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研究成果の概要（和文）：熱脱水処理によって架橋したゼラチンハイドロゲル分枝繊維を作製した。マウス細胞
株3T3E1細胞を分枝ゼラチンハイドロゲル繊維とともに、細胞非接着性培養血上で培養することで、繊維を均一
に含む3次元細胞成形体が調製できた。分枝ゼラチンハイドロゲル繊維を含まない3次元細胞成形体では、培養時
間とともに成形体内部の細胞機能が低下、細胞が死滅した。これに対して、分枝ゼラチンハイドロゲル繊維を含
ませた3次元細胞成形体内部では細胞の増殖が見られ、細胞のミトコンドリア活性の上昇が確認された。

研究成果の概要（英文）：Branched gelatin hydrigel fibers were prepared by dehydrothermal 
crosslinking. When 3T3E1 cells of a mouse cell line were incubated with the hydrogel fibers on the 
culture dish of which surface had been treated to make it cell non-adhesive, 3-demensional(3D) cell 
aggregates homogeneously incorporating hydrogel fibers were obtained. For the 3D cell aggregates 
without the fibers incorporation, the function of cells in aggregates decreased with time while 
cells died.
On the contrary, cells present in the 3D cell aggregates incorporating hydrogel fibers, proliferated
 well while an enhanced mitochondria activity of cells was observed.   

研究分野： 生体材料学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
一般に、3次元細胞集合体では、内部の栄養・酸素供給が十分ではなく、細胞が死滅、あるいは機能低下が問題
となっている。本研究ではこの問題を解決するために、細胞と枝分かれハイドロゲル繊維との共培養を行い、繊
維が均一に分散した3次元細胞成形体を調製する。この分枝繊維が成形体内で栄養・酸素を供給するpathとなり
細胞の生存と生物機能が改善される。分枝ハイドロゲル繊維を利用して体内の血管構造を模倣するこの研究によ
り、生物機能をもつ細胞の3次元培養が可能となり、再生医療関連分野にもたらす学術的、社会的意義は大き
い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞は体の基本単位である。しかしながら、生物機能発現の基本単位は細胞の集まりであ 
る。これまでの研究からも細胞を 3 次元的に相互作用させることで、高い生物機能や代謝機能
を示すようになることがわかっている。しかしながら、3 次元細胞体のサイズが大きくなるとと
もに内部への栄養、酸素供給ならびに老廃物の排泄が悪くなり、3 次元細胞体内部の細胞環境が
悪化、細胞の生物機能が低下、細胞が死滅することが問題となっている。この問題点を解決する
ことが望まれている。本研究の独創的および挑戦的な点は、栄養・酸素の path となるハイドロ
ゲル繊維を利用して、ハイドロゲルの網目構造を 3 次元細胞成形体内に作り、細胞機能を向上
させることである。この挑戦が成功すれば、これまで難しかった 3 次元細胞成形体の培養が可
能となり、創薬研究に応用できる新しい研究ツールとなることは疑いない。ハイドロゲル網目構
造が 3 次元成形体内での細胞機能の維持、向上に有効かどうか探索的性質が強く、新しい分野
を築くための芽生え的な性格が強いと考えられる。加えて、これまでの既存技術であるハイドロ
ゲルからの細胞増因子の徐放や培養装置との組み合わせによって生理学的に細胞機能を増強す
る。すでに細胞足場や流路との組み合わせによって、3 次元細胞成形体の作製が報告されている
が、人工材料と細胞との親和性、成形体内部の環境などの点に工夫の余地が残されており、必ず
しも細胞機能の増強は達成されていない。幹細胞の生物学が進み、いかに優れた細胞が得られた
としても、細胞機能を維持する技術がなければ、生物医学研究、細胞移植治療のさらなる発展は
期待できない。 
 本研究の目的では、3 次元細胞成形体の細胞の生存と機能を高めるための細胞と組織工学バイ
オマテリアルとの組み合わせ技術を開発することである。3 次元細胞集合体では、内部の栄養・
酸素供給が十分ではなく、細胞が死滅、あるいは機能低下が問題となっている。本研究ではこの
問題を解決するために、細胞と枝分かれハイドロゲル繊維との共培養を行い、繊維が均一に分散
した 3 次元細胞成形体を調製する。この分枝繊維が成形体内で栄養・酸素を供給する path とな
り細胞の生存と生物機能が改善される。分枝ハイドロゲル繊維を利用して体内の血管構造を模
倣することである。本研究により、生物機能をもつ細胞の 3 次元培養が可能となり、再生医療関
連分野ににもたらす学術的、社会的意義はきわめて大きい。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、3 次元細胞成形体の細胞の生存と機能を高めるための細胞と組織工学バイオマ
テリアルとの組み合わせ技術を開発することである。一般に、3 次元細胞集合体では、内部の栄
養・酸素供給が十分ではなく、細胞が死滅、あるいは機能低下が問題となっている。本研究では
この問題を解決するために、細胞を分枝ハイドロゲル繊維との共培養を行い、繊維が均一に分散
した 3 次元細胞成形体を調製する。本研究の挑戦的な点は、分枝ハイドロゲル繊維を利用して
体内の血管網構造を模倣することである。すでに、ハイドロゲル粒子を均一に組み込んだ 3 次
元細胞凝集体について研究を行っている。ハイドロゲル粒子が栄養・酸素の供給 path として作
用した結果、1ｍｍ直径をもつ大きな細胞凝集体においても内部の細胞は生存していることを確
認している。これらのことは、ハイドロゲル材料が栄養酸素の供給 path として優れた特性をも
っていることを示している。しかしながら、添加粒子の数が増えるにつれて細胞の 3 次元相互
作用の維持に限界が見られた。細胞の相互作用は細胞機能の維持には必須である。そこで、ハイ
ドロゲルの形状を工夫して、相互作用を抑制せず、栄養酸素の供給できる形状を考える必要があ
る。体内では血管が網目構造をとっている。そこで、ハイドロゲルでこの網目構造を模倣するこ
とを考えた。分枝ハイドロゲル繊維を 3 次元細胞成形体に均一に組み込むことができれば、細
胞成形体内でハイドロゲル繊維の網目構造が形成され、それが栄養・酸素を供給する path とな
り、細胞の生存と機能が改善されるのではないかという発想に至った。 
 
 
３．研究の方法 
本研究の目的は、3次元細胞成形体の問題であった培養時での細胞の機能低下、死滅を抑制する
ための挑戦的バイオマテリアルの開発である。この目的のために、体内の血管網構造を模倣した
ハイドロゲル繊維を利用したネットワーク構造をデザイン、創製した。本研究の独創的および挑
戦的な点は、細胞自身のもつ自己集合する特性を利用して調製される 3 次元細胞成形体内部の
細胞への栄養、酸素の供給を改善するために、分枝ハイドロゲル繊維を組み込むことにより、体
内の血管網構造を模倣することである。この方法論がうまく働くかどうかを調べる点は挑戦的
であるが、この研究成果により、生物機能をもつ細胞の 3次元培養が可能となり、再生医療関連
分野に大きな変革と転換をもたらすと強く信じる。さらに、ハイドロゲル内に細胞増因子を含浸
させ、成形体内部から因子を作用させるとともに、培養装置との組み合わせによって生理学的に
細胞機能を増強する。本研究では、生体親和性のゼラチンのエレクトロスピニングによりゼラチ



ンハイドロゲル繊維不織布を作製した。この不織布を細断することで分枝ゼラチンハイドロゲ
ル繊維を調製した。ハイドロゲル繊維の分枝度、繊維径、および分解性などの性質が 3次元細胞
成形体内の細胞の生存、機能の改善に与える影響について評価した。この組織工学バイオマテリ
アル技術により、3次元細胞成形体の栄養酸素状態を改善し、in vitro において細胞能力を高め
る。次に、ハイドロゲル繊維に細胞増殖因子などを含浸させ、3次元組織化細胞体内で細胞に作
用させたり、培養装置を組み合わせたりすることで細胞機能をさらに高めることを試みた。細胞
成形体内に組み込ませる分枝ゼラチンハイドロゲル繊維は、これまでの共同研究企業である日
本毛織株式会社から供給をうけることができた。すでに、ハイドロゲル繊維のデザインや、分枝
繊維の調製法について検討を進めて、供給していただいた。これまでの共同研究開発の成果とし
て、分枝していないゼラチン繊維からなるゼラチンハイドロゲル不織布（GenocelTM）の商品化
は実現している。 
 
 
 
４．研究成果 
3 次元細胞成形体内に組み込ませるためのゼラチンからなる分枝ハイドロゲル繊維を作製、熱脱
水処理によって架橋した。架橋の程度によって繊維の分解性を制御する。次に、3T3E1 細胞を分
枝ゼラチンハイドロゲル繊維とともに、細胞非接着性培養血上で培養した。その結果、期待通り
に繊維を均一に含む 3 次元細胞成形体を調製できた。細胞成形体内に酸素プローブを置くこと
で酸素分圧を評価した。高い酸素状態では、ミトコンドリア内の酸化 
的リン酸化で ATP が産生される。しかし、低酸素では、解糖系によって ATP 産生が行われる。こ
の代謝の切り替えをしているのがピルビン酸脱水系酵素（PDH）である。この PDH 活性を測定す
ることで細胞内の酸素状態を評価したところ、繊維を均一に含んだ 3D 細胞形成体内の酸素分圧
が高く、ミトコンドリアの活性、および APP 産生が増加していることがわかった。繊維を含んで
いない 3D 細胞成形体では、成形体内部の酸素分圧が低く、細胞が死滅していたゼラチンハイド
ロゲル繊維に塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）を含ませた後、3D 細胞成形体を調製した。そ
の結果、bFGF を含ませることにより、成形体内の細胞増殖の促進が認められた。ラット骨髄か
ら単離した未分化間葉系幹細胞に対して同じ評価を行ったところ、前述の 3T3E1 細胞と同じ結
果が得られた。これらの結果は、当初の期待通りに、ハイドロゲル繊維を加えることで 3D 細胞
成形体内部の栄養酸素の供給がよくなり、細胞の生存率、増殖率、および細胞機能が向上したこ
とを示している。 
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