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研究成果の概要（和文）：細胞が規則的かつ高密度に配置された3次元組織を生体外において作製するための基盤技術
として，複数種の細胞が正確に配置された非球形の微小細胞集塊を作製し，それらを更に組織化するプロセスの開発を
行った。まず，異方的ハイドロゲルファイバーや非接着性微小ウェルを用い，部分的に血管内皮細胞によって構成され
た，直線状オルガノイドや内外異方的トロイダル細胞集塊などの単位集塊を作製した。さらに，それらの単位構造を組
織化することによって，血管網を内包する高密度組織や肉厚な血管組織の構築を行い，特に肝臓組織と血管組織につい
ては，潅流培養の条件がそれらの機能発現に与える評価を評価した。

研究成果の概要（英文）：We have developed new strategies for reconstructing three-dimensional tissues in 
vitro, which are composed of densely packed cells with precise alignments. In order to achieve this, we 
proposed a process to pile up non-spherical unit cellular aggregates composed of multiple types of cells. 
First, anisotropic hydrogel microfibers or non-cell-adhesive microchambers were used to prepare linear 
organoids and anisotropic toroidal aggregates. Then, by organizing these unit structures within perfusion 
chambers or channels, we prepared high-density cellular tissues incorporating vascular networks and thick 
blood vessel models. In addition, we evaluated the effects of perfusion culture conditions on the 
functions of liver and blood tissues.

研究分野： 生物化学工学

キーワード： ハイドロゲル　生体組織工学　血管　肝臓　マイクロ流体デバイス
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１．研究開始当初の背景 
たとえば iPS 細胞に代表される幹細胞工学

の発展とともに，3 次元的環境において細胞
を培養するための手法が注目を集めている。
これまでに，細胞のスフェロイド形成，脱細
胞化臓器への細胞導入，ハイドロゲル材料へ
の細胞の包埋など，ユニークな手法が多数報
告されてきた。このような 3 次元的細胞組織
では，平面的な培養環境と比較して生体をよ
り高度に模倣することが可能であるため，細
胞の機能や生存率の維持が可能となると期
待されている。そして，これらの技術を用い
て作製された 3 次元組織は，再生医療を目指
した移植用の組織・臓器の形成だけではなく，
細胞を用いた創薬アッセイ系や，立体的な細
胞の相互作用を実現する疾病モデルの作製
などへ応用可能であると期待されている。 
そして特に近年，大きさが数ミリメートル

程度以上であり，かつ細胞が高密度にパッキ
ングされた生体組織を構築する手法も開発
されつつある。個別の細胞からミリメートル
スケールの組織をワンステップで作製する
ことは通常困難であるため，まず単位組織と
して高密度な微小細胞集塊を作製し，それら
を集積化する手法が有効であると考えられ
ている。近年の研究例として，細胞非接着性
表面を用いて作製された球形細胞集塊（スフ
ェロイド）を 3 次元的に配置する手法などが
報告されている。しかし，球形の細胞集塊は，
より大きな高密度組織を構築するための単
位構造としては必ずしも最適であるとは限
らず，また，その内部の細胞組成や配置を正
確に制御することは困難であった。特に，多
種類の細胞が高密度でパターン化された機
能的な組織を作製するためには，複数種の細
胞を立体的に配置し，さらに細胞を取り囲む
3 次元的な微細環境の物理・化学的性質をマ
イクロメートルスケールで制御する必要が
ある。そしてまた，3 次元的な組織の内部に
酸素や栄養分を供給するための血管網を形
成する必要がある。このように，サイズが大
きく複雑な3次元生体組織を in vitroにおいて
形成するための手法の開発は，世界的に見て
もその初期段階にあると言えるが，その開発
は非常に近年激しい競争下にあり，また目覚
ましい発展を遂げつつある。 

 
２．研究の目的 
そのような背景の下，本研究では，肝小葉

構造や血管組織，あるいは心筋組織のような，
細胞が規則的かつ高密度に配置された 3 次元
組織を生体外において作製するための技術
として，マイクロメートルスケールの正確さ
で配置された複数種の細胞からなる，非球形
の微小細胞集塊を作製し，それらを更に組織
化するプロセスの開発を行うことを目的と
した。特に，組織体における細胞の機能を長
期にわたって維持するためには，組織体内部
の細胞に効率的に酸素や栄養分を供給する
ための血管網を内包する必要があり，そのた

めにも，血管内皮細胞層を部分的に有する非
球形の単位組織の利用が不可欠であると考
えられる。そこで本研究者は，微小な複合型
の 3 次元組織を潅流培養条件下において複合
化し，血管内皮細胞の有する自発的な管腔構
造形成能力を利用することによって，「生体
外における高密度 3 次元的組織体の構築」に
向けた一つのストラテジーを確立し得るの
ではないか，と考えた。 
 そして本研究では，具体的には以下の内容
を検討することとした。（1）単位組織として，
部分的に血管内皮細胞によって形成された
非球形な微小組織体（線形・トロイド（ドー
ナツ状）・管腔構造を包埋するスフェロイ
ド・格子状集塊など）を作製し，また，（2）
化学的に分解可能なハイドロゲル材料に微
細加工を施すことによって，チャンバー構造
や潅流培養用流路構造を作製する新規プロ
セスを開発する。さらに，（3）微細加工ハイ
ドロゲル基材や流路構造に単位組織体を導
入・配置して細胞を 3 次元的に培養し，内皮
細胞の自発的管腔形成能力を利用すること
で，機能的な生体組織の再構成を試みるほか，
複雑な構造を有する血管組織モデルを作製
するための技術開発を行う。さらに（4）形
成した組織体の機能評価を行うとともに，生
体モデルとしての応用として細胞挙動の観
察や細胞機能の評価を行う。これらの検討を
行うことによって，単位細胞集塊の複合化プ
ロセスを用いて作製した機能性組織体の利
用という，組織工学における新しい道筋の一
つとしてのボトムアッププロセスの有効性
を実証することを目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究の実施内容は，前述のように，（1）

複合的な微小組織体を作製する手法の確立，
（2）ハイドロゲルによって形成された微細
加工基材・流路を簡便かつ効率的に形成する
プロセスの開発，（3）形成したハイドロゲル
基材を用いた個別組織の複合化および血管
組織モデルの作製，（4）作製した組織体の機
能評価および応用，に大別される。まず，（1）
複合的な微小組織体の作製については，当研
究者らがこれまでに開発を行った，異方的ハ
イドロゲルマイクロファイバーに対し異種
細胞を高密度に包埋する手法を応用し，特に
肝細胞組織をターゲットとした組織構築を
行った。また，細胞非接着性のウェルあるい
はチャンバー構造を用いて，トロイド状，非
球形状の単位細胞集塊の形成を行った。さら
にまた，非平衡状態の水性 2 相系が平衡状態
に移行する過程を利用することで，非球形の
細胞包埋ハイドロゲル構造を作製する手法
の開発を行った。次の（2）ハイドロゲルに
よって形成された微細加工基板・流路構造の
作製については，細胞非接着性のゲルとして
アルギン酸およびアガロース，細胞接着性の
ゲルとして酵素架橋ゼラチンを用い，それら
によって形成された微細加工基材をモール



ディングおよびボンディングによって形成
する手法の開発を行った。さらに，（3）形成
した個別組織の複合化および潅流培養・血管
組織の導入については，肝細胞を包埋したフ
ァイバーの表面に血管内皮細胞を接着させ，
そのファイバーを束の状態で流路にパッキ
ングし，潅流培養を行うことによって，ファ
イバーの束が一体化したミリメートルスケ
ールの組織体の形成を行った。また，ハイド
ロゲル流路構造を用いて多層の血管組織モ
デルを作製する手法，トロイド状の組織を配
列することで管腔状組織を形成する手法，ハ
イドロゲル流路の内壁に血管内皮細胞を播
種することで 3次元的な血管ネットワークを
作製する手法，を提案した。最後に（4）個
別組織の機能評価および応用については，特
に肝細胞の場合には，定量的 PCR 法や免疫
染色，あるいは ELISA 法などを用い，潅流培
養条件（流速等）が細胞の生存率や機能発現
に与える影響を評価したほか，薬物代謝酵素
の遺伝子発現を解析することで，細胞をベー
スとする薬剤アッセイ系への適用可能性を
評価した。さらにまた，血管組織の場合には，
潅流培養時の圧力・流速が，血管内皮細胞の
配向や血管平滑筋細胞の機能発現に与える
影響を評価したほか，アルギン酸などの余分
なマトリックスを除去した際の形状の維持
について評価を行った。 
 
４．研究成果 
まず（1）に関しては，細胞集塊の形成の

ために，ゲルファイバー内に細胞（肝細胞）
を高密度で包埋し複合型組織体を形成する
手法，非平衡状態にある水性 2 相水溶液系を
利用したゲル内部への包埋手法，犠牲層を用
いることで管腔構造を有するスフェロイド
を形成する手法，細胞非接着性のチャンバー
に対する 2 段階の細胞導入，などの新規手法
を確立することができた。また，非平衡状態
の水性 2 相系が平衡状態へと移行する現象を
利用した細胞濃縮手法について，ウェルの材
質の濡れ性の違いによる最終形態の変化の
違いを観察し，様々な形状を有する単位組織
作製の可能性を示すことができた。さらに，
ハイドロゲルとして細胞接着性ペプチドを
複合化したアルギン酸を用いることで，ハイ
ドロゲル構造の表面に血管内皮細胞を導入
することができ，複数種の細胞からなる単位
組織の形成が可能であることが確認された。 
次に（2）としては，ハイドロゲルを形成

するポリマーとしてアルギン酸，ゼラチン，
アガロース等の天然素材を主として用い，微
細加工によって得られた鋳型を利用したモ
ールディング手法によって，微細構造（流
路・チャンバー）を有するゲル基板を作製し
た。特筆すべき点として，ゲル基板同士を化
学的あるいは静電的に結合する新規手法の
開発を行い，ポリＬリジンを用いた静電的接
着手法（アルギン酸ゲル）や，酵素架橋を利
用する化学的接着手法（ゼラチンゲル）を実

証することができ，ハイドロゲルによって形
成された多層のマイクロ流路構造を簡便か
つ正確に作製することが可能であった。 
そして（3）および（4）については，まず

細胞が高密度にパッキングされた，多様な形
状の 3 次元組織体を作製するための手法の開
発を行った。特に，肝組織や血管組織モデル
をターゲットとして，線形の複合的組織を形
成したハイドロゲルファイバーを束にし，ミ
リメートルスケールの潅流培養用チャンバ
ーにパッキングし培養を行う手法を開発し
た。ポンプを用いて数日間の潅流培養を行っ
たところ，ファイバー表面に接着させた血管
内皮細胞の作用によって，ファイバー同士が
複合化しつつ，同時にファイバー間に微小な
血管様構造が形成される様子が観察され，ボ
トムアップ手法による潅流培養の有用性を
実証することができた。また潅流培養の条件
が細胞の機能や生存率に与える影響を評価
したところ，流速を変化させることによって
アルブミン等の発現量に差が生じること，チ
ャンバーの上流部と下流部においては機能
発現量や生存率に違いが出ること，また生体
の酸素消費をある程度再現できること，など
が確認された。 
また，アルギン酸あるいはゼラチンによっ

て形成された流路構造を用いた血管組織構
築に関する実験系においては，潅流培養の速
度が表面に接着させた血管内皮細胞の配向
に与える影響を評価し，3 次元構造における
血管ネットワーク形成の可能性を実証する
ことができた。さらに，アガロースゲル製の
流路構造の内面に細胞を包埋したアルギン
酸ゲルを堆積させ，さらにその内側に血管内
皮細胞を接着させることで，肉厚な多層の血
管組織を作製した。潅流培養を行ったところ，
培養時の酸素分圧が細胞の生存率に大きな
影響を与えることを見出したほか，潅流の有
無によって血管平滑筋細胞の産生するエラ
スチンの発現に顕著な差が生じることを示
した。さらに，細胞の初期濃度を高めること
によって，最終的にアルギン酸を除去した後
にも組織体の形状が維持されることも確認
された。なお，ハイドロゲル製の流路構造以
外にも，無機塩を包埋したシリコーン製の流
路構造を用いた血管様組織の構築や，積層化
ゲルのパターン化による肝細胞共培養系の
開発を行った。これらの手法は，高密度な生
体組織を再現するアプローチとして有用で
あると期待される。 
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