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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　磁気ビーズとともに細胞外マトリックス成分を含有するガラス化されたマトリックスゲ
ル薄膜の再水和物からなる薄膜であることを特徴とする磁気付与型ハイドロゲル薄膜。
【請求項２】
　複数の細胞外マトリックス成分を含有する請求項１の磁気付与型ハイドロゲル薄膜。
【請求項３】
　細胞外マトリックス成分が、コラーゲンである請求項１または２の磁気付与型ハイドロ
ゲル薄膜。
【請求項４】
　細胞培養液成分を有する請求項１から３いずれかの磁気付与型ハイドロゲル薄膜。
【請求項５】
　細胞外マトリックス成分を含有するガラス化されたマトリックスゲルの再水和物からな
る薄膜の周縁部に保持体が一体化形成されてなり、この保持体において少なくとも２つの
磁石シートによって挟持されてなることを特徴とする磁気付与型ハイドロゲル薄膜。
【請求項６】
　保持体が、環状体である請求項５の磁気付与型ハイドロゲル薄膜。
【請求項７】
　保持体が、生体吸収材からなる請求項５または６の磁気付与型ハイドロゲル薄膜。
【請求項８】
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　磁石シートが、前記保持体の形状と略同一形状である請求項５から７いずれかの磁気付
与型ハイドロゲル薄膜。
【請求項９】
　磁気ビーズ含有溶液と細胞外マトリックス成分含有溶液とを混合し、この混合溶液をゲ
ル化させて、さらに乾燥させてガラス化し、次いで再水和することを特徴とする磁気付与
型ハイドロゲル薄膜の製造方法。
【請求項１０】
　磁気ビーズ含有溶液と細胞外マトリックス成分含有溶液との混合比率が、１：１００～
１：１の範囲内である請求項９の磁気付与型ハイドロゲル薄膜薄膜の製造方法。
【請求項１１】
　複数の細胞外マトリックス成分を有する請求項９または１０の磁気付与型ハイドロゲル
薄膜の製造方法。
【請求項１２】
　細胞外マトリックス成分がコラーゲンである請求項９から１１いずれかの磁気付与型ハ
イドロゲル薄膜の製造方法。
【請求項１３】
　細胞培養液成分を有する請求項９から１２のいずれかの磁気付与型ハイドロゲル薄膜の
製造方法。
【請求項１４】
　請求項１から８のいずれかの磁気付与型ハイドロゲル薄膜からなる細胞培養基質体。
【請求項１５】
　請求項１４の基質体に細胞を播種して、培養することを特徴とする磁気付与型ハイドロ
ゲル薄膜を用いた細胞培養方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願発明は、磁気付与型ハイドロゲル薄膜に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　従来より、細胞培養は、様々な医療技術や医薬品の開発等を目的として種々の態様にお
いて実施されてきている。この細胞培養のための方法の一つとして、コラーゲン等の細胞
外マトリックス成分を用いる方法が知られている。また、この方法では、例えば、コラー
ゲンの場合のように、通常の細胞培養の二次元平面培養としての制約を緩和して、生体の
組織形態や機能発現にできるだけ近い状態での三次元性を確保しようとする様々な試みも
なされている。
【０００３】
　ただ、その利用について注目されているコラーゲン等を用いての培養法については、例
えば、コラーゲンハイドロゲルの場合には、そのものがやわらかく、取り扱いが難しいこ
と等の問題があり、細胞培養基質としての調製が必ずしも容易でなく、より簡便な利用法
が確立されていないのが実情であった。本願発明の発明者は、コラーゲン等の細胞外マト
リックス成分の利用について様々な観点から検討を進めた結果、細胞培養基質としての調
製が容易で、その使用が簡便であって、しかも、培養基質としての性能が良好で、臓器癒
着防止等への応用も可能とされるマトリックス物質の利用方策として、細胞外マトリック
ス成分を含有するガラス化されたマトリックスゲル薄膜の水和物からなる薄膜を提案した
（特許文献１、非特許文献１）。
【０００４】
　しかしながら、上記のようなハイドロゲル薄膜は、気相や液体中での移動や固定が困難
であり、例えば、羊水中で行われる胎児手術において、修復材料として病変部に被覆させ
ることが難しいという問題があった。
【０００５】
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　また、培養液等の液中での平面形状の維持や、両面培養が困難であるという問題もあっ
た。
【特許文献１】特開平８－２２８７６８号公報
【非特許文献１】Cell Transplant., volume 13, pages 463-473, 2004
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　そこで、本願発明は、以上のとおりの背景よりなされたものであって、気相のみならず
液体中でも磁力で移動および固定することができ、例えば、羊水という液相中で施行され
る胎児手術においての病変部の修復材料として利用が可能な、新しい磁気付与型ハイドロ
ゲル薄膜を提供することを課題としている。
【０００７】
　また、本願発明は、既存のコラーゲン等のハイドロゲルを磁力で移動および固定するこ
とができ、例えば、培養液中でも平面形状の維持が向上し、両面培養に有効な新しい磁気
付与型ハイドロゲル薄膜を提供することをも課題としている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本願発明は、上記の課題を解決するものとして、第１には、磁気ビーズとともに細胞外
マトリックス成分を含有するガラス化されたマトリックスゲル薄膜の再水和物からなる薄
膜であることを特徴とする磁気付与型ハイドロゲル薄膜を提供する。また、第２には、こ
の薄膜において、複数の細胞外マトリックス成分を含有すること、第３には、細胞外マト
リックス成分がコラーゲンであること、第４には、細胞培養液成分を有することを特徴と
する。
【０００９】
　さらに、本願発明は、第５には、細胞外マトリックス成分を含有するガラス化されたマ
トリックスゲルの再水和物からなる薄膜の周縁部に保持体が一体化形成されてなり、この
保持体において少なくとも２つの磁石シートによって挟持されてなることを特徴とする磁
気付与型ハイドロゲル薄膜を提供し、この薄膜において、第６には、保持体が環状体であ
ること、第７には、保持体が生体吸収材からなること、第８には、磁石シートが前記保持
体の形状と略同一形状であることを特徴とする。
【００１０】
　さらにまた、第９には、磁気ビーズ含有溶液と細胞外マトリックス成分含有溶液とを混
合し、この混合溶液をゲル化させて、さらに乾燥させてガラス化し、次いで再水和するこ
とを特徴とする磁気付与型ハイドロゲル薄膜の製造方法を提供する。そして、この製造方
法において、第１０には、磁気ビーズ含有溶液と細胞外マトリックス成分含有溶液との混
合比率が、１：１００～１：１の範囲内であること、第１１には、複数の細胞外マトリッ
クス成分を有すること、第１２には、細胞外マトリックス成分がコラーゲンであること、
第１３には、細胞培養液成分を有することを特徴とする。
【００１１】
　本願発明は、第１４には、上記第１から第８いずれかの発明である磁気付与型ハイドロ
ゲル薄膜からなる細胞培養基質体を提供する。
【００１２】
　そして、第１５には、上記第１４の発明である基質体に、細胞を播種して培養すること
を特徴とする磁気付与型ハイドロゲル薄膜を用いた細胞培養方法をも提供する。
【発明の効果】
【００１３】
　第１の発明によれば、気相のみならず液体中でも磁力で移動および固定することができ
、例えば、羊水という液相中で施行される胎児手術においての病変部の修復材料として利
用することができる。
【００１４】
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　そして、第２、第３の発明によれば、上記第１の発明の効果に加えて、生体への適合性
を向上させることができる。
【００１５】
　第４の発明によれば、上記第１から第３の発明の効果に加えて、細胞の培養効率をさら
に高めることができる。
【００１６】
　第５の発明によれば、既存のコラーゲン等のハイドロゲル薄膜を磁力で移動および固定
することができ、培養液中でも平面形状の維持が向上し、細胞の両面培養をも実現するこ
とができる。
【００１７】
　第６の発明によれば、上記第５の発明の効果に加え、取り扱い性をさらに向上させるこ
とができる。
【００１８】
　第７の発明によれば、上記第５および第６の発明の効果に加え、生体適合性をさらに向
上させることができる。
【００１９】
　第８の発明によれば、上記第５から第７の発明の効果に加え、磁石シートによる保持力
をさらに向上させることができる。
【００２０】
　第９の発明によれば、上記第１の発明である磁気付与型ハイドロゲル薄膜を効率よく製
造することができる。
【００２１】
　第１０の発明によれば、上記第９の発明における製造効率を、さらに向上させることが
できる。
【００２２】
　第１１の発明によれば、上記第２の発明である磁気付与型ハイドロゲル薄膜を効率よく
製造することができる。
【００２３】
　第１２の発明によれば、上記第３の発明である磁気付与型ハイドロゲル薄膜を効率よく
製造することができる。
【００２４】
　第１３の発明によれば、上記第４の発明である磁気付与型ハイドロゲル薄膜を効率よく
製造することができる。
【００２５】
　第１４の発明によれば、培養する細胞の基質体への接着性および成長性を向上させるこ
とができる。
【００２６】
　そして、第１５の発明によれば、細胞を効率よく培養することができ、さらに、細胞培
養後には、上記第１４の発明である基質体を、臓器癒着防止機能を有する生体修復材料と
して活用することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２７】
　本願発明は上記のとおりの特徴をもつものであるが、以下にその実施の形態について説
明する。
【００２８】
　本願発明の磁気付与型ハイドロゲル薄膜の第１の実施形態例は、磁気ビーズとともに細
胞外マトリックス成分を含有するガラス化されたマトリックスゲル薄膜の再水和物からな
る薄膜であることを特徴としている（以下、磁気ビーズ含有型ハイドロゲル薄膜とするこ
とがある）。また、この薄膜における磁気ビーズの分散状態は、例えば、図１（Ａ）のよ
うに薄膜全体に均一に分散している状態でもよいし、図１（Ｂ）のように薄膜の中心に集
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合している状態でもよいし、さらには、図１（Ｃ）のように薄膜の周縁部に環状に集合し
ている状態等でもよく、薄膜の使用箇所や使用目的等に応じて、適宜に設定することがで
きる。これらの設定については、具体的には、たとえば、磁気ビーズ含有溶液と細胞外マ
トリックス成分含有溶液の混合溶液を注ぐ培養皿の直下に円形状、あるいは環状の磁石を
置くことでパターニングして設定することができる。さらには、磁石形状の工夫で、任意
の位置に磁気ビーズの集合パターンとして各種に設定することが可能である。
【００２９】
　このように、磁気ビーズを含有させることで、気相のみならず液体中でも磁力で移動お
よび固定することができ、具体的には、例えば、羊水という液相中で施行される胎児手術
においての病変部の修復材料として、本願発明の薄膜を活用することができる。
【００３０】
　ここで、本願発明における磁気ビーズについては、各種のものが使用できるが、その代
表的なものとしては、例えば、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（商品名）等がある。
【００３１】
　また、細胞外マトリックス成分については、その代表的なものとしてコラーゲンがあり
、その応用が注目されているところである。コラーゲンについては、Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ、
ＩＶ、Ｖ、ＶＩ、ＶＩＩＩ、ＩＸ、Ｘ型等のものがあるが、本願発明においては、これら
のいずれも使用することができる。このコラーゲンの他にも、フィブロネクチン、ビトロ
ネクチン、ラミニン、プロテオグリカン、グリコサミノグリカン、マトリゲル（商品名）
等があり、これらを適宜に使用することができ、生体への適合性を向上させることができ
る。
【００３２】
　また、本願発明の薄膜には、さらに細胞培養液成分を有してもよい。細胞培養液を含有
させることで、生体への適合性をさらに向上させることができる。細胞培養液成分につい
ては、特に限定はなく、至適な塩組成、その濃度、ｐＨ等が選択される。また、標準培地
、例えば、イスコフ培地、ＲＰＭＩ培地、ダルベッコＭＥＭ培地、ＭＥＭ培地、Ｆ１２培
地等を使用することができる。
【００３３】
　本願発明は、別の実施形態例として、従来の磁気機能を有していないハイドロゲル薄膜
に磁気付与して、磁気付与型ハイドロゲル薄膜（以下、磁石シート挟持型ハイドロゲル薄
膜とすることがある）とすることもできる。具体的には、図２（Ａ）（Ｂ）の例のように
、細胞外マトリックス成分を含有するガラス化されたマトリックスゲルの再水和物からな
るハイドロゲル薄膜の周縁部に保持体が一体化形成されてなるハイドロゲル薄膜において
、この保持体にて少なくとも２つ（すなわち、少なくとも１対）の磁石シートによって挟
持してなることを特徴とする。ここで、磁石シートは、通常、図２のように、保持体全体
にて挟持する形状のものを使用するが、例えば、図３のように、保持体の一部のみにて挟
持する形状でもよい。
【００３４】
　このように薄膜の保持体を２つの磁石シート、例えば、シート状のゴム磁石で挟持する
ことで、磁石シートの磁力で固定されることになり、既存のコラーゲン等のハイドロゲル
薄膜を磁力で移動および固定することができ、培養液中でも平面形状の維持が向上し、細
胞の両面培養をも効率よく実現することができる。
【００３５】
　このようなハイドロゲル薄膜においては、保持体については、ナイロン膜、ワイヤ、針
金等によって形成した環状体や、ガーゼ、その他の織成体等からなる網状体等の適宜なも
のであってよく、生体吸収体としてもよい。その使用態様に応じてその形状、大きさ、素
材等を選択すればよい。
【００３６】
　例えば、図２（Ａ）（Ｂ）に例示したように、特に保持体を環状体とすることで、取り
扱い性をさらに向上させることができるとともに、薄膜の中心において細胞の培養領域を
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確保することができる。
【００３７】
　また、上記のとおり、保持体が生体吸収材からなることを特徴とすることで、生体適合
性をさらに向上させることができる。生体吸収材としては、例えば、ポリ乳酸、ポリグリ
コール酸、コラーゲン、ヒアルロン酸、プロテオグリカン、アグリカン、コンドロイチン
硫酸、ゼラチン等、各種のものが使用することができる。
【００３８】
　さらに、磁石シートが前記保持体の形状と略同一形状であること、例えば、保持体が上
記のように環状体である場合、磁石シートも環状体とすることで、磁石シートによる薄膜
への保持力をさらに向上させることができる。
【００３９】
　そして、本願発明は、上記のとおりの磁気ビーズ含有型ハイドロ薄膜を効率よく製造す
ることのできる製造方法も提供する。具体的には、磁気ビーズ含有溶液と細胞外マトリッ
クス成分含有溶液とを混合し、この混合溶液をゲル化させて、さらに乾燥させてガラス化
し、次いで再水和することで、上記の磁気ビーズを含有する、磁気付与型ハイドロゲル薄
膜を効率よく製造することができる。
【００４０】
　また、上記製造方法において、磁気ビーズ含有溶液と細胞外マトリックス成分含有溶液
との混合比率を１：１００～１：１の範囲内に設定することで、より効率よく磁気付与型
ハイドロゲル薄膜を製造することができる。
【００４１】
　さらに、このとき、細胞外マトリックス成分含有溶液には、複数の細胞外マトリックス
成分を含有せしめることで、生体適合性にさらに優れた磁気付与型ハイドロゲル薄膜を製
造することができる。さらにまた、細胞外マトリックス成分がコラーゲンとすることで、
生体適合性はもちろん、その取り扱い性も向上した磁気付与型ハイドロゲル薄膜を得るこ
とができる。そして、このとき、上記のとおりの、例えば、イスコフ培地、ＲＰＭＩ培地
、ダルベッコＭＥＭ培地、ＭＥＭ培地、Ｆ１２培地等の細胞培養液成分を有することで、
細胞の培養効率が高い磁気付与型ハイドロゲル薄膜を製造することができる。
【００４２】
　本願発明は、上記のような磁気付与型ハイドロゲル薄膜からなる細胞培養基質体をも提
供する。具体的には、細胞培養基質体としての製造においては、例えば、まず、＜１＞磁
気ビーズ含有型ハイドロゲル薄膜の場合、培地や血清等を有する組成物に、磁気ビーズ溶
液とコラーゲン等のマトリックス水溶液を混合し、これを至適な温度でインキュベートと
してゲル化する。このとき、上記混合液中に、所望により各種の保持体を入れることもで
きる。一方、磁石シート挟持型ハイドロゲル薄膜の場合においても、基本的には同様にし
て、ゲル化させる。ただし、磁気ビーズは含有させていない点と、保持体を一体化させる
ことを必須としている点で相違している。
【００４３】
　次いで、このゲル体は、磁気ビーズ含有型ハイドロゲル薄膜と磁石シート挟持型ハイド
ロゲル薄膜と共通して、さらに風乾等で乾燥するとガラス化する。このガラス化の現象や
、ガラス化したゲルをさらに改変して利用すること、さらには、この改変によって細胞培
養基質体等として利用すること等は知られておらず、本願発明によってはじめて実現され
たことである。
【００４４】
　すなわち、本願発明の製造方法では、磁気ビーズ含有型ハイドロゲル薄膜の場合は、こ
のガラス化した磁気ビーズとコラーゲン等の細胞外マトリックス成分を含有するゲルを再
水和処理する。また、磁石シート挟持型ハイドロゲル薄膜の場合は、コラーゲン等の細胞
外マトリックス成分を含有するゲルを水和処理して得られる薄膜を、２つの磁石シートで
挟持する。
【００４５】
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　このことによって、強度のある磁気付与型ハイドロゲル薄膜を得る。これらのものは、
細胞培養基質体とすることができ、臓器癒着防止にも有効となる。
【００４６】
　ガラス化については、この発明では、一般的には、終濃度０．０５～５％程度の細胞外
マトリックス成分含有ゲルを、ゆっくりと無菌的に完全に乾燥（例えば、風乾）する。こ
うすることでガラス化する。そして、このガラス化したゲルの再水和は、ＰＢＳ（リン酸
緩衝液）等の緩衝液で処理することで容易に実施される。
【００４７】
　そして、磁気付与型ハイドロゲル薄膜を用いた細胞培養方法として、上記のような基質
体に、各種の細胞を播種して培養することで、細胞を効率よく、しかも三次元的に培養す
ることができ、細胞培養後には、臓器癒着防止機能を有する生体修復材料として活用する
ことができる。本願発明において、培養できる細胞は、特に限定されるものではなく、例
えば、全能性を有する胚性幹細胞や、肝臓や腎臓、心臓等の各臓器由来の細胞、株化細胞
等、各種の細胞を培養することができる。
【００４８】
　そして、上記のとおりの本願発明の磁気付与型ハイドロゲル薄膜は、薄膜そのものとし
て、あるいは、保持体と一体化された薄膜として、いずれも取り扱いが容易で適度な強度
と、薄膜形状を有し、細胞培養基質としての組成を持たせることができるため、培養のた
めの調製が容易で、極めて利便性に優れたものとなる。
【００４９】
　以下、さらに詳しくコラーゲンを例とする実施例を示し、本願発明の構成並びに作用効
果について説明する。もちろん、本願発明は、上記のとおりの実施形態および以下の実施
例に限定されるものではなく、その細部については様々な態様が可能であることは言うま
でもない。
【実施例】
【００５０】
実施例１：磁気ビーズ含有型のハイドロゲル薄膜の製造
１．　磁気ビーズとして直径４．５μｍ±０．２μｍのＤｙｎａｂｅａｄｓ（商品名）を
使用し、細胞外マトリックス成分としてＩ型コラーゲンを使用して、磁気ビーズ含有型の
ハイドロゲル薄膜を製造した。
（１）　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（商品名）を培養液：１０％牛胎仔血清（ＦＢＳ）含有のダ
ルベッコ改変イーグル培養液（ＤＭＥＭ）に、４×１０８ビーズ／ｍＬの密度となるよう
に懸濁し、磁気ビーズ含有溶液を調製した。
（２）　上記磁気ビーズ含有溶液と等量の０．５％Ｉ型コラーゲン溶液と混合し、混合液
を調製した。
（３）　上記混合溶液を、３７℃で２時間保温し、ゲル化させた。
（４）　次いで、１０℃、４０％湿度の条件下で、ガラス化させた。
（５）　ＰＢＳで再水和処理して、薄膜全体に磁気ビーズが均一分散した含有型のハイド
ロゲル薄膜を製造した（図１（Ａ））。
２．　得られたハイドロゲル薄膜に磁石を近づけて、磁力を加えたところ、図４（Ａ）（
Ｂ）に例示したように、ハイドロゲル薄膜は磁石に引き寄せられるように移動し、最終的
には磁石に付着して固定された。
実施例２：磁石シート挟持型のハイドロゲル薄膜の製造
１．　細胞外マトリックス成分としてＩ型コラーゲンを使用して、従来の保持体が一体化
しているハイドロゲル薄膜を製造し、これを用いて磁石シート挟持型のハイドロゲル薄膜
を製造した。
（１）　公知の方法（例えば、特開平８－２２８７６８号公報）で、従来の保持体が一体
化している円盤状のハイドロゲル薄膜を製造し、用意した。保持体は、ナイロン膜をしよ
うした。
（２）　シート状のゴム磁石を環状にカット、成型した。これを２枚用意した。
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（３）　上記２枚の環状ゴム磁石の間に、従来のハイドロゲル薄膜を入れ、挟持させて磁
力で固定することで、磁石シート挟持型のハイドロゲル薄膜を製造した（図２（Ａ）（Ｂ
））。
２．　図には示していないが、得られた磁石シート挟持型のハイドロゲル薄膜に磁石を近
づけたところ、磁石に引き寄せられて移動し、しかも培養液中でも平面形状を維持してい
た。したがって、平面形状を維持して、任意の場所へ容易に移動させることができること
を確認することができた。
【図面の簡単な説明】
【００５１】
【図１】本願発明の磁気付与型ハイドロゲル薄膜の一実施形態として、磁気ビーズ含有型
のハイドロゲル薄膜を例示した図であり、（Ａ）は磁気ビーズが薄膜全体に均一分散した
例、（Ｂ）は磁気ビーズが薄膜の中心部に集合した例、（Ｃ）は磁気ビーズが薄膜の周縁
部に集合した例を示している。
【図２】本願発明の磁気付与型ハイドロゲル薄膜の別の実施形態として、磁石シート挟持
型のハイドロゲル薄膜を例示した図であり、（Ａ）はハイドロゲル薄膜の一面に磁石シー
トを設置した状態、（Ｂ）ハイドロゲル薄膜の両面それぞれに磁石シートを設置した状態
を示している。
【図３】磁石シート挟持型のハイドロゲル薄膜においての別の実施形態を例示した図であ
る。
【図４】実施例１の実験結果を示した図であり、（Ａ）は本願発明の薄膜が磁石に引き寄
せられている状態、（Ｂ）は本願発明の薄膜が磁石に付着した状態を示している。
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