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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、機能的な「立体組織構造体(オルガノイド)」を高効率に再現性良く
作製できる方法を開発し、かつ再生医療や創薬に有用な組織形成のメカニズムを解明することである。本研究で
は、従来のオルガノイド作製法では機能発現が困難であり再現性も低かった肝臓に着目し、本研究で提唱する新
規作製法で、これらの問題点を解決し、肝臓の発生機構を解明する。 本研究で得られた成果として、
1. 物理的刺激を可能にするマイクロ流体デバイスを開発した。その結果、幹細胞由来の肝臓細胞に物理的刺激
（熱・機械的刺激）を印加し、機能性の向上が確認できた。
2. iPS細胞から肝臓細胞への分化誘導・オルガノイド形成法を確立した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to develop a method to produce functional 
organoids efficiently and reproducibly, and to elucidate the mechanism of tissue formation that is 
useful for regenerative medicine and drug discovery. In this study, we focus on the liver, which has
 been difficult to produce with conventional organoid production methods and has low 
reproducibility, and we propose a novel production method to solve these problems and elucidate the 
developmental mechanism of the liver. As a result of this study,
1. a microfluidic device was developed to enable physical stimulation. Physical stimulations 
(thermal and mechanical stimulation) were applied to the stem cell-derived liver cells, and the 
functional improvement was confirmed.
2. the induction of differentiation from iPS cells to liver cells and the formation of organoids was
 established.

研究分野：幹細胞工学、マイクロ・ナノ工学

キーワード： 多能性幹細胞　マイクロ流体デバイス　オルガノイド　肝臓　分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、組織形成法は高機能な組織を得る鍵として着目されている。しかし、従来の形成法は細胞が持つ自己組織
化能力のみに頼るため低効率や低再現性などが問題となり、実用化には達していない。そこで、新しいオルガノ
イド作製作製法が強く望まれている。
本研究では従来の細胞生物学手法だけでなく、マイクロ工学を融合した既成観念にはない斬新なアプローチを取
り入れ、高機能な組織形成の人為的な制御を可能にする。本研究を通して得られた知見は、ヒトの初期発生から
組織形成の過程を生体外にて再現、研究することを可能にする。更に、発生・組織形成過程における異常が起因
する病態などのメカニズム解明にも本研究は非常に重要な役割を果たす。

※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 
近年、細胞から機能的な組織が得られる「3D組織構造体（オルガノイド）」作製技術 [Lancaster, 

et al., Science (2013); Sasai, Cell Stem Cell (2013)] が注目されている。これは浮遊培養中に複数種
の細胞が自発的に凝集・組織形成し、高次な組織を作製できる方法である。しかし、この従来

のオルガノイド作製法は、マクロな細胞環境下で、かつ細胞任せな方法である。結果、得られ

るオルガノイドもランダムな組織構造となり再現性が低く、組織形成メカニズムの解明ができ

ない、という重大な問題があった。 

細胞は、生体内において 3 次元的な細胞外微小環境にあり、その運命や組織機能を制御され
ている。その構成因子として、①成長因子などの化学的因子、②圧力や熱などの物理的因子、
③細胞間相互作用、が挙げられる。機能的な組織オルガノイドの獲得には、その組織に適した
細胞外微小環境が必須である。一方で、従来のマクロな細胞培養法では、時・空間的に厳密に

制御された環境構成因子の細胞への印加は不可能であった。例えば初期発生において、心臓の

鼓動による周辺臓器の発生における重要性が示唆されているが、それを実証する技術はなかっ

た。また、組織構造の形成には化学的因子の濃度勾配が必要であるが、やはり従来の細胞培養

法ではその再現が困難であった。そこで応募者らは、微細加工技術を用いて人工的に細胞外微

小環境を創出し、新しいオルガノイド作製法を提案する。 

本研究で提案する人工的な細胞外微小環境は、マイクロ流体デバイス（µFD）技術（Adv. Healthc. 
Mater. 2016; Biomed. Microdev. 2015）を基にしている。µFDは従来のマクロな細胞培養基材と比
較して、細胞外微小環境を構成する因子である 
①化学的因子：成長因子などの種類・濃度、微小細胞培養液滴（nL）、液体層流、濃度勾配 
②物理的因子：細胞培養用微小流路の 3次元空間構造（µmスケール）、アクチュエータによる
組織への圧力印加、ずり応力、温度の異なる液体層流 
③細胞間相互作用：同種・異種細胞のパターニング 
など、厳密かつ任意に制御できる利点がある。すなわちプログラム化制御された µFDを用いる
ことで、化学的因子や物理的因子の時間的な on/off 制御などが可能になる。つまり、従来のマ
クロな実験系では創出できなかった細胞外微小環境を我々が自由に制御して使用可能になるツ

ールを得るため、全く新しいオルガノイド形成実験を行うことが可能になる。 
 そこで応募者は約 10年間における「微細加工技術による幹細胞の運命制御」に関する研究実

績を基に、本研究の目的として、「µFDを用いて人工的に細胞外微小環境を用いた高効率オルガ

ノイド作製法とその形成メカニズム解明」を掲げる。特に本研究では Proof-of-concept として、
これまでのマクロな細胞培養では困難であった肝臓の機能的なオルガノイド形成を目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、µFD を駆使し細胞外微小環境を人工的に創出し、高効率に高機能な組織構

造体（オルガノイド）作製法の開発と、組織形成メカニズムの解明である。特に本研究では、従

来のマクロな細胞培養では困難であった肝臓の機能的なオルガノイド形成を目指す。これを達

成するために、本申請では以下に挙げる 3 点に基づいて研究を行う。 
1）細胞の 3次元的配置法の確立 
2）細胞外微小環境因子の時・空間制御法の確立 
3）細胞外微小環境による組織形成過程のメカニズム解明 
 
３．研究の方法 
1）細胞の 3次元的配置法の確立 
本項目では、生体内の肝臓における細胞配置を再現するために、µmスケールでの 3次元細
胞配置法を µFD技術を応用して確立する。 
肝機能を発揮する組織単位として肝小葉構造に着目し、細胞培養チャンバはそれを模する構

造で設計する。また、そのチャンバに必要に応じた細胞を個別に導入できるように、細胞ごと

に対応したマイクロ流路と内臓バルブを設置する。細胞には、肝組織に必要な肝実質細胞・血

管内皮細胞・間葉系幹細胞・胆管細胞・クッパー細胞などを用いる。 
本研究で作製する µFDは、共同研究者（田畑、平井）が開発した 3次元ソフトリソグラフィ

を用いる。この方法はソフトリソグラフィ技術に数値解析技術を組み合わせた全く新しい概念

の加工技術を構築することで、従来のリフローなどの微細加工技術では不可能であった複雑な 3
次元構造を容易に精度良く作製できる。デバイス材料としては、生体適合性・ガス透過性・光透

過性が非常に高い polydimethylsiloxane (PDMS)を使用する。 
2）細胞外微小環境の時・空間制御法の確立 
 本項目では項目 1で開発した µFDを基に、細胞のパターニングだけでなく化学的・物理的な

細胞外微小環境因子を共に制御する µFDを開発する。 



2−1）化学的因子 
 本項目では項目１で開発した µFDを基に、化学的因子の時・空間的に制御可能な µFDへと
改良する。特に化学的因子の濃度勾配などを創出、生体内では重要だと言われつつも従来の実

験法では出来なかった環境下で組織形成試験を行う。 
2−2）物理的因子 
 本項目では、肝臓の成熟化に関する重要性を示唆されている心臓の鼓動を模倣する µFDを開
発する。特に、周期的な圧縮刺激を長時間にわたり組織に印加できる再現性の良い実験系を構

築し、心臓を模倣して心拍数（60～100 回／分）と同等の刺激を再現することに重点をおく。

µFD構造材料として PDMSを使用しているので、PDMS 薄膜の変形を応用した圧力印加アクチ

ュエータを設計する。 
3）細胞外微小環境による組織形成過程のメカニズム解明 
 本項目では、肝臓オルガノイド形成における各環境因子の作用機構について明らかにする。

特に複数の環境因子を印加した場合、それらの因子が活性化するシグナル伝達のクロストーク

によって、組織形成におけるシナジー効果の有無を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト多能性幹細胞由来肝実質細胞の 3次元培養法の確立 
先述したように、3 次元的に細胞を培養することは、その機能家にとって非常に重要であり、
本研究では、マイクロ流体デバイスを用いることで、ヒト多能性幹細胞由来肝実質細胞の高機能
化を実現することができた（Kamei et al., Biomed. Microdev. 2019）。 
 
（２）「まばたき」を再現した角膜上皮デバイスの開発 
目薬は、目の乾燥や充血の改善だけでなく、目の炎症や眼病などを治癒するために開発されて

いる。ウサギなどの実験動物では、「まばたき」は 1 時間に 10〜12 回ですが、ヒトは 1 時間に
1,000 回と大きな違いがあり、これが種間差の要因の一つとなっている。 
そこで本研究では、角膜における薬剤透過試験や毒性試験を行うことが可能な生体外ヒトモ

デルを開発するために、ヒト角膜上皮細胞をマイクロ流体デバイスに導入した新しい実験系、

「角膜・オン・チップ」を開発した（図 3）。 

Fig. 1. 本研究で開発した「角膜・オン・チップ」の概念図 
 

 このチップでは、① 薬剤の角膜上皮透過性試験、② まばたきによる角膜上皮細胞へのず

り応力印加、③ ずり応力による角膜上皮の高機能化、が可能となった。構成材料として、生体

適合性が高く、ガス・光透過性も高い Polydimethylsiloxane（PDMS）を使用した。また、マイク

ロ流体デバイス内に多孔膜を設置し、その上で角膜上皮細胞を培養することで、角膜上皮細胞に

よる膜形成と薬剤透過性の評価を可能にした。更に、まばたきにおけるずり応力を再現するため

に、双方向に駆動可能なシリンジポンプを使用した。 
 
（３）熱刺激によるヒト多能性幹細胞由来肝実質細胞の高機能化 
 生体内において、肝臓は約 39℃という生理的温度を有しており、平均体温と比較して高い環

境となっている。そこで本研究では、39℃という細胞培養環境下でヒト多能性幹細胞由来肝実質

細胞を培養し、その機能への影響を評価した。その結果、42℃では細胞死が確認できたが、39℃
においてその機能が向上していることが確認できた。（Imamura et al., bioRxiv, 2020） 
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