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(57)【要約】
【課題】本開示は、刺激応答性ポリマーに刺激を与えた
後でも細胞シートを安定的に保持することができ、かつ
細胞シートを容易に回収できる細胞培養容器を提供する
ことを目的とする。
【解決手段】本実施形態は、刺激により細胞接着度合い
が変化する刺激応答性領域と、前記刺激応答性領域を取
り囲むように隣接して配置された細胞接着性を有する少
なくとも１つの細胞接着性領域と、を含むシート形成領
域を有する細胞培養容器であって、前記刺激応答性領域
及び前記細胞接着性領域が隣接している境界部分である
少なくとも１つの接着境界が存在し、前記刺激応答性領
域は、前記接着境界のそれぞれに接する連続した領域で
ある、細胞培養容器である。
【選択図】図１１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　刺激により細胞接着度合いが変化する刺激応答性領域と、
　前記刺激応答性領域を取り囲むように前記刺激応答性領域に隣接して配置された細胞接
着性を有する少なくとも１つの細胞接着性領域と、
を含むシート形成領域を有する細胞培養容器であって、
　前記刺激応答性領域及び前記細胞接着性領域が隣接している境界部分である少なくとも
１つの接着境界が存在し、
　前記刺激応答性領域は、前記接着境界のそれぞれに接する連続した領域である、細胞培
養容器。
【請求項２】
　前記接着境界は、前記刺激応答性領域の外周付近に配置されている、請求項１に記載の
細胞培養容器。
【請求項３】
　前記接着境界が複数存在する、請求項１又は２に記載の細胞培養容器。
【請求項４】
　前記接着境界が少なくとも４つ存在する、請求項１～３のいずれか１項に記載の細胞培
養容器。
【請求項５】
　前記刺激応答性領域の重心と一つの接着境界のうちの２つの点のそれぞれとを結ぶ２つ
の直線により形成される角度であって該角度が最大となるように前記２つの点が選択され
た角度を角度θとした場合、前記接着境界の全てに対応する角度θの総和が９０°以上で
ある、請求項３又は４に記載の細胞培養容器。
【請求項６】
　前記角度θの総和が１８０°以上である、請求項５に記載の細胞培養容器。
【請求項７】
　前記刺激応答性領域の重心と一つの接着境界のうちの２つの点のそれぞれとを結ぶ２つ
の直線及び前記一つの接着境界で囲われる領域であって該領域の面積が最大となるように
前記２つの点が選択された領域の面積を面積Ｔとした場合、前記接着境界の全てに対応す
る面積Ｔの総和が、前記刺激応答性領域の面積に対して、０．２倍以上である、請求項３
～６のいずれか１項に記載の細胞培養容器。
【請求項８】
　前記接着境界の総合長さが、前記刺激応答性領域の外周の長さに対して０．２倍以上で
ある、請求項３～７のいずれか１項に記載の細胞培養容器。
【請求項９】
　前記シート形成領域は、前記接着境界の総数の前記刺激応答性領域の重心から伸びる直
線で、分割後のそれぞれの面積が等しくなるように前記刺激応答性領域を前記接着境界の
総数の領域に分割した場合、分割後の刺激応答性領域のそれぞれに、少なくとも１つの接
着境界が接している配置形状を有する、請求項３～８のいずれか１項に記載の細胞培養容
器。
【請求項１０】
　前記シート形成領域は、前記分割後の刺激応答性領域のそれぞれに、１つの接着境界の
みが接している配置形状を有する、請求項９に記載の細胞培養容器。
【請求項１１】
　一つの接着境界のうちの１つの点と該一つの接着境界に隣り合う接着境界のうちの１つ
の点とを結ぶ直線であって該直線が最短となるように前記１つの点のそれぞれが選択され
た直線を直線Ｌとした場合、全ての接着境界に対応する直線Ｌと全ての接着境界とで囲ま
れる領域の面積が、シート形成領域の面積に対して０．６倍以上である、請求項３～１０
のいずれか１項に記載の細胞培養容器。
【請求項１２】
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　前記接着境界が１つのみ存在し、該接着境界の長さが、前記刺激応答性領域の外周の長
さに対して０．７倍以上である、請求項１又は２に記載の細胞培養容器。
【請求項１３】
　前記細胞接着性領域が刺激応答性領域の全外周に接して配置されている、請求項１２に
記載の細胞培養容器。
【請求項１４】
　シート形成領域の面積に対する刺激応答性領域の面積の比が、０．６以上である、請求
項１～１３のいずれか１項に記載の細胞培養容器。
【請求項１５】
　細胞非接着性を有する細胞非接着性領域が、前記シート形成領域の外側に配置されてい
る、請求項１～１４のいずれか１項に記載の細胞培養容器。
【請求項１６】
　前記刺激応答性領域が、刺激応答性ポリマーを含む刺激応答性層から構成され、
　前記刺激応答性層が、基材上に形成されている、請求項１～１５のいずれか１項に記載
の細胞培養容器。
【請求項１７】
　前記刺激応答性ポリマーが、下限臨界溶液温度を有する温度応答性ポリマーを含む、請
求項１６に記載の細胞培養容器。
【請求項１８】
　前記基材が細胞接着性を有し、前記細胞接着性領域が前記基材の表面から構成されてい
る、請求項１６又は１７に記載の細胞培養容器。
【請求項１９】
　前記基材が、ガラス又はプラスチックを含む、請求項１８に記載の細胞培養容器。
【請求項２０】
　請求項１～１９のいずれか１項に記載の細胞培養容器で細胞を培養して細胞シートを形
成する工程を含む、細胞シートの製造方法。
【請求項２１】
　請求項１８又は１９に記載の細胞培養容器を製造する方法であって、
　前記細胞接着性を有する基材の上に前記刺激応答性層を形成する工程と、
　前記刺激応答性層を部分的に除去して、前記基材を露出する工程と、
を含む、細胞培養容器の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、細胞培養容器、細胞シートの製造方法、及び細胞培養容器の製造方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　再生医療技術の一つとして、細胞を移植する手法がある。移植のための細胞の形態とし
ては、細胞をシート状に培養して得られる細胞シートが挙げられる。細胞シートは、細胞
間結合で細胞同士が連結されたシート状の細胞集合体である。また、細胞シートはシャー
レなどの基材上で細胞を培養することにより形成することができる。
【０００３】
　細胞シートを形成する方法として、光や温度などの刺激によって細胞に対する接着度合
いが変化する刺激応答性ポリマーを含む刺激応答性層を利用した方法が知られている。刺
激応答性ポリマーとしては、例えば、温度応答性ポリマーが挙げられる。この温度応答性
ポリマーは、温度を低くすると、そのコンフォメーションが変化する性質を有する。温度
応答性ポリマーを利用した細胞シートの形成方法では、細胞をその表面上で培養する培養
層として温度応答性ポリマーを含む層が基材上に形成されている容器が用いられる。この
温度応答性ポリマーを含む層上で、細胞を細胞培養温度（例えば３７℃）で接着させなが
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ら培養することにより、細胞シートを形成することができる。そして、細胞を培養して細
胞シートを形成した後、温度応答性ポリマーを含む層の温度を下げると、温度応答性ポリ
マーのコンフォメーションが変化し、細胞シートがその表面に接着できなくなる。その結
果、温度応答性ポリマーを含む層から細胞シートを剥離して回収することができる。
【０００４】
　刺激応答性ポリマーを利用して細胞シートを形成する方法を開示する文献として、例え
ば、以下の特許文献が挙げられる。
【０００５】
　特許文献１では、水に対する上限若しくは下限臨界溶液温度が０～８０℃であるポリマ
ーで基材表面を被覆した細胞培養支持体上にて、皮膚細胞を上限臨界溶液温度以下又は下
限臨界溶液温度以上で培養し、その後上限臨界溶液温度以上又は下限臨界溶液温度以下に
することにより培養皮膚細胞が剥離されることを特徴とする皮膚細胞培養法が開示されて
いる。
【０００６】
　特許文献２では、細胞非接着性に変化することが可能である内底面を有する培養容器に
、細胞を含有する培養液を加える細胞添加工程と、培養容器に加えられた細胞に内底面方
向への遠心力を作用させながら、細胞間接着が形成される条件下で細胞培養を行い、細胞
間を接着させて組織を形成する細胞培養工程と、細胞培養工程において得られた組織を前
記内底面から剥離し回収する剥離工程とを含む、組織の作製方法が開示されている。
【０００７】
　特許文献３では、鉄架橋アルギン酸ゲルを含む細胞培養用基質の上で細胞を培養する工
程、及び鉄架橋アルギン酸ゲルを含む細胞培養用基質を鉄に特異的に結合するキレート剤
を用いて溶解し、培養した細胞を細胞シートとして得る工程、を含む細胞シートの製造方
法が開示されている。
【０００８】
　また、刺激応答性領域、細胞接着性領域及び細胞非接着性領域の配置を特定した細胞培
養用基材が特許文献４及び５に開示されている。
【０００９】
　特許文献４では、刺激により細胞の接着度合いが変化する刺激応答性領域と、細胞接着
性を有する細胞接着性領域と、細胞非接着性を有する細胞非接着性領域と、を有し、前記
刺激応答性領域及び前記細胞接着性領域の境界部分である接着境界を有し、前記刺激応答
性領域の外周の少なくとも一部に、前記刺激応答性領域及び前記細胞非接着性領域の境界
部分である非接着境界を有することを特徴とする細胞培養用基材が開示されている。
【００１０】
　特許文献５では、刺激により細胞接着性が変化する刺激応答性領域と、細胞易接着性を
有する細胞接着性領域と、細胞非接着性を有する細胞非接着性領域と、を有し、前記刺激
応答性領域は少なくとも２箇所において前記細胞接着性領域と隣り合い、前記刺激応答性
領域及び前記細胞接着性領域の境界部分である少なくとも２つの分離された接着境界を有
し、前記刺激応答性領域が、前記接着境界間を結ぶように配置され、前記細胞非接着性領
域が、前記刺激応答性領域の周囲に配置されていることを特徴とする細胞培養容器が開示
されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】特開平０５－１９２１３８号公報
【特許文献２】特開２０１４－２３５４０号公報
【特許文献３】特開２０１２－６５６３２号公報
【特許文献４】特開２０１２－１０５６０８号公報
【特許文献５】特開２０１２－１０５６０９号公報
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　特許文献１～３では、各種刺激応答性ポリマーを利用して細胞シートを形成している。
しかしながら、これらの方法では、刺激応答性ポリマーに所定の刺激を与えると、完全に
細胞シートが培養面から剥離してしまう。細胞シートは脆弱であるため、一旦培養面から
剥がれると、破れが生じ易くなり、また、張力のために収縮して形状が変形し易くなる。
そのため、細胞シートは、基材から剥離した後、直ぐに別の支持体で保持する必要がある
。しかし、この操作が煩雑であり、場合にはこの操作によって細胞シートの破れや変形が
生じてしまう場合もある。そのため、刺激応答性ポリマーに刺激を与えた後でも細胞シー
トを培養面上に安定的に保持することができ、かつ刺激付与後に細胞シートを容易に回収
できる細胞培養容器の開発が求められている。
【００１３】
　特許文献４及び５では、刺激付与後の細胞シートの形状安定性及び細胞シートの回収容
易性の観点からは検討されておらず、上記要求に十分に答えるものではない。
【００１４】
　そこで、本開示は、刺激付与後でも細胞シートを培養面上に安定的に保持することがで
き、かつ細胞シートを容易に回収できる細胞培養容器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】
【００１５】
　そこで、本発明の一態様を、以下に示す。
【００１６】
（１）刺激により細胞接着度合いが変化する刺激応答性領域と、
　前記刺激応答性領域を取り囲むように前記刺激応答性領域に隣接して配置された細胞接
着性を有する少なくとも１つの細胞接着性領域と、
を含むシート形成領域を有する細胞培養容器であって、
　前記刺激応答性領域及び前記細胞接着性領域が隣接している境界部分である少なくとも
１つの接着境界が存在し、
　前記刺激応答性領域は、前記接着境界のそれぞれに接する連続した領域である、細胞培
養容器。
（２）前記接着境界は、前記刺激応答性領域の外周付近に配置されている、（１）に記載
の細胞培養容器。
（３）前記接着境界が複数存在する、（１）又は（２）に記載の細胞培養容器。
（４）前記接着境界が少なくとも４つ存在する、（１）～（３）のいずれか１つに記載の
細胞培養容器。
（５）前記刺激応答性領域の重心と一つの接着境界のうちの２つの点のそれぞれとを結ぶ
２つの直線により形成される角度であって該角度が最大となるように前記２つの点が選択
された角度を角度θとした場合、前記接着境界の全てに対応する角度θの総和が９０°以
上である、（３）又は（４）に記載の細胞培養容器。
（６）前記角度θの総和が１８０°以上である、（５）に記載の細胞培養容器。
（７）前記刺激応答性領域の重心と一つの接着境界のうちの２つの点のそれぞれとを結ぶ
２つの直線及び前記一つの接着境界で囲われる領域であって該領域の面積が最大となるよ
うに前記２つの点が選択された領域の面積を面積Ｔとした場合、前記接着境界の全てに対
応する面積Ｔの総和が、前記刺激応答性領域の面積に対して、０．２倍以上である、（３
）～（６）のいずれか１つに記載の細胞培養容器。
（８）前記接着境界の総合長さが、前記刺激応答性領域の外周の長さに対して０．２倍以
上である、（３）～（７）のいずれか１つに記載の細胞培養容器。
（９）前記シート形成領域は、前記接着境界の総数の前記刺激応答性領域の重心から伸び
る直線で、分割後のそれぞれの面積が等しくなるように前記刺激応答性領域を前記接着境
界の総数の領域に分割した場合、分割後の刺激応答性領域のそれぞれに、少なくとも１つ
の接着境界が接している配置形状を有する、（３）～（８）のいずれか１つに記載の細胞
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培養容器。
（１０）前記シート形成領域は、前記分割後の刺激応答性領域のそれぞれに、１つの接着
境界のみが接している配置形状を有する、（９）に記載の細胞培養容器。
（１１）一つの接着境界のうちの１つの点と該一つの接着境界に隣り合う接着境界のうち
の１つの点とを結ぶ直線であって該直線が最短となるように前記１つの点のそれぞれが選
択された直線を直線Ｌとした場合、全ての接着境界に対応する直線Ｌと全ての接着境界と
で囲まれる領域の面積が、シート形成領域の面積に対して０．６倍以上である、（３）～
（１０）のいずれか１つに記載の細胞培養容器。
（１２）前記接着境界が１つのみ存在し、該接着境界の長さが、前記刺激応答性領域の外
周の長さに対して０．７倍以上である、（１）又は（２）に記載の細胞培養容器。
（１３）前記細胞接着性領域が刺激応答性領域の全外周に接して配置されている、（１２
）に記載の細胞培養容器。
（１４）シート形成領域の面積に対する刺激応答性領域の面積の比が、０．６以上である
、（１）～（１３）のいずれか１つに記載の細胞培養容器。
（１５）細胞非接着性を有する細胞非接着性領域が、前記シート形成領域の外側に配置さ
れている、（１）～（１４）のいずれか１つに記載の細胞培養容器。
（１６）前記刺激応答性領域が、刺激応答性ポリマーを含む刺激応答性層から構成され、
　前記刺激応答性層が、基材上に形成されている、（１）～（１５）のいずれか１つに記
載の細胞培養容器。
（１７）前記刺激応答性ポリマーが、下限臨界溶液温度を有する温度応答性ポリマーを含
む、（１６）に記載の細胞培養容器。
（１８）前記基材が細胞接着性を有し、前記細胞接着性領域が前記基材の表面から構成さ
れている、（１６）又は（１７）に記載の細胞培養容器。
（１９）前記基材が、ガラス又はプラスチックを含む、（１８）に記載の細胞培養容器。
（２０）（１）～（１９）のいずれか１つに記載の細胞培養容器で細胞を培養して細胞シ
ートを形成する工程を含む、細胞シートの製造方法。
（２１）（１８）又は（１９）に記載の細胞培養容器を製造する方法であって、
　前記細胞接着性を有する基材の上に前記刺激応答性層を形成する工程と、
　前記刺激応答性層を部分的に除去して、前記基材を露出する工程と、
を含む、細胞培養容器の製造方法。
【発明の効果】
【００１７】
　本開示によれば、刺激付与後でも細胞シートを培養面上に安定的に保持することができ
、かつ細胞シートを容易に回収できる細胞培養容器を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための概
略平面図である。
【図２】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための概
略平面図である。
【図３】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための概
略平面図である。
【図４】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための概
略平面図である。
【図５】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための概
略平面図である。
【図６】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための概
略平面図である。
【図７】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための概
略平面図である。
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【図８】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための概
略平面図である。
【図９】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための概
略平面図である。
【図１０】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図である。
【図１１】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図である。
【図１２】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図である。
【図１３】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図である。
【図１４】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図である。
【図１５】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図である。
【図１６】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図である。
【図１７】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図である。
【図１８】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図である。
【図１９】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図である。
【図２０】本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図である。
【図２１】本実施形態の細胞培養容器の構成例を説明するための概略図である。
【図２２】本実施形態の細胞培養容器の構成例を説明するための概略図である。
【図２３】本実施形態の細胞培養容器の構成例を説明するための概略図である。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　以下、本発明の実施形態について説明する。
【００２０】
　本実施形態は、刺激により細胞接着度合いが変化する刺激応答性領域と、前記刺激応答
性領域を取り囲むように隣接して配置された細胞接着性を有する少なくとも１つの細胞接
着性領域と、を含むシート形成領域を有する細胞培養容器であって、前記刺激応答性領域
及び前記細胞接着性領域が隣接している境界部分である少なくとも１つの接着境界が存在
し、前記刺激応答性領域は、前記接着境界のそれぞれに接する連続した領域である、細胞
培養容器である。
【００２１】
　本実施形態によれば、刺激応答性領域に刺激を与えた後でも細胞シートを安定的に保持
することができ、かつ細胞シートを容易に回収できる細胞培養容器を提供することができ
る。本実施形態に係る細胞培養容器において、刺激応答性領域に所定の刺激を与えると、
刺激応答性領域は細胞非接着性となり、細胞シートが刺激応答性領域から剥がれてくる。
この際、細胞シートはシート形成領域から完全に剥がれずに、細胞シートの一部が細胞接
着性領域に付着している。これにより、細胞シートを安定的に培養面上に保持することが
できる。また、細胞シートは部分的に培養面に付着しているため、ピンセットによる剥離
作業やピペッティングなどの水流で容易に培養面から剥がして回収することができる。
【００２２】
　刺激応答性領域は、刺激により細胞接着度合いが変化する領域であり、細胞培養時は細
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胞接着性とさせ、細胞シートの剥離操作時には刺激を付与することにより細胞非接着性と
することができる領域である。刺激応答性領域は、接着境界のそれぞれに連続するように
形成される。
【００２３】
　細胞接着性領域は、細胞接着性を有する領域である。なお、細胞接着性領域は、上記刺
激によりその細胞接着性又は細胞非接着性が実質的に変わらない。細胞接着性領域は、刺
激応答性領域を取り囲むように刺激応答性領域に隣接して配置されている。
【００２４】
　接着境界は、刺激応答性領域及び細胞接着性領域が隣接している境界部分である。接着
境界は、刺激応答性領域の外周付近に配置されることが好ましい。接着境界は少なくとも
１つ存在すればよい。また、本実施形態において、接着境界が少なくとも２つ、すなわち
複数存在することが好ましく、少なくとも３つ存在することがより好ましく、少なくとも
４つ存在することがさらに好ましい。接着境界が複数存在する場合、複数の接着境界はそ
れぞれ離れて存在する。
【００２５】
　なお、本明細書において、外周とは、連続する一つの領域におけるその外側の領域との
境を規定する外側の外縁のことを言う。また、本明細書において、内周とは、連続する一
つの領域におけるその内側の領域、つまりその領域中に囲まれる領域との境を規定する内
側の外縁のことを言う。
【００２６】
　シート形成領域は、細胞培養により細胞シートが形成される領域であり、刺激応答性領
域及び細胞接着性領域を含む。シート形成領域の外側には、シート非形成部が配置され得
る。該シート非形成部は、シート形成領域に形成される細胞シートと繋がる細胞シートが
形成されない部分であれば特に制限されるものではない。例えば、シート非形成部として
は、細胞非接着性を有する細胞非接着性領域が配置されていてもよい。すなわち、シート
形成領域の外周に接するように細胞非接着性領域が配置されていてもよい。また、シート
非形成部としては、培養液を保持する培養空間を形成する側壁が配置されていてもよい。
すなわち、シート形成領域の外周は、培養空間を形成する側壁と接していてもよい。また
、シート非形成部として、例えば段差の存在などにより、シート形成領域の外側に培養空
間が存在しており、シート形成領域に形成される細胞シートと繋がる細胞シート自体が形
成されない構成を採用することもできる。
【００２７】
　シート形成領域は、細胞培養容器の培養面に少なくとも１つ形成されることができ、培
養面に複数のシート形成領域が形成されていてもよい。培養面上に複数のシート形成領域
が配置される場合は、各シート形成領域の間には細胞非接着性領域が配置されていること
が好ましい。
【００２８】
　以下、本実施形態の細胞培養容器について、図を参照して説明する。
【００２９】
　なお、以下に記載する「重心」、「角度」又は「面積」は、画像解析ソフトを用いて求
めることができる。画像解析ソフトとしては、これらを求めることが可能であるものであ
れば特に制限されないが、例えば、「ＩｍａｇｅＪ」などが挙げられる。
【００３０】
　本発明の一実施形態は、刺激応答性領域を取り囲む細胞接着性領域を有し、刺激応答性
領域及び細胞接着性領域が隣接する境界部分である接着境界が１つのみ存在する形態であ
る。この接着境界が１つのみ存在する形態の構成例を図１に示す。図１において、細胞接
着性領域が刺激応答性領域の全外周に接して配置されており、接着境界は１つのみ存在し
ている。本実施形態は、細胞接着性領域が刺激応答性領域の全外周に接して配置されてい
るものに限定されるものではなく、例えば、刺激応答性領域の外周の一部分において、細
胞接着性領域が接して配置されていなくてもよい。



(9) JP 2019-24350 A 2019.2.21

10

20

30

40

50

【００３１】
　図１において、符号１は刺激応答性領域を示し、符号２は細胞接着性領域を示す。細胞
接着性領域２は、刺激応答性領域１を取り囲むように隣接して配置され、刺激応答性領域
１の全外周が細胞接着性領域２に接している。また、符号３は、刺激応答性領域１及び細
胞接着性領域２が隣接している境界部分である接着境界を示す。図１において、接着境界
は１つ存在している。
【００３２】
　図２において、接着境界は１つ存在しており、刺激応答性領域の外周の一部において、
細胞接着性領域が接して配置されていない。この形態の場合、細胞接着性領域が刺激応答
性領域の全外周の７０％以上に接して配置されていることが好ましい。すなわち、接着境
界の長さが、刺激応答性領域の外周の長さに対して０．７倍以上であることが好ましい。
また、接着境界の長さが０．８倍以上であることがより好ましく、０．９倍以上であるこ
とがさらに好ましい。刺激応答性領域の外周の一部において細胞接着性領域が接していな
い部分を設けることにより、ピペッティングで起こした水流が細胞シート下へ入り込むた
め剥離作業が容易になる。
【００３３】
　細胞培養により細胞シートが形成されるシート形成領域は、刺激応答性領域１及び細胞
接着性領域２を含んで構成される。シート形成領域の形状は、特に制限されるものではな
く、例えば、図１（Ａ）はシート形成領域の形状が円形である例を示し、図１（Ｂ）はシ
ート形成領域の形状が四角形である例を示している。
【００３４】
　図３に示すように、シート形成領域の外側には、細胞非接着性を有する細胞非接着性領
域がシート形成領域に隣接するように配置されていてもよい。すなわち、シート形成領域
の外周に接するように細胞非接着性領域が配置されていてもよい。また、シート形成領域
の外周は、培養液を保持する培養空間を形成する側壁と接していてもよい。また、シート
形成領域の外側には、段差などが存在して、培養空間が存在していてもよい。
【００３５】
　また、図４に示すように、細胞接着性領域２に取り囲まれている刺激応答性領域１に加
えて、第二の刺激応答性領域（外側刺激応答性領域とも称す）１１を細胞接着性領域２の
外側に隣接させて配置してもよい。この外側刺激応答性領域１１は、例えば、細胞接着性
領域２の外周に部分的に接するように配置してもよく、細胞接着性領域２の全外周に接す
るように配置してもよい。この外側刺激応答性領域１１を設けておくことにより、刺激を
付与した際に、細胞シートの端部に捲れ上がる部分ができるため、細胞シートを容易に剥
離することができる。外側刺激応答性領域１１の面積は、シート形成領域の面積に対して
０．１％以上３０％以下であることが好ましい。また、図５に示すように、刺激応答性領
域１を取り囲むように隣接して配置された細胞接着性領域２に加えて、第二の細胞接着性
領域（外側細胞接着性領域とも称す）１２を、外側刺激応答性領域１１の外側に隣接させ
て配置してもよい。この外側細胞接着性領域１２は、例えば、外側刺激応答性領域１１の
外周に部分的に接するように配置してもよく、外側刺激応答性領域１１の全外周に接する
ように配置してもよい。この外側細胞接着性領域１２を設けておくことにより、刺激を付
与した際に、細胞シートの端部を強く培養面上に付着させることができる。外側細胞接着
性領域１２の面積は、シート形成領域の面積に対して１０％以下であることが好ましい。
外側刺激応答性領域１１及び外側細胞接着性領域１２は細胞接着性領域２の外側に繰り返
し設けられていてもよい。
【００３６】
　また、刺激応答性領域１及び細胞接着性領域２の形状は、特に制限されるものではなく
、本実施形態では、細胞接着性領域２が刺激応答性領域１の外周に接して配置されていれ
ばよい。図１（Ａ）では刺激応答性領域１の形状が円形である例が示され、図１（Ｂ）で
は刺激応答性領域１の形状が四角形である例が示されているが、例えば、図６に示すよう
な非定形であり得る。
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【００３７】
　また、刺激応答性領域１を取り囲むように隣接して配置された細胞接着性領域２以外に
も、刺激応答性領域内に、さらなる細胞接着性領域が配置されていてもよい。さらなる細
胞接着性領域を設けることにより、必要に応じて細胞シートの接着性を向上することがで
きる。また、刺激応答性領域内に、細胞非接着性領域が配置されていてもよい。この際、
これらの細胞接着性領域及び細胞非接着性領域は、本発明の効果を妨げない範囲で配置さ
れ得る。
【００３８】
　本発明の一実施形態は、刺激応答性領域を取り囲む細胞接着性領域を有し、刺激応答性
領域及び細胞接着性領域が隣接する境界部分である接着境界が少なくとも２つ存在する形
態である。また、接着境界が少なくとも３つ存在することが好ましく、少なくとも４つ存
在することがより好ましい。接着境界が複数存在することにより、刺激付与後の細胞シー
トの安定性及びシート形成領域との接着力とのバランスを取り易くなる。この接着境界が
少なくとも２つ存在する実施形態のシート形成領域の構成例を図７～１０に示す。
【００３９】
　図７は、本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図であり、接着境界が２つ存在する形態を示す。図７において、符号１は刺激応
答性領域を示し、符号２ａ、２ｂは細胞接着性領域を示す。細胞接着性領域２ａ、２ｂは
、刺激応答性領域１を取り囲むように隣接して配置されている。図７の形態では、刺激応
答性領域１の外周が部分的に細胞接着性領域に接している。また、符号３ａ、３ｂは、刺
激応答性領域１及び細胞接着性領域２ａ、２ｂが隣接している境界部分である接着境界を
示す。図７の形態では、接着境界は２つ存在しており、２つの個別の細胞接着性領域に、
それぞれ１つの接着境界が形成されている。
【００４０】
　図８は、本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図であり、接着境界が３つ存在する形態を示す。図８において、符号１は刺激応
答性領域を示し、符号２ａ、２ｂ、２ｃは細胞接着性領域を示す。細胞接着性領域２ａ、
２ｂ、２ｃは、刺激応答性領域１を取り囲むように隣接して配置されている。図８の形態
では、刺激応答性領域１の外周が部分的に細胞接着性領域に接している。また、符号３ａ
、３ｂ、３ｃは、刺激応答性領域１及び細胞接着性領域２ａ、２ｂ、２ｃが隣接している
境界部分である接着境界を示す。図８の形態では、接着境界は３つ存在しており、３つの
個別の細胞接着性領域に、それぞれ１つの接着境界が形成されている。
【００４１】
　図９は、本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するための
概略平面図であり、接着境界が４つ存在する形態を示す。図９において、符号１は刺激応
答性領域を示し、符号２ａ、２ｂ、２ｃ、２ｄは細胞接着性領域を示す。細胞接着性領域
２ａ、２ｂ、２ｃ、２ｄは、刺激応答性領域１を取り囲むように隣接して配置されている
。図９の形態では、刺激応答性領域１の外周が部分的に細胞接着性領域に接している。ま
た、符号３ａ、３ｂ、３ｃ、３ｄは、刺激応答性領域１及び細胞接着性領域２ａ、２ｂ、
２ｃ、２ｄが隣接している境界部分である接着境界を示す。図９の形態では、接着境界は
４つ存在しており、４つの個別の細胞接着性領域に、それぞれ１つの接着境界が形成され
ている。
【００４２】
　図１０は、本実施形態の細胞培養容器が有するシート形成領域の構成例を説明するため
の概略平面図であり、接着境界が８つ存在する形態を示す。図１０において、符号１は刺
激応答性領域を示し、符号２ａ、２ｂ、２ｃ、２ｄ、２ｅ、２ｆ、２ｇ、２ｈは細胞接着
性領域を示す。細胞接着性領域２ａ、２ｂ、２ｃ、２ｄ、２ｅ、２ｆ、２ｇ、２ｈは、刺
激応答性領域１を取り囲むように隣接して配置されている。図１０の形態では、刺激応答
性領域１の外周が部分的に細胞接着性領域に接している。また、符号３ａ、３ｂ、３ｃ、
３ｄ、３ｅ、３ｆ、３ｇ、３ｈは、刺激応答性領域１及び細胞接着性領域２ａ、２ｂ、２
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ｃ、２ｄ、２ｅ、２ｆ、２ｇ、２ｈが隣接している境界部分である接着境界を示す。図１
０の形態では、接着境界は８つ存在しており、８つの個別の細胞接着性領域に、それぞれ
１つの接着境界が形成されている。
【００４３】
　複数の細胞接着性領域は、刺激応答性領域を取り囲むように隣接して配置されている。
また、複数の細胞接着性領域は、刺激応答性領域の外周付近に配置されている。細胞接着
性領域が刺激応答性領域の外周付近に配置されることにより、刺激付与後に細胞シートを
より安定的に培養面上に保持することができる。
【００４４】
　図７～１０に示す形態では、複数の細胞接着性領域２は、刺激応答性領域１の外周の一
部に接して配置されている。換言すると、複数の細胞接着性領域２は、刺激応答性領域１
の外側に刺激応答性領域１に隣接するように配置されている。なお、本実施形態は、この
ような細胞接着性領域が刺激応答性領域の外周の一部に接して配置されている形態に限定
されるものではなく、図１１に示すように、少なくとも１つの細胞接着性領域は、刺激応
答性領域の内側であってかつ刺激応答性領域の外周付近に配置されていてもよい。また、
図７～１０には、隣接する細胞接着性領域の間の間隔がそれぞれ等しい形態が記載されて
いるが、本実施形態は特にこのような形態に限定されるものではなく、隣接する細胞接着
性領域の間の間隔が異なっていてもよい。
【００４５】
　本実施形態において、刺激応答性領域の重心と一つの接着境界のうちの２つの点のそれ
ぞれとを結ぶ２つの直線により形成される角度であって該角度が最大となるように前記２
つの点が選択された角度を角度θとした場合、接着境界の全てに対応する角度θの総和が
９０°以上であることが好ましい。この形態について、図１２及び１３を用いて説明する
。図１２は、図９及び図１０に記載のシート形成領域について、角度θを示した図である
。また、図１３は、角度θの概念を説明するための図である。接着境界から選択される２
つの点は、角度θが最大となるように選択される。図１３（Ａ）に示すように、細胞接着
性領域が刺激応答性領域の重心から遠くなるにつれて広がっている場合は、通常、上記２
つの点は接着境界の端部になり得る。一方、図１３（Ｂ）に示すように、細胞接着性領域
が刺激応答性領域の重心から遠くなるにつれて狭くなっている場合は、上記２つの点は接
着境界の端部以外の箇所となり得る。本実施形態では、接着境界の全てに対応する角度θ
の総和が９０°以上であることが好ましく、１２０°以上であることがより好ましく、１
５０°以上であることがさらに好ましく、１８０°以上であることが特に好ましい。角度
θの総和が大きくなる程、接着境界の長さが長くなり、刺激付与後でも細胞シートを培養
面により安定的に保持することができる。また、接着境界の全てに対応する角度θの総和
が２７０°以下であることが好ましく、２４０°以下であることがより好ましく、２１０
°以下であることがさらに好ましい。角度θの総和が小さくなる程、接着境界の長さが短
くなり、刺激付与後に細胞シートを培養面から剥離し易くすることができる。なお、角度
θが最大となる２つの点が複数組以上ある場合は、後述の面積Ｔが最大となるような２つ
の点を優先して選択する。
【００４６】
　なお、刺激応答性領域の重心は、刺激応答性領域の一次モーメントの和が０となる位置
であり、単純な図形であれば計算で求めることができる。また、複雑な図形であっても、
画像解析ソフトを使うことにより容易に算出可能である。
【００４７】
　なお、接着境界を観察する方法は、特に制限されるものではないが、例えば、以下の方
法によることができる。例えば、ｉ）細胞シートに染色成分を加えることで細胞接着性領
域を着色して観察する方法や、ｉｉ）細胞が接着した後刺激を与え、刺激応答性領域に接
着した細胞のみを剥離させて、刺激によって剥離した細胞を取り除いた後、細胞が接着し
ている領域を観察する方法が挙げられる。
【００４８】
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　なお、角度θは、例えば、上述の方法で特定した２つの点にマーカーで印をつけ、重心
から印まで直線を引き、角度θを可視化し、その後、画像解析ソフトを用いて測定するこ
とができる。
【００４９】
　本実施形態において、刺激応答性領域の重心と一つの接着境界のうちの２つの点のそれ
ぞれとを結ぶ２つの直線及び一つの接着境界で囲われる領域であって該領域の面積が最大
となるように前記２つの点が選択された領域の面積を面積Ｔとした場合、接着境界の全て
に対応する面積Ｔの総和が、刺激応答性領域の面積に対して、０．２倍以上であることが
好ましい。この形態について、図１４を用いて説明する。図１４は、図９及び図１０に記
載のシート形成領域について、面積Ｔを示した図である。接着境界から選択される２つの
点は、面積Ｔが最大となるように選択される。本実施形態では、接着境界の全てに対応す
る面積Ｔの総和が、刺激応答性領域の面積に対して、０．２倍以上であることが好ましく
、０．３倍以上であることがより好ましく、０．４倍以上であることがさらに好ましく、
０．５倍以上であることが特に好ましい。面積Ｔの総和が大きくなる程、刺激付与後でも
細胞シートを培養面上により安定的に保持することができる。また、接着境界の全てに対
応する面積Ｔの総和が、刺激応答性領域の面積に対して、０．９倍以下であることが好ま
しく、０．８倍以下であることがより好ましく、０．７倍以下であることがさらに好まし
い。面積Ｔの総和が小さくなる程、刺激付与後に細胞シートを細胞接着性領域から培養面
から剥離し易くすることができる。本実施形態において、刺激応答性領域内に含まれかつ
刺激応答性領域の外周付近に配置される細胞接着性領域が存在する場合、上記２つの点の
間には、刺激応答性領域の重心に対して内側に位置する接着境界と、刺激応答性領域の重
心に対して外側に位置する接着境界が形成される。図１５において、刺激応答性領域の重
心に対して内側に位置する接着境界３’及び刺激応答性領域の重心に対して外側に位置す
る接着境界３’’を太線で示す。このような場合、面積Ｔを構成する上記領域の形成には
、刺激応答性領域の重心に対して内側に位置する接着境界３’が用いられる。
【００５０】
　なお、面積Ｔも、例えば、画像解析ソフト等を用いて測定することができる。
【００５１】
　本実施形態において、接着境界の総合長さが、刺激応答性領域の外周の長さに対して０
．２倍以上であることが好ましい。この形態について、図１６を用いて説明する。図１６
は、図９に記載のシート形成領域について、刺激応答性領域の外周及び接着境界を示した
ものである。図１６において、接着境界３ａ、３ｂ、３ｃ、３ｄは太線で示され、刺激応
答性領域の外周のうち接着境界以外の部分は矢印で示されている。図１６において、刺激
応答性領域の外周の長さは、太線で示された接着境界の総合長さと、矢印で示された、刺
激応答性領域の外周のうち接着境界以外の部分の総合長さとの和である。図１６において
、接着境界の総合長さは、複数の接着境界３ａ、３ｂ、３ｃ、３ｄの長さの和である。本
実施形態では、接着境界の総合長さが、刺激応答性領域の外周の長さに対して０．２倍以
上であることが好ましく、０．３倍以上であることがより好ましく、０．４倍以上である
ことがさらに好ましい。接着境界の総合長さが大きくなる程、刺激付与後でも細胞シート
を培養面上により安定的に保持することができる。また、接着境界の総合長さが、刺激応
答性領域の外周の長さに対して０．９倍以下であることが好ましく、０．８倍以下である
ことがより好ましく、０．７倍以下であることがさらに好ましい。接着境界の総合長さが
小さくなる程、刺激付与後に細胞シートを培養面から剥離し易くすることができる。
【００５２】
　なお、接着境界の総合長さも、たとえば、画像解析ソフトを用いて測定することができ
る。同様に、刺激応答性領域の外周の長さも、画像解析ソフトを用いて測定することがで
きる。
【００５３】
　本実施形態において、シート形成領域は、接着境界の総数の刺激応答性領域の重心から
伸びる直線で、分割後のそれぞれの面積が等しくなるように刺激応答性領域を接着境界の
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総数の領域に分割した場合、分割後の刺激応答性領域のそれぞれに、少なくとも１つの接
着境界が接している配置形状を有することが好ましい。図１７に、図９及び図１０に記載
のシート形成領域について、分割後のそれぞれの面積が等しくなるように刺激応答性領域
を接着境界の総数の領域に分割した状態を示す。なお、接着境界の総数の刺激応答性領域
の重心から伸びる直線で、分割後のそれぞれの面積が等しくなるように刺激応答性領域を
接着境界の総数の領域に分割する方法・形態は、複数（又は無数）存在し得るが、本実施
形態では、いずれかの均等分割形態において、分割後の刺激応答性領域のそれぞれに少な
くとも１つの接着境界が接している配置形状が得られればよい。また、いずれの均等分割
形態においても、分割後の刺激応答性領域のそれぞれに少なくとも１つの接着境界が接し
ている配置形状を有することが好ましい。また、図１７に示すように、いずれかの均等分
割形態において、分割後の刺激応答性領域のそれぞれに１つの接着境界のみが接している
配置形状を有することが好ましい。図１７（Ａ）及び（Ｂ）では、分割後の刺激応答性領
域のそれぞれに１つの接着境界が接している。
【００５４】
　本実施形態において、一つの接着境界のうちの１つの点と該一つの接着境界に隣り合う
接着境界のうちの１つの点とを結ぶ直線であって該直線が最短となるように前記１つの点
のそれぞれが選択された直線を直線Ｌとした場合、全ての接着境界に対応する直線Ｌと全
ての接着境界とで囲まれる領域の面積（以下、面積Ｓと称す）が、シート形成領域の面積
に対して０．６倍以上であることが好ましい。この形態について、図１８を用いて説明す
る。図１８は、図１０に記載のシート形成領域について、直線Ｌの概念を示したものであ
る。図１８において、例えば一つの細胞接着性領域２ａに一つの接着境界３ａが存在する
。この接着境界に隣り合う接着境界とは、刺激応答性領域の外周に沿った方向で隣りに配
置されている接着境界のことであり、外周に沿った方向は一方の方向とその方向とは反対
の方向との両方向が考えられる。図１８（Ａ）では、接着境界３ａに隣り合う接着境界と
は、接着境界３ｂ及び接着境界３ｄのことであり、図１８（Ｂ）では、接着境界３ａに隣
り合う接着境界とは、接着境界３ｂ及び接着境界３ｈのことである。図１８（Ａ）におい
て、接着境界３ａと接着境界３ｂを結ぶ最短の直線は符号Ｌ１で示される直線であり、接
着境界３ａと接着境界３ｄを結ぶ最短の直線は符号Ｌ４で示される直線である。図１８（
Ｂ）において、接着境界３ａと接着境界３ｂを結ぶ最短の直線は符号Ｌ１で示される直線
であり、接着境界３ａと接着境界３ｈを結ぶ最短の直線は符号Ｌ８で示される直線である
。全ての接着境界に対応する直線Ｌは、符号Ｌ１～Ｌ８で示される直線である。図１８に
おいて、全ての接着境界に対応する直線Ｌと全ての接着境界とで囲まれる領域とは、直線
Ｌ１～Ｌ８及び接着境界３ａ～３ｈで囲まれる領域のことである。本実施形態では、この
全ての接着境界に対応する直線Ｌと全ての接着境界とで囲まれる領域の面積Ｓが、シート
形成領域の面積に対して、０．６倍以上であることが好ましく、０．７倍以上であること
がより好ましく、０．８倍以上であることがさらに好ましく、０．９倍以上であることが
特に好ましい。シート形成領域の面積に対する面積Ｓが大きくなる程、刺激付与後でも細
胞シートを培養面上により安定的に保持することができる。面積Ｓの上限値は、特に制限
されるものではないが、例えば、１倍以下である。また、面積Ｓは、刺激応答性領域の面
積に対して、０．８倍以上であることが好ましく、０．９倍以上であることがより好まし
い。本実施形態において、刺激応答性領域内に含まれかつ刺激応答性領域の外周付近に配
置される細胞接着性領域が存在する場合、隣り合う２つの直線Ｌの間には、刺激応答性層
領域（又はシート形成領域）の重心に対して内側に位置する接着境界と、刺激応答性層領
域（又はシート形成領域）の重心に対して外側に位置する接着境界が形成される。図１９
において、刺激応答性層領域（又はシート形成領域）の重心に対して内側に位置する接着
境界３’及び刺激応答性層領域（又はシート形成領域）の重心に対して外側に位置する接
着境界３’’を太線で示す。このような場合、上記領域の形成には、刺激応答性層領域（
又はシート形成領域）の重心に対して内側に位置する接着境界３’が用いられる。また、
本実施形態において、隣り合う２つの接着境界の間に最短となる直線が複数存在する場合
は、面積Ｓが最も小さくなる直線が上記領域の形成に選択される。
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【００５５】
　面積Ｓも、例えば、画像解析ソフトを用いて測定することができる。
【００５６】
　本実施形態において、細胞非接着性領域がシート形成領域の外側に配置されてもよい。
すなわち、細胞非接着性領域がシート形成領域の外周に接して配置されてもよい。具体的
には、細胞非接着性領域が、細胞接着性領域及び／又は刺激応答性領域の外周に接して配
置されてもよい。また、例えば図２０（Ａ）に示すように、本実施形態では、細胞非接着
性領域は、細胞接着性領域及び刺激応答性領域の外周に接して配置され得る。図２０（Ａ
）において、細胞接着性領域の外周のうち接着境界以外の部分及び刺激応答性領域の外周
のうち接着境界以外の部分に接して細胞非接着性領域４が配置されている。また、例えば
図２０（Ｂ）に示すように、細胞非接着性領域は、刺激応答性領域の外周に接して配置さ
れ得る。また、細胞非接着性領域は、細胞接着性領域の外周に接して配置され得る。また
、シート形成領域の外側には、培養液を保持する培養空間を形成する側壁が配置されても
よい。すなわち、シート形成領域の外周は、培養液を保持する培養空間を形成する側壁と
接していてもよい。また、シート形成領域の外側には、段差などが存在して、培養空間が
存在していてもよい。
【００５７】
　本実施形態において、刺激応答性領域は、例えば、刺激応答性を有する表面を有する刺
激応答性層により形成することができ、細胞接着性領域は、細胞接着性を有する表面を有
する細胞接着性層により形成することができ、細胞非接着性領域は、細胞非接着性を有す
る細胞非接着性層により形成されることができる。
【００５８】
　本実施形態において、シート形成領域の外側には、シート非形成部が配置され得る。
　図２１に、シート形成領域が培養液を保持する培養空間を形成する側壁と接している形
態について、細胞培養容器の構成例を説明するための図を示す。図２１（Ａ）は、図９に
示すシート形成領域を有する細胞培養容器の上面概略図である。刺激応答性領域は刺激応
答性層１０１から形成され、細胞接着性領域は細胞接着性層１０２から形成されている。
図２１（Ｂ）～（Ｅ）は、図２１（Ａ）のＡＡ’線による垂直断面における細胞培養容器
の構成例を示す概略断面図である。なお、図２１（Ａ）において、図２１（Ｂ）～（Ｅ）
にて示されている基材１０５は省略されている。図２１（Ｂ）において、基材１０５の上
に、刺激応答性層１０１及び細胞接着性層１０２がそれぞれ配置されている。刺激応答性
層１０１及び細胞接着性層１０２は同一平面上に配置されている。図２１（Ｃ）において
、基材１０５の上に細胞接着性層１０２が配置されており、該細胞接着性層１０２の上に
刺激応答性層１０１が配置されている。刺激応答性層１０１の周囲に露出する細胞接着性
層１０２の表面が細胞接着性領域を形成している。図２１（Ｄ）において、細胞接着性表
面を有する基材１０５の上に刺激応答性層１０１が配置されており、刺激応答性層１０１
の周囲に露出する細胞接着性を有する基材１０５の表面が細胞接着性領域を形成している
。図２１（Ｃ）及び（Ｄ）において、刺激応答性領域及び細胞接着性領域の高さは、それ
らの間に連続する細胞シートが形成される程度の高さである。図２１（Ｅ）において、基
材１０５の上に刺激応答性層１０１が配置されており、該刺激応答性層１０１の上に細胞
接着性層１０２が配置されている。細胞接着性層１０２は刺激応答性層１０１の外周端部
に沿って配置されている。
　また、図２２に、シート形成領域の外側に細胞非接着性領域が形成されている形態につ
いて、細胞培養容器の構成例を説明するための図を示す。図２２（Ａ）は、図２０（Ａ）
に示すシート形成領域と該シート形成領域の外側に配置された細胞非接着性領域を有する
細胞培養容器の上面概略図である。刺激応答性領域は刺激応答性層１０１から形成され、
細胞接着性領域は細胞接着性層１０２から形成され、細胞非接着性領域は細胞非接着性層
１０４から形成されている。図２２（Ｂ）～（Ｄ）は、図２２（Ａ）のＢＢ’線による垂
直断面における細胞培養容器の構成例を示す概略断面図である。なお、図２２（Ａ）にお
いて、図２２（Ｂ）～（Ｄ）にて示されている基材１０５は省略されている。図２２（Ｂ
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）において、基材１０５の上に、刺激応答性層１０１、細胞接着性層１０２及び細胞非接
着性領域１０４がそれぞれ配置されている。刺激応答性層１０１、細胞接着性層１０２及
び細胞非接着性領域１０４は同一平面上に配置されている。図２２（Ｃ）において、細胞
非接着性表面を有する基材１０５の上に細胞接着性層１０２が配置されており、該細胞接
着性層１０２の上に刺激応答性層１０１が配置されている。細胞接着性層１０２の周囲に
露出する細胞非接着性を有する基材１０５の表面が細胞非接着性領域を形成しており、刺
激応答性層１０１の周囲に露出する細胞接着性層１０２の表面が細胞接着性領域を形成し
ている。図２２（Ｄ）において、細胞非接着性表面を有する基材１０５の上に刺激応答性
層１０１が配置されており、該刺激応答性層１０１の上に細胞接着性層１０２が配置され
ている。細胞接着性層１０２は刺激応答性層１０１の外周端部に沿って配置されている。
細胞接着性層１０２の周囲に露出する細胞非接着性を有する基材１０５の表面が細胞非接
着性領域を形成している。本実施形態において、さらに、必要に応じて、露出表面を有さ
ない他の層や、他の領域となる露出表面を有する他の層が配置されていてもよい。
　また、図２３に、シート形成領域の外側に培養空間が存在している形態について、細胞
培養容器の構成例を説明するための図を示す。図２３（Ａ）は、図９に示すシート形成領
域を有する細胞培養容器の上面概略図である。図２３（Ｂ）は、図２３（Ａ）のＡＡ’線
による垂直断面における細胞培養容器の構成例を示す概略断面図である。図２３（Ｂ）に
おいて、基材１０５’の上に刺激応答性層１０１及び細胞接着性層１０２がそれぞれ配置
されており、該基板１０５’が細胞容器の底面上に配置されている。細胞接着性層１０２
の外側は培養空間が存在している。
【００５９】
［刺激応答性領域］
　刺激応答性領域は、刺激により細胞接着度合いが変化する領域であり、細胞培養時は細
胞接着性とさせ、細胞シートの剥離操作時には刺激を付与することにより細胞非接着性と
することができる。刺激応答性領域は、例えば、刺激応答性ポリマーを含む刺激応答性層
により形成することができる。刺激応答性領域は、刺激応答性層の表面である。刺激応答
性領域に細胞を播種すると、細胞接着性を発現している際には細胞が刺激応答性領域に接
着するが、細胞非接着性を発現している際には細胞が刺激応答性領域に接着することを阻
害されるため、刺激応答性領域に接着していた細胞シートを剥離することができる。刺激
の種類としては、特に制限されるものではないが、例えば、温度、ｐＨ、イオン、光、電
位又は磁場などが挙げられる。
【００６０】
　刺激応答性ポリマーは、所定の刺激によって細胞に対する接着度合いが変化する材料で
ある。刺激応答性ポリマーを含む刺激応答性層は、所定の刺激によって細胞の接着度合い
を変化させることにより、細胞接着性から細胞非接着性へとその性質を変化させることが
可能な表面を有する。刺激応答性ポリマーとしては、例えば、温度応答性ポリマー、ｐＨ
応答性ポリマー、イオン応答性ポリマー、光応答性ポリマーなどを挙げることができる。
なかでも温度応答性ポリマーが、刺激の付与が容易である観点から好ましく用いられる。
【００６１】
　温度応答性ポリマーとしては、例えば、細胞を培養する温度では細胞接着性を示し、形
成した細胞シートを剥離する時の温度では細胞非接着性を示すものを用いることができる
。例えば、温度応答性ポリマーは、下限臨界溶液温度未満の温度では周囲の水に対する親
和性が向上し、ポリマーが水を取り込んで膨潤して表面に細胞を接着し難くする性質（細
胞非接着性）を示し、下限臨界溶液温度以上の温度ではポリマーから水が脱離することで
ポリマーが収縮して表面に細胞を接着しやすくする性質（細胞接着性）を示すものが好ま
しく用いられる。下限臨界溶液温度（Ｔ）が０℃以上８０℃以下、好ましくは０℃以上５
０℃以下、より好ましくは３７℃以下である温度応答性ポリマーを用いることが好ましい
。
【００６２】
　好適な温度応答性ポリマーとしては、例えば、アクリル系ポリマー又はメタクリル系ポ
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リマーが挙げられ、より具体的にはポリ－Ｎ－イソプロピルアクリルアミド（Ｔ＝３２℃
）、ポリ－Ｎ－ｎ－プロピルアクリルアミド（Ｔ＝２１℃）、ポリ－Ｎ－ｎ－プロピルメ
タクリルアミド（Ｔ＝３２℃）、ポリ－Ｎ－エトキシエチルアクリルアミド（Ｔ＝約３５
℃）、ポリ－Ｎ－テトラヒドロフルフリルアクリルアミド（Ｔ＝約２８℃）、ポリ－Ｎ－
テトラヒドロフルフリルメタクリルアミド（Ｔ＝約３５℃）、ポリ－Ｎ，Ｎ－ジエチルア
クリルアミド（Ｔ＝３２℃）などが挙げられる。また、これらのポリマーを形成するため
のモノマーが２種以上組み合わされて重合された共重合体であってもよい。
【００６３】
　これらのポリマーを形成するためのモノマーとしては、放射線照射によって重合し得る
モノマーを用いることができる。モノマーとしては、例えば、（メタ）アクリルアミド化
合物、Ｎ－（若しくはＮ，Ｎ－ジ）アルキル置換（メタ）アクリルアミド誘導体、環状基
を有する（メタ）アクリルアミド誘導体、ビニルエーテル誘導体などが挙げられる。モノ
マーは、１種を単独で使用してもよく、又は２種以上を組み合わせて使用してよい。モノ
マーを一種類単独で使用した場合、基材上に形成されるポリマーはホモポリマーとなり、
モノマーを複数種組み合わせて使用した場合、基材上に形成されるポリマーはヘテロポリ
マーとなる。どちらの形態も本発明に包含される。
【００６４】
　また、増殖細胞の種類によって、Ｔを調節する必要がある場合などには、上記以外の他
のモノマーを更に加えて共重合してよい。
【００６５】
　ｐＨ応答性ポリマー又はイオン応答性ポリマーは形成しようとする細胞シートに適した
ものを適宜選択することができる。
【００６６】
　細胞接着性とは細胞が接着し易い性質をいう。細胞接着性は、表面の化学的性質や物理
的性質などによって細胞の接着や伸展が起こりやすいか否かで決定される。刺激応答性層
の細胞接着性を判断する指標として、実際に細胞培養した際の細胞接着伸展率を用いるこ
とができる。細胞接着性の表面は、細胞接着伸展率が６０％以上の表面であることが好ま
しく、細胞接着伸展率が８０％以上の表面であることがより好ましい。細胞接着伸展率が
高いと、効率的に細胞を培養することができる。細胞接着伸展率は、播種密度が４０００
ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２以上３００００ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２未満の範囲内で培養しようとする
対象細胞を測定対象表面に播種し、３７℃、ＣＯ２濃度５％のインキュベーター内に保管
し、１４．５時間培養した時点で接着伸展している細胞の割合（｛（接着している細胞数
）／（播種した細胞数）｝×１００（％））と定義することができる。細胞の播種は、１
０％ＦＢＳ入りＤＭＥＭ培地に懸濁させて測定対象物上に播種し、その後、細胞ができる
だけ均一に分布するよう、細胞が播種された測定対象物をゆっくりと振とうすることによ
り行う。さらに、細胞接着伸展率の測定は、測定直前に培地交換を行って接着していない
細胞を除去した後に行う。細胞接着伸展率の測定では、細胞の存在密度が特異的になりや
すい箇所（例えば、存在密度が高くなりやすい所定領域の中央、存在密度が低くなりやす
い所定領域の周縁）を除いた箇所を測定箇所とする。
【００６７】
　一方、細胞非接着性とは、細胞が接着し難い性質をいう。細胞非接着性は、表面の化学
的性質や物理的性質などによって細胞の接着や伸展が起こりにくいか否かで決定される。
細胞非接着性領域の上記細胞接着伸展率は、６０％未満であることが好ましく、４０％未
満であることがより好ましく、５％以下であることが更に好ましく、２％以下であること
が特に好ましい。
【００６８】
　刺激応答性ポリマーは、１種を単独で用いてもよく、複数種を混合して用いてもよい。
【００６９】
　刺激応答性層は、上記刺激応答性ポリマーを主成分として含む。刺激応答性層における
刺激応答性ポリマーの含有量は、刺激応答性層の総固形分中、５０質量％以上であること
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が好ましく、７０質量％以上であることがより好ましく、９０質量％以上であることがさ
らに好ましく、９５質量％以上であることが特に好ましく、１００質量％であることがよ
り特に好ましい。刺激応答性層は、上記刺激応答性ポリマーの他に、添加剤などを含んで
もよい。添加剤としては、例えば、他の高分子、可塑剤などが挙げられる。
【００７０】
　刺激応答性層の厚さは、特に制限されるものではなく、適宜選択することができる。刺
激応答性層の厚さは、例えば１ｎｍ以上であり、好ましくは５ｎｍ以上であり、より好ま
しくは１０ｎｍ以上である。また、刺激応答性層の厚さは、例えば２００ｎｍ以下であり
、好ましくは１００ｎｍ以下である。
【００７１】
　刺激応答性層は、基材の上に形成されることが好ましい。
【００７２】
　基材表面に刺激応答性層を形成する方法としては、特に制限されるものではないが、例
えば、浸漬法、スプレー法、スピンコート法等により基材表面にポリマー液を配置した後
、溶媒を除去（乾燥）する方法が挙げられる。ポリマー液は、均一性の観点から、バーコ
ータを用いて塗布することが好ましい。また、刺激応答性層を形成する方法としては、ポ
リマーを形成するためのモノマーを基材表面に塗布し、電子線照射、紫外線照射、プラズ
マ照射又は重合開始剤反応などによってモノマーを重合させることも好ましい。また必要
に応じて、刺激応答性層を形成する前の基材表面の前処理として、コロナ処理、プラズマ
処理、オゾン処理、シランカップリング剤処理などの化学処理を行ってもよい。この処理
により、基材表面に刺激応答性層をより安定的に固定化することができる。
【００７３】
　基材の材料は、特に制限されるものではなく、例えば、ガラス又はプラスチックを用い
ることができる。プラスチックとしては、例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリ
塩化ビニル、ポリエチレン、環状ポリオレフィン、ポリエチレンテレフタレート、ポリカ
ーボネート、シリコーン樹脂、又はアクリル樹脂が挙げられる。アクリル樹脂としては、
汎用性の観点から、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）が好ましい。
【００７４】
　基材は、細胞培養容器の外壁を構成する材料として用いられてもよい。細胞培養容器の
形状は、特に制限されるものではなく、所望の細胞シートの形状を考慮して適宜選択する
ことができる。細胞培養容器の形状は、例えば、シャーレ、フラスコ、ビーカー、ウェル
プレートなどの形状であり得る。基材は、例えば、細胞培養容器の外壁の側壁及び底壁を
構成していてもよい。また、細胞培養容器は、適切な大きさの蓋を有することができる。
細胞培養容器は、該蓋で閉じられた際に、液密になることが好ましい。
【００７５】
　刺激応答性領域の形状としては、接着境界のそれぞれに接する連続した形状であれば、
特に制限されるものではない。例えば、図１などに示すような略円形のものや略四角形な
どの略多角形のものが挙げられ、非線対称又は非点対称などの非対称形状のものも含まれ
る（例えば図６）。また、シート形成領域の面積に対する刺激応答性領域の面積の比は、
例えば、０．６以上であり、より好ましくは０．８以上であり、さらに好ましくは０．９
以上である。
【００７６】
　刺激応答性領域の形状が略多角形である場合、細胞接着性領域は、多角形状の頂点付近
に配置されていることが好ましい。刺激応答性領域の多角形の頂点付近に細胞接着性領域
が存在することにより、刺激付与後でも細胞シートを培養面上により安定的に保持するこ
とができる。
【００７７】
　接着境界とは、刺激応答性領域及び細胞接着性領域の境界である。接着境界は、刺激応
答性領域及び細胞接着性領域上に細胞同士が結合している連続した細胞シートを形成でき
、刺激応答性領域に刺激を与えた後に刺激応答性領域及び細胞接着性領域上で連続した細
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胞シートを維持できるものであれば特に制限されるものではない。すなわち、接着境界は
、刺激応答性領域と細胞接着性領域とが平面視上接している箇所を示すものだけではなく
、刺激応答性領域及び細胞接着性領域の間に、刺激応答性領域及び細胞接着性領域上で培
養される細胞同士が接着することができる幅で配置された細胞非接着性領域などの他の領
域が存在するものであっても良い。
【００７８】
　接着境界としては、平面視上、刺激応答性領域の外周に位置するものに限られず、図１
１に例示するように、平面視上、刺激応答性領域の内側に位置するものも挙げられる。細
胞接着性領域は、刺激応答性領域と隣接して配置されるが、隣接するとは、上述のように
、刺激応答性領域の内側に配置される概念を含む。
【００７９】
　接着境界の数は、少なくとも１つであれば特に制限されるものではなく、用途に応じて
適宜設定することができる。本実施形態において、接着境界の数は、少なくとも２つであ
ることが好ましく、少なくとも３つであることが好ましく、少なくとも４つであることが
好ましい。複数の接着境界は、それぞれ離れて存在する。
【００８０】
　一つの連続する細胞接着性領域に１つの接着境界が形成されてもよく、一つの連続する
細胞接着性領域に複数の接着境界が形成されてもよい。本実施形態において、接着境界は
、一つの連続する細胞接着性領域に１つの接着境界を形成するものであることが好ましい
。
【００８１】
　刺激応答性領域及び／又は細胞接着性領域は、細胞非接着性領域により囲まれているこ
とが好ましい。すなわち、細胞非接着性領域が、刺激応答性領域及び／又は細胞接着性領
域の外側に配置されていることが好ましい。また、細胞非接着性領域は、刺激応答性領域
及び細胞接着性領域の両方の周囲に配置されていることが好ましい。
【００８２】
　また、細胞非接着性領域が刺激応答性領域の周囲に配置されていることは、刺激応答性
領域の外周に非接着境界を有することを意味する。非接着境界においては、刺激を付与し
た際、該非接着境界に沿って細胞シートが培地中に浮遊することが好ましい。このような
非接着境界は、通常、平面視上、上記細胞非接着性領域と接しているが、例えば、刺激応
答性領域及び細胞非接着性領域の間に、刺激応答性領域に刺激を与えた際に、非接着境界
に沿って細胞シートを培地中に浮遊させることができる程度の幅で形成された細胞接着性
領域などの他の領域が存在する箇所も含むものである。刺激応答性領域の細胞非接着性領
域との位置関係としては、刺激応答性領域の外周の一部が細胞非接着性領域に接している
ことが好ましい。刺激応答性領域が細胞非接着性領域に接して配置されていれば、その非
接着境界からピペッティングなどで水流を与え易くなり、細胞シートを剥がし易い。
【００８３】
［細胞接着性領域］
　細胞接着性領域は、細胞接着性を有する表面であり、細胞接着性領域は、細胞接着性を
有する表面を有する層（細胞接着性層）から形成され得る。
【００８４】
　細胞接着性領域は、１つの領域から形成されてもよく、また、２つの別々の領域から形
成されてもよい。
【００８５】
　本実施形態における細胞接着性領域の数、形状、配置としては、図１～６に示すように
細胞接着性領域が一つの連続した領域で構成されていてもよく、図７～１１に示すように
、複数の分かれた領域から構成されていてもよい。
【００８６】
　細胞接着性領域の形状としては、刺激応答性領域に刺激を与えた後に細胞シートを安定
的に保持できるものであれば特に制限されるものではない。また、細胞接着性領域の１つ
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当りの面積としても、刺激応答性領域に刺激を与えた後に細胞シートを安定的に保持でき
るものであれば特に制限されるものではない。また、シート形成領域の面積に対する細胞
接着性領域の総面積の比は、例えば、０．４以下であり、好ましくは０．２以下であり、
より好ましくは０．１以下である。また、シート形成領域の面積に対する細胞接着性領域
の総面積の比は、好ましくは０．０１以上であり、より好ましくは０．０５以上である。
【００８７】
　本実施形態において、細胞接着性領域の任意の点を通るように刺激応答性領域の重心か
ら線を引いた時の細胞接着性領域の最大幅を接着領域幅Ｈとした場合、接着領域幅Ｈは、
シート形成領域の最大径に対して、例えば１０％以下であり、好ましくは５％以下である
。また、接着領域幅Ｈは、シート形成領域の最大径に対して、好ましくは０．０５％であ
る。なお、シート形成領域の最大径とは、シート形成領域全体を含むことができる最小の
円における直径を指す。
【００８８】
　細胞接着性領域の種類としては、１種類のみであっても良く、異なる細胞接着材料を含
む細胞接着性領域を含むものであっても良い。
【００８９】
　細胞接着性領域は、細胞非接着性領域と接していても良く、接していなくてもよい。細
胞接着性領域は、細胞非接着性領域と接していることが好ましい。
【００９０】
　細胞接着性領域の刺激応答性領域に対する高さは、細胞シートを形成可能であれば特に
制限されるものではない。例えば、細胞接着性領域は、刺激応答性領域に対して、高くて
もよく、同じであってもよく、又は低くてもよい。また、細胞接着性領域の細胞非接着性
領域に対する高さについても同様であり、特に制限されるものではない。
【００９１】
　細胞接着性領域の細胞接着性の程度としては、所望の細胞接着性を示すものであれば特
に制限されるものではなく、刺激応答性領域が細胞接着性を発現している場合の細胞接着
性と同様とすることができる。
【００９２】
　細胞接着性層は、例えば、細胞接着材料を含む層により形成することができる。細胞接
着性層は、例えば生物化学的特性により細胞接着性を有してもよく、また、物理化学的特
性により細胞接着性を有してもよい。細胞接着材料としては、例えば、一般的な細胞培養
基板等に用いられる細胞接着材料を用いることができる。例えば、物理化学的特性により
細胞と接着する材料としては、例えば、親水化ポリスチレン、ポリリジン等の塩基性高分
子、アミノプロピルトリエトキシシラン、Ｎ－（２－アミノエチル）－３－アミノプロピ
ルトリメトキシシラン等の塩基性化合物及びそれらを含む縮合物等が挙げられる。また、
生物化学的に細胞と接着性を有する材料としては、フィブリン、フィブロネクチン、ラミ
ニン、テネイシン、ビトロネクチン、ＲＧＤ（アルギニン－グリシン－アスパラギン酸）
配列含有ペプチド、ＹＩＧＳＲ（チロシン－イソロイシン－グリシン－セリン－アルギニ
ン）配列含有ペプチド、コラーゲン、アテロコラーゲン、ゼラチン、及びこれらの混合物
、例えばマトリゲル等が挙げられる。
【００９３】
　また、細胞接着性層としては、例えば、各種ガラス、プラズマ処理を施したポリスチレ
ン、ポリプロピレン等も用いることができる。
【００９４】
　基材の表面が細胞接着性を有する場合、細胞接着性層として基材を利用することができ
る。すなわち、細胞接着性を有する基材表面を細胞接着性領域として用いることができる
。例えば、細胞接着性を有する基材の上に刺激応答性ポリマーを含む刺激応答性層を形成
した後、所定の部分の刺激応答性層を除去して基材表面を露出させることにより、刺激応
答性領域を容易に形成することができる。また、刺激応答性層を部分的に除去する方法以
外の方法としても、例えば、フォトリソグラフィーなどの技術を使って最初から基材表面
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上に部分的にだけ刺激応答性層を形成する方法も用いることができる。なお、基材の細胞
接着性は、例えば、基材上に対象細胞を播種し、対象細胞が基材に接着して増殖するか否
かを調べることで判断することができる。
【００９５】
　基材は、細胞接着性の観点から、親水性処理面を有するプラスチックを含んで構成され
ることが好ましい。プラスチックとしては、例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポ
リ塩化ビニル、ポリエチレン、環状ポリオレフィン、ポリエチレンテレフタレート、ポリ
カーボネート、ポリイミド、シリコーン、又はアクリルなどが挙げられる。親水性処理は
、プラスチックの表面を親水性に改質できる処理であれば特に制限されるものではない。
そのような表面処理としては、例えば、コロナ放電処理、プラズマ処理、ＵＶオゾン処理
、電子線照射処理、又はレーザー処理などが挙げられる。親水性処理面を有する基材は、
市販されているものを用いてもよく、例えば、ＮｕｎｃTM細胞培養ディッシュ（商品名、
Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社製）、Ｆａｌｃｏｎセルカルチャ
ーディッシュ（Ｃｏｒｎｉｎｇ社製）、細胞培養用シャーレ（住友ベークライト社製）、
又は組織培養用ディッシュ（旭硝子社製）として市販されている。また、親水性処理面を
有する基材は、例えば、親水性処理が施されていない未処理のプラスチック製の基材に親
水性処理を施すことにより用意することもできる。未処理の基材としては、例えば、Ｎｕ
ｎｃTMペトリディッシュ（商品名、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
社製）、Ｆａｌｃｏｎペトリディッシュ（Ｃｏｒｎｉｎｇ社製）、浮遊培養用シャーレ（
住友ベークライト社製）、又は無処理ディッシュ（旭硝子社製）を用いることができる。
親水性処理により、プラスチック表面に存在する親水性官能基（例えばヒドロキシ基やカ
ルボニル基）が増えるものと考えられる。プラスチック製の基材の表面が親水性処理され
ることにより、細胞の接着性を向上させることができる。基材の表面が親水性処理されて
いることにより、培養液中に含まれるタンパク質などの細胞間マトリックスの材料となる
栄養素が接着面に集まり易くなり、結果として、未処理の基材を用いる場合に比べて細胞
の接着性が向上するものと考えられる。
【００９６】
　細胞接着性層には、添加剤やバインダー樹脂なども添加してもよい。
【００９７】
　細胞接着性層の形成方法としては、刺激応答性層の形成方法と同様の方法を用いること
ができる。
【００９８】
［細胞非接着性領域］
　細胞非接着性領域は、細胞非接着性を有する表面であり、細胞非接着性を有する表面を
有する層（細胞非接着性層）から形成され得る。
【００９９】
　細胞非接着性領域の細胞接着性の程度としては、所望の細胞非接着性を示すものであれ
ば特に制限されるものではなく、刺激応答性領域が細胞非接着性を発現している場合の細
胞接着性と同様とすることができる。
【０１００】
　細胞非接着性層は、例えば、細胞非接着材料を含む層により形成することができる。こ
のような細胞非接着材料としては、細胞と非接着性を有するものであれば良く、例えば、
水和能の高い材料を用いることができる。水和能が高く細胞非接着材料として用いられる
材料としては、例えば、ポリエチレングリコールや、ベタイン構造等を有する両性イオン
材料、リン脂質含有材料等が挙げられる。
【０１０１】
　また、細胞非接着材料としては、撥水性又は撥油性を有する材料又は超親水性を有する
材料も用いることができる。撥水性又は撥油性を有する材料としては、例えば、撥水性又
は撥油性の有機置換基を有するものを用いることができ、具体的にはゾルゲル反応等によ
りクロロ又はアルコキシシラン等を加水分解、重縮合して大きな強度を発揮するオルガノ
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ポリシロキサン、反応性シリコーンを架橋したオルガノポリシロキサン等や撥水性又は撥
油性の有機置換基を有する界面活性剤も用いることができる。さらに、超親水性を有する
材料としては、エネルギー照射に伴う光触媒の作用等によって、上記オルガノポリシロキ
サン等の有機置換基を分解したもの等が挙げられる。
【０１０２】
　細胞非接着性層は、添加剤やバインダー樹脂などを含んでもよい。
【０１０３】
　細胞非接着性層の形成方法としては、刺激応答性層の形成方法と同様の方法を用いるこ
とができる。
【０１０４】
［細胞シートの製造方法］
　本発明の一形態は、上述の本実施形態に細胞培養容器で細胞を培養して細胞シートを形
成する工程を含む、細胞シートの製造方法に関する。
【０１０５】
　上述の本実施形態に係る細胞培養容器を用いて細胞を培養して細胞シートを形成した後
、刺激を与えることにより、細胞シートが細胞接着性領域に付着した形態で浮かび上がる
。細胞シートは、細胞接着性領域に付着しているため、その形状が安定している。また、
細胞シートは、その浮かび上がった部位から容易に細胞接着性領域から剥離することがで
きるため、容易に使用用途に適用することができる。
【０１０６】
　細胞シートを剥離する方法としては、例えば以下の方法が挙げられる。例えば、細胞接
着性領域に細胞シートが付着している部位にピペッティングなどのシェアストレスを与え
ることで細胞シートを剥がすことができる。また、細胞シートが付着している部位にピン
セットやピペットチップなどで切り込みを入れて細胞接着性領域に付着している細胞を細
胞シートから切り離すことにより、細胞シートを剥がすことができる。また、切り込みを
入れる場合には、先端が細い部材を用いることが好ましいが、基材を傷付けることで不純
物が発生しないように、基材より柔らかいか或いは先端が丸い部材で細胞シートに切り込
みをいれることが望ましい。また、粘着シールを剥がす様にピンセットやピペットチップ
などで直接細胞シートに物理的な力を加えて基材から剥離してもよく、この場合も基材よ
り柔らかいか先端が丸い部材を用いて剥離するのが望ましい。
【０１０７】
　細胞シートの形成において、細胞を刺激応答性領域及び細胞接着性領域を含む培養面に
播種した後、培養により細胞を増殖させ、コンフルエントに到達させることが好ましい。
本明細書において、「コンフルエント」とは、細胞が培養面を覆った状態を言う。
【０１０８】
　本実施形態において、刺激応答性層及び細胞接着性領域の表面が、細胞が培養される表
面である培養面となることが好ましい。つまり、細胞は刺激応答性層及び細胞接着性領域
の表面に接着することが好ましい。
【０１０９】
　細胞の培養時間は、特に制限されるものではなく、細胞シートが形成されるまで培養す
ることができる。細胞シートを形成するためには、播種された細胞が隣接する細胞間に細
胞外マトリックスを形成することが必要となる。
【０１１０】
　対象細胞は、特に制限されるものではなく、細胞シートを形成可能な細胞であれば特に
制限なく用いることができる。対象細胞は、例えば、接着性細胞である。接着性細胞とし
ては、例えば、肝臓の実質細胞である肝細胞、クッパー細胞、血管内皮細胞や角膜内皮細
胞などの内皮細胞、線維芽細胞、骨芽細胞、砕骨細胞、歯根膜由来細胞、表皮角化細胞な
どの表皮細胞、気管上皮細胞、消化管上皮細胞、子宮頸部上皮細胞、角膜上皮細胞などの
上皮細胞、乳腺細胞、ペリサイト、平滑筋細胞や心筋細胞などの筋細胞、筋芽細胞、腎細
胞、膵ランゲルハンス島細胞、末梢神経細胞や視神経細胞などの神経細胞、軟骨細胞、又
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は骨細胞などが挙げられる。これらの細胞は、組織や器官から直接採取した初代細胞でも
よく、或いは、それらを何代か継代させたものでもよい。さらにこれらの細胞は、未分化
細胞である胚性幹細胞、多分化能を有する間葉系幹細胞などの多能性幹細胞、単分化能を
有する血管内皮前駆細胞などの単能性幹細胞、分化が終了した細胞の何れであってもよい
。また、細胞は単一種を培養してもよいし、二種以上の細胞を共培養してもよい。
【０１１１】
　培養液は、特に制限されるものではなく、例えば、当該技術分野で一般的に用いられる
細胞培養用培地を用いることができる。培地としては、例えば、用いる細胞の種類に応じ
て、ＭＥＭ培地、ＢＭＥ培地、ＤＭＥ培地、αＭＥＭ培地、ＩＭＤＭ培地、ＥＳ培地、Ｄ
Ｍ－１６０培地、Ｆｉｓｈｅｒ培地、Ｆ１２培地、ＷＥ培地及びＲＰＭＩ１６４０培地な
どの基礎培地を用いることができる。基礎培地は、例えば、朝倉書店発行「日本組織培養
学会編 組織培養の技術第三版」５８１頁に記載されている。さらに、基礎培地に血清（
ウシ胎児血清など）、各種増殖因子、抗生物質、アミノ酸などを加えてもよい。また、Ｇ
ｉｂｃｏ無血清培地（インビトロジェン社）などの市販の無血清培地も用いることができ
る。最終的に得られる細胞シートの臨床応用を考えると、動物由来成分を含まない培地を
使用することが好ましい。
【０１１２】
　なお、本実施形態は、上記実施形態に限定されるものではない。上記実施形態は、例示
であり、本実施形態の特許請求の範囲に記載された技術的思想と実質的に同一な構成を有
し、同様な作用効果を奏するものは、いかなるものであっても本実施形態の技術的範囲に
包含される。また、好ましい例、範囲、数値、材料、条件などの本実施形態について説明
した内容はいずれも組み合わせて本実施形態の一つとして理解することができ、本実施形
態は、それらのいずれの組み合わせも包含するものである。
【実施例】
【０１１３】
　以下、実施例を用いて本実施形態を説明する。本実施例では、図９に記載のシート形成
領域を有する細胞培養容器を作製した例を示す。
【０１１４】
　（実施例１）
　直径２ｃｍの円形ポリスチレン基材の全面にポリ－Ｎ－イソプロピルアクリルアミド（
ＰＮＩＰＡＡｍ）をコーティングし、温度刺激により細胞接着性と細胞非接着性とに変化
できる表面を有する刺激応答性層を形成した。次に、外周から内側方向に１ｍｍまでの範
囲をオゾン処理により刺激応答性層を分解除去し、細胞接着性を有する基材を露出させ、
細胞接着性領域を形成した。この際、細胞接着性領域は、図９に示すような４つの領域を
有する形状とした。また、隣接する細胞接着性領域の間の４箇所の隙間（図１８（Ａ）に
示す直線Ｌ１～Ｌ４に相当）はそれぞれ１ｍｍとした。このようにして刺激応答性領域及
び細胞接着性領域が形成された基板を容器底面に配置し、細胞培養容器Ｅ１を作製した。
【０１１５】
　（比較例１）
　比較例として、刺激応答性層の部分的な除去を行わなかったこと以外は、実施例１と同
様にして、細胞培養容器Ｃ１を作製した。
【０１１６】
　（評価）
　作製した細胞培養容器Ｃ１の前記基材上に、マウス筋芽細胞を１×１０６個／ｃｍ２の
濃度で播種し、３７℃で１日間培養して細胞シートを形成した。次に、細胞培養容器の温
度を２０℃に下げて刺激応答性層に温度刺激を与えたところ、１５分後に細胞シートが基
材から完全に剥離した。
【０１１７】
　一方で、細胞培養容器Ｅ１についても同様に評価したところ、温度刺激を与えてから１
時間後も細胞シートは基材から完全に剥離せず、細胞シートの収縮は確認されずに細胞接
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から回収することができた。
【０１１８】
（実施例２）
　直径２ｃｍの円形ポリスチレン基材の全面にポリ－Ｎ－イソプロピルアクリルアミド（
ＰＮＩＰＡＡｍ）をコーティングし、温度刺激により細胞接着性と細胞非接着性とに変化
できる表面を有する刺激応答性層を形成した。次に、外周から内側方向に０．５ｍｍまで
の範囲にコラーゲンをピペットで塗布しゲル化させた後に乾燥することで、細胞接着性領
域を形成した。
　この際、細胞接着性領域は、図１０に示すような８つの領域を有する形状とし、８箇所
の隙間（図１８（Ｂ）のＬ１～Ｌ８に相当）はそれぞれ６mmとし、細胞培養容器Ｅ２を作
製した。
　また、同様に、細胞接着性領域は、図９に示すような４つの領域を有する形状とし、４
箇所の隙間（図１８（Ａ）に示す直線Ｌ１～Ｌ４に相当）はそれぞれ１４ｍｍとし、細胞
培養容器Ｅ３を作製した。
　さらに、同様に、細胞接着性領域は、図１（Ａ）に示すように、１つの領域で隙間がな
いように構成されるように形成して、細胞培養容器Ｅ４を作製した。なお、シート形成領
域に対する細胞接着領域の面積の比は約０．２となる。
【０１１９】
　（比較例２）
　比較例として、上述のコラーゲンを含む細胞接着性層を形成しなかったこと以外は、実
施例２と同様にして、細胞培養容器Ｃ２を作製した。
【０１２０】
　（評価）
　作製した細胞培養容器Ｃ２の前記基材上に、マウス筋芽細胞を１×１０６個／ｃｍ２の
濃度で播種し、３７℃で１日間培養して細胞シートを形成した。次に、細胞培養容器の温
度を２０℃に下げて刺激応答性層に温度刺激を与えたところ、１５分後に細胞シートが基
材から完全に剥離した。
【０１２１】
　一方で、細胞培養容器Ｅ２、Ｅ３、Ｅ４についても同様に評価したところ、温度刺激を
与えてから１時間後も細胞シートは基材から完全に剥離せず、細胞接着性領域に付着して
いた。また、Ｅ４の細胞シートはまったく細胞シートの収縮は確認されず、Ｅ４、Ｅ３、
Ｅ２の順に細胞シートの収縮をより効果的に抑制していた。そして、ピペッティング或い
はピンセットで接着部位を剥離することで簡便に細胞シートを基材から回収することがで
きた。この時、Ｅ２、Ｅ３、Ｅ４の順に基材から細胞シートをより容易に回収することが
できた。
【符号の説明】
【０１２２】
　１　　刺激応答性領域
　２　　細胞接着性領域
　３　　接着境界
　４　　細胞非接着性領域
　１１　外側刺激応答性領域
　１２　外側細胞接着性領域
１０１　刺激応答性層
１０２　細胞接着性層
１０４　細胞非接着性層
１０５、１０５’　基材
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