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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞MSCsにTGFβおよびBMP-2を加えることで軟骨細胞に誘導されることが、
我々の先行研究でも証明されている。特にBMP-2は高価であり、CNTsの添加によりBMP-2の使用を抑えることが出
来れば品質を落とさず、製造コスト削減につながる可能性がある。低濃度のCNTsを添加したMSCsのspheroidは問
題なく軟骨様組織に分化し、CNTsの毒性による明らかな細胞死も見られなかったが、CNTsの添加濃度を上げる
と、TGFβ、BMP-2使用下においても軟骨に分化せずCNTsの細胞毒性による細胞死が予想された。

研究成果の概要（英文）：Our previous studies have demonstrated that the addition of TGFβ and BMP-2 
to mesenchymal stem cell (MSCs) induces them to become chondrocytes. BMP-2 is particularly 
expensive, and if the use of BMP-2 can be reduced by adding CNTs, quality will not be compromised 
and production costs may be reduced. MSCs spheroid with low concentration of CNTs differentiated 
into cartilage-like tissue without any problem, and no obvious cell death due to CNTs toxicity was 
observed. However, when the concentration of CNTs was increased, even with TGFβ and BMP-2, MSCs did
 not differentiate into cartilage, and cell death due to CNTs toxicity was expected.

研究分野： 気管再生学

キーワード： 3Dバイオプリンター　気管再生　人工臓器　スフェロイド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
他施設からも細胞培養の足場材料にCNTsを加えることで、骨形成が促進されることが報告されているが、細胞と
共培養を行うことでの効果を検討した報告はみられていない。小サイズの人工臓器の作成にも大量のspheroid
と、それに伴う培地を必要とする3Dバイオプリンターにおいて、高価な培地の添加因子を加えることなく、加え
た場合と同等の品質のspheroidを作成することは、その先の実際の臨床応用を考えた際の製造コストの削減効果
は大きいと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 バイオ３D プリンターによる自己細胞および幹細胞からなる人工管腔臓器は、
理想的な管腔臓器再生ツールと考えられる。我々は
これまでに、人工気管、食道、小腸、尿管を作製、小
動物へ移植、生存に成功した。しかし、これらの人
工臓器の臨床応用にむけた課題は、軟骨組織、平滑
筋組織を始めとした人工臓器の基本となる構造体の
品質、特に人工臓器の強度、幹細胞の人工臓器内で
の分化、人工臓器内の血管形成などの不安定さであ
る。この解決方法として、細胞接着に関与でき、細
胞に直接増殖因子を提供できる drug delivery 
system(DDS)としてカーボンナノチューブ（CNTs）を
用いた研究を行う。CNTs は、現在癌細胞などに対す
る抗がん剤の DDS や幹細胞培養における分化調整可
能な足場（scaffold）素材として注目されている。
この CNTs を用いて、増殖因子を直接人工臓器内へ埋
め込むことで、幹細胞を様々な細胞に分化させ、さ
らに CNTs による細胞接着、機械的刺激による分化能
維持や分化誘導を行うことで、組織の強度を上昇、安価な人工臓器を短期間で作製す
る新たな作製、製造方法の確立を目指す。管腔臓器の再生は未だ臨床領域には達して
おらず、研究レベルで行われているものについてもその多くが、管腔を模した大型の
Scaffold を使用している。Scaffold の使用は、感染や経時的な劣化変性などの問題
も有する（Kelm JM, 2010）。このような問題の解消のため、細胞と細胞外基質のみか
らなる三次元構造体で、異物を使用しない人工臓器の研究が盛んになった（Dikina 
AD, 2015, Fennema E, 2013）。我々は、バイオ３Dプリンター”Regenova™”による
研究を行ってきた。この技術は、細胞凝集塊である Spheroid を用いて、大型の
Scaffold を使用せず任意の形の三次元構造体の作製を可能とし、かつ様々な種類の
細胞の組み合わせることができる（Taniguchi, 2018, ITCVS, Machino, 2019, Adv 
Healthc Mater, Takeoka, 2019, PlosOne）。 

 これらの人工臓器の臨床応用における課題は、培養期間が長期に及ぶこと、お
よび人工臓器の強度、幹細胞の人工臓器内での分化、人工臓器内の血管形成などの不
安定さである。これらの人工臓器の作製には、その多くが成熟細胞を使用しており、
細胞の状態（継代数、個体による差など）により、作製した三次元構造体の品質が大
きく変わってしまう。品質の安定に最も適した細胞は、幹細胞（間葉系幹細胞、脂肪
幹細胞、iPS 細胞など）から分化したての細胞である。しかし、この幹細胞の分化を
培養液内で行うには大量の増殖因子、長期間の培養期間を要し、コスト面、品質面で
も臨床応用には適さない。また我々が作製した管腔臓器は小動物での移植手術には
耐えうる強度を有し、人工気管では、移植後半年以上の長期生存も可能であったが、
長期生存させるには内部にステント等を留置する必要があり、細胞だけで作製した
人工臓器の強度上昇にはまだ多くの課題が残る。 

CNTs は、ナノスケールの寸法の中空グラファイトシリンダーで、伝導性があり、
科学的及び熱的に安定しており、感染に強く、剛性も高い。またカーボン素材そのも
のは現在でもすでに心臓人工弁等で広く使用されており、CNTsにおいても長さ100nm
以下、あるいは直径数 nm 程度では毒性が低く、またサイズが小さく適切な化学修飾
があれば生体外に排出されることが知られている。 

現在、CNTs は主に抗がん剤の DDS として注目されている（Son 2016, Sanginario 
2017）が、CNTs が増殖因子を delivery することができれば、細胞への確実な増殖因
子の影響を与え、培養液全体に混入するよりもコスト低減が可能である。加えて、骨



再生の研究において CNTs は、細胞接着の促進だけでなく、細胞の形態を制御し、幹
細胞の分化を促進する効果があるとされている（Pei 2019）。 

このように、CNTs による増殖因子の効率的な各細胞への投与、および CNTs その
ものが scaffold として移植組織の強度上昇に貢献することとなれば、三次元臓器に
おいて非常に重要なツールとなり得、この使用方法が確立されれば、人工臓器の臨床
応用へ大きな足がかりになる。 
 

 
２．研究の目的 

バイオ３D プリンターを用いた管腔臓器作製時に CNTs を添加することによる増殖因
子投与および直接的な組織強度の上昇による、機械的、機能的に品質の高い、安価な人
工臓器作製への有効性の評価と臨床応用へ向けた使用法、応用法の確立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）  増殖因子を添加したCNTsによる間葉系幹細胞、脂肪幹細胞の軟骨細胞、平滑筋

細胞等への分化への有効性と細胞毒性の確認と評価 
in vitroでの軟骨作製における比較検討 

幹細胞±CNTs-TGFβの比較により、軟骨組織の作製における品質評価を行う。 
臨床応用を目指し、より軟骨組織の品質が高い組み合わせを検討する。 

（２） CNTs-増殖因子を用いたspheroidによる管腔臓器の作製と評価 
人工気管において、上記組織を用いて作製し、評価する。 
人工気管作製における評価とラット気管との比較 
幹細胞、CNTs、TGFβのベストな組み合わせの spheroid で、ラット気
管サイズの軟骨組織作製を行う。これと線維芽細胞の層を交互に置
き、人工気管を作製（図 2）。それぞれの組織に HUVEC（ヒト臍帯静脈
内皮細胞）を加える。作製した人工気管とラット気管の強度を比較す
る。 

 
４．研究成果 

 CNTs を spheroid に添加する際に、CNTs がお互いに接着し

てしまい濃度が一定にならないことがわかった（図 3）。この問

題は超音波洗浄機を用いることで CNTs が細かく分散され対

応可能となった（図 4）。間葉系幹細胞 MSCs に TGFβおよび

BMP-2 を加えることで軟骨細胞に誘導されることが、我々の

先行研究でも証明されている。特に BMP-2 は高価であり、

CNTs の添加により BMP-2 の使用を抑えることが出来れば品

質を落とさず、製造コスト削減につながる可能性がある。低

濃度の CNTs を添加した MSCs の spheroid は問題なく軟骨様組織に分化し、CNTs の毒

性による明らかな細胞死も見られなかった（図 5）。

 図 5 

図 2. 

図3. 図 4．



 

しかし CNTs の添加濃度を上げると、TGFβ、BMP-2 使用下においても軟骨に分化するこ

とはなく、同じ細胞数でも spheroid は小径で CNTs の細胞毒性による細胞死が予想された。

BNP-2 を除いて作製した spheroid でも同様の結果であった（図 6）。 

図 6 

細胞死を起こさない程度の低濃度の CNTs を添加し、培地に BMP-2 を添加しない状態で細

胞を 2.5×10５個用いた spheroid を作製、4 週間の培養で軟骨様組織に分化誘導した場合、

一つの spheroid を作製するのにかかる培地価格は、同様の spheroid を BMP-2 を添加して

行った場合にかかる培地価格の約 0.57 倍で済む。我々がこれまでの先行研究でラットに移

植しているバイオ 3D プリンターで作製した長さ 4-5mm、厚さ 1.5-2mm 程度の円筒型の人

工気管を作製する場合、細胞を 1.0×10⁴個で作製した spheroid を 384 個使用することと

なる。人工気管として使用できるまでの培養期間を考えると、実際の臨床応用を考えた際に

は人工気管のサイズもさらに大きなものを作製する必要があり、BMP-2 を添加しないこと

での製造コストの削減効果は大きいと考えられる。 

他施設からも細胞培養の足場材料に CNTs を加えることで、骨形成が促進されることが

報告されているが、細胞と共培養を行うことでの効果を検討した報告はみられていない。 

３Dバイオプリンターを用いて人工気管を作製し、TGFβおよびBMP-2を添加したCNTs

を添加していない人工気管との品質の差を検討している。また CNTs を添加した人工気管

のラットへの移植実験を施行し、作成された人工気管の組織内での細胞毒性から、移植後の

ラット生体内での組織毒性の評価も検討しているが、一つの人工気管を作製するのにかな

りコストがかかってしまうため実現まで至らなかった。 
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