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(57)【要約】
【課題】温度による粒径変化を抑え、かつ細胞毒性の少ない三次元細胞集合体作製用材料
の提供。
【解決手段】粒径変化率が異なる少なくとも２種のポリマーを含む三次元細胞集合体作製
用材料である。前記少なくとも２種のポリマーが、コアを構成するポリマーと、前記コア
表面を被覆するシェルを構成するポリマーと、を含み、前記コアを構成するポリマーと、
前記シェルを構成するポリマーと、がコアシェル構造を有するポリマー粒子を形成する態
様、前記シェルを構成するポリマーの粒径変化率が、前記コアを構成するポリマーの粒径
変化率より大きい態様、前記コアを構成するポリマーが、コラーゲン、ゼラチン、プロテ
オグリカン、ヒアルロン酸、フィブロネクチン、ラミニン、テネイシン、エンタクチン、
エラスチン、及びフィブリリンから選択される少なくとも１種である態様などが好ましい
。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　粒径変化率が異なる少なくとも２種のポリマーを含むことを特徴とする三次元細胞集合
体作製用材料。
【請求項２】
　前記少なくとも２種のポリマーが、コアを構成するポリマーと、前記コア表面を被覆す
るシェルを構成するポリマーと、を含み、
　前記コアを構成するポリマーと、前記シェルを構成するポリマーと、がコアシェル構造
を有するポリマー粒子を形成する請求項１に記載の三次元細胞集合体作製用材料。
【請求項３】
　前記シェルを構成するポリマーの粒径変化率が、前記コアを構成するポリマーの粒径変
化率より大きい請求項２に記載の三次元細胞集合体作製用材料。
【請求項４】
　前記コアを構成するポリマーが、コラーゲン、ゼラチン、プロテオグリカン、ヒアルロ
ン酸、フィブロネクチン、ラミニン、テネイシン、エンタクチン、エラスチン、及びフィ
ブリリンから選択される少なくとも１種である請求項２から３のいずれかに記載の三次元
細胞集合体作製用材料。
【請求項５】
　請求項１から４のいずれかに記載の三次元細胞集合体作製用材料を含むことを特徴とす
る三次元細胞集合体作製用組成物。
【請求項６】
　温度変化によりゾル状態からゲル状態に相変化する請求項５に記載の三次元細胞集合体
作製用組成物。
【請求項７】
　前記相変化が、前記シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度を超える温度に昇温
させることにより行われる請求項６に記載の三次元細胞集合体作製用組成物。
【請求項８】
　請求項５から７のいずれかに記載の三次元細胞集合体作製用組成物と、
　細胞と、を有することを特徴とする三次元細胞集合体作製用セット。
【請求項９】
　ゾル状態の前記三次元細胞集合体作製用組成物中における前記ポリマー粒子における体
積平均粒径が、遊離状態における細胞の体積平均粒径よりも小さい請求項８に記載の三次
元細胞集合体作製用セット。
【請求項１０】
　前記細胞が、接着性細胞である請求項８から９のいずれかに記載の三次元細胞集合体作
製用セット。
【請求項１１】
　請求項５から７のいずれかに記載の三次元細胞集合体作製用組成物を容器中に収容して
なることを特徴とする組成物収容容器。
【請求項１２】
　請求項５から７のいずれかに記載の三次元細胞集合体作製用組成物に、刺激を印加し、
基体上に前記三次元細胞集合体作製用組成物を付与させる組成物付与工程を含むことを特
徴とする三次元細胞集合体の作製方法。
【請求項１３】
　細胞を付与する細胞付与工程をさらに含む請求項１２に記載の三次元細胞集合体の作製
方法。
【請求項１４】
　前記組成物付与工程における付与温度が、前記シェルを構成するポリマーの下限臨界溶
解温度の最低温度以下である請求項１３に記載の三次元細胞集合体の作製方法。
【請求項１５】
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　前記組成物付与工程と、前記細胞付与工程とを、順次繰り返す請求項１３から１４のい
ずれかに記載の三次元細胞集合体の作製方法。
【請求項１６】
　前記三次元細胞集合体作製用組成物をゾル状態からゲル状態に相変化させた後に、前記
シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度の最高温度を超える温度で細胞を培養する
培養工程をさらに含む請求項１３から１５のいずれかに記載の三次元細胞集合体の作製方
法。
【請求項１７】
　前記細胞を培養後、前記三次元細胞集合体作製用組成物をゲル状態からゾル状態に相変
化させ、前記少なくとも２種のポリマーを除去する除去工程をさらに含む請求項１６に記
載の三次元細胞集合体の作製方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、三次元細胞集合体作製用材料、三次元細胞集合体作製用組成物、三次元細胞
集合体作製用セット、組成物収容容器、及び三次元細胞集合体の作製方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、細胞培養技術の分野では、基体上に細胞を配し、生体外で作製した細胞シートを
用いて損傷した生体組織の再生を誘導する方法が開発されている。
【０００３】
　前記細胞シートは、水に対する上限臨界溶解温度が０℃以上８０℃以下の範囲にあるポ
リマー又はオリゴマー、或いは水に対する下限臨界溶解温度が０℃以上８０℃以下の範囲
にあるポリマー又はオリゴマーを基体の表面に被覆し、前記ポリマー又はオリゴマー上に
おいて、細胞を培養し、上限臨界溶解温度以上又は下限臨界溶解温度以下の温度にするこ
とにより、ゾル状態とゲル状態との間の相変化により前記細胞を前記基体から剥離するこ
とができる。
【０００４】
　しかし、細胞の基体への付着力が強いため剥離が難しく、細胞を効率よく、かつ大量に
培養することができないという問題がある。さらに、細胞を取り扱う上で、細胞への毒性
が低いことが望まれているが、従来技術においては細胞への毒性の点から十分な検討がな
されているものはない。
【０００５】
　そこで、ビーズ表面に０℃以上８０℃以下の温度範囲内で水和力が変化するポリマーを
用いた温度応答性細胞培養用ビーズが提案されている（例えば、特許文献１参照）。
　また、粒子含有細胞集合体の作製に用いられるゼラチンハイドロゲル粒子が提案されて
いる（例えば、特許文献２参照）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、温度による粒径変化を抑え、かつ細胞毒性の少ない三次元細胞集合体作製用
材料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】
【０００７】
　前記課題を解決するための手段としての本発明の三次元細胞集合体作製用材料は、粒径
変化率が異なる少なくとも２種のポリマーを含む。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明によると、温度による粒径変化を抑え、かつ細胞毒性の少ない三次元細胞集合体
作製用材料を提供することができる。
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【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１は、粒径変化率が異なる少なくとも２種のポリマーを含む三次元細胞集合体
作製用組成物のゾル状態からゲル状態に相変化させた模式図である。
【図２】図２は、インクジェット吐出装置の一例を示す概略図である。
【図３】図３は、インクジェット吐出装置の他の一例を示す概略図である。
【図４】図４は、実施例１におけるコアシェル構造を有するポリマー粒子Ａの粒度分布を
示すグラフである。
【図５Ａ】図５Ａは、下限臨界溶解温度が３２℃であるシェルを構成するポリマーを含有
する前記ポリマー粒子Ａを含む三次元細胞集合体作製用組成物の２５℃における状態を示
す写真である。
【図５Ｂ】図５Ｂは、下限臨界溶解温度が３２℃であるシェルを構成するポリマーを含有
する前記ポリマー粒子Ａを含む三次元細胞集合体作製用組成物の３７℃における状態を示
す写真である。
【図６】図６は、三次元細胞集合体作製用組成物Ａのせん断粘度と温度との関係を示すグ
ラフである。
【図７Ａ】図７Ａは、基体上に付与した細胞上にゾル状態の三次元細胞集合体作製用組成
物を付与する模式図である。
【図７Ｂ】図７Ｂは、基体上に配した細胞上に付与されたゾル状態の三次元細胞集合体作
製用組成物をゲル化させて層を形成後、前記層上に細胞を付与する模式図である。
【図７Ｃ】図７Ｃは、細胞、三次元細胞集合体作製用組成物、細胞をこの順に積層させた
細胞積層体から、ゲル状態の三次元細胞集合体作製用組成物をゾル化し除去することで、
三次元細胞集合体を得る模式図である。
【図８】図８は、実施例２で作製した三次元細胞集合体を蛍光共焦点顕微鏡にて観察した
写真である。
【図９】図９は、実施例２で作製した三次元細胞集合体を実体顕微鏡にて観察した断面観
察像である。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
（三次元細胞集合体作製用材料）
　本発明の三次元細胞集合体作製用材料は、粒径変化率が異なる少なくとも２種のポリマ
ーを含み、必要に応じてその他の成分を含有してなる。
　本発明の三次元細胞集合体作製用材料は、従来の温度応答性細胞培養用ビーズでは、温
度による粒径変化率が大きいため、作製した三次元細胞集合体から除去することが困難で
あり、かつ細胞毒性があるという問題に基づくものである。また、従来のゼラチンハイド
ロゲル粒子では、温度応答性を有さないため細胞の精密かつ複雑な三次元細胞集合体を作
製することができないという問題に基づくものである。
【００１１】
＜ポリマー＞
　前記ポリマーは、粒径変化率が異なる少なくとも２種のポリマーを含み、粒径変化率が
同じである異なる種類のポリマーを含んでいてもよい。
　前記少なくとも２種のポリマーとしては、少なくとも１種のポリマーが温度により粒径
変化するポリマー、いわゆる温度応答性ポリマーであることが好ましい。
　前記温度応答性ポリマーとしては、三次元細胞集合体作製用組成物中に含有させた場合
に、温度による粒径変化により、ゾル状態からゲル状態、又はゲル状態からゾル状態に相
変化することが好ましい。なお、前記ポリマーは、例えば、ＧＣ－ＭＳ装置（装置名：Ｑ
Ｐ２０１０、株式会社島津製作所製）を用いて同定することができる。
【００１２】
　前記少なくとも２種のポリマーとしては、コアを構成するポリマーと、前記コア表面を
被覆するシェルを構成するポリマーと、を含み、前記コアを構成するポリマーと、前記シ
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ェルを構成するポリマーと、がコアシェル構造を有するポリマー粒子を形成することが好
ましい。なお、前記コアシェル構造とは、組成の異なる少なくとも２種のポリマーが粒子
中に相分離して存在する形態を意味する。前記コアシェル構造は、シェルがコアを完全に
被覆している形態のみならず、コアの一部を被覆しているものであってもよい。また、シ
ェルのポリマーの一部がコア内にドメインなどを形成しているものであってもよい。コア
とシェルとの間に、更に１層以上の組成の異なる層を含む３層以上の多層構造を持つもの
であってもよい。
　また、前記コアシェル構造を有していることは、特に制限はなく、目的に応じて適宜選
択することができ、例えば、特開２００４－０５１６５７号公報、一般財団法人材料科学
技術振興財団のホームページ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｓｔ．ｏｒ．ｊｐ／ｃａｓｅ／
ｅａｃｈｃａｓｅ／ｃ０１４２．ｈｔｍｌ）等に記載の方法などにより、分析することが
できる。
【００１３】
＜＜ポリマー粒子＞＞
　前記ポリマー粒子の形状としては、前記ポリマーが細胞に過剰に吸着することを抑え、
細胞への毒性を低くすることができる点から、例えば、真球状、半真球状等の球状；不定
形状などが挙げられる。これらは、１種単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよ
い。
　前記コアシェル構造を有するポリマー粒子において、前記コアを構成するポリマーが温
度応答性を有さず、前記シェルを構成するポリマーが温度応答性を有することが好ましい
。
【００１４】
　前記シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度以下の場合の前記ポリマー粒子の体
積平均粒径としては、遊離状態における細胞の体積平均粒径より小さいことが好ましく、
１．０μｍ以下がより好ましく、０．５０μｍ以下が特に好ましい。前記体積平均粒径が
、１．０μｍ以下であると、ポリマー粒子が液体組成物中で沈降することがなく、インク
ジェットノズルから安定して吐出することが可能となる。
　前記シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度を超える場合の前記コアシェル構造
を有するポリマー粒子の体積平均粒径としては、０．８μｍ以下が好ましく、０．４μｍ
以下がより好ましい。前記体積平均粒径が、０．８μｍ以下であると、前記細胞と前記三
次元細胞集合体作製用組成物とからなる積層体を作製し、細胞を培養した場合に、細胞間
の距離を近くすることができ、細胞間の接着を阻害することがない。
【００１５】
　前記体積平均粒径としては、濃厚系粒径アナライザー（商品名：ＦＰＡＲ－１０００、
大塚電子株式会社製）を用いて、下記のサンプル液の調製例により得られたサンプル液を
用いて、以下の測定条件により測定することができる。
－サンプル液の調製例－
　純水製造装置（商品名：ＧＳＨ－２０００、ＡＤＶＡＮＴＥＣ社製）を用いて得られた
純水に、合成した粉末状ポリマーを濃度０．５質量％で分散させる。測定用の液量は５ｍ
Ｌ、分散は２０ｍｍ回転子をスターラーを用いて２００ｒｐｍ、約一日間撹拌することで
サンプル液を調製することができる。
－測定条件－
・溶媒：水（屈折率：１．３３１４、２５℃における粘度：０．８８４ｃＰ、ＮＤフィル
ターにより最適光量調整は適宜設定）
・測定プローブ：濃厚用プローブ
・測定ルーチン：測定：２５℃で１８０秒間→測定：２５℃で６００秒間（本体側を３５
℃に変更すると次第に液温が２５℃から３５℃になる。その間の粒子径変化をモニタ）→
測定：３５℃で１８０秒間
【００１６】
　前記少なくとも２種のポリマーは、前記ポリマーの臨界溶解温度前後の温度において粒
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径変化を伴う。
　前記少なくとも２種のポリマーとしては、例えば、上限臨界溶解温度を有するポリマー
、下限臨界溶解温度を有するポリマーなどが挙げられる。これらの中でも、細胞に負荷が
かからない点から、下限臨界溶解温度を有するポリマーが好ましい。
　前記下限臨界溶解温度は、前記ポリマーの曇点を、ＪＩＳ　Ｋ　７１０５法に準拠した
全光線透過率測定方法に従い測定することにより算出することができる。
　前記上限臨界溶解温度とは、組成物が臨界溶解温度以上の温度においてゾル状態となり
、前記臨界溶解温度未満の温度においてゲル状態となる温度を意味する。
　前記下限臨界溶解温度とは、組成物が臨界溶解温度以下の温度においてゾル状態となり
、前記臨界溶解温度を超える温度においてゲル状態となる温度を意味する。
　前記臨界溶解温度とは、組成物が温度の変化によりゾル状態とゲル状態との間を相変化
するときの温度を意味する。
【００１７】
　前記粒径変化としては、例えば、前記ポリマーが液体（分散媒）を吸収して粒径を増加
する現象である膨潤などが挙げられる。この粒径変化の程度は、粒径変化率で表すことが
でき、前記粒径変化率としては、下限臨界溶解温度以下におけるポリマーの体積平均粒径
が、下限臨界溶解温度を超える温度におけるポリマーの体積平均粒径に対して、２００％
以下が好ましく、１５０％以下がより好ましい。前記粒径変化率が、２００％以下である
と、三次元細胞集合体作製時において、三次元細胞集合体作製用組成物のゾル化により三
次元細胞集合体の構造を破壊することなく、容易に前記ポリマーを三次元細胞集合体から
除去することができる。
【００１８】
　なお、前記ポリマーの下限臨界溶解温度よりも高い温度Ａから下限臨界溶解温度以下の
温度Ｂに温度を下げた場合、前記粒径変化率は以下の式により表すことができる。
　粒径変化率（％）＝（下限臨界溶解温度以下の温度Ｂにおけるポリマーの体積平均粒径
／下限臨界溶解温度を超える温度Ａにおけるポリマーの体積平均粒径）×１００
【００１９】
　前記少なくとも２種のポリマーとしては、細胞に対して毒性が少ないことが好ましい。
【００２０】
－コアを構成するポリマー－
　前記コアシェル構造におけるコアを構成するポリマーとしては、温度による粒径変化率
が少なく、かつ細胞毒性が少なければ特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することが
でき、例えば、コラーゲン、ゼラチン、プロテオグリカン、ヒアルロン酸、フィブロネク
チン、ラミニン、テネイシン、エンタクチン、エラスチン、フィブリリンなどが挙げられ
る。これらの中でも、ゼラチンが好ましい。
【００２１】
　前記コアを構成するポリマーの粒径変化率としては、１０％以下が好ましく、５％以下
がより好ましい。
　なお、前記粒径変化率は、前記ポリマーと同様にして求めることができる。
【００２２】
　前記シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度以下の温度における前記コアを構成
するポリマーの体積平均粒径としては、０．１０μｍ以上０．５μｍ以下が好ましく、０
．２０μｍ以上０．３０μｍ以下がより好ましい。
　前記シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度を超える温度における前記コアを構
成するポリマーの体積平均粒径としては、０．１０μｍ以上０．５μｍ以下が好ましく、
０．２０μｍ以上０．３０μｍ以下がより好ましい。
　前記体積平均粒径は、前記コアシェル構造を有するポリマー粒子の体積平均粒径と同様
にして測定することができる。
【００２３】
－シェルを構成するポリマー－
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　前記コアシェル構造におけるシェルを構成するポリマーとしては、三次元細胞集合体作
製用組成物中に含まれた場合、前記三次元細胞集合体作製用組成物が、温度変化により相
変化するものである限り、その大きさ、形状、構造、材質等について特に制限はなく、目
的に応じて適宜選択することができる。
　前記シェルを構成するポリマーとしては、温度応答性ポリマーが好ましい。
【００２４】
　前記シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度としては、０℃以上５０℃以下が好
ましく、３７℃にて細胞を培養する場合は、０℃以上３５℃以下がより好ましい。前記下
限臨界溶解温度が、０℃以上であると、細胞が過度に冷却されることがなく細胞に負荷が
かからず、５０℃以下であると、細胞が過度に熱せられることがなく、細胞に負荷がかか
らない。
　前記下限臨界溶解温度は、前記シェルを構成するポリマーの曇点を、ＪＩＳ　Ｋ　７１
０５法に準拠した全光線透過率測定方法に従い測定することにより算出することができる
。
【００２５】
　前記シェルを構成するポリマーの粒径変化率としては、前記コアを構成するポリマーの
粒径変化率より大きいことが好ましく、前記コアを構成するポリマーの粒径変化率より大
きく４５０％以下がより好ましく、前記コアを構成するポリマーの粒径変化率より大きく
４００％以下が特に好ましい。
　なお、前記粒径変化率は、シェルを構成する前の前記シェルを構成するポリマーを用い
て、前記ポリマーと同様にして求めることができる。
【００２６】
　前記シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度以下の温度における前記シェルを構
成するポリマーの平均厚みとしては、０．０５μｍ以上０．５μｍ以下が好ましく、０．
１０μｍ以上０．２５μｍ以下がより好ましい。
　前記シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度を超える温度における前記シェルを
構成するポリマーの平均厚みとしては、０．０１μｍ以上０．１０μｍ以下が好ましく、
０．０３μｍ以上０．０７μｍ以下がより好ましい。
　前記平均厚みは、下記式により算出することができる。
　平均厚み（μｍ）＝（コアシェル構造を有するポリマーの体積平均粒径（μｍ）－コア
を構成するポリマーの体積平均粒径（μｍ））／２
【００２７】
　前記シェルを構成するポリマーとしては、例えば、ポリイソプロピルアクリルアミド（
ＰＮＩＰＡＭ）、ポリジエチルアクリルアミド等のアルキルアクリルアミド重合体；ポリ
ビニルメチルエーテル、オキシエチレンを側鎖に持つポリビニルエーテル；メチルセルロ
ース、カルボキシメチルセルロースなどが挙げられる。これらは、１種単独で使用しても
よく、２種以上を併用してもよい。
【００２８】
　前記コアを構成するポリマー、及びシェルを構成するポリマーとしては、温度応答性ポ
リマー以外の親水性ポリマーを含んでいてもよい。シェルを構成するポリマーに、前記親
水性ポリマーが含まれる場合は、コアシェル構造の表面は、温度応答性ポリマーにより形
成されていることが好ましい。
【００２９】
　前記温度応答性ポリマー以外の親水性ポリマーの重量平均分子量としては、特に制限は
なく、目的に応じて適宜選択することができ、１，０００以上５０，０００以下が好まし
く、２，０００以上５０，０００以下がより好ましく、５，０００以上５０，０００以下
が特に好ましい。前記重量平均分子量が、１，０００以上であると、親水性を向上させる
ことができ、５０，０００以下であると、ポリマー自体が嵩高くなることを防止し、温度
変化により相変化させることが容易になる。
　前記重量平均分子量は、例えば、ゲルパーミエーションクロマトグラフィ（ＧＰＣ）を
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用いてテトラヒドロフラン可溶分を測定することにより求めることができる。
【００３０】
　前記温度応答性ポリマー以外の親水性ポリマーとしては、例えば、ポリビニルアルコー
ル；ポリビニルピロリドン；ポリアクリル酸塩；ポリアクリルアミド；エチルセルロース
、ヒドロキシエチルセルロース等のセルロース誘導体；メチルデンプン、エチルデンプン
、ヒドロキシエチルデンプン、カルボキシメチルデンプン等のデンプン誘導体；アルギン
酸プロピレングリコール等のアルギン酸誘導体；ゼラチン、カゼイン、アルブミン、コラ
ーゲン等の動物系ポリマーの誘導体；グアーガム、ローカストビーンガム、クインスシー
ドガム、カラギーナン等の植物系ポリマーの誘導体；キサンタンガム、デキストラン、ヒ
アルロン酸、プルラン、カードランなどの微生物系ポリマーの誘導体などが挙げられる。
これらは、１種単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよい。
【００３１】
［コアシェル構造を有するポリマー粒子の製造方法］
　前記ポリマー粒子を作製する方法としては、親水性ポリマーを粒子状にした後に、粒子
分散液中で温度応答性モノマーを重合させることにより、親水性ポリマーコアに温度応答
性ポリマーシェルが被覆した状態のものを得ることができる。
　前記親水性ポリマーとしてゼラチンを粒子状にする方法としては、ゼラチン水溶液をア
セトンやエタノール等の有機溶媒添加で微小化析出させるコアセルベーション法などが挙
げられる。微小化したゼラチンはアルデヒド系架橋剤等の従来の架橋剤により微粒子化さ
せることでコア粒子を得ることができる。前記コアセルベーション法に限らず、一般的な
Ｗ／Ｏエマルション中の懸濁重合をはじめとする乳化重合により、親水性モノマーと架橋
剤との重合により親水性コア粒子を得ることができる。前記親水性コア粒子が分散した液
において、Ｎ－イソプロピルアクリルアミド等の下限臨界溶解温度を超える温度で不溶化
するモノマーを重合させると、コア粒子上で温度応答性ポリマーが不溶化乃至析出して、
結果としてコアシェル粒子が得られる。
【００３２】
（三次元細胞集合体作製用組成物）
　前記三次元細胞集合体作製用組成物は、本発明の三次元細胞集合体作製用材料を含み、
更に必要に応じてその他の成分を含んでなる。
　前記三次元細胞集合体作製用組成物としては、前記少なくとも２種のポリマーを含む三
次元細胞集合体作製用材料を、温度変化により一の成分がコロイドなどの粒子の状態とし
て三次元細胞集合体作製用組成物中に分散して流動性があるゾル状態と、せん断粘度が高
く、流動性がないゲル状態との間を、ゾル状態からゲル状態又はゲル状態からゾル状態へ
と相変化させることができる。
　前記ポリマーを含む三次元細胞集合体作製用組成物の状態を、前記ゾル状態から前記ゲ
ル状態に相変化させることで細胞を固定させることができる。また、前記ポリマーを含む
三次元細胞集合体作製用組成物の状態を、ゲル状態からゾル状態に相変化させることによ
り三次元細胞集合体から前記ポリマーを除去することが容易となる。前記ゾル状態からゲ
ル状態への相変化としては、シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度を超える温度
に昇温させることにより行われることが好ましい。
【００３３】
　前記ゾル状態と前記ゲル状態との間の相変化の変化点としては、例えば、前記ゾル状態
から前記ゲル状態に相変化させた場合に、前記ポリマーが収縮又は前記ポリマー間におい
て凝集体ネットワークを形成することによりせん断粘度が急激に上昇し、前記三次元細胞
集合体作製用組成物の流動性が消失する点；前記ゲル状態から前記ゾル状態に相変化させ
た場合に、前記ポリマーが膨潤し、分散することによりせん断粘度が急激に降下し、前記
三次元細胞集合体作製用組成物が流動性を得る点などが挙げられる。
【００３４】
　図１は、粒径変化率が異なる少なくとも２種のポリマーを含む三次元細胞集合体作製用
組成物のゾル状態からゲル状態に相変化させた模式図である。図１に示すように、例えば
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、基体１に付与される三次元細胞集合体作製用組成物Ｄは、三次元細胞集合体作製用組成
物Ｄに含まれるポリマー２の下限臨界溶解温度以下の温度においてはゾル状態にあり、粘
度も低く凝集せず、溶液中に流動的に存在している。基体１上に付与された三次元細胞集
合体作製用組成物Ｄに対し、基体１をポリマー２の下限臨界溶解温度を超える温度に昇温
すると、ゾル状態の三次元細胞集合体作製用組成物Ｄがゲル化し、流動性がなくなり、ゲ
ル状態の三次元細胞集合体作製用組成物Ｄ’となり、擬集体ネットワークが形成され、前
記ゲル状態の三次元細胞集合体作製用組成物Ｄ’を含有する層が形成される。前記層上に
、さらに前記ゾル状態の三次元細胞集合体作製用組成物Ｄが付与され、上記同様にゲル化
させて三次元細胞集合体作製用組成物Ｄ’に相変化させた層が積層される。これを複数回
繰り返すことにより、ゲル状態の三次元細胞集合体作製用組成物Ｄ’を含有する層が複数
層積層された三次元積層体を形成させることができる。なお、前記三次元細胞集合体作製
用組成物Ｄと同様に、細胞を付与し、上記同様に三次元積層体を形成させることにより、
三次元細胞集合体を形成させることができる。
【００３５】
　前記ゾル状態の三次元細胞集合体作製用組成物のせん断粘度としては、特に制限はなく
、目的に応じて適宜選択することができるが、０．１Ｐａ・ｓ以下が好ましく、０．０１
Ｐａ・ｓ以下がより好ましい。前記せん断粘度が、０．１Ｐａ・ｓ以下であると、三次元
細胞集合体作製用組成物の粘度を低くすることができるため、インクジェット法に好適に
用いることができる。
　前記ゲル状態の三次元細胞集合体作製用組成物のせん断粘度としては、特に制限はなく
、目的に応じて適宜選択することができるが、０．２Ｐａ・ｓ以上が好ましく、１Ｐａ・
ｓ以上がより好ましく、１０Ｐａ・ｓ以上が特に好ましい。前記せん断粘度が、０．２Ｐ
ａ・ｓ以上であると、三次元細胞集合体作製用組成物の粘度を高くすることができるので
、細胞固定化が可能となる。
【００３６】
　前記せん断粘度としては、下記の測定方法により求めることができる。
　三次元細胞集合体作製用組成物中のポリマーを濃度１０質量％で純水に分散させ、１２
１℃、２０分間にて、高圧蒸気滅菌（商品名：ＭＬＳ－３０３０、パナソニック株式会社
製）を行う。その後、１０体積％ウシ胎児血清（ＦＢＳ、Ｇｉｂｃｏ社製）、１質量％抗
生物質（商品名：Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ－Ａｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃ　Ｍｉｘｅｄ　Ｓｔｏ
ｃｋ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（１００×）、和光純薬工業株式会社製）を含むダルベッコ変法
イーグル培地（和光純薬工業株式会社製）にて、滅菌した前記ポリマーを１質量％に希釈
し、スターラー（商品名：ＲｅｘｉｍＲＳ－４Ａ、ＡｓＯｎｅ社製）を用いて分散させる
。前記分散を確認後、レオメーター（商品名：ＭＣＲ３０１、ＡｎｔｏｎＰａａｒ社製）
にて液粘度の測定を行う。レオメーターによる測定は、２５℃におけるせん断速度１０（
１／ｓ）にて１００秒間（１０秒間毎に１０点）測定後、３７℃に昇温しながら、せん断
速度０．１（１／ｓ）にて１００秒間（１０秒間毎に１０点）測定することにより求める
ことができる。
【００３７】
　前記粒径変化の際、前記三次元細胞集合体作製用組成物は、異方的に変形するものや、
等方的に変化するものもある。これらの中でも、剥離時に細胞が破損しやすくなることを
防止する点から、前記粒径変化の際に前記三次元細胞集合体作製用組成物が特定方向のみ
に変形するものが好ましい。
【００３８】
　前記ポリマー粒子としては、ゾル状態の三次元細胞集合体作製用組成物中に均一に分散
されていることが好ましい。前記ポリマー粒子が、均一に分散されることにより、インク
ジェット法に好適に用いることができる。
【００３９】
　前記ポリマーを含むゾル状の三次元細胞集合体作製用組成物をゲル状に相変化させる装
置としては、公知の昇温装置を用いることができる。前記昇温装置としては、前記ポリマ
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ーの下限臨界溶解温度を超える温度に昇温させることができれば特に制限はなく、例えば
、公知の培養プレート、インキュベーターなどが挙げられる。
【００４０】
　前記ポリマーの含有量としては、基体上に配する前の三次元細胞集合体作製用組成物全
量に対して、０．１質量％以上１０質量％以下が好ましく、０．５質量％以上３質量％以
下がより好ましい。前記含有量が、０．１質量％以上であると、好適にゲル化ができ、１
０質量％以下であると、細胞への毒性を低くすることができる。
【００４１】
＜その他の成分＞
　前記その他の成分としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができ、
例えば、架橋剤、界面活性剤、ｐＨ調整剤、防腐剤、酸化防止剤などが挙げられる。
【００４２】
（三次元細胞集合体作製用セット）
　本発明の三次元細胞集合体作製用セットは、三次元細胞集合体作製用組成物と、細胞と
、を有し、更に必要に応じてその他の成分を有してなる。
【００４３】
　前記三次元細胞集合体作製用組成物としては、本発明の三次元細胞集合体作製用組成物
を好適に用いることができる。
　ゾル状態の三次元細胞集合体作製用組成物中のポリマー粒子における体積平均粒径とし
ては、遊離状態における細胞の体積平均粒径よりも小さいことが好ましい。
【００４４】
＜細胞＞
　前記細胞は、前記基体上に付与されることができれば、その種類等については特に制限
はなく、目的に応じて適宜選択することができ、分類学的に、例えば、真核細胞、原核細
胞、多細胞生物細胞、単細胞生物細胞を問わず、すべての細胞について使用することがで
きる。
　前記真核細胞としては、例えば、動物細胞、昆虫細胞、植物細胞、真菌などが挙げられ
る。これらは、１種単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよい。これらの中でも
、動物細胞が好ましく、前記細胞が三次元細胞集合体を形成する点から、細胞と細胞とが
互いに接着し、物理化学的な処理を行わなければ単離しない程度の細胞接着性を有する接
着性細胞がより好ましい。
【００４５】
　前記接着性細胞としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができ、例
えば、分化した細胞、分化前の細胞などが挙げられる。
　前記分化した細胞としては、例えば、肝臓の実質細胞である肝細胞；星細胞；クッパー
細胞；血管内皮細胞；類道内皮細胞、角膜内皮細胞等の内皮細胞；繊維芽細胞；骨芽細胞
；砕骨細胞；歯根膜由来細胞；表皮角化細胞等の表皮細胞；気管上皮細胞；消化管上皮細
胞；子宮頸部上皮細胞；角膜上皮細胞等の上皮細胞；乳腺細胞；ペリサイト；平滑筋細胞
、心筋細胞等の筋細胞；腎細胞；膵ランゲルハンス島細胞；末梢神経細胞、視神経細胞等
の神経細胞；軟骨細胞；骨細胞などが挙げられる。これらは、１種単独で使用してもよく
、２種以上を併用してもよい。前記接着性細胞は、組織や器官から直接採取した初代細胞
でもよく、又はそれらを何代か継代させたものでもよい。
　前記分化前の細胞としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができ、
例えば、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等の多能性幹細胞
；単分化能を有する血管内皮前駆細胞等の単能性幹細胞；分化が終了した細胞；ｉＰＳ細
胞などが挙げられる。これらは、１種単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよい
。
【００４６】
　前記原核細胞としては、例えば、真正細菌、古細菌などが挙げられる。これらは、１種
単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよい。
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【００４７】
　前記遊離状態における細胞の体積平均粒径としては、１００μｍ以下が好ましく、５０
μｍ以下がより好ましく、２０μｍ以下が特に好ましい。前記体積平均粒径が、１００μ
ｍ以下であれば、インクジェット法に好適に用いることができる。
【００４８】
　なお、前記細胞の体積平均粒径としては、下記の測定方法で測定することができる。
　インキュベーター内（商品名：ＫＭ－ＣＣ１７ＲＵ２、パナソニック株式会社製、３７
℃、５％ＣＯ２環境）において、１質量％抗生物質（Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ－Ａｎｔｉｍ
ｙｃｏｔｉｃ　Ｍｉｘｅｄ　Ｓｔｏｃｋ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（１００×）、和光純薬工業
株式会社製）を含むダルベッコ変法イーグル培地（和光純薬工業株式会社製、以下、「Ｄ
－ＭＥＭ」とも称することがある）で細胞を培養後、アスピレータ（商品名：ＶＡＣＵＳ
ＩＰ、ＩＮＴＥＧＲＡ社製）で１００ｍｍディッシュ内の１０体積％ウシ胎児血清（以下
、「ＦＢＳ」とも称することがある）、及び前記培地を除去する。ディッシュにリン酸緩
衝生理食塩水（和光純薬工業株式会社製、以下、「ＰＢＳ（－）」とも称することがある
）を３ｍＬ加え、アスピレータでＰＢＳ（－）を吸引除去し、表面を洗浄する。ＰＢＳ（
－）による洗浄作業を３回繰り返した後、０．１質量％トリプシン溶液（Ｔｒｙｐｓｉｎ
，　ｆｒｏｍ　Ｐｏｒｃｉｎｅ　Ｐａｎｃｒｅａｓ、和光純薬工業株式会社製）を３ｍＬ
加え、インキュベーター内にて５分間加温し、ディッシュから細胞を剥離する。位相差顕
微鏡で細胞の剥離を確認後、１０質量％ＦＢＳ、１質量％抗生物質を含むＤ－ＭＥＭを４
ｍＬ加え、トリプシンを失活させる。遠沈管に移し、遠心分離（商品名：Ｈ－１９ＦＭ、
ＫＯＫＵＳＡＮ社製、１．２×１０３ｒｐｍ（２３４Ｇ）、５ｍｉｎ、５℃）を行い、ア
スピレータで上清を除去する。除去後、遠沈管に１０質量％ＦＢＳ、１質量％抗生物質を
含むＤ－ＭＥＭを１ｍＬ添加し、穏やかにピペッティングを行い、細胞を分散させる。そ
の細胞懸濁液から１０μＬをエッペンドルフチューブに取り出し、０．４質量％トリパン
ブルー染色液１０μＬを加えてピペッティングを行って細胞を染色する。染色した細胞懸
濁液から１０μＬ取り出してＰＭＭＡ製プラスチックスライドに乗せ、自動セルカウンタ
ー（商品名：Ｃｏｕｎｔｅｓｓ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔｅｒ、ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）を用いて測定することができる。なお、細胞数、細胞生存率も同
様の測定方法により求めることができる。前記細胞は、遊離状態であると、略球状の形状
をとるため、体積平均粒径を測定することができる。
【００４９】
（組成物収容容器）
　本発明の組成物収容容器は、本発明の三次元細胞集合体作製用組成物を容器中に収容し
てなり、更に必要に応じてその他の部材を有してなる。
【００５０】
　前記容器としては、特に制限はなく、目的に応じて、その形状、構造、大きさ、材質等
を適宜選択することができ、例えば、アルミニウムラミネートフィルム、樹脂フィルム等
で形成された組成物袋などを有するものなどが挙げられる。
【００５１】
（三次元細胞集合体の作製方法）
　本発明の三次元細胞集合体の作製方法は、組成物付与工程を含み、細胞付与工程を含む
ことが好ましく、更に必要に応じてその他の工程を含んでなる。
　前記組成物付与工程と、前記細胞付与工程とを、順次繰り返すことにより、三次元細胞
集合体作製用組成物と、細胞とからなる積層体（三次元細胞集合体）を作製することがで
きる。
【００５２】
＜組成物付与工程＞
　前記組成物付与工程は、基体上に、前記三次元細胞集合体作製用組成物を付与する工程
である。ここで、前記基体上とは、基体上に三次元細胞集合体作製用組成物を付与した後
、前記三次元細胞集合体作製用組成物上に細胞を付与し、次に前記細胞上に三次元細胞集
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合体作製用組成物をさらに付与する場合も含む意味である。
【００５３】
　前記組成物付与工程における付与温度としては、下限臨界溶解温度を有するポリマーの
下限臨界溶解温度の最低温度以下であることが好ましい。
【００５４】
＜細胞付与工程＞
　前記細胞付与工程は、基体上に、細胞を付与する工程である。
　なお、前記基体上とは、基体上に三次元細胞集合体作製用組成物を付与した後、前記三
次元細胞集合体作製用組成物上に細胞を付与する場合も含む意味である。
　前記細胞としては、培養液等の液体により分散された分散液として付与されることが好
ましい。
【００５５】
　前記分散液中の細胞の数としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することが
でき、５×１０５個／ｍＬ以上５×１０８個／ｍＬ以下が好ましく、５×１０５個／ｍＬ
以上５×１０７個／ｍＬ以下がより好ましい。前記細胞数が、５×１０５個／ｍＬ以上５
×１０８個／ｍＬ以下であると、吐出した液滴中に細胞を確実に含むことができ、細胞の
精密配置に好適である。前記細胞数としては、前記体積平均粒径の測定方法と同様にして
、自動セルカウンター（商品名：Ｃｏｕｎｔｅｓｓ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃ
ｏｕｎｔｅｒ、ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）を用いて測定することができる。
【００５６】
－三次元細胞集合体作製用組成物の付与方法、及び細胞の付与方法－
　前記三次元細胞集合体作製用組成物の付与方法、及び前記細胞の付与方法としては、例
えば、インクジェット法、ディスペンサー法、ピペット法、アスピレータ法などが挙げら
れる。これらは、１種単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよい。これらの中で
も、一細胞レベルで精密かつ複雑な細胞配置できる点から、インクジェット法が好ましい
。
【００５７】
　前記インクジョット法は、特に制限はなく、公知の方法を用いることができる。なお、
前記インクジェット法を実施するには公知のインクジェット吐出装置を、細胞及び組成物
付与手段として好適に使用することができる。
【００５８】
＜＜基体＞＞
　前記基体としては、細胞の活性や増殖を阻害しないものであれば、その大きさ、形状、
構造、材質等については特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができる。
　前記形状としては、例えば、ディッシュ、マルチプレート、フラスコ、セルインサート
等の立体形状；平膜状などが挙げられる。
　前記構造としては、例えば、多孔質構造などが挙げられる。
　前記基体の材質としては、例えば、有機材料、無機材料などが挙げられる。これらは、
１種単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよい。
　前記有機材料としては、例えば、ポリエチレンテレフタレート（ＰＥＴ）、ポリスチレ
ン（ＰＳ）、ポリカーボネート（ＰＣ）、ＴＡＣ（トリアセチルセルロース）、ポリイミ
ド（ＰＩ）、ナイロン（Ｎｙ）、低密度ポリエチレン（ＬＤＰＥ）、中密度ポリエチレン
（ＭＤＰＥ）、塩化ビニル、塩化ビニリデン、ポリフェニレンサルファイド、ポリエーテ
ルサルフォン、ポリエチレンナフタレート、ポリプロピレン、ウレタンアクリレートなど
のアクリル系材料、セルロースなどが挙げられる。これらは、１種単独で使用してもよく
、２種以上を併用してもよい。
　前記無機材料としては、例えば、ガラス、セラミックなどが挙げられる。これらは、１
種単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよい。
【００５９】
　前記細胞、及び前記三次元細胞集合体作製用組成物を前記基体上に付与する前に、前記
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基体の表面に、細胞接着を促す有機物を公知の方法に従い塗布することが好ましい。前記
有機物を塗布することにより、前記細胞の接着を促すことができる。
　前記有機物としては、特に制限はなく、細胞同士、又は細胞と細胞外マトリックスとの
接着に関与する物質であり、例えば、ラミニン、コラーゲン、フィブロネクチン、ゼラチ
ン等の生物由来のペプチド；前記細胞由来のペプチドと同様の構造を有するタンパク質；
アルギニン－グリシン－アスパラギン酸（ＲＧＤ）等のペプチドなどが挙げられる。これ
らは、１種単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよい。
【００６０】
　前記細胞を基体上に付与した後の細胞生存率は、細胞を基体上に付与する前の分散液中
の生存率に対して、９０個数％以上が好ましく、９５個数％以上がより好ましく、９８個
数％以上が特に好ましい。前記細胞生存率が、９０個数％以上であると、細胞を基体上に
付与することによる負荷を少なく、三次元細胞集合体を形成することができる。
　前記細胞生存率の測定装置としては、前記体積平均粒径の測定方法と同様にして、自動
セルカウンター（商品名：Ｃｏｕｎｔｅｓｓ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｏｕｎ
ｔｅｒ、ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）などが挙げられる。
【００６１】
＜＜インクジェット吐出装置＞＞
　前記インクジェット吐出装置としては、基体上に、細胞及び三次元細胞集合体作製用組
成物を付与することができれば、特に制限はなく、細胞及び三次元細胞集合体作製用付与
手段と、細胞及び三次元細胞集合体作製用組成物収容部とを有し、更に必要に応じてその
他の手段を有してなる。
　前記細胞及び三次元細胞集合体作製用組成物付与手段としては、例えば、細胞及び三次
元細胞集合体作製用組成物を、基体上に付与する手段であり、細胞と三次元細胞集合体作
製用組成物とを同時に基体上に付与する手段；前記細胞が基体上に付与した後に、前記細
胞上に三次元細胞集合体作製用組成物を付与する手段などが挙げられる。
【００６２】
　前記細胞及び三次元細胞集合体作製用組成物付与手段としては、インクジェット法によ
り細胞及び三次元細胞集合体作製用組成物を前記基体上に付与可能なノズルを有すること
が好ましい。なお、前記ノズルとしては、公知のインクジェットプリンターにおけるノズ
ル（吐出ヘッド）を好適に使用することができ、また、前記インクジェットプリンターを
前記細胞及び三次元細胞集合体作製用組成物付与手段として好適に使用することができる
。なお、前記インクジェットプリンターとしては、例えば、株式会社リコー製のＳＧ７１
００などが好適に挙げられる。前記インクジェットプリンターは、ヘッド部から一度に滴
下できる細胞及び三次元細胞集合体作製用組成物量が多く、塗布面積が広いため、塗布の
高速化を図ることができる点で好ましい。
【００６３】
　前記細胞及び三次元細胞集合体作製用組成物付与手段は、前記細胞及び前記三次元細胞
集合体作製用組成物に、刺激を印加し、前記細胞及び三次元細胞集合体作製用組成物を付
与させて積層体を形成する手段であれば、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択するこ
とができ、続噴射型、オンデマンド型などが挙げられる。前記オンデマンド型としては、
ピエゾ方式、サーマル方式、静電方式などが挙げられる。これらの中でも、ピエゾ方式が
特に好ましい。
【００６４】
　前記細胞及び三次元細胞集合体作製用組成物付与手段は、具体的には、液室部、流体抵
抗部、振動板、及びノズル部材などを有することが好ましく、前記液室部、流体抵抗部、
振動板、及びノズル部材の少なくとも一部は、シリコーン及びニッケルの少なくともいず
れかを含む材料から形成されることが好ましい。
　また、前記ノズルのノズル径としては、特に制限はなく、細胞がノズル部に詰まること
を避けるため、細胞の直径に対して、２倍以上が好ましい。動物細胞、特にヒトの細胞の
大きさは一般的に５μｍ以上３０μｍ以下であるため、ノズル径としては使用する細胞に
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合わせて１０μｍ以上２００μｍ以下が好ましい。一方、液滴が大きくなりすぎると微小
液滴を形成するという本来の目的を達成することが困難となる点から、６０μｍ以下がよ
り好ましい。これらの中でも、１０μｍ以上であると、細胞を含有する分散体を好適に吐
出することができため、インクジェット法に好適に用いることができる点から、１０μｍ
以上６０μｍ以下が特に好ましい。
　前記細胞の直径は、実体顕微鏡を用いて測定することができる。
【００６５】
　前記細胞及び三次元細胞集合体作製用組成物収容部は、前記細胞及び前記三次元細胞集
合体作製用組成物が収容された部材であり、その大きさ、形状、材質などについては特に
制限はなく、目的に応じて適宜選択することができ、例えば、貯留槽、袋、カートリッジ
、タンクなどが挙げられる。
　前記細胞と前記三次元細胞集合体作製用組成物とを同時に基体上に配させる手段を用い
る場合は、細胞と三次元細胞集合体作製用組成物とを混合した混合分散液を前記部材に収
容することが好ましい。
　前記細胞が基体上に付与された後に、前記細胞上に三次元細胞集合体作製用組成物を付
与する手段を用いる場合は、前記細胞を含有する分散液と、前記三次元細胞集合体作製用
組成物とを収容する部材は、別々であることが好ましい。
【００６６】
　ここで、図２にインクジェット吐出装置の一例を示す。このインクジェット吐出装置は
、インクジェットヘッド４０を有する。
【００６７】
　前記インクジェット吐出装置は、インクジェットヘッド４０を用いて、基体１０上に、
細胞と三次元細胞集合体作製用組成物とを混合したゾル状態の混合分散液２０を付与する
。この際、温度調節装置５０を用いて、前記基体１０を前記ポリマーの下限臨界溶解温度
を超える温度に昇温させる。なお、前記温度調節装置５０により、基体１０上に混合分散
液２０を付与する前に、基体１０を温めて、前記ポリマーの下限臨界溶解温度を超える温
度に保温しておくことが好ましい。これにより、前記基体１０に付与された混合分散液２
０中の三次元細胞集合体作製用組成物がゾル状態からゲル状態に相変化され、細胞を固定
させ、細胞集合体６０が形成される。前記細胞集合体６０上に、上記と同様に、混合分散
液２０を付与し、前記三次元細胞集合体作製用組成物がゾル状態からゲル状態に相変化さ
れ、細胞集合体６０を形成することを複数回繰り返すことにより、三次元細胞集合体を得
ることができる。
【００６８】
　図３に、インクジェット吐出装置の他の一例を示す。図３のインクジェット吐出装置は
、原理的には図２と同じであるが、細胞及び三次元細胞集合体作製用組成物付与手段が異
なる。即ち、インクジェットヘッド１４０を用いて、細胞１２０が基体１００上に付与さ
れた後に、細胞１２０上にゾル状態の三次元細胞集合体作製用組成物１３０が付与される
。図２と同じように、温度調節装置１５０により前記ポリマーの下限臨界溶解温度を超え
る温度に温められた三次元細胞集合体作製用組成物がゾル状態からゲル状態に相変化され
ることにより、細胞集合体１６０が形成される。前記細胞集合体１６０上に、上記と同様
の操作により細胞１２０を付与し、前記細胞１２０上に、三次元細胞集合体作製用組成物
１３０を付与し、前記三次元細胞集合体作製用組成物がゾル状からゲル状に相変化され、
細胞集合体１６０を形成することを複数回繰り返すことにより、三次元細胞集合体を得る
ことができる。
【００６９】
＜その他の工程＞
　前記その他の工程としては、前記細胞と、前記三次元細胞集合体作製用組成物とを基体
上に付与し、次に、三次元細胞集合体作製用組成物をゾル状態からゲル状態に相変化させ
た後に、下限臨界溶解温度を有するポリマーの下限臨界溶解温度の最高温度を超える温度
で細胞を培養させる工程（以下、「培養工程」とも称することがある）、前記培養工程後
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に、前記下限臨界溶解温度を有するポリマーの下限臨界溶解温度の最低温度以下に降温し
、前記三次元細胞集合体作製用組成物をゲル状態からゾル状態に相変化させる（以下、「
ゾル化」とも称することがある）工程（以下、「ゾル化工程」とも称することがある）、
前記ゾル化工程後に、ポリマーを除去する工程（以下、「除去工程」とも称することがあ
る）を含むことが好ましい。
【００７０】
＜＜培養工程＞＞
　前記培養工程は、三次元細胞集合体作製用組成物をゾル状態からゲル状態に相変化させ
た後に、下限臨界溶解温度を有するポリマーの下限臨界溶解温度の最高温度を超える温度
で細胞を培養させる工程である。前記培養させることにより、細胞が増殖、及び伸展し、
細胞間で接着することにより、三次元細胞集合体を形成させることができる。
【００７１】
　前記培養としては、特に制限はなく、培養温度、培養装置、培養時間、培地、培地中の
二酸化炭素濃度、培地の供給方法、培地の供給量、ｐＨなどの条件を目的に応じて適宜選
択することができる。
【００７２】
　前記培養温度としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができるが、
２５℃以上４５℃以下が好ましく、３３℃以上４０℃以下がより好ましく、３６℃以上３
８℃以下が特に好ましい。前記培養温度が、２５℃以上４５℃以下であると、細胞を好適
に培養させることができる。
【００７３】
　前記培養装置としては、細胞を至適培養温度に保温し培養することができれば、特に制
限はなく、目的に応じて適宜選択することができ、例えば、公知の培養プレート、インキ
ュベーターなどが挙げられる。
【００７４】
　前記培養時間としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができるが、
１２時間以上６０時間以下が好ましく、１５時間以上５０時間以下がより好ましい。前記
培養時間が、１２時間以上６０時間以下であると、細胞を好適に培養することができる。
　また、細胞が増殖、及び伸展し、細胞間で接着することにより、三次元細胞集合体を形
成しているかを確認するには、組織体をヘマトキシリン・エオジン法（ＨＥ）染色し、例
えば、ＮＨＤＦの手技による組織体断面観察像により断面を観察することで、組織体中の
空隙割合や細胞の伸展度合いで確認することができる。
【００７５】
　前記培地としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができ、例えば、
天然培地、半合成培地、合成培地等の組成により分類される培地；半固形培地、液体培地
、粉末培地（以下、「粉培地」とも称することがある）等の形状により分類される培地な
どが挙げられる。これらは、１種単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよい。細
胞が動物由来である場合、動物細胞の培養に用いられる培地であればいずれも用いること
ができる。
【００７６】
　前記動物細胞の培養に用いられる培地としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選
択することができ、例えば、ダルベッコ改変イーグル培地（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏ
ｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅｓ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ；Ｄ－ＭＥＭ）、ハムＦ１２培地（Ｈａ
ｍ’ｓ　Ｎｕｔｒｉｅｎｔ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　Ｆ１２）、Ｄ－ＭＥＭ／Ｆ１２培地、マッ
コイ５Ａ培地（ＭｃＣｏｙ’ｓ　５Ａ　ｍｅｄｉｕｍ）、イーグルＭＥＭ培地（Ｅａｇｌ
ｅｓ’ｓ　Ｍｉｎｉｍｕｍ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ；ＥＭＥＭ）、αＭＥＭ
培地（ａｌｐｈａ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅｓ’ｓ　Ｍｉｎｉｍｕｍ　Ｅｓｓｅｎ
ｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ；αＭＥＭ）、ＭＥＭ培地（Ｍｉｎｉｍｕｍ　Ｅｓｓｅｎｔｉａ
ｌ　Ｍｅｄｉｕｍ）、ＲＰＭＩ１６４０培地、イスコフ改変ダルベッコ培地（Ｉｓｃｏｖ
ｅ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ；ＩＭＤＭ）、ＭＣＤ
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Ｂ１３１培地、ウィリアム培地Ｅ、ＩＰＬ４１培地、Ｆｉｓｃｈｅｒ’ｓ培地、Ｓｔｅｍ
Ｐｒｏ３４（インビトロジェン社製）、Ｘ－ＶＩＶＯ　１０（ケンブレックス社製）、Ｘ
－ＶＩＶＯ　１５（ケンブレックス社製）、ＨＰＧＭ（ケンブレックス社製）、Ｓｔｅｍ
Ｓｐａｎ　Ｈ３０００（ステムセルテクノロジー社製）、ＳｔｅｍＳｐａｎＳＦＥＭ（ス
テムセルテクノロジー社製）、ＳｔｅｍｌｉｎｅＩＩ（シグマアルドリッチ社製）、ＱＢ
ＳＦ－６０（クオリティバイオロジカル社製）、ＳｔｅｍＰｒｏｈＥＳＣＳＦＭ（インビ
トロジェン社製）、Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ８（登録商標）培地（ギブコ社製）、ｍＴｅＳＲ
１或いは２培地（ステムセルテクノロジー社製）、リプロＦＦ或いはリプロＦＦ２（リプ
ロセル社製）、ＰＳＧｒｏ　ｈＥＳＣ／ｉＰＳＣ培地（システムバイオサイエンス社製）
、ＮｕｔｒｉＳｔｅｍ（登録商標）培地（バイオロジカルインダストリーズ社製）、ＣＳ
ＴＩ－７培地（細胞科学研究所社製）、ＭｅｓｅｎＰＲＯ　ＲＳ培地（ギブコ社製）、Ｍ
Ｆ－Ｍｅｄｉｕｍ（登録商標）間葉系幹細胞増殖培地（東洋紡株式会社製）、Ｓｆ－９０
０ＩＩ（インビトロジェン社製）、Ｏｐｔｉ－Ｐｒｏ（インビトロジェン社製）などが挙
げられる。これらは、１種単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよい。
【００７７】
　前記培地中の二酸化炭素濃度としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択するこ
とができるが、２％以上５％以下が好ましく、３％以上４％以下がより好ましい。前記二
酸化炭素濃度が、２％以上５％以下であると、細胞を好適に培養させることができる。
【００７８】
　前記培地の供給方法としては、特に制限はなく、例えば、目的に応じて適宜選択するこ
とができ、インクジェット法、ディスペンサー法、ピペット法、アスピレータ法などが挙
げられる。これらは、１種単独で使用してもよく、２種以上を併用してもよい。
【００７９】
　前記培地の供給量としては、１ｍＬの培地に対して細胞数が、５×１０５個以上５×１
０８個以下となるように供給することが好ましく、５×１０５個以上５×１０７個以下と
なるように供給することがより好ましい。１ｍＬの培地に対して前記細胞数が、５×１０
５個以上５×１０８個以下であると、細胞の増殖、及び伸展に好適である。前記細胞数と
しては、前記体積平均粒径の測定方法と同様にして、自動セルカウンター（商品名：Ｃｏ
ｕｎｔｅｓｓ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔｅｒ、ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
社製）を用いて測定することができる。
【００８０】
　前記ｐＨとしては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択することができるが、４以
上７以下が好ましく、５以上６以下がより好ましい。
【００８１】
　なお、培養工程において、使用する試薬は、滅菌処理されたものを用いることが好まし
く、培養操作、及び培養装置は、無菌処理されたものを用いることが好ましい。
【００８２】
＜＜ゾル化工程＞＞
　前記ゾル化工程は、前記細胞を培養した後に、前記ポリマーの下限臨界溶解温度以下に
降温し、前記三次元細胞集合体作製用組成物をゲル状態からゾル状態に相変化させる工程
である。前記三次元細胞集合体作製用組成物をゲル状態からゾル状態に相変化させること
で、前記三次元細胞集合体を取り出すことができる。
【００８３】
　前記降温の温度としては、特に制限はなく、前記ポリマーの下限臨界溶解温度以下であ
ればよく、０℃以上５０℃以下が好ましく、０℃以上３２℃以下がより好ましい。前記降
温には、公知の装置を用いることができる。前記装置としては、前記ポリマーの下限臨界
溶解温度以下に降温させることができれば、特に制限はなく、例えば、公知の培養プレー
ト、インキュベーターなどが挙げられる。
【００８４】
＜＜除去工程＞＞
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　前記除去工程は、前記細胞を培養し、前記三次元細胞集合体作製用組成物をゲル状態か
らゾル状態に相変化させた後に、ポリマーを除去する工程である。前記ゾル状態の三次元
細胞集合体作製用組成物中のポリマーを三次元細胞集合体から除去することで、三次元細
胞集合体のみを得ることができる。なお、前記三次元細胞集合体においては、すべてのポ
リマーが除去されておらず、三次元細胞集合体の全体又は一部に前記ポリマーが残存して
いても問題なく使用することができる。
【００８５】
　前記除去としては、細胞間の接着を壊さない穏和な条件であれば、特に制限はなく、目
的に応じて適宜選択することができ、例えば、洗浄液で洗浄することなどが挙げられる。
　前記洗浄液としては、例えば、リン酸緩衝液（以下、「ＰＢＳ」とも称することがある
）、トリス塩酸緩衝液などが挙げられる。
【００８６】
（三次元細胞集合体）
　前記三次元細胞集合体は、細胞と、本発明の前記三次元細胞集合体作製用組成物とを含
む。遊離状態における細胞の体積平均粒径よりもゾル状態の組成物中における体積平均粒
径が小さいポリマー粒子を含み、温度変化によりゾル状態とゲル状態との間で相変化する
三次元細胞集合体作製用組成物を含有し、更に必要に応じてその他の部材を有してなる。
　前記三次元細胞集合体は、本発明の三次元細胞集合体の製造方法により好適に製造する
ことができる。
　前記少なくとも２種のポリマーは、本発明の三次元細胞集合体作製用材料と同様のもの
を用いることができる。
【００８７】
　前記三次元細胞集合体の大きさ、形状、構造等としては、特に制限はなく、目的に応じ
て適宜選択することができる。
【００８８】
　前記三次元細胞集合体の平均厚みとしては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択す
ることができるが、０．０１ｍｍ以上２０ｍｍ以下が好ましく、０．０５ｍｍ以上２０ｍ
ｍ以下がより好ましく、０．１ｍｍ以上２０ｍｍ以下が特に好ましい。前記平均厚みが、
０．０１ｍｍ以上２０ｍｍ以下であると、人体の損傷部位への移植用、及び薬剤スクリー
ニング材料用に好適に使用することができる。前記平均厚みとしては、組織体をＨＥ染色
し、断面観察を用いるか、非破壊手段の場合、光干渉断層計（ＯＣＴ：Ｏｐｔｉｃａｌ　
Ｃｏｈｅｒｅｎｃｅ　Ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ、光干渉断層撮影、商品名：Ｇａｎｙｍｅｄ
ｅＩＩ、Ｔｈｏｒｌａｂｓ社製）を用いて測定することができる。
【００８９】
　前記三次元細胞集合体の形状としては、特に制限はなく、目的に応じて適宜選択するこ
とができ、例えば、フィルム状、シート状等の平面状；柱状；球状；血管の形状；複雑な
臓器の形状などが挙げられる。
　前記複雑な臓器としては、例えば、心臓、肝臓、腎臓、肺、小腸、大腸などが挙げられ
る。
【００９０】
　前記三次元細胞集合体中のポリマーの残存量としては、三次元細胞集合体全量に対して
、３質量％以下が好ましく、１質量％以下がより好ましい。前記含有量が、３質量％以下
であると、細胞への毒性を低くすることができる。
【００９１】
　なお、三次元細胞集合体中のポリマーを単離するには、以下の工程を行う。つまり、培
養した組織体の培地を除去し、ＰＢＳにて洗浄した後に、コラゲナーゼ溶液（商品名：Ｎ
Ｂ　４Ｇ／０．２６　ＰＺ　Ｕ／ｍＬ、コスモバイオ株式会社製）を添加し、インキュベ
ーター内（商品名：ＫＭ－ＣＣ１７ＲＵ２、パナソニック株式会社製、３７℃、５％ＣＯ

２雰囲気）に２時間放置し、細胞間、及びＥＣＭ（細胞外マトリックス）／細胞間との結
合から細胞を単離させる。次に、前記溶液を直径２０μｍのメッシュフィルターにて分離
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し、ろ過した溶液を遠沈管に移し、遠心分離（商品名：Ｈ－１９ＦＭ、１．２×１０３ｒ
ｐｍ（２３４Ｇ）、５分間、５℃）を行い、ピペットでポリマー粒子を含んだ上清を回収
する。回収後、遠沈管にＰＢＳを１ｍＬ添加し、穏やかにピペッティングを行い、細胞と
残存ポリマーを分散させる。上記の遠心分離、上清回収を３回繰り返し、上清を集めるこ
とにより三次元細胞集合体を構成しているポリマーの分散液を得ることができる。前記ポ
リマーを含んだ分散液を濃厚系粒径アナライザー（商品名：ＦＰＡＲ－１０００、大塚電
子株式会社製）を用いて、三次元細胞集合体中のポリマーの残存量、粒度分布を測定する
ことができる。
【００９２】
　前記三次元細胞集合体は、人体の損傷部位への移植、組織再生を誘導する組織再生用移
植材料、組織形態形成過程のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの検討用材料、薬剤スクリーニング材料
などに好適に用いることができる。
【実施例】
【００９３】
　以下に、本発明の実施例及び比較例を挙げて説明するが、本発明はこれらの実施例に限
定されるものではない。
　なお、コア構造を有するポリマー、シェル構造を有するポリマー、コアシェル構造を有
するポリマー粒子の体積平均粒径、及び粒度分布は、下記のようにして測定した。
【００９４】
－コア構造を有するポリマー、シェル構造を有するポリマー、コアシェル構造を有するポ
リマー粒子の体積平均粒径及び粒度分布－
　前記体積平均粒径及び粒度分布としては、濃厚系粒径アナライザー（商品名：ＦＰＡＲ
－１０００、大塚電子株式会社製）を用いて、下記のようにサンプル液を調製し、得られ
たサンプル液を以下の測定条件により測定することができる。
－サンプル液の調製－
　純水製造装置（商品名：ＧＳＨ－２０００、ＡＤＶＡＮＴＥＣ社製）を用いて得られた
純水に、０．５質量％になるように合成した粉末状のポリマーを膨潤、分散させた。測定
用の液量は５ｍＬ、分散は２０ｍｍ回転子をスターラーを用いて２００ｒｐｍ、約一日撹
拌することでサンプル液を調製した。
－測定条件－
・溶媒：水（屈折率：１．３３１４、２５℃における粘度：０．８８４ｍＰａ・ｓ（ｃＰ
）、ＮＤフィルターにより最適光量調整は適宜設定）
・測定プローブ：濃厚用プローブ
・測定ルーチン：測定：２５℃で１８０秒間→測定：２５℃で６００秒間（本体側を３５
℃に変更すると次第に液温が２５℃から３５℃になる。その間の粒子径変化をモニタ）→
測定：３５℃で１８０秒間
【００９５】
－粒径変化率－
　得られた各ポリマー、及びポリマー粒子の体積平均粒径を用いて、下記式により、粒径
変化率を求めた。
　粒径変化率（％）＝（下限臨界溶解温度以下の温度Ｂにおけるポリマーの体積平均粒径
／下限臨界溶解温度を超える温度Ａにおけるポリマーの体積平均粒径）×１００
【００９６】
（実施例１）
＜コアシェル構造を有するポリマー粒子Ａの作製＞
　ゼラチン（新田ゼラチン株式会社製）が２質量％になるように純水と混ぜて、６０℃湯
浴中で溶解させた。前記加温した２質量％ゼラチン水溶液４０ｇを２００ｍＬビーカーに
入れて撹拌し、アセトン６０ｇを一気に添加した。前記アセトンを添加した水溶液に２４
質量％～２６質量％グルタルアルデヒド（東京化成工業株式会社製）を架橋剤として４０
０μＬ添加し、６０℃ホットプレート上で３００ｒｐｍで撹拌させながら３０分間加熱し
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た。前記加熱後、室温に戻して、アセトン１００ｇを追加添加し、ポリマー粒子を凝集沈
殿させた。前記沈殿物から水分を除去するため、上澄み液の除去とアセトンによる洗浄と
を数回繰り返した。前記沈殿物を６０℃ホットプレート上でしばらく乾燥させ、５０℃ホ
ットプレート上で３時間減圧乾燥して粉末状のポリマー粒子を得た。収量は０．５８ｇで
あり、収率は約７２％であった。
【００９７】
　次に、前記ポリマー粒子が１質量％となるように純水と混ぜて、超音波分散でしっかり
分散させた。前記分散させたポリマー水溶液４５ｇを１００ｍＬの２口フラスコ（柴田科
学株式会社製）に入れて、モノマーとしてＮ－イソプロピルアクリルアミド（下限臨界溶
解温度：３２℃、東京化成工業株式会社製）５００ｍｇ、架橋剤としてＮ，Ｎ’－メチレ
ンビスアクリルアミド（東京化成工業株式会社製）５ｍｇ、界面活性剤としてドデシルベ
ンゼンスルホン酸ナトリウム（関東化学株式会社製）５０ｍｇを添加した。水全量に対し
て、Ｎ－イソプロピルアクリルアミドが１質量％（９３ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｎ－イソプロピ
ルアクリルアミド全量に対してＮ，Ｎ’－メチレンビスアクリルアミドが１質量％（０．
７３ｍｏｌ％）、水全量に対してドデシルベンゼンスルホン酸ナトリウムが０．１質量％
になるように調製し、２ｍｍ回転子により、撹拌して完全に溶解させ水溶液を得た。
【００９８】
　次に、室温（２５℃）、流量１００ｍＬ／分間で１５分間、前記水溶液をアルゴンガス
でパージした。さらに、７０℃オイルバス中で、流量１００ｍＬ／分間で１５分間、前記
水溶液をアルゴンガスでフローした。水２．５ｇに重合開始剤として２，２’－アゾビス
（２－メチルプロピオンアミジン）二塩酸塩（和光純薬工業株式会社製）１０ｍｇ溶かし
、Ｎ－イソプロピルアクリルアミド全量に対して２，２’－アゾビス（２－メチルプロピ
オンアミジン）二塩酸塩が２質量％（０．８３ｍｏｌ％）になるように調製した溶液を添
加し、１時間重合させた。前記重合後、室温に戻し、前記重合液を超音波分散でしっかり
分散させた。前記重合液を６０℃湯浴中で加温することにより凝集沈殿させ、上澄み液を
除去した。前記沈殿物をテフロン（登録商標）ビーカーに入れて、８０℃乾燥機で水分が
なくなるまで乾燥させた。前記乾燥物に少量のアセトンを添加して、撹拌により乾燥物を
再分散させ、ヘキサンをゆっくり加えることで再沈殿させた。前記上澄み液を除去後、ヘ
キサン添加を数回繰り返し、６０℃ホットプレート上で乾燥させた後、コアシェル構造を
有する粉末状のポリマー粒子Ａを調製した。収量は、０．２１ｇで、収率は約２０％であ
った。
　図４に、コアシェル構造を有するポリマー粒子Ａの粒度分布を示す。なお、比較として
、コアを構成するゼラチン粒子の粒度分布も示す。
　なお、シェルを構成するポリマーであるＮ－イソプロピルアクリルアミドを用いて、ポ
リマー粒子Ａと同様にして粒径変化率を求めたところ、３００％であった。
【００９９】
【表１】

【０１００】
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（実施例２）
＜三次元細胞集合体の作製＞
－コアシェル構造を有するポリマー粒子Ａを含む三次元細胞集合体作製用組成物Ａの作製
－
　前記コアシェル構造を有するポリマー粒子Ａを純水にて１０質量％にて分散させ、１２
１℃、２０分間の高圧蒸気滅菌（商品名：ＭＬＳ－３０３０、パナソニック株式会社製）
した。その後、１０体積％ウシ胎児血清（ＦＢＳ、Ｇｉｂｃｏ社製）、１質量％抗生物質
（Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ－Ａｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃ　Ｍｉｘｅｄ　Ｓｔｏｃｋ　Ｓｏｌｕ
ｔｉｏｎ（１００ｘ）、和光純薬工業株式会社製）を含むダルベッコ変法イーグル培地（
Ｄ－ＭＥＭ：和光純薬工業株式会社製）にて、滅菌したコアシェル構造を有するポリマー
粒子Ａを０．４質量％に希釈し、スターラー（商品名：ＲｅｘｉｍＲＳ－４Ａ、ＡｓＯｎ
ｅ社製）を用いて分散させ、三次元細胞集合体作製用組成物Ａを得た。
【０１０１】
［コアシェル構造を有するポリマー粒子Ａを含有するコアシェル構造を有するポリマー粒
子分散液Ａの温度変化による相変化に伴う相状態の確認］
　前記三次元細胞集合体作製用組成物Ａを、前記コアシェル構造を有するポリマーＡの下
限臨界溶解温度（３２℃）を超える温度である３７℃、及び前記コアシェル構造を有する
ポリマー粒子Ａの下限臨界溶解温度以下である２５℃に静置し、三次元細胞集合体作製用
組成物の相状態を目視で確認した。図５Ａは、下限臨界溶解温度が３２℃であるシェルを
構成するポリマーを含有する前記コアシェル構造を有するポリマー粒子Ａを含む三次元細
胞集合体作製用組成物の２５℃における状態を示す写真である。図５Ｂは、下限臨界溶解
温度が３２℃であるシェルを構成するポリマーを含有する前記ポリマー粒子Ａを含む三次
元細胞集合体作製用組成物の３７℃における状態を示す写真である。
【０１０２】
　図５Ａに示すように、シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度が３２℃以下であ
る２５℃においては、前記ポリマー粒子組成物Ａはゾル状態で存在することが確認できる
。一方、図５Ｂに示すように、下限臨界溶解温度が３２℃よりも高い温度である３７℃に
おいては、前記コアシェル構造を有するポリマー粒子組成物Ａは、ゲル状態で存在するこ
とが確認できた。
【０１０３】
［コアシェル構造を有するポリマー粒子Ａのせん断粘度と温度との関係の確認］
　前記コアシェル構造を有するポリマー粒子Ａを含む三次元細胞集合体作製用組成物のせ
ん断粘度と、温度との関係を下記のように測定し確認した。
　下限臨界溶解温度が３２℃であるシェルを構成するポリマーを含有するコアシェル構造
を有するポリマー粒子Ａ（体積平均粒径：０．４３μｍ）１質量％を、２５℃において、
１０体積％ウシ胎児血清を含むダルベッコ変性イーグル培地（ＤＭＥＭ）中に分散させ、
せん断粘度を２５℃にて１００秒間測定後、３７℃に昇温しながら、さらに１００秒間測
定し、その後、２５℃に降温して１００秒間測定した。図６は、三次元細胞集合体作製用
組成物Ａのせん断粘度と、温度との関係を示すグラフである。図６に示すように、下限臨
界溶解温度以下である２５℃から下限臨界溶解温度を超える３７℃に昇温した場合のポリ
マー粒子Ａを含む三次元細胞集合体作製用組成物のせん断粘度は、４０秒間で約１，６０
０倍に上昇し、前記ゾル状態と前記ゲル状態との間の相変化に係る温度応答速度が早いこ
とが確認できた。また、下限臨界溶解温度を超える３７℃から下限臨界溶解温度以下であ
る２５℃に降温した場合のポリマー粒子Ｂを含む三次元細胞集合体作製用組成物のせん断
粘度は、３０秒間で約１，３５０倍に下降し、前記ゲル状態と前記ゾル状態との間の相変
化に係る温度応答速度が早いことが確認できた。
【０１０４】
－細胞の調製例１－
　冷凍保存された緑色蛍光染料（商品名：Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｇｒｅｅｎ、Ｌｉ
ｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社製）を室温まで解凍し、１０ｍＭの濃度でジメチルスルホキ
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シド（以下、「ＤＭＳＯ」とも称することがある）へ溶解させ、無血清培地と混合して、
１０μＭの溶液を５ｍＬ／ディッシュの緑色蛍光染料含有無血清培地を調製した。次に、
３５ｍｍディッシュにて培養しておいたヒト皮膚線維芽細胞（商品名：ＣＣ２５０７、Ｌ
ｏｎｚａ社製、以下、「ＮＨＤＦ」とも称することがある）をアスピレータで回収し、前
記緑色蛍光染料含有無血清培地に２ｍＬ添加し、インキュベータ内（３７℃、５％ＣＯ２

環境）で３０分間培養した。なお、緑色蛍光染料含有無血清培地に添加する前のＮＨＤＦ
の遊離状態における体積平均粒径は１５μｍであった。なお、ＮＨＤＦの遊離状態におけ
る体積平均粒径は、下記の測定条件に従って測定した。次に、ディッシュの培地をアスピ
レータで回収し、血清入りの培地を２ｍＬ添加し、アスピレータで回収し細胞を洗浄する
ことで、過剰な緑色蛍光染料、及びＤＭＳＯを洗い流した。さらに、血清入りの培地を３
ｍＬ添加し、インキュベータ内（３７℃、５％ＣＯ２環境）で３０分間以上培養し、細胞
を観察できるように緑色蛍光染料で染色されたＮＨＤＦを得た。
【０１０５】
［遊離状態における細胞の体積平均粒径の測定条件］
　インキュベーター内（商品名：ＫＭ－ＣＣ１７ＲＵ２、パナソニック株式会社製、３７
℃、５％ＣＯ２環境）において、１質量％抗生物質（Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ－Ａｎｔｉｍ
ｙｃｏｔｉｃ　Ｍｉｘｅｄ　Ｓｔｏｃｋ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（１００ｘ）、和光純薬工業
株式会社製）を含むダルベッコ変法イーグル培地（和光純薬工業株式会社製、以下、「Ｄ
－ＭＥＭ」とも称することがある）でＮＨＤＦ（商品名：ＣＣ－２５０９、Ｌｏｎｚａ社
製）を培養後、アスピレータ（商品名：ＶＡＣＵＳＩＰ、ＩＮＴＥＧＲＡ社製）で１００
ｍｍディッシュ内の１０体積％ウシ胎児血清（以下、「ＦＢＳ」とも称することがある）
、及び前記培地を除去した。ディッシュにリン酸緩衝生理食塩水（和光純薬工業株式会社
製、以下、「ＰＢＳ（－）」とも称することがある）を３ｍＬ加え、アスピレータでＰＢ
Ｓ（－）を吸引除去し、表面を洗浄した。ＰＢＳ（－）による洗浄作業を３回繰り返した
後、０．１質量％トリプシン溶液（Ｔｒｙｐｓｉｎ，　ｆｒｏｍ　Ｐｏｒｃｉｎｅ　Ｐａ
ｎｃｒｅａｓ、和光純薬工業株式会社製）を３ｍＬ加え、インキュベーター内にて５分間
加温し、ディッシュから細胞を剥離した。位相差顕微鏡により細胞の剥離を確認後、１０
質量％ＦＢＳ、１質量％抗生物質を含むＤ－ＭＥＭを４ｍＬ加え、トリプシンを失活させ
た。遠沈管に移し、遠心分離（商品名：Ｈ－１９ＦＭ、ＫＯＫＵＳＡＮ社製、１．２×１
０３ｒｐｍ（２３４Ｇ）、５分間、５℃）を行い、アスピレータを用いて上清を除去した
。除去後、遠沈管に１０質量％ＦＢＳ、及び１質量％抗生物質を含むＤ－ＭＥＭを１ｍＬ
添加し、穏やかにピペッティングを行い、細胞を分散させた。その細胞懸濁液から１０μ
Ｌをエッペンドルフチューブに取り出し、０．４質量％トリパンブルー染色液１０μＬを
加えてピペッティングを行った。染色した細胞懸濁液から１０μＬ取り出してＰＭＭＡ製
プラスチックスライドに乗せ、商品名：Ｃｏｕｎｔｅｓｓ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｃｏｕｎｔｅｒ（インビトロジェン社製）を用いて細胞の体積平均粒径を測定した。
【０１０６】
－細胞の調製例２－
　前記細胞の調製例１における緑色蛍光染料に代えて赤色蛍光染料（商品名：Ｃｅｌｌ　
Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｏｒａｎｇｅ、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社製）を用いた以外は
、前記細胞の調製例１と同様にして、細胞を観察できるように赤色蛍光染料で染色された
ＮＨＤＦを得た。
【０１０７】
－細胞分散液Ａの作製－
　前記細胞の調製例２で得た赤色蛍光染料で染色されたＮＨＤＦを３５ｍｍディッシュに
おいて、アスピレータ（商品名：ＶＡＣＵＳＩＰ、ＩＮＴＥＧＲＡ社製）で３５ｍｍディ
ッシュ内の１０質量％ＦＢＳ、１質量％抗生物質を含むＤ－ＭＥＭを除去した。ディッシ
ュにリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ（－）、和光純薬工業株式会社製）を３ｍＬ加え、ア
スピレータでＰＢＳ（－）を吸引除去し、表面を洗浄した。ＰＢＳ（－）による洗浄作業
を３回繰り返した後、０．１質量％トリプシン溶液（Ｔｒｙｐｓｉｎ，　ｆｒｏｍ　Ｐｏ
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ｒｃｉｎｅ　Ｐａｎｃｒｅａｓ、和光純薬工業株式会社製）を３ｍＬ加え、インキュベー
ター内にて５分間加温し、ディッシュから細胞を剥離した。位相差顕微鏡で細胞の剥離を
確認後、１０質量％ＦＢＳ、１質量％抗生物質を含むＤ－ＭＥＭを４ｍＬ加え、トリプシ
ンを失活させた。遠沈管に移し、遠心分離（商品名：Ｈ－１９ＦＭ、ＫＯＫＵＳＡＮ社製
、１．２×１０３ｒｐｍ（２３４Ｇ）、５分間、５℃）を行い、アスピレータで上清を除
去した。除去後、遠沈管に１０質量％ＦＢＳ、１質量％抗生物質を含むＤ－ＭＥＭを１０
０μＬ添加し、次に、穏やかにピペッティングを行い、細胞を分散させ、細胞分散液１を
得た。前記細胞分散液１における遊離状態における細胞の体積平均粒径の測定条件に従い
測定した遊離状態における細胞の体積平均粒径は、１３μｍであり、細胞数は、５×１０
５個であり、細胞生存率は９１個数％であった。
　前記細胞数、及び細胞生存数は、遊離状態における細胞の体積平均粒径の測定条件と同
様にして、商品名：Ｃｏｕｎｔｅｓｓ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｃｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔｅｒ
（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）を用いて測定した。
【０１０８】
－三次元細胞集合体の作製－
　図７Ａに示すように、前記細胞の調製例１で得た緑色蛍光染料で染色されたＮＨＤＦ　
３１０の３５ｍｍディッシュ（基材）３００から、培地をアスピレータで除去し、ピペッ
トを用いて前記三次元細胞集合体作製用組成物Ａ　３５０を緑色蛍光染料で染色されたＮ
ＨＤＦ　３１０上に１ｍＬ添加した。さらに、３５ｍｍディッシュを共焦点蛍光顕微鏡（
ライカ社製）に設置した前記ポリマー粒子Ａの下限界臨界溶解温度（３２℃）を超える温
度に設定したインキュベータ内（３７℃、５％ＣＯ２環境）で５分間放置し、細胞上に配
した三次元細胞集合体作製用組成物Ａをゲル化させることにより層を形成させた。次に、
ピペットを用いて前記細胞分散液Ａを前記層の上に静かに０．１ｍＬ（細胞数：５×１０
６個）播種し、図７Ｂに示すような緑色蛍光染料で染色されたＮＨＤＦ　３１０、三次元
細胞集合体作製用組成物Ａ　３５０、赤色蛍光染料で染色されたＮＨＤＦ　３２０をこの
順に積層した積層体１を得た。
【０１０９】
　次に、ディッシュの温度を３７℃から前記ポリマー粒子Ａの下限臨界溶解温度（３２℃
）以下である２５℃まで降温させ、１０分間放置し、前記三次元細胞集合体作製用組成物
Ａをゾル化させ、赤色蛍光染料で染色されたＮＨＤＦを沈降させることにより、図７Ｃに
示すような緑色蛍光染料で染色されたＮＨＤＦ　３１０、及び赤色蛍光染料で染色された
ＮＨＤＦ　３２０が積層された三次元細胞集合体を得た。前記三次元細胞集合体を蛍光顕
微鏡にて観察した結果が図８である。図８に示すように、緑色蛍光染料で染色されたＮＨ
ＤＦ（図中、灰色で示す）上に、赤色蛍光染料で染色されたＮＨＤＦ（図中、黒色で示す
）が観察できており、細胞の伸展が確認でき、細胞間の接着、及び自己組織化が起きてい
ることが確認できた。
　以上の結果から、コアシェル構造を有するポリマー粒子Ａは、細胞毒性が少ないことが
分かった。
【０１１０】
　前記三次元細胞集合体の平均厚みは、三次元細胞集合体をヘマトキシリン・エオジン法
（ＨＥ）染色し、断面を確認し、実体顕微鏡を用いて測定した。その結果、前記三次元細
胞集合体の平均厚みは、０．０１ｍｍ以上０．０３ｍｍ以下であった。実体顕微鏡を用い
て測定した三次元細胞集合体の断面観察像の結果を図９に示す。組織体中の空隙割合や細
胞の伸展度合いから、細胞が増殖、伸展していることが分かる。
【０１１１】
　本発明の態様としては、例えば、以下のとおりである。
　＜１＞　粒径変化率が異なる少なくとも２種のポリマーを含むことを特徴とする三次元
細胞集合体作製用材料である。
　＜２＞　前記少なくとも２種のポリマーが、コアを構成するポリマーと、前記コア表面
を被覆するシェルを構成するポリマーと、を含み、
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　前記コアを構成するポリマーと、前記シェルを構成するポリマーと、がコアシェル構造
を有するポリマー粒子を形成する前記＜１＞に記載の三次元細胞集合体作製用材料である
。
　＜３＞　前記シェルを構成するポリマーの粒径変化率が、前記コアを構成するポリマー
の粒径変化率より大きい前記＜２＞に記載の三次元細胞集合体作製用材料である。
　＜４＞　前記コアを構成するポリマーが、コラーゲン、ゼラチン、プロテオグリカン、
ヒアルロン酸、フィブロネクチン、ラミニン、テネイシン、エンタクチン、エラスチン、
及びフィブリリンから選択される少なくとも１種である前記＜２＞から＜３＞のいずれか
に記載の三次元細胞集合体作製用材料である。
　＜５＞　前記＜１＞から＜４＞のいずれかに記載の三次元細胞集合体作製用材料を含む
ことを特徴とする三次元細胞集合体作製用組成物である。
　＜６＞　温度変化によりゾル状態からゲル状態に相変化する前記＜５＞に記載の三次元
細胞集合体作製用組成物である。
　＜７＞　前記相変化が、前記シェルを構成するポリマーの下限臨界溶解温度を超える温
度に昇温させることにより行われる前記＜６＞に記載の三次元細胞集合体作製用組成物で
ある。
　＜８＞　前記＜５＞から＜７＞のいずれかに記載の三次元細胞集合体作製用組成物と、
　細胞と、を有することを特徴とする三次元細胞集合体作製用セットである。
　＜９＞　ゾル状態の前記三次元細胞集合体作製用組成物中における前記コアシェル構造
のポリマー粒子における体積平均粒径が、遊離状態における細胞の体積平均粒径よりも小
さい前記＜８＞に記載の三次元細胞集合体作製用セットである。
　＜１０＞　前記細胞が、接着性細胞である前記＜８＞から＜９＞のいずれかに記載の三
次元細胞集合体作製用セットである。
　＜１１＞　前記＜５＞から＜７＞のいずれかに記載の三次元細胞集合体作製用組成物を
容器中に収容してなることを特徴とする組成物収容容器である。
　＜１２＞　前記＜５＞から＜７＞のいずれかに記載の三次元細胞集合体作製用組成物に
、刺激を印加し、基体上に前記三次元細胞集合体作製用組成物を付与させる組成物付与工
程を含むことを特徴とする三次元細胞集合体の作製方法である。
　＜１３＞　細胞を付与する細胞付与工程をさらに含む前記＜１２＞に記載の三次元細胞
集合体の作製方法である。
　＜１４＞　前記組成物付与工程における付与温度が、下限臨界溶解温度を有するポリマ
ーの下限臨界溶解温度の最低温度以下である前記＜１３＞に記載の三次元細胞集合体の作
製方法である。
　＜１５＞　前記組成物付与工程と、前記細胞付与工程とを、順次繰り返す前記＜１３＞
から＜１４＞のいずれかに記載の三次元細胞集合体の作製方法である。
　＜１６＞　前記三次元細胞集合体作製用組成物をゾル状態からゲル状態に相変化させた
後に、下限臨界溶解温度を有するポリマーの下限臨界溶解温度の最高温度を超える温度で
細胞を培養する培養工程をさらに含む前記＜１３＞から＜１５＞のいずれかに記載の三次
元細胞集合体の作製方法である。
　＜１７＞　前記細胞を培養後、前記三次元細胞集合体作製用組成物をゲル状態からゾル
状態に相変化させ、前記少なくとも２種のポリマーを除去する除去工程をさらに含む前記
＜１６＞に記載の三次元細胞集合体の作製方法である。
　＜１８＞　前記＜１２＞から＜１７＞のいずれかに記載の三次元細胞集合体作製方法に
より作製されることを特徴とする三次元細胞集合体である。
　＜１９＞　平均厚みが、０．０１ｍｍ以上２０ｍｍ以下である前記＜１８＞に記載の三
次元細胞集合体である。
　＜２０＞　前記ポリマーの残存量が、３質量％以下である前記＜１８＞から＜１９＞の
いずれかに記載の三次元細胞集合体である。
【０１１２】
　前記＜１＞から＜４＞のいずれかに記載の三次元細胞集合体作製用材料、前記＜５＞か
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ら＜７＞のいずれかに記載の三次元細胞集合体作製用組成物、前記＜８＞から＜１０＞の
いずれかに記載の三次元細胞集合体作製用セット、前記＜１１＞に記載の組成物収容容器
、前記＜１２＞から＜１７＞のいずれかに記載の三次元細胞集合体の作製方法、及び前記
＜１８＞から＜２０＞のいずれかに記載の三次元細胞集合体によると、従来における前記
諸問題を解決し、前記本発明の目的を達成することができる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０１１３】
【特許文献１】特開２０１３－５９３１２号公報
【特許文献２】国際公開第２０１１／０５９１１２号パンフレット
【符号の説明】
【０１１４】
　１、１０、１００、３００　基体
　１２０、３１０、３２０　細胞
　Ｄ、１３０　ゾル状態の三次元細胞集合体作製用組成物
　Ｄ’、３５０　ゲル状態の三次元細胞集合体作製用組成物

【図１】

【図２】

【図３】
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【図５Ａ】

【図５Ｂ】

【図６】

【図７Ａ】

【図７Ｂ】

【図７Ｃ】

【図８】

【図９】
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