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研究成果の概要（和文）：培養組織構築において、血管網構築までの間、一時的に細胞に酸素を供給出来る新し
い手段の確立を目指し、過酸化カルシウムを含有したコラーゲンゲルの調製と生成される酸素の放出挙動につい
て定量的解析、ならびに細胞を用いた性能評価を行った。作製した酸素生成コラーゲンゲルは最大120時間程度
の酸素生成を確認し、また1%酸素雰囲気下での肝細胞の生存を支持した。以上の結果、本手法で作製したコラー
ゲンゲルは細胞に対し一時的に酸素を供給可能な培養基材として有望であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have developed a new technique for providing oxygen to cells in cultured 
tissue formation until a vascular network is established. We created a collagen gel containing 
calcium peroxide and quantitatively analyzed its oxygen-release behavior. Our oxygen-generating 
collagen gel was able to produce oxygen for up to 120 hours, and it helped to improve the survival 
of hepatocytes in a hypoxic environment where oxygen levels were only 1%. Based on our findings, 
this collagen gel could serve as a temporary culture substrate for providing oxygen to cells.

研究分野： 化学工学、高分子化学

キーワード： 組織工学　バイオマテリアル　ハイドロゲル　酸素供給　三次元培養

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
培養組織内部に機能的な血管網を構築することは、再生医療において培養組織を移植用グラフトとして普及させ
るための必須の技術である。一方、細胞の酸素要求と組織構築や血管網構築に対する時間スケールのギャップが
大きく、血管化培養組織構築の有効な方法の確立には至っていないのが現状である。
本研究は培養組織内部での血管網構築までの間に一時的に酸素を供給出来る代替手法を提案するものであり、新
しい血管化培養組織形成プロセス構築への貢献、ひいては培養組織を用いた再生医療の実現化への貢献が期待さ
れる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

（1）臓器や組織の欠損や機能障害・不全に対し、「細胞」を用いてそれらの臓器や組織の再生を
ねらう治療概念は再生医療とよばれる。再生医療の中心となる治療は細胞移植治療である。この
場合、細胞を単離・分散状態のまま移植したとしても、生着性が不良なことが多く、あらかじめ
培養条件下において組織様構造物（培養組織）を形成させ、移植することが有効な手段として考
えられている。このような培養組織を構築する方法として様々な方法が報告されてきた。一方、
再生医療に利用されている培養組織の例は未だ少ない。これは、培養組織内部への酸素・栄養素
の供給は拡散が支配的となり、生体組織に匹敵するような細胞密度で厚みのある培養組織を構
築しようとすると、その内部にて酸素・栄養素の枯渇が生じてしまうためである。 

（2）ここで、生体内において組織を構成する多くの細胞は、毛細血管を流れる血液との間で物
質交換を行うことによって生存し、特異的機能を発揮する。このように組織の発生・構築におい
て毛細血管網の構築は欠かせないものであり、培養組織の構築においても内部での血管網構築
が注目されてきた。 

（3）培養組織体内部での血管網構築は、血管を構成する内皮細胞によるネットワーク形成と管
腔化を実現する環境が重要であることはもちろんであるが、構造形成までの時間スケールが大
きな問題である。内皮細胞の組織化には少なくとも数日〜数週間を要する。一方、細胞が消費す
る基質として律速因子となるものは酸素であり、酸素は供給が止まると数分〜数時間で枯渇し
てしまう。この時間スケールの差を解決できる組織形成誘導プロセスを構築しなくては、血管化
組織の誘導は不可能である。 

 

２．研究の目的 

（1）研究代表者らは、この時間スケールのギャップを埋める方法として、血管網構築までの間、
酸素供給に関する一時的な代替手段を提供することが出来れば、血管化組織誘導の実現に大い
に貢献すると考えた。そのような方法として、培養組織内部で一時的に酸素を放出可能なハイド
ロゲルの調製に着目した。 

（2）一時的な酸素生成法として、本研究では過酸化水素（H2O2）に由来する酸素生成に着目し
た。そして、H2O2 を生成する無機過酸化物として過酸化カルシウム（CaO2）に着目し、CaO2
を導入したコラーゲンゲルの調製とそこから生成される酸素の放出挙動を定量的に解析するこ
とにより、本手法の組織形成プロセスへの応用の妥当性を評価した。 

（3）一方、新しい組織形成プロセスとして、スキャホールドフリーの状況下で迅速に培養組織
の構築を目指し、間葉系幹細胞を用いたボトムアップ法による組織形成法の開発について検討
を行った。 

 

３．研究の方法 

（1）コラーゲンゲルは Cellmatrix Type I-A（新田ゼラチン）を使用した。コラーゲンゲル溶液
（コラーゲン溶液、濃縮培地、再構成用緩衝液）に対し、HEPES緩衝液に溶解した過酸化カル
シウム、PBSに溶解したカタラーゼを準備し、コラーゲンゲル溶液に対しそれぞれ 40%、10％
の容量比で混和し、酸素放出コラーゲンゲル溶液とした。混合溶液は 37 ℃で 30分インキュベ
ートする事で酸素生成コラーゲンゲルを調製した。 

（2）酸素生成コラーゲンゲルからの酸素放出挙動解析のために、測定セル、DO センサーから
なる測定系を構築し、開放系ならびに閉鎖系で酸素濃度の経時的測定を行った。 

（3）開放系での測定では、測定用セル底部に酸素放出ゲル 1 mL を添加し、その上に 5%-O2、
5%- CO2雰囲気で平衡化した PBS 2 mLを添加した。セル内に酸素センサーを設置後、気相を
5%-O2、5%- CO2雰囲気として PBS中の溶存酸素濃度の経時変化を測定した。 

（4）閉鎖系での測定では、測定セル内を密閉状態とし、測定用セル底部に酸素放出ゲル 1 mL
を添加し、ゲル上部空間を 5%-O2、5%- CO2雰囲気で平衡化した PBSで平衡化した PBSで満
たし、酸素センサーを用いて PBS中の溶存酸素濃度の経時変化を測定した。 

（5）初代ラット肝細胞を調製後、酸素放出コラーゲンゲル溶液に混和し、12ウェルプレートの



各ウェル内に 1 mL添加し、30分間ゲル化を行った。その後、1mLの培地を添加し、1％O2、
5%CO2雰囲気下で培養を行った。ゲル内での細胞数は 5×105 cellsとした。培養 24時間後に培
地を回収し、漏洩した LDHの量を測定することにより系内での細胞生存率の評価を行った。 

（4）スフェロイド培養容器（EZSPHERETM, AGC テクノグラス）を用いてヒト脂肪由来間葉
系幹細胞を 1日間培養し，スフェロイドを作製した。作製したスフェロイドを回収後、血漿分離
用中空糸（旭化成メディカル）からなる自作の培養デバイス（培養空間体積：1.3×10−3 cm3）に
注入した。スフェロイドを固定化した中空糸は培養ディッシュ内で旋回培養を行い、スフェロイ
ド同士の融合による紐状培養組織の形成を誘導した。同様に初代ラット肝細胞とヒト間葉系幹
細胞からなる混合スフェロイドを作製し、中空糸デバイス内での紐状培養組織の構築を試みた。 

４．研究成果 

（1）1.04 mMから 14.9 mMの範囲で過酸
化カルシウムをコラーゲンゲルに混和した
酸素生成コラーゲンゲルを調製し、開放系に
て放出された酸素濃度の経時的測定を行っ
た。その結果を Fig. 1に示す。この結果、い
ずれの条件においても測定初期に PBS中の
酸素濃度が急激に上昇し、その後緩やかに低
下し、最終的には 5%O2雰囲気下での平衡酸
素濃度に漸近した。過酸化カルシウム濃度を
増加することにより、最大酸素濃度および放
出期間が延長され、最大酸素放出期間はおよ
そ 120時間であった。一方、ゲルにカタラー
ゼを添加した系では、溶存酸素の最大値は低
下し、酸素放出期間の短縮が確認された。こ
れは、カタラーゼの添加により過酸化カルシ
ウムより生成した過酸化水素から酸素への
分解が促進され、ゲル作製に要する 30分間
で酸素の最大放出が行われたためであると
考えられる。 

（2）次に，閉鎖系での溶存酸素濃度の濃
度変化より酸素移動容量係数を推算した。
閉鎖系での溶存酸素濃度曲線の接線の傾
きが、コラーゲンゲル層から溶液へと酸素
が溶存する酸素移動速度（OTR）を表すと
仮定すると、 

𝑂𝑇𝑅 =
𝑑𝐶
𝑑𝑡 𝑘!𝑎

(𝐶∗ − 𝐶) 

𝑙𝑛
(𝐶∗ − 𝐶)
(𝐶∗ − 𝐶#)

= −𝑘!𝑎 ⋅ 𝑡 

C*	：	飽和溶存酸素濃度	 [mol·m-3]	
C	 ：	溶存酸素濃度	 [mol·m-3]	
kLa	：	酸素移動容量係数	 [s-1]	
t	 ：	時間	 [s] 

となる。この式に基づき、0.745mM から
14.9 mM の範囲での過酸化カルシウムを
用いた条件でのプロットを Fig. 2に示す。さらに Fig. 2より算出した kLa値を Table 1に示す。 

 

 

 

 

 
 
 

Fig. 1 開放系での溶存酸素濃度の経時変化 

Fig. 2 閉鎖系での溶存酸素濃度の経時変化 

   （kLa推算用プロット） 

Table 1 算出された kLa値 



X ： 細胞密度 [cells·cm-3] 
Q ： 酸素消費速度 [mol·cell-1·s-1] 

（3）次に算出された kLa値より次式を用いて培養可能な細胞数の推算を行った。 

𝑋 =
𝑘!𝑎 ⋅ 𝐶∗

𝑄  

今、初代肝細胞の酸素消費速度を 4.0×10-16 [mol·cell-1·s-1]とすると、過酸化カルシウム濃度が
1.49 mM、14.9 mM（カタラーゼ添加条件）での本系内での培養可能な細胞密度はそれぞれ 2.1
×104 [cells·cm-3]、2.6×105 [cells·cm-3]と算出された。ここで得られた細胞密度は、本研究で用
いた測定セル内での培養可能な細胞密度となる。そこで次に、測定に用いた系での気液界面から
細胞がゲルに包埋され、周囲のゲルから酸素を供給出来る系を想定し、界面積を換算した結果、
108 cells·cm-3 オーダーでの細胞密度下において、細胞の生存に必要な酸素供給が短期的には可
能であることが示唆され、高密度培養への適用の可能性が示された。 

（4）酸素生成コラーゲンゲル（過酸化カルシウム
濃度：1.49 mM、14.9 mM）に対し初代ラット肝
細胞を 5×105 cells·cm-3の密度で包埋し、1％O2、
5%CO2雰囲気下で培養を行った。培養 24時間後
に系内に漏洩した LDHより、系内での生存率を
算出した結果を Fig. 3に示す。ここで、過酸化カ
ルシウムを添加しない対照実験での生存率は
20.5%（Fig. 3 の点線）であった。この結果、過
酸化カルシウム添加量の増加に伴い、生存率の向
上が示された。このことは、低酸素環境下での細
胞の生存支持に本研究で調製した酸素生成コラ
ーゲンゲルが有効であったことを示唆している。 

（5）Fig. 3において、カタラーゼ非添加の条件で
添加の条件と比較して生存率が低下しているこ
とから、過酸化カルシウムの分解過程で生成され
る過酸化水素の影響であると考えられる。系内で
の過酸化水素濃度を測定した結果、カタラーゼ条件下では過酸化水素はほぼ検出されず、カタラ
ーゼ非添加条件下では測定結果にばらつきが生じるものの、100μM以下で推移することが示さ
れた。このことから、細胞傷害性を考慮するとカタラーゼの添加は必須であり、今後は細胞種に
よる過酸化水素の感受性の違い、カタラーゼ添加条件の最適化の検討が必要である。 

（6）間葉系幹細胞からなるスフェロイドを中空糸デバ
イスに充填し 1日間培養後、中空糸内部から吸引により
内容物の回収を行った。その結果、紐状の培養組織が回
収された（Fig. 4）。紐状培養組織は回収過程でほぼ切断
されることなく回収可能であり、また、回収後もピンセ
ットでの操作が可能な程度の力学的強度を有していた。
同様に肝細胞と間葉系幹細胞からなるスフェロイドを
中空糸デバイスに充填し、培養した系では中空糸培養 2
日目に紐状培養組織の回収が可能であった。この結果、
スキャホールドフリーな紐状培養組織の迅速な形成誘
導を達成した。 

 

 

（7）以上の結果、本研究で調製した過酸化カルシウム含有コラーゲンゲルは細胞に対し一時的
に酸素を供給可能な培養基材として有効であることが示唆された。また新しい組織形成プロセ
スとして、間葉系幹細胞を用いたスフェロイドをビルディングブロックとして積み上げるボト
ムアップ法について検討した結果、迅速な紐状培養組織形成を達成した。本検討では血管内皮細
胞の利用には至らなかったが、間葉系幹細胞に加え、血管内皮細胞を導入することにより、紐状
組織内部への血管内皮細胞の配置が可能となる。さらに酸素生成コラーゲンゲルを組み合わせ
ることにより、組織形成の間に一時的に細胞への酸素供給が実現できる。今後、酸素放出期間の
延長のために過酸化カルシウムの徐放制御等、さらなる工夫が必要であると考えられるが、本研
究の遂行は血管化された培養組織を構築する新たなプロセス提案に貢献できることが期待され
る。 

Fig.	3	各培養条件での生存率評価 

Fig.	4	中空糸デバイスから回収した	
   紐状培養組織 
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