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研究成果の概要（和文）：ピラー状シートを鋳型とし、あらたに開発したゼラチンメタクリレート(GelMA)とヒ
ドロキシエチルメタクリレート（HEMA）共重合体ハイドロゲルを光重合により作成することにより、生分解性の
持つハイドロゲルマイクロウエルの開発に成功した。さらにこのゲルウエルでMIN6-m9のスフィロイド培養に成
功し、得られたスフィロイドは二次元培養よりもインスリン分泌量が増加し、in vivo試験でもラット肝臓表面
に貼付移植後10日後もインスリン分泌能を持つことを示した。このゲルマイクロウエルに流路部を具備したユニ
バーサルデバイスを開発し、ラット腹部大静脈への移植し、血流導入試験を実施した。

研究成果の概要（英文）：We successful developed biodegradable hydrogel microwells by 
photopolymerization of newly developed gelatin methacrylate (GelMA) and hydroxyethyl methacrylate 
(HEMA) copolymer hydrogel using pillar-shaped sheet as template. Furthermore, we succeeded in 
culturing MIN6-m9 spheroids in the hydrogel microwells, and the obtained spheroids have increased 
insulin secretion amount compared to the cells by conventional two-dimensional culture. In addition,
 the insulin secretion ability was observed in vivo even 10 days after the transplantation of the 
spheroid and the hydrogel microwells onto the rat liver surface. Finally, a universal device having 
flow channels in this gel microwell was fabricated. It was transplanted into the rat abdominal 
cavity by connecting the device and abdominal vena cava, which achieved a blood flow introduction to
 the device. 

研究分野： 医用化学工学

キーワード： 生体医工学　再生医療　内分泌組織　ハイドロゲル　多孔質担体　移植　血流　灌流培養

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
内分泌系組織再生の進歩を実現するためには，血中物質濃度を常時センシングしながら血中に迅速にホルモンを
分泌できるよう，再生組織に豊富に血流を導入する必要がある．様々な組織において，シート状再生組織は臨床
への道筋が見えてきたものの，血管網を具備した厚み1 mm以上のサイズの組織をin vitroで再生した後，移植で
血流を導入することは，究極的な目標であるにも関わらず依然として技術的道筋が立っていない．本研究では、
内分泌組織の中でも膵島にターゲットを絞り、生体内に移植可能な膵島スフィロイドを作成可能なハイドロゲル
マイクロウエルと、血流を導入可能な流路構造を持った新たな移植プラットフォームを実現する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

内分泌系組織再生の進歩を妨げる技術的困難性は，血中物質濃度を常時センシングしながら
血中に迅速にホルモンを分泌するために，再生組織に豊富に血流を導入する必要がある点にあ
る．様々な組織において，シート状再生組織は臨床への道筋が見えてきたものの，血管網を具備
した厚み 1 mm 以上のサイズの組織を in vitro で再生した後，移植で血流を導入することは，
究極的な目標であるにも関わらず依然として技術的道筋が立っていない．内分泌組織は，血流導
入の課題が解決されれば，医療経済的な面からも将来臨床での標準治療になりうる可能性を秘
めている． 

 組織への血流導入は 3 次元組織に共通する課題であり，全世界的に検討がなされてきた．例
えば図１①のように，毛細血管密度が低い皮下組織に予め毛細血管網を発達させた後，再生膵島
を移植することが動物で報告された．また図１②のように，ＡＶ（動脈静脈）ループを外科的に
作成し，ループの内側に細胞や足場材料を移植すると，ループ血管から毛細血管が進展し，再生
組織と循環系が接続されることも多数報告されている．図１③では，流路を持つコラーゲンゲル
の上に筋芽細胞/血管内皮細胞シートを培養することにより，自発的な毛細血管網構築と流路接
続を試みている．しかしこれらのアプローチは，再生組織に直接血流を導入していないため，血
中物質への十分な応答速度と分泌ホルモンの迅速な放出が難しく，内分泌組織の再生と移植の
プラットフォームとは成り得ないと考えられる． 

２．研究の目的 

 

 膵島・副腎・甲状腺・副甲状腺・下垂体といった内分泌系組織は，細胞数が少ないながら豊富
な血流を有し，血中物質濃度を常時センシングしながら，血中に迅速にホルモンを分泌する点で
共通の特徴を有する．本研究では，マイクロスケールの組織構造と流路を 1 ステップで作製可
能なハイドロゲルマイクロチャネルにより，血流が隈なく細胞に行き渡る組織を再生し，将来，

内分泌系組織の再生医療・組織工学分野で，工学的にユニバーサルなプラットフォームを提供可
能とすることを目標とした。 具体的には膵島に目標を絞り，図２に示すように，スフィロイド
を形成可能なハイドロゲルマイクロウエル開発し、さらに血流導入可能な流路も具備し、将来は
in vitro で膵β細胞を培養し、育成した後に、小型動物に移植して血流導入可能なプラットフォ
ームを開発することを目標とした。 

 

図１ 再生組織への血流導入：既往の研究 

 

図２ 本研究のコンセプト 



 

３．研究の方法 

（１）ハイドロゲルマイクロウエルの開発 
 図３に示す合成スキームに従って、付加重合を担うメタクリレート部を持つ GelMA（Gelatin 
methacrylate）を合成し、さらに PEGAC（Polyethylglycol acrylate）あるいは HEMA(2-
hydroxyethyl methacrylate)を光重合開始剤によって共重合し、得られたハイドロゲルの膨潤
溶解挙動を評価した。さらにピラー加工がなされたゴムシートをモールドとして、ハイドロゲル
マイクロウエルの作成を試みた。このハイドロゲルマイクロウエルの細胞培養培地中での寸法
安定性の評価を行った。 
（２）ハイドロゲルマイクロウエルでのβ細胞株スフィロイドの育成 
 グルコース応答インスリン分泌が可能であるβ細胞株である MIN6-m9 を、異なった播種密度
にてハイドロゲルマイクロウエルに播種し、２日間の培養を行った。形成されたスフィロイドの
形状や細胞数を DAPI assay で評価するとともに、ELISA 法にてグルコース刺激後のインスリン
分泌量の測定を行った。 
（３）ラット肝臓表面への移植 
 MIN6-m9スフィロイドを作成したハイドロゲルマイクロウエルをスフィロイドとともに、肝臓
表面に貼付した。この際ハイドロゲルスフィロイドを適切に固定するために、ゼラチン＋微生物
由来トランスグルタミナーゼ（MTG）の混合ゲルを組織接着剤として用いた。10 日後に開腹して
組織を回収して固定し、断面を HE 染色、Insulin による免疫染色を実施した。また被包化が起
きていないハイドロゲルマイクロウエルについては、光学顕微鏡観察を行い、さらに Live/Dead
染色を行って FACS によって生細胞数のカウントを行った。 
（４）2 次加工による流路構造の導入の検討 
 マイクロウエルに流路を導入したモールドを作成し、培養後に直径がマイクロチューブとア
センブリできるデバイスの開発を行った。シリコーンチューブ、コラーゲンチューブ、凍結保存
ラット大腿動脈などをチューブ素材として検討した。アセンブルしたデバイスを、ペリスタポン
プに接続し、緩衝液またはヘパリン化動物血を循環し、導通性の検証を行った。 
（５）ラットモデルへの移植と血流導入の検討 
 ラットの鼠径部大腿静脈および腹腔内の下大静脈を移植部位として検討した。四ケ所を縫合
糸で結紮し、間に切れ込みを入れ、チューブを挿入し固定してヘパリンを投与する。さらにチュ
ーブのもう一端を挿入し固定した。さらにマイクロウエル部を in situ に組み立てることによ
ってデバイスを構築した。最後に結紮を外して血流を回復することによって血流導入を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）形状安定性を持ったハイドロゲルマイクロウエルの開発 

   
 GelMA と PEGAC あるいは HEMA を異なった共重合比で光重合することによって作成したハイド
ロゲルの PBS（リン酸緩衝液）あるいは DMEM（細胞培養培地）に浸漬し、膨潤度の時間変化を測

 

図３ ハイドロゲルマイクロウエルの開発 

プリカーサー溶液

Methacrylic anhydride

50℃

Gelatin Gelatin methacrylate

(GelMA) 2-Hydroxyethyl 

Methacrylate (HEMA)

Polyethylene glycol 

acrylated (PEG-AC)

NH2

NH2

NH

NH

NH

NH

NH

NH

光重合

モールドから離型

「ハイドロゲルマイクロウエルの作成」



定したところ、HEMA を共重合することによって、緩衝液や培地中で極めて安定なハイドロゲル
を開発することに成功した。この新しい知見を基に、ピラーシートを鋳型に光重合を行った後に
離型し、ハイドロゲルマイクロウエルを得ることに成功した。このハイドロゲルマイクロウエル
は、10%FBSを含む DMEMに浸漬しても、10 日間形状が安定し、ウエルの直径も変化しないことを
実証した。 
 
（２）ハイドロゲルマ
イクロウエルでのβ細
胞株スフィロイドの育
成 
 ゲルウエルへの細胞
やスフィロイドの接着
は起こらず、異なった
播種密度でも、安定し
てハイドロゲルマイク
ロウエル上でスフィロ
イドが形成されること
を見出した。またスフ
ィロイドはウエル直径
が 500µm と大きいこと
も相まって、膜厚が異
なる円盤状のスフィロ
イドを形成した。さら
にインスリン分泌量を
通常のディッシュ培養
と比較すると有意に上
昇していることを認め
るとともに、おそらく
酸素拡散律速によって
インスリン分泌能は播
種密度を増やすととも
に減少した。 
 
（３）ラット肝臓表面へのマイクロウエル貼付移植と生着率・機能の評価 

 得られたスフィロイドを作成したハイドロゲルマイクロウエルを、ラットの肝臓に貼付した。
図５（中）に示されるように、10 日後にウエルが肝臓表面に固定されていること確認した。HE
染色によるとマイクロウエルの周囲では線維組織の形成による被包化が進んでいるようにも見
える。さらに肝臓表面とマイクロウエルの境界を詳細に観察すると、ゼラチン／TG グルーによ
る接着一体化とともに、免疫染色によってインスリンの分泌が起こっていることも確認された
（Data not shown）。さらにグルーによる接着が不完全で貼付時の状態で回収できたマイクロウ
エルを観察したところ、図５(右)に見られるように、多くのスフィロイドが脱落せずにウエルに
存在しており、これらの細胞を生存率は 72%と高い生存率を有していた。 
 
（４）2 次加工による流路構造の導入の検討 
 以上の知見から、さらにシステム設計を進め、マイクロゲルハイドロウエルに流路を組み込む
システムの開発を試みた。マイクロチューブとマイクロウエルの一体加工や、チューブをマイク
ロウエルデバイスの出入り口に挿入する組み立ては、マイクロチューブとマイクロウエルの接
合部の脆弱性の回避が難しく、発想を転換してマイクロチューブを移植し、移植しているその場
で in situにハイドロゲルマイクロウエルデバイスを組み立てるアプローチに切り替えた。 

 

図４ ハイドロゲルマイクロウエルによる MIN6-m9 スフィロイ

ドの作成とインスリン分泌能の実証 
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図５ スフィロイドが配置されたハイドロゲルマイクロウエルの肝臓表面への移植 

肝臓表面に貼付 10日後に回収 スフィロイドに細胞が生着



 すなわち図６に示すように、PDMS の鋳型を作成し、その中にマイクロ―チューブを挟みこむ
空間とマイクロウエルを共に具備したハイドロゲルデバイスを作成した。さらにヘパリン化し
た動物血を予備的にペリスタポンプで行った所、リークがおきないことや、1 時間程度の灌流が
可能であることを確認した。 
 

 
（５）ラットモデルへの移植と血流導入の検討 
 以上の検討をもとに、ラットへの移植実験を施行した。ラットの血管は下大静脈でも mm 単位
オーダーであり、移植に関しては非常な手技とデバイス設計を必要とした。移植箇所を複数検討
した結果、腹腔が大きな空間を持ちデバイスの収納が可能体積が大きいこと、また下腿静脈に比
べて下大静脈の血管径が大きく、移植実験が実施しやすいことを考慮して、最終的に腹腔内への
移植実験を複数回実施した。図７に移植時の様子を示す。出血ダメージコントロールが難しかっ
たものの、移植とデバイスの組み立てを実施し、少なくとも 10 分程度の血流導入を行うことが
できた。 
 
 

 
 
 
 

 

図６ 2 次加工による流路構造を持ったハイドロゲルマイクロウエルの組み立てと灌流 

ハイドロゲル
の表面

デバイスの断面図

ラット
大腿
動脈

シリコンチューブ デバイス

 

図７ ラット下大静脈への移植：まず血管を結紮して一時的に血流を遮断した後、速やかにマイク

ロチューブを移植し、in situ で流路ハイドロゲルマイクロデイバスを組み立てた 
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