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研究成果の概要（和文）：本研究では、可視光硬化インクとバイオプリンターを中心として、独自の3Dバイオプ
リンティング技術を統合的な視点から構築し、機能的な組織構築につながる技術を確立することを目的とした。
可視光硬化インクとしては、フェノール性水酸基導入高分子と可視光応答光レドックス触媒を用いて、細胞の生
存に影響を与えず、内部に血管様の流路を有する構造物の造形に成功した。さらに、ヒト由来脂肪幹細胞を包括
したものを造形することによって、内部で細胞の増殖を達成するとともに、分化誘導して特定の細胞を含む構造
体を作製可能なことを明らかにした。このようなことから、新たな3Dバイオプリンティング技術の開発に成功す
ることができた。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to establish 3D bioprinting technology based on 
visible light curing inks and bioprinters for them for fabricating functional 3D tissue 
construction. As the visible light curing ink, we used polymers possessing phenolic hydroxyl 
moieties. Visible light responsive photoredox catalyst was used for inducing hydrogelation. We 
succeeded in fabrication of 3D hydrogel constructs including cells and a blood vessel-like 
perfusable structure without affecting the survival of cells. Furthermore, it was revealed that it 
is possible to achieve proliferation of cells in the hydrogel constructs as well as differentiation 
induction from human adipose-derived stem cells. As such, we were able to succeed in developing a 
new 3D bioprinting technology.

研究分野： 生物化学工学

キーワード： バイオプリンティング　組織工学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
3Dバイオプリンティングは、生体外にて人工的に機能的な組織を構築するためのキーテクノロジーとして期待さ
れている。本研究では、それに寄与する検討に取り組んだ。そして、新たに光硬化性インクを用いた細胞含有三
次元構造体の構築法の開発に成功するとともに、細胞源として期待される脂肪由来幹細胞を使って、その有用性
を実証した。これらは、簡単な装置や単純な手法で達成されたことから、今後さまざまな研究者に利用され、再
生医療をターゲットとする組織工学だけでなく、細胞の機能などを調べる用途などにも利用されると期待され
る。さらに、再生医療の進展に寄与する技術の開発に成功したことから、その成功は社会的にも意義が高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 機能不全の組織や臓器を、生体外で作製した組織体を移植して治療する再生医療の実現へ向
け、世界中でさまざまな組織体構築法が開発されている。最も広く用いられている方法は、多
孔体の鋳型に、細胞分散溶液を流し込み、目的の形状の 3 次元組織体を得るものである。しか
し、この方法には、任意の場所に任意の細胞を高い精度で配置できず、細胞が適材適所に配置
され各種機能を発揮する生体組織とは大きく異なる組織体しか作製できないという問題点があ
る。これに対し、最近注目されているのが 3D バイオプリンティングである。細胞を含むイン
クをインクジェット方式やプロッター方式により粒子状や線状に目的箇所に吐出、定着（ゲル
化）させ、積層しながら 3 次元組織を造形していく。印刷技術の進歩は装置とインクの進化で
達成されるため、バイオプリンティングの進化には、目的とする構造体の造形を可能とするた
めのプリンターの進歩と細胞の生存に影響を与えることなく迅速にゲル化し、細胞の増殖・機
能化・組織化を誘導するインクの進化が不可欠である。細胞の機能化や組織化は周囲材料との
細胞毎に異なる相互作用の制御により促進できることを考慮すると、細胞毎にその機能をチュ
ーニングされたインクを用いることは、より優れた機能を有する組織体の構築につながること
は間違い無い。さらに、個々の細胞が増殖し組織体を形成する上では、必要なタイミングで除
去可能なゲルを形成することも重要である。さらに、細胞の生存に必要な酸素や栄養分を供給
するためのライフラインとなる血管様の培養液流路も組み込む必要がある。個々の要素技術に
関する研究は数多くされているが、バイオプリンターおよびそのインクの開発も含めて、それ
らの要素を全て包含する統合的な観点からの組織構築技術の開発に関する検討は皆無である。 

 

２．研究の目的 

バイオプリンターを用いた 3 次元組織体の作製は、既存の技術では不可能であった高精度で
の細胞配置を可能とすることなどから、より機能的な組織体の構築につながる技術として期待
されている。本研究では、生物化学工学、バイオマテリアル、メカトロニクス、薬物動態研究
の異なる分野の研究者が結集し、新たに開発する独自の可視光硬化インクとバイオプリンター
により、これまでに申請者が開発してきた、組織工学に関する要素技術（細胞機能発現促進の
ための基材デザイン、ゲル分解による微小組織体作製、血管様流路を含む組織体作製）を連結
することで、統合的な視点からの機能的三次元組織構築技術の開発につながる技術を確立する
ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 可視光硬化インクの開発 

 従来広く採用されてきた紫外光を照射してヒドロゲルを形成させるやり方では、細胞の DNA

損傷が危惧される。そこで、可視光応答光レドックス触媒を使った、フェノール性水酸基含有
高分子水溶液のヒドロゲル形成を調べた。具体的には、トリス(2,2'-ビピリジル)ルテニウム(II)

ジクロリド六水和物（ルテニウム錯体，[Ru(bpy)3]Cl2·6H2O）および犠牲剤として過硫酸ナト
リウム（SPS）の存在下において、可視光を照射した場合の、ゲル化特性、ゲルの強度、ゲル
に包括する細胞への影響を調べ、バイオプリンティングに適用可能な条件を調べた。 

(2) 可視光硬化インクを使った 3D バイオプリンティング 

 (1)の検討で見出した条件に基づいて、押し出し方式とプロジェクタを使ったステレオリソグ
ラフィー方式の 2 つのプリンタで、細胞含有 3 次元構造物のプリンティングを行った。この際
に、アルギン酸、ヒアルロン酸、ゼラチン、キトサン、カルボキシメチルセルロースなどの誘
導体を用いて、内部に含まれる細胞の増殖を考慮したバイオインク組成の探索を実施した。ま
た、さまざまな細胞に分化することが可能なヒト脂肪由来幹細胞を包括した構造物をバイオプ
リンティングし、その幹細胞性の維持および分化能に関する評価を行った。さらに、血管様流
路を有する構造物の造形にも取り組んだ。 

(3) 過酸化水素を含む空気中での西洋わさび由来ペルオキシダーゼを使ったバイオプリンティ
ング技術の開発 

 可視光によるゲル化のみで無く、統合的なバイオプリンティング法の開発の視点から、西洋
わさび由来ペルオキシダーゼによるフェノール性水酸基間の結合形成反応を利用するプリンテ
ィング法の開発を行った。この検討では、連続的に構造物の造形を可能とするという視点から、
細胞およびフェノール性水酸基を含む高分子水溶液をインクとして押し出し方式のバイオプリ
ンターから、反応の進行に必要な過酸化水素を含有させた空気中に吐出することを試み、良好
な造形に必要な、押し出し速度やインク粘度について検討した。また、血管様の流路を有する
構造体のプリンティングにも取り組んだ。 

(4) インクジェットバイオプリンタを用いた微小組織の構築 

 インクジェット方式のバイオプリンタは、他の方式のプリンタと比較して、微小な構造物を
プリントできる長所がある。これを活かして微小な組織を構築するために、多糖のヒドロゲル
基板上に細胞が接着できる領域をプリントし、細胞を増殖させた後に多糖ヒドロゲル基板を分
解する方法の開発を行った。具体的には、多糖のヒドロゲルとしてアルギン酸から得られるゲ
ルを用い、その上にゼラチン誘導体のパターンを印刷して細胞を増殖させた後、アルギン酸分
解酵素であるアルギン酸リアーゼで処理をした。 

 



４．研究成果 
(1) 可視光硬化インクの開発 

 いくつかの候補の中から、図 1a に示す反応
が最も扱いやすいことがわかった。そこで、
アルギン酸にフェノール性水酸基を導入し
た材料を溶解させた水溶液に、ルテニウム錯
体および SPS を溶解し、室内蛍光灯下に置い
たところ、15 分程度でゲルを形成させること
に成功した（図 1b）。次いで、この反応をバ
イオプリンティングに用いるために不可欠
な、ゲル化時間の制御およびその短縮に関し
て検討を行った。その結果、図 2 に示すよう
に、ルテニウム錯体、SPS および可視光の強
度（452 nm の光強度）を操作することによっ
て、ゲル化時間を制御可能であり、10 秒程度
で水溶液をゲル化することができる条件を
見出すことができた。さらに、この見出した
条件に基づいてアルギン酸誘導体のゲルに
マウス繊維芽細胞（10T1/2 細胞）を包括した
ところ、アルギン酸の性質により細胞がゲル
内で伸展することはなかったが、生存率は 1

週間の間 90%以上を維持していた。すなわち、
細胞の生存に影響を与えることなく、可視光
の照射によって細胞を含むヒドロゲルを得
ることに成功した。 

(2) 可視光硬化インクを使った 3D バイオプ
リンティング 

 市販のビジネスプロジェクターを光源と
して用いたステレオリソグラフィー方式に
よるプリンティングを試みた。その結果、光
を照射したインク中での光の散乱により、当
初は図 3b のように設計図とは大きく異なる
形状のゲルしか得ることができなかった。し
かし、光吸収剤として食品添加物としても使
用されているアシッドレッド（Acid red）を
適当量添加することで、大きく造形性を向上
させることができ、設計図通りの 3 次元構造
物を作製することができた（図 3c）。また、
アシッドレッドの添加によって、細胞の生存
に大きな影響を与えることがないことも見
出した。さらに、血管様流路を構築するため
に、図 4 に示す設計図を作成し、らせん状の
流路を含むゲル構造物の造形を試みたとこ
ろ、内部に溶液を流通可能な構造を有する構
造体の構築を達成することができた。この成
果は、朝日新聞などのメディアで紹介された。 

 さらに、フェノール性水酸基を導入したヒ
アルロン酸とゼラチンの誘導体の水溶液に
ヒト脂肪由来肝細胞を分散し、押し出し式プ
リンタを用いたバイオプリンティングを試
みた。その結果、この細胞の生存もほとんど
損なうことなく造形可能であることを実証
することができた。また、それぞれの高分子
の含有量を操作することで、幹細胞性の維持
に関わる、Nanog、Oct4、Sox2 の遺伝子発現
の程度が変化し、ヒアルロン酸誘導体の含有
量を上げることで、それらの発現が向上する
ことを見出した（図 5）。さらに、幹細胞性を
維持したまま、ゲル構造物の内部でほぼ均一
な分布で増殖させることができるため、一定
期間の培養後に分化誘導培地に切り替える
ことで特定の細胞に分化させることにも成
功した。この結果に関しては、論文を掲載し

図 3. a)設計図に基づいて、b)acid red を含まない

もしくは c)含むインクで造形した構造物. 

図 1. a)有効性を実証したゲル化方法、b)室内

用蛍光灯下に静置して得られたゲル． 

図 2. a)Ru 錯体濃度、SPS 濃度および c)光強度

がゲル化時間に与える影響． 

図 4. らせん状の血管様流路を有する構造物． 



た雑誌の 2017-2018 年度の最も読まれた論文上位 20 位以内に入った。 

 以上より、可視光硬化インクを使った 3D バイオプリンティング法の開発に成功し、幹細胞
を使った組織工学に適用できることを実証することができた。 

(3) 過酸化水素を含む空気中での西洋わさび由来ペルオキシダーゼを使ったバイオプリンティ
ング技術の開発 

 西洋わさび由来ペルオキシダーゼの酵素反応により得られるゲルは、上の検討で使用したフ
ェノール性水酸基を導入した高分子を利用できるのと同時に、生体などへの適用を考えた場合
に、残留する金属錯体の生体への影響を考慮する必要がないといった長所がある。一方で、反
応に必要な過酸化水素を供給するための方法に問題があった。そこで新たに、図 6 に示すよう
に、気相から過酸化水素を供給する方法を開発し、それを用いた 3D バイオプリンティングに
成功した。この方法で得られる構造物中にマウス線維芽細胞（10T1/2 細胞）を包括したところ、
ゼラチンを適当量含有させることで、増殖させることに成功した。さらに、アルギン酸誘導体
のインクを加えた 2 種類のインクからプリンティングを行った後、アルギン酸分解酵素アルギ
ン酸リアーゼを含む培養液に浸すことで、アルギン酸誘導体からなる部分のみを選択的に分解
することに成功し、任意の内部中空構造を有する構造体の構築に成功した。また、この方法で
得られるゲル構造物は、場溶液の中でも高い安定性を有することを実証することができた。用
途毎に適したインクの検討も行った結果、ポリビニルアルコールをベースとするインクを用い
て、長さ 2 倍程度の引っ張りにも
耐えることのできる極めて高い
耐変形性を有する構造物のプリ
ントも行うことができた。このよ
うにさまざまな材料からプリン
トが可能であることは、今後、よ
り多くのインクを同時に使用す
ることのできるプリンタを開発
すれば、複雑な構造や局所的に強
度の異なるような、これまでの技
術では難しかった 3 次元構造物
の構築ができるようになると期
待される。 

(4) インクジェットバイオプリンタを用いた微小組織の構築 

 インクジェット式プリンタを使った 3 次元組織作製に関する検討として、細胞の接着、非接
着領域を高精度に作り分け、接着領域でのみ細胞を培養してディスク状や、繊維状に増殖させ
た。その後、アルギン酸の分解酵素で基板を分解することで、微小な組織体を作製することに
成功した。今後、他の方式のバイオプリンティングとの融合を試み、より複雑な組織の構築を
目指す。 
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