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研究成果の概要（和文）：幹細胞からミニ臓器（オルガノイド）の形成においては、個々に解離されて位置情報
を失った細胞の集合体を単一の条件で培養し、細胞の自律形成に依存して作られる場合がほとんどであるため、
形態が臓器本来のものとはかけ離れている。本研究課題では、我々が開発したCUBE型培養器の中に複数の工学技
術を詰め込むことにより、細胞の位置情報、細胞外マトリックスの空間情報、液性因子の濃度勾配を制御する手
法を確立した。これにより、培養環境に非対称な場を与え、細胞から組織への自律形成を恣意的に誘導すること
ができるようになった。

研究成果の概要（英文）：In the formation of mini-organs (organoids) from stem cells, it is common to
 culture a collection of individually dissociated cells that have lost their positional information 
under a single condition, relying on the autonomous formation of cells. As a result, the morphology 
often deviates significantly from that of the original organ. In this research project, we have 
established a method to control the positional information of cells, the spatial information of the 
extracellular matrix, and the concentration gradients of humoral factors by incorporating multiple 
engineering technologies into the CUBE-type culture device we developed. This allows us to provide 
an asymmetric environment in the culture, thereby enabling the intentional induction of autonomous 
formation from cells to tissues.

研究分野： バイオエンジニアリング

キーワード： オルガノイド　培養環境制御　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
本研究課題において開発した手法は、オルガノイドに体軸方向を付与し、より高次な臓器へ成長させるための基
盤技術になることが期待できる。実験自体はシンプルなCUBE型培養器に落とし込んでおり、ポンプなどのような
外部装置を一切排除して培養できるように落とし込んだため、高い汎用性が期待できる。本技術によりオルガノ
イドの高次形態を達成することにより、より高精度な創薬モデルとして活用することが期待でき、またデザイン
された臓器連関への道筋も見えてくる。

※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 
生体組織の形成メカニズムに関しては分子生物学の発展に伴い何の遺伝子がどういった役割を
果たしているのか明らかになりつつある．一方で，遺伝子発現の結果として発生する分子濃度勾
配変化や集団内応力分布変化といった，場に働くダイナミクスについては，その計測の困難さか
ら驚くほど研究が進んでいない．組織形成過程において，各細胞は逐次変化する場からの情報を
取得することで自身の位置情報を取得し，全体として協調して成長方向を決定していると考え
られていることからも，場に働くダイナミクスを解析することは組織形成システムを理解する
上で必要不可欠である．この解析手法の不足は現在急速に研究が進んでいる体外組織再生の分
野においてもボトルネックとなっており，有効な手段の確立が急務である．そこで化学相互作用
や力学相互作用を反応拡散モデル（T. Miura, J. Biochem., 2015）や vertex モデル (S. Okuda 
et al., Biomech. Model Mechnobiol., 2013.)を用いて数理モデル化することにより，形態形
成における現象の解明を行う研究が進められている．しかし組織サイズのサンプルを高精度に 3
次元イメージング可能な技術は世界的にも極わずかに限定されており，かつ三次元培養実験に
必要なソフトマテリアル内での再現性の高い実験系が不足している．結果としてシミュレーシ
ョンと実験は何となく似ているといった曖昧性を含むものとなり，実験と数理モデルの間にギ
ャップを生じる要因となっている． 
 
２．研究の目的 
本研究課題では，組織培養実験系において圧倒的に不足している時空間計測・制御技術を確立し，
得られたデータを数理モデルに還元することで，長年理解が進まなかった組織形成ダイナミク
スの解析を目的としている．細胞の三次元動態を計測可能な実験系において細胞培養環境を制
御することにより，遺伝子操作とは異なり細胞本来の能力を変えることなく場に定量的な摂動
を加えた細胞動態データを取得可能となり，数理モデル内に仮説した現象の立証およびシミュ
レーションの高精度化による組織形成システムの解明に挑む． 
 
３．研究の方法 
まず、気管支上皮細胞の細胞行動におけ
る細胞と細胞外マトリックス（ＥＣＭ）
の相互作用を明らかにするため、２次元
の実験系において細胞・ＥＣＭの両方を
任意形状にパターニングできる手法を開
発した（図１）。本手法を用いて、フィブ
ロネクチンを気管支上皮細胞の周囲にパターニングし、細胞行動を解析した。次に、細胞にマト
リゲルを被せ、周囲の非細胞組織が及ぼす細胞行動への影響を、光ピンセットおよび数理モデル
を用いて解析した。さらに、３次元の空間制御へと展開するため、我々が開発した CUBE 型培養
器を用いて、液性因子およびＥＣＭの空間制御技術を開発した。 
 
４．研究成果 
 (1) 細胞－ECM 相互作用による細胞行動解析 
人為的にフィブロネクチンを細胞集団の周囲にコーティングし、細胞行動を解析すると、フィブ
ロネクチンがコーティングされている領域とその外側のコーティングされていない領域の境界
まで、単独で近づいた細胞は全て、境界の外に出ることなく引き返すことが確認できた（図２）。
一方、集団で境界まで近づいた細胞は、境界の外に出ないようにしながらも、周囲の細胞に押し
出され境界の外に出たのち、外に出た細胞はそ
こでフィブロネクチンを新たに分泌する様子が
観察された。このことから、細胞はフィブロネク
チンの領域内にとどまろうとする一方、一旦領
域外に出た場合は新たに場にマーキングをし、
領域を拡大していることが確認された。次に、細
胞周囲に存在する細胞外マトリックスの細胞へ
の影響を調べるため、マトリゲルを細胞の上か
ら被せた場合とそうでない場合で細胞行動を観
察した。すると、マトリゲルを被せない場合は、
細胞は周囲の細胞と接着し集団サイズが大きく
なった一方、マトリゲルを被せた場合は、初めは
散在していた細胞は動くことができずにいた

図１：細胞・ECM パターニング手法 

図 2：細胞－ECM 相互作用解析結果 



細胞が、時間経過とともに徐々に活動範囲を広げていくことが確認されたた。また、細胞が通っ
た後の一部には道が残されており、同じ道を他の細胞も追随しており、この道を染色すると、マ
トリゲル内で細胞がトンネルを作り、壁にフィブロネクチンが塗布されていることが確認でき
た。これらの結果から、細胞は周囲にある細胞外マトリックスから抵抗を受けて動きを制限され
ているものの、時間経過とともにこの周囲からの抵抗を弱めることで細胞外マトリックス内に
通りやすい道を作り出して、他の細胞もその道を積極的に通ると仮説した。この仮説を立証する
ため、光ピンセットを用いた実験データとともに、数理モデルにより細胞行動をしミューレショ
ンし、整合性を取ることができた。 
 
 
(2) 細胞外マトリックスの空間局在制御技術の確立 
細胞の周囲を取り囲んでいる、非細胞素材であるコラ
ーゲンなどの細胞外マトリックスは、細胞に対して力
学的・生化学的なシグナルを与えることで、臓器の成
長に大きく関わっている。臓器周辺の細胞外マトリッ
クスの構造・成分は多様であり、細胞が集団として組
織を形成する際に位置情報を与える役割も果たる一
方、現行の細胞培養はこのマトリックスが細胞周りに
均一に配置されるため、細胞に対し適切な空間情報を
与えることができていない。本年度は、この細胞外マ
トリックスの空間多様性を体外で再構築するため、複
数のゲルを自在にヒア地加工な MultiCUBE の開発を
行った（図３）。 
断面が L字型のフレームで囲まれた空間（ユニット）
を複数持ち、ゲルを表面張力のみで各ユニットにと
どめることで、複数のゲルを空間的に配置するプラ
ットフォームを作製した。隣り合うユニット間でゲ
ル同士は接触しているが、ゲルの粘性が高いことも
あり、すぐには混じり合わない。ゲルの配置が終わっ
た後にゲルを架橋し固めると、ゲル間に物理的境界
がなく細胞が行き来できる一方、位置によってゲル
内部の成分が異なる状態をつくり出すことができ、
細胞に空間的な情報を与えられるようになる。これ
により、異なる物性を持つゲルを立体的に配置する
だけでなく、特定の成長因子や細胞をあらかじめゲ
ルに混ぜておくことで、細胞に複数要素の空間的局在
を与えることが可能となった。 
本プラットフォームを用いて、ヘパリン結合 EGF 様成
長因子を混ぜたゲルを、何も混ぜないゲルと隣り合わせに配置し、気管支上皮細胞を一列に並べ
て培養すると、成長因子を混ぜたユニットのみに分岐が多数形成され、それ以外のユニットは凝
集して棒状の形態を形成するという非対称の組織を導くことができた（図４）。このように、細
胞周囲環境において成長因子とともに空間的な局在を人為的に作り出すことで、単離した個々
の細胞を多細胞組織へと誘導する過程を空間的に操作でき、より複雑な形態へと成長させられ
ることが示された。 

(3) 液性因子濃度勾配制御 
臓器の発生において、細胞は周
囲環境から特定因子の濃度勾配
を位置情報として受け取り、背
腹、尾頭、左右といった体軸を形
成しているため、因子の濃度勾
配を体外での培養実験系に与え
ることは、オルガノイドを高次
形態に成長させるために重要で

図 4：成長因子局在による非対称パタ
ーン形成 

図 5：Gradient-in-CUBE システムによるワークフロー 

図 3：MultiCUBE による ECM 局在制御 



ある。そこで本研究では、簡便な方法で、細胞に因子濃度
勾配を与えて体軸形成を行い、濃度勾配情報を失うことな
く解析可能なオルガノイド作製ワークフローの開発を行
った（図５）。 
我々がこれまでに開発した CUBE 型培養器は、培養中のオ
ルガノイドを細胞外マトリックスごとピンセットでつま
んで別の容器に移すなどの操作が可能となる。この操作性
の良さを生かして、CUBE をオルガノイドのキャリアとし
て用いる。CUBE 内のオルガノイドが成熟した段階で、PDMS
製の流体チップの中にオルガノイドを CUBE ごと内包し、
CUBE を挟んだ対向のチャンバーにそれぞれ成長因子が入
った培地を入れることで、CUBE 内に因子の濃度勾配がで
きる「Gradient-in-CUBE システム」を構築した。本システ
ムを用いて、数日間培養した iPS 細胞塊を CUBE 中心に入れ、神経外胚葉と中胚葉の分化因子を
流体チップ内のそれぞれのチャンバーに滴下して 5 日間培養し、切片作製後にイメージングし
た結果、一つの細胞塊に神経外胚葉、中胚葉それぞれの分化マーカーである Brachyury および
SOX2 がの局在させることができた（図６）。 
 
 
 
 
 

図６：因子濃度勾配による 
分化局在 
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