角（２θ
）が好ましくは３度～８度で、より好ましくは２度～８度で、特に好ましくは１度～８度
で粘土鉱物の積層に基づく明確な回折ピークが観測されないことによって確認される。ま
た、本発明における水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）は、水溶性有機モノマーの重合物（Ａ）と三
次元網目を形成できるものであることが好ましく、より好ましくはメチレンビスアクリル
アミド等の有機架橋剤を用いないで（Ａ）（Ｂ）からなる三次元網目を形成できるもので
ある。更に好ましくは、形成した三次元網目構造が水中でも維持されるものである。かか
る水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）としては、例えば、水膨潤性スメクタイトや水膨潤性雲母など
の水中で膨潤し、層状剥離した状態で微分散することが可能な膨潤性の無機粘土鉱物が用
いられ、具体的には、ナトリウムを層間イオンとして含む水膨潤性ヘクトライト、水膨潤
性モンモリロナイト、水膨潤性サポナイト、水膨潤性合成雲母などが挙げられる。また、
水溶性有機モノマーと共に溶媒中で層状剥離可能であれば、界面活性剤などにより部分的
に有機化した粘土鉱物を用いることもできる。
【００２５】
　一方、水溶性有機モノマーの重合物（Ａ）と水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）からなる三次元網
目形成に加えて、少量の化学架橋を同時に含ませることは、繰り返し圧縮および延伸試験
におけるヒステリシスの減少、初期弾性率の増加などを行わせるのに有効に用いられる。
用いる化学架橋度は、架橋剤の濃度がモノマーの０．３モル％以下、より好ましくは０．
２モル％以下、特に好ましくは０．０１～０．１モル％である。
【００２６】
　本発明における有機無機複合ゲルにおいては、ゲルを構成する（無機）粘土鉱物の比率
を広い範囲で設定でき、特に低～高の広い粘土鉱物比率を有する有機無機複合ゲルが得ら
れることが特徴である。本発明の有機無機複合ゲルに含まれる水溶性有機モノマーの重合
物（Ａ）と膨潤性粘土鉱物（Ｂ）の量比は、水中で両者が三次元網目を形成する範囲が好
ましく、（Ｂ）／（Ａ）の質量比として０．０１～３、好ましくは０．１～３、特に好ま
しくは０．３～２．５である。（Ｂ）／（Ａ）の質量比が０．０１未満では、有効な（Ａ
）と（Ｂ）の三次元網目を形成することが困難となり、一方、３を越えると均一な（Ｂ）
の層状剥離した分散が困難となる場合が多い。
【００２７】
　本発明では、水溶性有機モノマーの重合物（Ａ）と水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）の三次元網
目形成には、（Ｂ）の表面と（Ａ）の末端の相互作用や、（Ｂ）の表面と（Ａ）の主鎖又
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は側鎖の官能基との相互作用などが単独又は組み合わせて用いられる。相互作用の種類と
しては（Ａ）と（Ｂ）との種類、組み合わせにより種々のものが選択可能であり、例えば
、イオン相互作用、配位結合、水素結合、共有結合、疎水相互作用などの単独又は複数が
組み合わせて用いられる。
【００２８】
　本発明における媒体（Ｃ）としては、水、または、他の機能性分子（例えば、三次元網
目を補強する効果を持ったり、薬効を有する有機化合物や有機又は無機の塩など）を併せ
て含む水が用いられる。
【００２９】
　本発明における表面被覆用の水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）としては、有機無機複合ゲル表面
に効果的に密着して、表面細胞接着性及び組織接着性を与えるものが用いられる。特に好
ましくは水中で分子状（単一層）またはそれに近いレベルで均一分散可能な無機粘土鉱物
が用いられる。具体的にはナトリウムを層間イオンとして含む水膨潤性ヘクトライト、水
膨潤性モンモリライト、水膨潤性サポナイト、水膨潤性合成雲母、等が挙げられる。これ
らの粘土鉱物を混合して用いても良い。
【００３０】
　水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を表面に被覆する際の形態は、特に限定されないが、好ましく
は１０層以下、より好ましくは３層以下、特に好ましくは１層又は２層のナノメーターレ
ベル（の厚み）で水などの媒体に分散させるのが望ましい。媒体中の水膨潤性粘土鉱物（
Ｂ）量は、媒体との質量比で０．０２５以下、好ましくは０．０１５以下、更に好ましく
は０．０１以下が望ましい。水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）の水媒体に対する質量比が上記であ
ると、良好な分散液が得られ、表面への塗布が容易で、平滑で均一な薄い塗膜が得られ、
好ましい。
【００３１】
　表面を被覆する水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）の分散液中には、相互作用により凝集・沈殿を
起こさない範囲で水溶性有機化合物、例えば防腐剤や抗菌剤、着色料、香料、酵素、たん
ぱく質、合成ペプチド類、糖類、アミノ酸類、ビタミン類、細胞、ＤＮＡ類、塩類、水溶
性有機溶剤類、界面活性剤、高分子化合物、レベリング剤などを含むことができる。好ま
しくはアルカリ処理コラーゲン、アルカリ処理ゼラチンを含むことができる。これらの水
溶性有機化合物の量は、水膨潤性粘土鉱物との質量比が５以下、好ましくは２以下、更に
好ましくは１以下で含有させることが望ましい。
【００３２】
　ゲル表面での被覆厚みとしては、ゲル表面の細胞接着性が向上し、より好ましくは細胞
増殖性を示すようになる厚みで、且つ、ゲル表面から脱離されない範囲の厚みが用いられ
る。具体的には、好ましくは３μｍ以下、より好ましくは２μｍ以下、更に好ましくは１
μｍ以下の範囲が、水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）の種類によって選択して用いられる。３μｍ
以上であると有機無機複合ヒドロゲルは表面に亀裂を生じ、水膨潤性粘土鉱物を含む層が
脱落する可能性がある。前述の厚みであればヒドロゲル表面の水膨潤性粘土鉱物が膨潤で
亀裂や脱落することなく、かつ細胞接着と増殖に効果がある。本発明で用いる水膨潤性粘
土鉱物（Ｂ）は、有機無機複合ゲルに密着して、その表面細胞接着性を与えることができ
れば良く、必ずしもその粒子径は限定されないが、好ましくは、０．０５～１０００ｎm
、より好ましくは０．５～３００ｎm、特に好ましくは１～５０μmである。
【００３３】
　本発明において、水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）による表面被覆は、有機無機複合ゲルの表面
全体に対して行っても良く、好ましくは、目的に応じて部分的に行うことである。例えば
、フィルム状の有機無機複合ゲルの片面のみを水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）で被覆することに
より、下面が細胞非接着性を有し、上面が細胞接着性を有するゲルとすることができる。
また、有機無機複合ゲルフィルムの表面を格子状又は短冊状の区画にわけ、その一部を水
膨潤性粘土鉱物（Ｂ）で被覆することにより、表面細胞接着性が制御された有機無機複合
ゲルが得られる。これにより、浮遊系細胞、例えばマクロファージやリンパ球、と接着細
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胞、例えば血管内皮細胞や間葉系幹細胞、などとの共培養、接着細胞同士の共培養、細胞
をシート状で剥離させることも可能になる。
【００３４】
　水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）で被覆された表面は、タンパク質を吸着しやすいので、Ｉ型コ
ラーゲン、ＩＶ型コラーゲン、フィブロネクチン、ビトロネクチン、ラミニン等の細胞接
着因子を吸着させることが可能である。これらの生体由来細胞接着因子の他に、細胞接着
因子として用いられるポリ-Ｌ-リジンやポリアミン、ポリエチレンイミン、ＲＧＤ（アル
ギニン-グリシン-アスパラギン酸）配列を含む合成高分子であってもよい。また、生体由
来細胞接着因子と合成高分子を混合させたものでもよい。これらの水媒体に対する濃度（
質量％）は、細胞が接着増殖するのに有効であれば特に限定はされないが、５％以下、好
ましくは１％、更に好ましくは０．１％以下であれば、良好に細胞が接着増殖する。
【００３５】
　本発明で培養する細胞としては、接着性の細胞であれば特に限定されないが、好ましく
はヒトあるいはヒト以外の動物に由来する細胞が挙げられる。接着性の細胞としては、例
えば、線維芽細胞、骨格筋細胞、筋芽細胞、筋管細胞、角膜内皮細胞、角膜上皮細胞、網
膜色素上皮細胞、水晶体上皮細胞、血管内皮細胞、リンパ管内皮細胞、平滑筋細胞、心筋
細胞、表皮角化細胞、気道上皮細胞、乳腺上皮細胞、粘膜上皮細胞、間葉系幹細胞、スト
ローマ細胞、ＥＳ細胞、ｉＰＳ細胞、骨芽細胞、骨細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、神経細胞
、腎細胞、膀胱細胞、前立腺細胞、毛根細胞、歯髄幹細胞、膵ベータ細胞、肝実質細胞等
が挙げられる。なお、本発明において細胞とは、個々の細胞を意味するほか、生体から採
取されて組織を構成している状態の細胞を含んでいる。
【００３６】
　これらの細胞は、ヒトなどを対象とした組織工学及び再生医療等における利用を考慮し
たとき、自家細胞を用いることが好ましいが、許容される免疫適合性を備える限り異種動
物由来の細胞であってもよいし、同種細胞における他家細胞であってもよい。
【００３７】
　 細胞を有機無機複合ヒドロゲルに播種する方法は、特に限定されないが、好ましくは
組織から摘出された初代接着細胞を直接播種する方法が挙げられる。さらに好ましくはト
リプシン処理などにより単一細胞集団にとなった接着細胞を播種する方法が挙げられる。
さらに好ましくは、シャーレなどに培養された接着細胞を細胞間接着を維持したまま播種
する方法が挙げられる。
【００３８】
　本発明の有機無機複合ゲルの製造法については以下の方法が用いられる。
（１）水溶性のラジカル重合性有機モノマー（Ａ）の重合体と水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）に
より形成される三次元網目構造中に水（Ｃ）を包含する有機無機複合ヒドロゲルを製造す
る工程、
（２）水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を水中もしくはコラーゲンまたはゼラチンを含む水中に分
散して、水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）の分散液を製造する工程、
（３）前記分散液中に前記ヒドロゲルを浸漬することにより、又は前記分散液を前記ヒド
ロゲル表面に塗布することにより、前記ヒドロゲルの表面の一部または全面に前記水膨潤
性粘土鉱物（Ｂ）を主成分とする層を形成する工程、
必要に応じて（４）前記ヒドロゲルをコラーゲン又はフィブロネクチンの水溶液中に浸漬
することにより、又はコラーゲン又はフィブロネクチンの水溶液を表面の一部又は全面に
塗布することにより、前記水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を主成分とする層上に、コラーゲン又
はフィブロネクチンを含有する層を形成する工程、
である。
【００３９】
　水と水膨潤性粘土鉱物と水溶性有機モノマーを含む溶液を調製後、それらの共存下で水
溶性有機モノマーを重合させ、水溶性有機モノマー重合物と層状剥離した粘土鉱物からな
る三次元網目を形成させる。なお、水溶性有機モノマーを含有するために必要な重合開始
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剤又は重合条件により必要となる触媒は、予め溶液に添加しておく。
【００４０】
　この三次元網目を形成した構造体を水膨潤性粘土鉱物または水膨潤性粘土鉱物とゼラチ
ン又はコラーゲン等との混合体で表面を被覆する。水膨潤性粘土鉱物による構造体の表面
被覆は、構造体の合成直後でも、水などの媒体を膨潤させた後でもかまわない。必要に応
じて、さらにコラーゲンまたはフィブロネクチンで構造体を被覆する。
【００４１】
　構造体への水膨潤性粘土鉱物または水膨潤性粘土鉱物とゼラチン、コラーゲン等との混
合体を表面に被覆する方法は、公知慣用の方法でよい。例えば、分散液を有機無機複合ヒ
ドロゲルに流延させる方法や、構造体を分散液に浸漬させる方法、バーコーターやスピン
コーターによるコーター法、または噴霧などのスプレー法、模様のあるゴム版に分散液を
つけてから支持体に転写する方法、また構造体に塗布しない部分を予め遮蔽して塗布後遮
蔽部分を取り除くパターン状塗布や、インクジェットプリンター方式による分散液の塗布
方法が挙げられる。好ましくは、構造体を分散液に浸漬させる方法が挙げられる。
【００４２】
　具体的な重合開始剤としては、水溶性の過酸化物、例えばペルオキソ二硫酸カリウムや
ペルオキソ二硫酸アンモニウム、水溶性のアゾ化合物、例えば、和光純薬工業株式会社製
のＶＡ－０４４、Ｖ－５０、Ｖ－５０１などが好ましく用いられる。その他、ポリエチレ
ンオキシド鎖を有する水溶性のラジカル開始剤なども用いられる。また触媒としては、３
級アミン化合物であるＮ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルエチレンジアミンやβ－ジメチ
ルアミノプロピオニトリルなどが好ましく用いられる。重合温度は、用いる水溶性有機高
分子、重合触媒および開始剤の種類などに合わせて０℃～１００℃の範囲に設定される。
重合時間も触媒、開始剤、重合温度、重合溶液量（厚み）などの重合条件によって異なり
、一概に規定できないが、一般に数十秒～十数時間の間で行う。
【００４３】
　なお、水膨潤性粘土鉱物を含有しないで有機架橋剤により架橋された従来の有機架橋型
ゲルにおいて同様な調製を行っても、伸縮性および強度に優れたゲルを得ることはできな
いなどの欠点を有する。例えば、水膨潤性粘土鉱物を含まず、代わりにメチレンビスアク
リルアミドを水溶性有機モノマーの１モル％を添加して調製される有機架橋型ゲルの場合
、密度によらず、弱く且つ脆い力学的性質を示す。
【００４４】
　本発明における有機無機複合ゲルは、水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）で表面被覆をすることに
より、表面細胞接着性を示すようになる。なお、表面粘着性以外の特性、例えば、伸縮性
、圧縮性などの機械的性質は、重合物（Ａ）と水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）の種類、及び両者
の比率、また媒体の種類とその比率（例えば、低揮発性媒体と水の比率）およびそれらの
量などにより異なり、目的に応じて設定することが可能である。
【実施例】
【００４５】
　以下、実施例により本発明を具体的に説明するが、本発明の範囲がこれらの実施例にの
み限定されるものではない。
【００４６】
（実施例１）
この実施例は有機・無機複合ヒドロゲル表面を改質する例である。
［有機無機複合ヒドロゲル（被覆前）の作製］
粘土鉱物として、［Ｍｇ５．３４ Ｌｉ０．６６ Ｓｉ８ Ｏ２０ （ＯＨ）４ ］Ｎａ＋

０

．６６ の組成を有する水膨潤性合成ヘクトライト（商標Laponite　XLG（Rockwood　Addi
tives Ltd.社製））を１００℃で２時間真空乾燥して用いた。有機モノマーは、Ｎ,Ｎ－
ジメチルアクリルアミド（ＤＭＡＡ：和光純薬工業株式会社）を使用し、シリカゲルカラ
ム（メルク社製）を有機モノマー１００ｍｌに対して８０ｍｌの容積で用いて重合禁止剤
を取り除いてから使用した。
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【００４７】
　重合開始剤は、ペルオキソ二硫酸カリウム（ＰＰＳ：関東化学株式会社製）をＰＰＳ／
水＝０．３８４／２０（ｇ／ｇ）の割合で純水にて希釈し、水溶液にして使用した。水は
イオン交換水を蒸留した純水を用いた。水は全て高純度窒素を予め３時間以上バブリング
させ含有酸素を除去してから使用した。
【００４８】
　２０℃の恒温室において、内部を窒素置換した平底ガラス容器に、純水１００ｇとテフ
ロン（登録商標）製攪拌子を入れ、攪拌しながら１．６ｇのラポナイトＸＬＧを気泡が入
らないように注意しながら少量ずつ加え、無色透明の溶液を調製した。これにＤＭＡＡ９
．９ｇを加え無色透明溶液になるまで攪拌した。
【００４９】
　これにＰＰＳ水溶液０．１ｇを攪拌して加え、５分間攪拌して無色透明溶液を得た。こ
の溶液をあらかじめ窒素雰囲気中に静置して容器内の酸素を除去しておいたガラス製容器
（９ｃｍ×１５ｃｍ）に酸素にふれないようにして移した後、密栓をし、２０℃の恒温水
槽中で２０時間静置して重合を行った。
【００５０】
　重合開始から２０時間後に、ガラス製容器内にほぼ無色透明で均一なシート状のヒドロ
ゲルが得られた。このシート状のヒドロゲルを、５０℃の生理食塩水に１５分間浸漬して
から直径１０ｍｍのポンチでくり抜き、純水で一晩膨潤させた。該ヒドロゲルを表面被覆
に用いた。
［水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を含む分散液の調製］
　水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）としてLaponite　XLG（Rockwood　Additives Ltd.社製）０．
０８ｇ、水２０ｇ、を均一に混合して分散液（Ｌ）を調製した。
［水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を含む水溶液の塗布］
　分散液（L）を２ｍL入れた細胞培養用６ウェルプレート（ファルコン３５３０４６）に
ヒドロゲルを入れ、３７℃で３時間静置した。純水で３回洗浄後、水膨潤性粘土鉱物（Ｂ
）を含む水溶液を塗布した有機無機複合ヒドロゲル（被覆後）を培養試験に用いた。
［培養試験］
　培養する細胞は、正常ヒト真皮線維芽細胞（ＤＳファーマバイオメディカル株式会社製
）を使用した。培養は、ウシ胎児血清（バイオウエスト社製）を１０％含有するダルベッ
コ変法ミニマム・エッセンシャル・イーグル培地（和光純薬製）を使用して、５％二酸化
炭素含有３７℃恒温器内で行った。播種細胞数は一枚のゲルあたり２万細胞を播種した。
培地の播種量は４ｍｌとした。播種してから1日後、4日後、7日後、有機無機複合ヒドロ
ゲルの表面を光学顕微鏡にて観察したところ、細胞が有機無機複合ヒドロゲル上に接着し
て、また十分に増殖していた様子が鮮明に確認することが出来た。
（実施例２）
　水膨潤性粘土鉱物（Ｂ）を含む分散液の調製にアルカリ処理コラーゲン（新田ゼラチン
株式会社製）０．０１ｇを追加して添加する以外は、実施例１と同様に実験した。
（実施例３）
　実施例１と同様に作製した有機無機複合ヒドロゲル（被覆前）に、水膨潤性粘土鉱物（
Ｂ）を含む分散液を塗布し、続いて酸処理コラーゲン（新田ゼラチン株式会社製）０．１
ｇを２０ｇの水（ｐH３）に溶解させた溶液を１００μL塗布した。実施例１と同様に培養
試験を行った。
（実施例４）
　実施例１と同様に作製した有機無機複合ヒドロゲル（被覆前）に、水膨潤性粘土鉱物（
Ｂ）とアルカリ処理コラーゲンを含む分散液を塗布し、続いて酸処理コラーゲン（新田ゼ
ラチン株式会社製）０．１ｇを２０ｇの水（ｐH３）に溶解させた溶液を１００μL塗布し
た。実施例１と同様に培養試験を行った。
（実施例５）
　実施例１と同様に作製した有機無機複合ヒドロゲル（被覆前）に、水膨潤性粘土鉱物（
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Ｂ）とアルカリ処理コラーゲンを含む分散液を塗布し、続いてフィブロネクチン（ベクト
ン・ディッキンソン株式会社製）を水に溶解させて５０μｇ／ｍLに調整した溶液を１０
０μL塗布した。実施例１と同様に培養試験を行った。
（比較例１）
　実施例１と同様に有機無機複合ヒドロゲル（被覆前）を作製し、水膨潤性粘土鉱物（Ｂ
）を含む水溶液の塗布を行わずに、実施例１と同様に培養試験を行った。
（比較例２）
　実施例１と同様に有機無機複合ヒドロゲル（被覆前）を作製し、アルカリ処理コラーゲ
ン（新田ゼラチン株式会社製）０．１ｇを水２０ｇに均一に混合した分散液（水膨潤性粘
土鉱物を含まない）を１００μL塗布した有機無機複合ヒドロゲルを用いて、実施例１と
同様に培養試験を行った。
（比較例３）
　実施例１と同様に有機無機複合ヒドロゲル（被覆前）を作製し、酸処理コラーゲン（新
田ゼラチン株式会社製）０．１ｇを水２０ｇに均一に混合した分散液（水膨潤性粘土鉱物
を含まない）を１００μL塗布した有機無機複合ヒドロゲルを用いて、実施例１と同様に
培養試験を行った。
【００５１】
　実施例１～５、および比較例１～３の培養1日後、4日後、１週間後の細胞数を計測する
ために、まず、リン酸緩衝生理食塩水（PBS,和光純薬製）２ｍLで培養表面を洗浄した。
次いで細胞溶解液A（ケモメテック社製）を０．２ｍL添加し、続けて中和液B（ケモメテ
ック社製）を０．２ｍL添加した。この溶液を細胞計測用カセット（ヌクレオカセット、
ケモメテック社製）で採取し、細胞数計測装置（ヌクレオカウンターTM、ケモメテック社
製）で細胞数を計測した。
【００５２】
　培養試験での細胞数計測結果を表－１に示す。
【００５３】
【表１】

【００５４】
　表１に示されるように、有機無機複合ヒドロゲル（被覆前）（比較例１）では細胞が接
着増殖することはなかった。さらに、アルカリ処理（比較例２）を有機無機複合ヒドロゲ
ル（被覆前）に塗布するだけでは細胞が接着増殖することはなかった。また、酸処理（比
較例3）コラーゲンを有機無機複合ヒドロゲル（被覆前）に塗布すると、細胞播種翌日（1
日目）は細胞接着が確認されたが、4日目には接着細胞は確認できなかった。しかしなが
ら、有機無機複合ヒドロゲル（被覆前）表面にクレイ溶液（実施例１）、アルカリ処理コ
ラーゲンとクレイの混合溶液（実施例２）、実施例２にさらに酸処理コラーゲンを塗布（
実施例３）した場合、細胞が接着及び増殖する効果を出すことが実現できた。
【００５５】
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　つまり、有機無機複合ヒドロゲル（被覆前）の表面に水膨潤性粘土鉱物を含む溶液を塗
布することで、細胞が良好に増殖させられることが表－１で明らかとなった。

【産業上の利用可能性】
【００５６】
　本発明の有機無機複合ヒドロゲルおよび有機無機複合ヒドロゲルの製造方法を行えば、
細胞接着因子やタンパク質成分を有機無機複合ヒドロゲル表面に多く吸着でき、続いて細
胞及び生体組織の良好な接着・伸展・増殖（高培養性）を可能にできる特徴を有する。
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【００５７】
　本発明の有機無機複合ヒドロゲルは医療・医薬品分野、特に、角膜、水晶体、軟骨、腱
、骨などの再生医療材料として使用することが出来る。また、生体適合性、柔軟性に優れ
た人工弁、人工血管、人工軟骨などの人工臓器用材料や、カテーテルなどの治療用材料、
としても有効に用いられる。さらに、各種工業材料として農業・工業・電子材料・土木建
築・包装資材などの分野でも用いられる。
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