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研究成果の概要（和文）：ゲル部分の厚みが約50 μmの中空ゲルファイバーを積層することで、1本1本の血管が約100 
μmの間隔で配置された生体血管網を模倣した流路ネットワークを構築した。その積層物中の個々のファイバーの中空
部分に培地を流通させながら培養を行うことで、ファイバーのゲル部分に固定化したヒト肝癌由来細胞株の増殖を促す
ことができた。また、その細胞の機能は、培養により細胞数が増加する前後で変化がなかったことから、本法は個々の
細胞に十分な酸素と栄養素を供給でき、生体血管網模倣技術として有用である。

研究成果の概要（英文）：We fabricated an engineered vascular-like network comprised assembled hollow 
alginate hydrogel microfibers. The distance between each flow microchannel (hollow core portions of the 
microfibers) were set to approximately 100 μm by using microfibers with a gel thickness of approximately 
50 μm. Human hepatoblastoma cell line proliferated in the gel portions of the microfibers and maintained 
their specific function during perfusion culture for 7 days. These results showed that the novel 
vascular-like networks fabricated here have the potential to allow the creation of volumetric tissues in 
vitro.

研究分野： 医用工学
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図 1. 中空ゲルファイバーを利用した本研究
の流路ネットワーク作製法および生体組織構
築法の概念図. 

 
図 2. 中空ゲルファイバー作製法の概念図. 

 

図 3. 培地流通培養手順. 

１．研究開始当初の背景 
「再生医療」の具現化を目指し、iPS 細胞

などの各種幹細胞を利用して重厚な生体組
織を人工的に創製する試みがなされている。
重厚な組織を作るためには、その内部の細胞
にまで十分な酸素・栄養を供給するために、
1本 1本の血管が約100 mの間隔で配置され
た生体血管網を模倣した流路ネットワーク
を構築できる技術の確立が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では微細な中空ゲルファイバーを

利用することで、1本 1本の流路が約 100 m
の間隔で配置された流路ネットワークなら
びにそれを利用した生体組織構築法の開発
を目的とした(図 1)。 
 
３．研究の方法 
（１）中空ゲルファイバーの作製 
 ファイバーの作製には、2 重円筒管を用い
た(図 2)。具体的には、10%(w/v)ポリビニル
アルコール(PVA)水溶液および 1%(w/v)アル
ギン酸ナトリウム(Na-Alg)水溶液をそれぞ
れ 2 重円筒管の内筒および外筒に流し、100 
mM 塩化カルシウム水溶液中に押し出した。ゲ
ル化したファイバーをローラーで連続的に
巻き取った。中空ゲルファイバーのゲル部分
にヒト肝癌由来細胞株(HepG2)を包括する場
合には、PVA と Na-Alg を Krebs-Ringer 
HEPES(KRH)緩衝液に溶解し、その Na-Alg 水
溶液に HepG2 細胞を懸濁した。続いて、それ
らの溶液を用いて上記と同様の手順により
中空ゲルファイバーを作製した。 
 
（２）培地流通培養 
 ローラーに巻き取った200本のファイバー
の束(長さ：3.5 cm、3.8  105 cells/束)を
プラスチック容器内に配置し(図 3(a))、アガ
ロースを溶解したKRH緩衝液(2%(w/v)、30℃)
をその容器内に注ぎ、4℃に冷やすことで溶
液をゲル化させた(図 3(b))。続いて、容器の
底板を取り外し、それをもう一つのプラスチ
ック容器の上部に設置した後(図 3(c))、両容
器内に培地を注ぎ、容器を密閉した。ポンプ
を用いて、下部容器内の培地を上部容器内に
送液することで、上部容器内の圧力を上げ、
中空ファイバーの束の中に培地を流通させ
た(図 3(d))。培養 1および 7日目の培地中に
含まれるヒトアルブミンの濃度をELISA法に
より定量した。 

 
４．研究成果 
（１）中空ゲルファイバーの作製 
 本研究の手法により、1 本 1 本の流路が約
100 mの間隔で配置された流路ネットワーク
を作製するためには、ゲル部分の厚みが約 50 
mの中空ゲルファイバーが必要である(図1)。
そこで、ファイバーの外径ならびに中空径の
制御を行った。2 重円筒管の内径、外径、2
重円筒管先端での PVA および Na-Alg 水溶液
の流速、およびローラーの巻き取り速度をそ
れぞれ、410 m、610 m、2.0 mL/min、およ
び 28.8 cm/s に固定し、PVA 流量比(=PVA 水
溶液流量/PVA および Na-Alg 水溶液の合計流
量)を 0.5 から 2.0 まで変化させ、得られた
ファイバーの外径および中空径を測定した。



 

図 4. ファイバーの外径および中空径. 

 

図5. 墨汁を流通させたファイバーの束の断面. 

 
図 6. 1 日目(a)および 7 日目(b)のファイバ
ーの束の断面のヘマトキシリン＆エオシン
染色写真. 矢印は細胞凝集体を示す. 

 
図7. ファイバーの束内の細胞数. 

PVA 流量比を変化させてもファイバーの外径
はほとんど変化しなかった(図 4)。これは、
PVAおよびNa-Alg水溶液の合計流量を一定に
しているためである。一方、ファイバーの中
空径は PVA 流量比により大きく変化した。本
法では、2 重円筒管より押し出す 2 水溶液の
うち、Na-Alg 水溶液のみが塩化カルシウム水
溶液中のカルシウムイオンによりゲル化す
ることで、中空ゲルファイバーを作製できて
いる。PVA 流量比の増加に伴って中空径も増
加した理由は、カルシウムイオンによりゲル
化しない PVA 溶液の流量が Na-Alg 水溶液の
流量よりも相対的に増加したためである。ま
た、PVA 流量比が 0.10 の時、目的としたゲル
部分の厚みが約 50 m のファイバーを作製で

きた。 
 
（２）培地流通培養 
 まずはじめに、図 3(d)の装置内に配置した
ファイバーの束内に墨汁を送液した(図 5)。
ファイバーの束の断面を観察すると、ほとん
どのファイバー(98  2%)の中空部分に墨汁
が流れており、ファイバー中空部分への培地
の送液が可能であることが示された。また、
このファイバーの束の断面写真より、ファイ
バーの中空部分の間隔は約 100 m であり、
目的とした“1本 1本の流路が約100 mの間
隔で配置された流路ネットワーク”を作製
できた。 
 ファイバーの束への培地の流通後、1 およ



表1. ファイバーの束内の1細胞あたりのア
ルブミン分泌速度. 

培養日数 アルブミン分泌速度

(ng/day/cell) 

1 日目 68  33 
7 日目 67  28* 

*p = 0.94 vs 1 日目 

び 7日目のファイバー断面のヘマトキシリン
＆エオシン染色写真を図 6に示す。細胞数は
培養 1日目から 7日目にかけて、約 4倍に増
加した(図 7)。一方、1 細胞あたりのヒトア
ルブミンの分泌速度は、培養 1および 7日目
において統計的に優位な差はなかった(表 1)。
これは、細胞が増殖した 7日目においてもフ
ァイバー内の細胞は十分な酸素と栄養素の
供給を受けていることを示しており、本研究
の生体血管網模倣技術の有用性を示してい
る。 
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