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研究成果の概要（和文）：組織工学の分野では生体外で構築した三次元組織に毛細血管を導入する血管化を実現
する手法が望まれている。本研究では、マイクロ流体デバイスおよびゲルビーズを用いることで三次元肝組織の
血管化に取り組んだ。その結果、肝細胞の組織化にゲルビーズのサイズが重要であることがわかったが、血管化
に対する効果としては限定的であった。また、間葉系幹細胞を用いると、血管網の安定化に寄与するだけでな
く、血管化の促進にも重要な役割を果たすことがわかった。

研究成果の概要（英文）：In the field of tissue engineering, it is desired to introduce capillaries 
into reconstructed three-dimensional (3D) tissues in vitro, which is called vascularization. In this
 study, we investigated vascularization of tissue-engineered constructs by using microfluidic 
devices and gel microbeads.  Our results demonstrated that the size of gel microbeads was important 
for tissue organization of hepatocytes while the effect of gel microbeads on vascularization was 
limited. In addition, we found that mesenchymal stem cells not only contributed to the stabilization
 of capillary networks but also promoted vascularization of tissue-engineered constructs.

研究分野： 組織工学、細胞バイオメカニクス

キーワード： 血管化　マイクロ流体デバイス　肝臓　血管
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体外で組織や臓器を再生しようとする組織工学の分野では、血管網を含む三次元組織の再生が実現していな
い。そこで、細胞から三次元組織を構築し、血管を導入する血管化の手法を確立することが大きな課題になって
いる。本研究では、マイクロ流体デバイスを用いて細胞周囲の流れの環境を制御するとともに、ゲルビーズを導
入することで血管化組織の構築手法を検討した。研究結果より血管化組織を再生するために必要な因子が明らか
になり、血管化組織の再生手法の確立に貢献する点に学術的かつ社会的な意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
1993 年 Science 誌に Tissue Engineering（組織工学）の概念が発表されてから、生体外で組

織・臓器を再生する研究が国内外で盛んに行われてきた。その結果、皮膚や角膜などの二次元
組織や軟骨のような血管を含まない三次元組織を再生することが可能になり、臨床応用も行わ
れている。しかし、血管を含む三次元臓器に関しては未だに再生手法が確立されていない。特
に、これらの臓器が毛細血管を含んでいることが、再生手法の確立を困難にしている。そのた
め、たとえば肝臓であれば、その実質細胞である肝細胞の三次元培養を行うだけでは不十分で
あり、別途血管内皮細胞から毛細血管網を再生し、肝細胞の三次元上皮組織に毛細血管網を導
入する“血管化”が三次元臓器の再生を目指す組織工学・再生医療における最大の課題になっ
ている。 
研究代表者はこれまでに一貫して肝臓再生の組織工学に取り組んできた。特に、肝前駆細胞

の三次元積層培養により肝組織の再生に成功し（Sudo et al., FASEB J, 2005）、胆管上皮細胞
による機能的な胆管の再生にも成功した（Hashimoto et al., Am J Pathol, 2008）。さらに、
細胞周囲の力学的因子によって毛細血管の再生を制御できることを見出した（Yamamura et al., 
Tissue Eng, 2007）。これらの成果により、全体システムである肝臓を構成するサブシステムと
しての組織（肝実質・胆管・毛細血管）を個別に再生させることが可能になり、次の段階とし
てこれらを融合する必要性を認識するに至った。今後の組織工学では細胞を組み合わせて組織
を再生するだけでなく、組織を組み合わせて“複合組織”を再生することが必須であると考え
ている。 
近年、研究代表者は複合組織を再生するためにマイクロ流体デバイスを用いた組織工学に取

り組んでいる。マイクロ流体デバイスは、従来の培養法よりも微小培養環境を巧みに制御でき
るほか、イメージングにも優れている。これまでに、マイクロ流体デバイスを用いた血管新生
モデルを考案し（Chung et al., Lab Chip, 2009）、さらに、間質流を制御することで三次元肝
組織と毛細血管を再生することに世界に先駆けて成功した(Sudo et al., FASEB J, 2009)。こ
れらの成果は、三次元複合組織を再生するためには、微小培養環境における対流・拡散・細胞
配置などを時間的かつ空間的に制御する工学的手法が重要であることを示しており、研究代表
者らのマイクロ流体デバイスを用いた工学に基づく培養手法はNature Protocols誌に掲載され
（Shin et al., 2012）、表紙にも選抜され、反響を呼んでいる。 
以上の経緯を経て、研究代表者はマイクロ流体デバイスを用いて毛細血管網を含む三次元肝

組織を実現する血管化組織工学に着手し、三次元肝組織と毛細血管を融合するためには細胞間
接着を制御することが重要であることを見出した。さらに、最近の研究から以下の課題が明ら
かになってきた。 
課題① 細胞間接着を制御することで三次元肝組織の血管化を誘導する必要がある。 
課題② 三次元肝組織の組織化・血管化には血流刺激と物質輸送の向上が必要である。 
そこで、本研究では、以下の 2つの対策に取り組むことで、これらの課題を解決し、血管化

三次元肝組織の構築に取り組んだ。 
対策① 細胞サイズ（直径 20 µm）のコラーゲンゲル粒子を導入し、細胞間接着を制御する。 
対策② 間質流を利用した細胞培養を行うことで培養環境の向上を図る。 

 
２．研究の目的 
現在、組織工学では再生した三次元組織に毛細血管網を導入する“血管化”の実現が大きな

課題になっている。研究代表者はこれまでの研究から血管化の実現のためには細胞間接着を制
御することが重要であることを見出した。この発見を足がかりとして本研究では、①新しく開
発した細胞サイズのコラーゲンゲル粒子を導入することで細胞間接着を調節し、三次元肝組織
の血管化を誘導する。また、②マイクロ流体デバイスを用いることで間質流を利用した細胞培
養を行い、培養環境の向上を通して組織化・血管化を促進する。さらに、再生組織の構造と機
能を解析すると共に、血管化複合組織を構築するための血管化組織工学の学術基盤を確立する
ことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
本研究では、コラゲナーゼ灌流法によって初代培養ラット肝細胞を分離し、マイクロ流体デ

バイスを用いて間質流のもとで培養することによって三次元肝細胞組織を形成した。また、血
管に関しては血管内皮細胞や間葉系幹細胞を用いた培養を行い、毛細血管網を形成した。マイ
クロ流路のデザインは実験結果をフィードバックすることによって適宜修正を加え、フォトリ
ソグラフィー法によってマイクロ流路の鋳型を作製した。この鋳型を PDMS とよばれるシリコー
ンゴムに転写し、カバーガラスとプラズマ接着することによってマイクロ流体デバイスを作製
した。 
細胞培養では、血管化および組織化の促進を図るために、異なるサイズに調整したコラーゲ

ンゲル粒子と肝細胞の混合培養を行った。特に、ゲル粒子を足がかりとして毛細血管の伸長が
促進され、三次元肝組織の血管化を誘導するかどうか検討した。また、マイクロ流体デバイス
を用いて細胞周囲の流れ（間質流・せん断流）の環境を制御し、三次元肝組織の組織化・血管
化の促進を図った。特に、培養初期は間質流によって肝細胞の三次元組織化を誘導し、培養経
過に伴い流れの環境を変更することで、肝細胞の組織形成・機能発現を誘導した。 



さらに、これらの培養条件において、肝細胞および血管内皮細胞の組織化・血管化を形態形
成・細胞極性・機能発現の観点から多面的に解析した。細胞のイメージングには、位相差顕微
鏡による経時観察に加え、免疫蛍光染色を施した培養細胞を共焦点レーザー顕微鏡で三次元的
に観察し、三次元的な形態・極性・機能発現などを検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 2016 年度の研究成果 
本研究では、組織工学によって再生した三次元肝組織に毛細血管網を導入する「血管化」の

実現に取り組んだ。特に、コラーゲンゲル粒子および間質流を利用することで三次元肝組織の
組織化および血管化の促進を図った。2016 年度は、「コラーゲンゲル粒子の導入」に関する課
題に着目した研究実施計画を遂行し、具体的には以下の研究成果を得た。 
① マイクロ流体システムの作製： ソフトリソグラフィーによってマイクロ流路およびコラー

ゲンゲルを有するマイクロ流体システムを作製した。培養の際には、マイクロ流路間に圧力
差を形成することによってコラーゲンゲルを浸透する間質流を起こし、微小培養環境におけ
る対流・拡散・三次元組織化を制御した。 

② 細胞配置の時間的・空間的な制御： ラットの肝臓からコラゲナーゼ灌流法によって分離し
た初代培養肝細胞をマイクロ流路で培養し、間質流を負荷することで三次元組織を形成した。
一方、対面する流路に血管内皮細胞を播種し、毛細血管網を形成することで、三次元肝組織
と毛細血管網を近接させた共培養モデルを実現した。 

③ コラーゲンゲル粒子の導入による血管化誘導効果の検討： 乳化重合法によって細胞スケー
ルの粒子径を有する微小なコラーゲンゲル粒子を作製した。このコラーゲンゲル粒子を肝細
胞に混合してマイクロ流路へ流し込み、間質流で組織化を誘導することによって三次元組織
内部にコラーゲンゲル粒子が分布した三次元肝組織を形成することに成功した。さらに、コ
ラーゲンゲル領域を伸長していく毛細血管が三次元肝組織の内部に分布するコラーゲンゲ
ル粒子を足がかりとして組織内部に伸長し、組織の血管化が誘導されるかどうか検討した。
その結果、毛細血管の先端が三次元肝組織に入り込んだ組織の再生に成功したが、血管化の
効率が低く、さらなる培養条件の検討が必要であることが明らかになった。 

 
(2) 2017 年度の研究成果 
 2016 年度に引き続き、組織工学によって再生した三次元肝組織に毛細血管網を導入する「血
管化」の実現に取り組んだ。特に、2017 年度は、コラーゲンゲル粒子を導入した培養による肝
組織の血管化を検討するとともに、マイクロポンプの導入による還流培養システムへの拡張に
着目して研究を進め、具体的には以下の項目について取り組んだ。 
① マイクロ流体システムの作製： 2016 年度の細胞培養実験の結果を踏まえ、マイクロ流路や

ゲル領域のデザインに修正を加え、ソフトリソグラフィーによってマイクロ流路およびコラ
ーゲンゲルを有するマイクロ流体システムを作製した。 

② 細胞配置の時間的・空間的な制御： ラットの肝臓からコラゲナーゼ灌流法によって分離し
た初代培養肝細胞をマイクロ流路で培養し、間質流を負荷することで三次元組織を形成した。
一方、対面する流路に血管内皮細胞を播種し、毛細血管網を形成することで、三次元肝組織
と毛細血管網を近接させた共培養モデルを実現した。この時、一方の流路では血管内皮細胞
に加えて間葉系幹細胞も同時に培養することで血管伸長が促進される現象を見出した。 

③ コラーゲンゲル粒子の導入による血管化誘導効果の検討： 肝細胞の大きさと比較して同程
度の大きさのゲル粒子に加え、相対的に大きいゲル粒子と小さいゲル粒子も作製し、肝細胞
と混合して培養すると、特定の大きさのコラーゲンゲル粒子を用いた時にだけ肝細胞の三次
元組織化が起こることを見出した。その一方で、マイクロ流路における組織化プロセスにお
いて血管化に与える影響は限定的であることが明らかになった。 

④ マイクロポンプの導入による還流培養システムへの拡張： 還流培養システムへ拡張する前
段階として培養液の酸素環境が肝細胞の形態や機能に与える影響を評価した。その結果、酸
素透過膜を用いることで肝細胞の機能が向上することを実証した。 

 
(3) 2018 年度の研究成果 
研究計画の最終年度として、組織工学によって再生した三次元肝組織に毛細血管網を導入す

る「血管化」の実現に取り組んだ。特に、マイクロ流体システムを用いて三次元肝組織と毛細
血管網の近接共培養モデルを構築し、「コラーゲンゲル粒子の導入」と「還流システムへの拡張」
を通して血管化・組織化を誘導した。2017 年度までに、コラーゲンゲル粒子を導入した培養に
よる肝組織の培養法を確立するとともに、マイクロポンプの導入による還流培養システムへの
拡張を開始した。そこで、2018 年度は血管化組織の構築と、血管化複合組織における細胞極性
や機能発現の検討を中心に研究を実施した。具体的には以下の研究成果が得られた。 
① 血管化誘導効果の検討： まず、間葉系幹細胞を用いて血管形成を促進し、ゲル領域を伸長

していく微小血管が三次元肝組織の内部に分布するコラーゲンゲル粒子を足がかりとして
組織内部に伸長し、組織の血管化が誘導されるかどうか検討した。次に、肝細胞・血管内皮
細胞の多重蛍光染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡によって三次元組織内部における血管伸
長を可視化することで、血管化肝組織が構築されていることを見出した。 



② 血管化三次元肝組織における上皮-血管界面に着目した細胞極性の解析： まず、蛍光染色に
よって三次元肝組織に微小血管網が導入されたことを確認した。次に、血管に面した肝細胞
膜が発現する極性マーカーの免疫蛍光染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡によって三次元的
な分布を明らかにした。 

③ 血管化三次元肝組織における肝細胞の機能発現： 培養中の酸素供給条件を改善するために
酸素透過性膜を用いた培養を検討した。特に、その際の肝細胞の機能発現を評価するために、
アルブミン測定やアンモニア代謝測定を行った。その結果、三次元培養によって肝細胞の機
能が向上することが明らかになった一方で、血管化組織の機能向上には培養条件の検討を要
することを見出した。 

 
(4) 3 年間の研究成果のまとめ 
 本研究では、マイクロ流体デバイスにおいて再生した三次元肝組織に毛細血管網を導入する
「血管化」の実現に取り組んだ。特に、培養における流れの環境とゲル粒子を導入することで
血管化を図った。その結果、肝細胞の組織化にゲル粒子の肝細胞に対する相対的なサイズが重
要であり、特に細胞と同程度のサイズのゲル粒子を用いる肝細胞とゲル粒子からなる三次元組
織が自己組織的に形成されることを見出した。このようにして形成された三次元組織と血管新
生モデルをマイクロ流体デバイスにおいて融合することを実現したが、血管網が三次元組織に
侵入する現象に対する効果としては限定的であることがわかった。その一方で、血管形成時に
間葉系幹細胞を用いると、血管網の安定化に寄与するだけでなく、血管化の促進にも重要な役
割を果たすことがわかった。 
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