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イントロダクション 
 
Ｆｌｅｘｃｅｌｌ® のＴｉｓｓｕｅ Ｔｒａｉｎ® 三次元バイオリアクタ

ーでは、線状、円状、その他の形状をしたハイドロゲ

ル内に細胞を埋入、培養し、機械的負荷を適用す

ることができます。原理としては、６ウェル型Ｔｉｓｓｕｅ  

Ｔｒａｉｎ® 培養プレートの各フレキシブルウェル底を、メ

ンブレン下に作られた樋状溝（トラフ、ｔｒｏｕｇｈ）内へ

真空吸引して変形し、ここへハイドロゲルを流し込む

ことにより、各々のトラフの持つ特定の形状（即ち、線

状、円状、台形）に成形します。線状トラフの場合、

成形時点で２５ mm x ３ mm x ３ mm のゲル構築

（コンストラクト）が形成されますが、細胞のゲル収縮

（コンパクション）とマトリクス再編成に伴い、寸法は縮

小します（図１； Ｇａｒｖｉｎ ｅｔ ａｌ., ２００３； Ｑｉ ｅｔ ａｌ., 

２００９, ２００７, ２００６； Ｓｕｍａｎａｓｉｎｇｈｅ ｅｔ                                               

ａｌ., ２００９； Ｔｒｉａｎｔａｆｉｌｌｏｐｏｕｌｏｓ ｅｔ ａｌ., ２００４）。 
 

 
図１．細胞埋入した線状ハイドロゲルの様子：初期

形成時（上列）と一週間培養後（下列）。 

 

バイオアーティフィシャルコンスト

ラクトの固定法 
 
細胞は７０％メタノールあるいは１０％中性緩衝ホル

マリン液（ｎｅｕｔｒａｌ-ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｆｏｒｍａｌｉｎ（ＮＢＦ）内４

時間、ハイドロゲル内包埋培養したまま固定し(ｉｎ  
ｓｉｔｕ 固定）、その後はプレートごとジップロックバッグで

包んで蒸発防止した上、４˚Ｃ保存することができます。

固定したＢＡＴｓは、ヘマトキシリン•エオシン（ＨＥ）染

色、Ｍａｌｌｏｒｙの三重染色、ギムザ染色等々ルーチン

に用いられる組織染色剤、あるいは蛍光顕微鏡用

試薬で染めることができます。 
 

 

 

 

組織標本の作製法 
 
ＢＡＴｓは、パラフィン包埋して切片を切り出し染色す

ることも、凍結切片用媒質に包埋することもできます。

ＢＡＴｓを連結している両端のナイロンアンカーから切り

離してでも、あるいは、ラバーとナイロンアンカーを結合

したままの状態で行うことも可能です。後者の方法を

とると、ＢＡＴの線状形、寸法、方向性などを保つの

に役立ちます。そのあと、プロトコールに従いＢＡＴｓの

ヘマトキシリン•エオシン（ＨＥ）染色などを行うことがで

きます（図２）。 
 

 
図２．ヒト腱組織（左）とＢＡＴコンストラクト（右）の切

片縦断面像（ヘマトキシリン·エオシン染色）（Ｇａｒｖｉｎ 

ｅｔ ａｌ., ２００３）。 

 

蛍光免疫染色法 
 
上述のようにして固定した後、ＢＡＴｓを一般的プロト

コールに従い蛍光免疫染色することができます。緩衝

液で３回洗浄後、抗体を用いてその位置で(ｉｎ ｓｉｔｕ 
染色）、あるいはウェルから外して１ml のポリチューブ

内で染色します。一次抗体を室温で１時間あるいは

４ºCで一晩作用、緩衝液で３回洗浄、二次抗体を

室温で３０分間作用させます。ＢＡＴ試料はその後緩

衝液で３回洗浄し、濡れたままスライドガラスにマウン

トして蛍光観察に供することができます。 

 

ＢＡＴＳの蛍光顕微鏡観察 
 
コラーゲンハイドロゲルには低度の蛍光がありますが、

自発光波長はフルオレセイン（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）の範囲

内です。従って、ローダミン（ｒｈｏｄａｍｉｎｅ）とＤＡＰＩに

よる対比染色はＢＡＴｓの細胞に適しています。 
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