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研究成果の概要（和文）：　生体組織では，異種細胞間相互作用と物質輸送が組織機能発現に重要である．特に血管ー
神経システムでは，血管と神経の間における物質輸送の計測がその機能解明に重要である．本研究では，異種細胞間相
互作用と物質輸送の計測を可能にするため，細胞シートの作製とその積層化による体外モデルの開発を目指した．この
過程で，我々は，微細加工で作製したマイクロメッシュを培養液中に懸架し，その上に細胞を播種するというメッシュ
培養法を新規に開発した．本法では，細胞の接着可能な面積を制限することで，細胞同士の結合と自己組織化を誘発し
，細胞シートを作製する．現在，細胞シート積層化により，血管・神経モデルの構築に取り組んでいる．

研究成果の概要（英文）：Cell-cell interactions and cross-boundary transport of essential substances are 
important for the functioning of most body tissues. In order to measure cell-cell interaction and 
transport at the blood-nerve interface, we developed a novel technology for fabricating free standing 
cell sheets where cells are cultured on microfabricated mesh sheets set suspended in a culture medium. 
The mesh sheets have narrow mesh strands (3-5 μm in width) for cell adhesion and large apertures 
(100-200 μm in pitch) such that when suspended, cells cultured on them grow under the condition of 
highly minimized adhesion area. Minimization of cell-substrate interaction results in an increase in 
cell-cell adhesion and induces self-assembly organization of cells into cell sheets. We are currently 
using this method to develop cell sheets of epithelial and endothelial blood cells that will be stacked 
to create a blood vessel model for eventual integration with nerve cells to realize a blood-nerve system 
model.

研究分野： マイクロバイオシステム工学

キーワード： 細胞接着制御　メッシュ培養法　細胞シート　血管ー神経モデル　共培養システム　物質輸送計測　マ
イクロデバイス
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１．研究開始当初の背景 

 近年，MEMS（Micro Electro Mechanical 

Systems）技術を用いて製作した細胞培養用マ

イクロデバイスにより，複雑で動的な生体内

環境を生体外で再現し，器官や組織の機能を

調べることが可能になりつつある[1]．このよ

うな組織・臓器の機能を再現したマイクロデ

バイスは“organ-on-a-chip”や”tissue-on-a-chip”

と呼ばれ，動物愛護活動によって減少傾向に

ある動物実験の代替法として，特に創薬分野

において非常に注目されている．現在，

organ-on-a-chip の研究は米国を中心に盛んに

行われており，特に米国ハーバード大学の

Ingber 教授のグループが開発した，肺胞をチ

ップ上で再現した”lung-on-chip”[2]がもっと

もエレガントで，この分野の可能性の高さを

示した．しかし，国内に目を向けるとこのよ

うな研究例がほとんどなく，欧米に遅れをと

っている．Organ-on-a-chip が新薬検査等の標

準プラットホームとなった時のことを考え

ると，この分野の研究を立ち上げる必要性に

異論はない．創薬分野のみならず，病理学

的・生物学的メカニズムの解明においても

tissue/organ-on-chip の応用が効率的で，好適な

手段であると考える． 

 血管―神経のシステムにおいて，それぞれ

の組織（血管および神経）を構築する複数の

細胞がそれぞれ相互作用し（図１），システ

ムの機能を生み出している．生理学的状態に

おいて，血管を構成する血管内皮細胞

（endothelium）や基底膜（basal lamina），血

管外にあってニューロンとの間に介在する

アストロサイト（astrocyte）が neurovascular 

unit (NVU））という機能ユニットを構成し，

血管と神経の活動がつねに連携している．こ

の機能ユニット(NVU)をマイクロデバイス上

で再現できれば，血管―神経の機能的連携機

構を生み出す異種細胞間相互作用とその生

物学的理解を図ることができる． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，血管―神経を再現したマイク

ロデバイスを開発し，それを用いて血管―神

経の相互的依存性を明らかにすることが当

初の目的であった．特に，血管―神経の連携

機構を再現するのに重要な同種・異種細胞間

相互作用を実現させるため，層状な細胞組織

の新しい作製技術の開発とその応用展開に

注力した． 

 

３．研究の方法 

 

（１）研究のアプローチ 

 多くの生体組織は，二層細胞構造の基本的

なモッチフに単純化できる．例えば，血管の

場合，内皮細胞と上皮細胞の二層構造の構造

となっており，それぞれの細胞の層状な組織

を重層化すれば，マイクロデバイス上で血管

の基本的な構造を模擬できる．さらに，これ

に神経細胞と合わせて共培養することで，血

管―神経のオンチップモデルを構築できる．

ここで，血管の内皮細胞と上皮細胞の間にお

ける血管細胞同士の相互作用（区別のため，

以下，同種細胞相互作用と呼ぶ）と，血管細

胞と神経細胞の間における異種細胞間相互

作用が存在することがオンチップモデルの

再現性に重要である．つまり，同種・異種細

胞間インタフェースが細胞間相互作用を妨

げては正しく組織機能の再現ができないと

いうことを意味する．従来の共培養システム

では，ミクロンオーダーのポアを有する多孔

質材料，例えば PDMS (Polydimethylsiloxane)

図 1：血管―神経の機能ユニットの概略図 

 



や PET (Polyethylene Terephthalate) の薄膜を

層と層を隔てるインタフェースとして異種

細胞の共培養システムに用いられてきた．し

かし，このようなインタフェースでは，両側

の細胞が直接的に接触できないため，ギャッ

プジャンクション等を介した細胞間相互作

用は生じにくい．そこで，本研究では，層状

の細胞組織を作製し，積層化することにより，

細胞同士が直接相互作用できる共培養シス

テムをマイクロデバイス内で構築するアプ

ローチを取った．そのため，フリースタンデ

ィングな細胞組織を作製できる技術として，

マイクロメッシュ培養法を新たに開発した．

次項でこの技法について説明する．  

 

（２）微細構造マイクロメッシュを用いた細
胞培養法の開発 

 本研究では，細胞の自己組織化の性質を利

用し，層状の細胞シートを作製する方法とし

て，上述のマイクロメッシュ培養法を開発し

た．本技法では，開口部が 100~200 m，枠の

幅が 3~5 m のマイクロメッシュを細胞培養

支持体として培養液中に懸架し，その上に細

胞を播種する（図 2）．メッシュシートはフォ

トリソグラフィー法により，光硬化性樹脂

SU-8 を用いて様々な形状のものを作製でき

る．メッシュシートは厚み 0.5~1 mm のスペ

ーサーを用いて浮かせ，播種する細胞がディ

ッシュ底面に触れないようにする．  

 

５．研究成果 

（１）メッシュ細胞培養技術による単層細胞
組織の作製 

 通常のディッシュ培養では，すべての細胞

がディッシュ底面と強い相互作用をしなが

ら培養される．これに対し，メッシュ培養法

では，メッ シュ枠の幅が，細胞のアドヒー

ジョンスポットが並列に並ぶことができな

いほど細いため，細胞は，まずメッシュ枠に

沿って伸長展開し（図 3A），次に細胞間の接

着により細胞同士の組織化が生じ，メッシュ

上で平面状組織が形成される（図 3D）．得ら

れた組織のアクチン構造（図 3E 緑）と細胞

核（図 3E青）より，アクチ ン構造が組織全

体に広がり，細胞間接着ができていること，

また殆どの核が焦点面 内にあることから単

層な細胞シートであることがわかる． 

図 2：マイクロメッシュの形状(A)と細胞

播種時の設置方法(B) 

A 

B 

図 3：三角形状のマイクロメッシュ上での２

次元細胞組織の形成．(A)播種１日後で，細

胞が伸展している様子，(B)播種３日後で，

メッシュが埋まっている様子，(D) 作製され

た細胞シート，(E) 細胞シートのアクチン骨

格構造および核の染色画像． 

 



 つまり，メッシュ培養法では，細胞と固体

表面とを絶縁することにより，細胞間相互作

用の効果を顕在化させ，かつ，配列した細胞

を観察しながら一様な刺激を与えることが

可能である．さらに，細胞シートを重層化す

る・作製した単層シートの上に他種細胞を播

種する，等の方法により，例えば血管細胞と

神経細胞からなる，異種細胞間相互作用を行

っている細胞群の機能ユニット（NVU）を再

現できる． 

 

(2)細胞の配向性制御 

 心筋細の胞収縮に見られるように，配向性

が組織の機能発現に重要な場合がある．この

ような組織の機能を in vitro で再現するため，

人為的に細胞の一方向配列化を行う必要が

ある．研究開発提案者らは，メッシュ形状の

設計のみで，図４に示すように，細胞の配向

性制御を達成できた．これにより，血管細胞

組織や骨格筋細胞，心筋組織）の機能をマイ

クロ流体デバイス内で再現できる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）メッシュ培養法による iPS 細胞のトロ

フォブラスト分化誘導 

 本研究では，幹細胞を活用した組織形成の

検討の一環として，メッシュ培養法をヒト

iPS 細胞の培養に適用した．上述の方法で，

ヒト iPS 細胞を懸架した菱形形状のメッシュ

シート上で培養したところ，最初は，繊維芽

細胞の場合と同様に，細胞がメッシュ構造を

埋めるように広がり（図 6A，上と中央），一

様な iPS 細胞シートを形成した．播種 8 日の

時点で行った免疫染色と定量 PCR（RT-PCR）

の結果より，メッシュ上の iPS 細胞が，ディ

ッシュ培養されたコントロールと同程度の

OCT4 発現を示すことが確認された．つまり，

この時点ではメッシュシート上の細胞が未

分化であることが示唆された．しかし，興味

深いことに播種から 10 日後，メッシュ上で

形成された iPS 細胞シートの所々に気泡のよ

図 5：ヒト iPS細胞のメッシュ培養によるト

ロフォブラスト分化誘導と胞胚形成． (A)

菱形形状のメッシュシート上での iPS 細胞

シートの形成と形成 2 日後の透明な胞胚，

(B) 40日後の胞胚，(C) 胞胚内部における細

胞ネットワーク．INT：内部，EXT：外部．

Scale bar: 100 m．(D) 妊娠検査薬による

hCG ホルモン検出 

A 

B 

図 4：菱形形状のメッシュシート上で方向

に配向した TIG120 細胞．(A) 明視野画像，

(B) アクチン骨格構造（緑色）と細胞核（青

色）の染色画像 



うな細胞構造体が現れ，時間とともに球状の

細胞体に成長した．播種から 15 日後の時点

では直径 400 mの透明な構造であったもの

が（図 6A,下），40 日後は，直径 800 mの球

体に成長していた（図 6B）．また，構造の内

部に血管のようなネットワークが存在する

ことが分かった（図 6C）．さらに，ELISAや

RT-PCRによる解析の結果，hCG ホルモン（妊

娠時に分泌される）の分泌，また，トロフォ

ブラスト細胞にしか発現しないCDX2遺伝子

の発現を確認した．つまり，誘導試薬を用い

ずに，メッシュの幾何学的形状がもたらす細

胞接着機能制御のみで，トロフォブラスト分

化誘導に成功したのである． 

 ヒト iPS 細胞のトロフォブラスト分化はま

れな現象であり，メッシュ培養が作り出す特

殊な培養環境によって，生物学的セレンディ

ピティを抽出できることを証明する画期的

な結果である． 
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