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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，センチメートルスケールの複雑な３次元組織を構築するためのビルディン
グユニットである「細胞ファイバー」を開発し，組織構築のための方法論を確立することである．細胞ファイバーは，
二重同軸マイクロ流体デバイスにより連続的に形成するこに成功した．その際，コア部に細胞と一緒に封入するECMの
選択が，細胞ファイバ形成に重要であることを見いだした．形成した細胞ファイバを用い，培養液の中で機械織りして
３次元構造を構築すること，また束ねることでバンドル様の構造を構築することに成功した．構築した３次元組織は細
胞の活性を維持しており，移植医療に適用することが可能であることをマウスへの移植で確認した．

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to develop a fiber-shaped building unit, named “cell 
fiber,” for the construction of centimeter-scale 3D tissue constructs. I fabricated cell fibers that 
have a core of cell-suspended extracellular matrix (ECM) hydrogel and a shell of Ca-alginate hydrogel by 
using a double co-axial laminar flow microfluidic device. I found out that the choice of core ECM 
materials is critical to form cell fibers corresponding to various types of cells. Using cell fibers, I 
demonstrated a fiber-based centimeter-scale 3D tissue constructs woven by our developed micro weaving 
machine, and bundle-like neural 3D tissue structures. Those fabricated fiber-based 3D constructs 
maintained their viability and can be applied to in vivo implantation, which suggest that this 
fiber-based approach would be a powerful method for constructing large-scale spatially-ordered functional 
tissues.

研究分野： MEMS，マイクロ流体システム，バイオファブリケーション，
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１．研究開始当初の背景 
	 我々人間を含めた生物の生体組織（特に臓
器などの複雑な組織）を，3 次元的に細胞を
配置することで人工的に構築する，という試
みが組織工学を中心に近年注目を浴びてい
る．これが実現すれば，移植医療の分野のみ
ならず，創薬のための模擬組織や，幹細胞の
分化誘導の研究，また細胞組織を利用したセ
ンサなどの分野に，大きなブレークスルーを
もたらすと期待されている． 
	 複雑な 3次元組織の人工的構築手法として，
ボトムアップのアプローチが近年盛んに研
究されている．このアプローチは，細胞組織
を 100-200 μm 程度の大きさにユニット化
し，それらを 3次元的に集積配置することで
緻密にパターンされた組織を構築するとい
うものである．現在，細胞を封入したハイド
ロゲルビーズや細胞塊であるスフェロイド
などを用い，様々な手法により 3次元的組み
上げる試みが為されており， 3次元的な組織
のパターン化などに対して成果が上がって
いる．しかしながらこれらの手法は，細胞ユ
ニットの形状がブロックや球体状であるた
めに，実際の生体組織内で重要な役割を担っ
ている血管・神経・筋肉等の「細長くネット
ワーク状の構造」を 3次元組織内部に構築す
ることが難しく，複雑な 3次元組織を人工的
に再構築する上での最大のボトルネックと
なっていた． 
 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は，細胞を封入したハイドロ
ゲルファイバーである「細胞ファイバー」を
ユニットとし，これらをファイバー特有の
「織る・束ねる・巻き付ける」というアプロ
ーチでファイバー形状を基盤とした 3次元細
胞組織の構築法を確立することにある．本研
究のアプローチは，上記のボトムアップ型の
組織構築の課題に対し，細胞ユニットをファ
イバー形状（紐状）にすることで，血管・神
経・筋肉などといった細長い組織を作製する
のに非常に有効であることが期待できる．具
体的には，以下に示す 2つの課題に取り組む． 
 
（１）「細胞ファイバー」の作製プロセスの
確立 
	 ファイバー状の細胞組織ユニットである
「細胞ファイバー」の製作法を確立する．具
体的には，細胞がゲルファイバー内で増殖・
成長し，細胞機能を発現するための ECM ゲ
ルと細胞種の組み合わせ条件を探索する． 
 
（２）「細胞ファイバー」による 3 次元組織
構築法の確立とその評価 
	 シリコーンチューブ微小流路を用いるこ
とで，培養液中で「細胞ファイバー」をハン
ドリングする方法を確立する．このハンドリ
ング法を応用することで，実際に細胞ファイ
バーを「編む・織る・束ねる・巻き取る」と
いった操作を行い，３次元組織構築技術を確

立する． また構築した３次元組織に対し，
タンパク生成量・分化誘導・細胞分布・細胞
密度などの生化学的・組織学的評価を行い，
本研究提案による組織構築手法の有効性を
実証する． 
 
３．研究の方法 
（１）マイクロ流体デバイスを用いた細胞フ
ァイバーの構築	 
	 細胞ファイバーは，コア部（細胞と細胞外
骨格（ECM）ゲル）とシェル部（アルギン酸
カルシウム）をもつコアシェル型の構造をし
ており，細胞がコア部で成長することにより，
ファイバー形状の細胞組織が形成される（図
１(A)）．コアシェル型のゲルファイバーは，
2 重同軸層流マイクロ流体デバイスによって
形成した．デバイスはガラス管とそれをつな
ぐコネクタからできており，コアに細胞を1	 x	 
108	 cells/ml で分散させた ECM ゾルを，シェ
ルに 1.5%	 アルギン酸ナトリウムゾルを流す
ことで，デバイス内部に同軸の層流を形成し
た．さらにその同軸流に 100	 mM の塩化カル
シウム溶液を外層から流すことで，デバイス
内部でアルギン酸ナトリウムをゲル化させ，
チューブ状のアルギン酸カルシウムファイ
バーを形成した．その後，内部の ECM をゲル
化させることにより，細胞が封入されたコア
シェル型のハイドロゲルファイバーを得た．
ECM の種類として，我々は 2.0	 mg/ml	 アテロ
コラーゲン（AC，ゲル化時のヤング率：6.3	 Pa），
1.9	 mg/ml	 ネイティブコラーゲン（NC，154	 
Pa），5.0	 mg/ml	 フィブリン（F，730	 Pa）の
3 種類を使用した．コア流，シェル流，外層
流の流速がそれぞれ，25	 μl/min，75	 μ
l/min，3.6ml/min の条件にて，コア径が約

	 
図１	 細胞ファイバの作製条件	 



100	 μm，シェル径が約 200	 μm の均一なフ
ァイバーが，数メートルオーダーの長さで得
る事ができた．得られたファイバーは，培養
液中にて培養することで，コア内部で細胞が
ファイバー状に成長し，「細胞ファイバー」
を得た．	 
	 
（２）細胞ファイバーを利用した３次元組織
構築	 
	 3 次元組織構築の構成要素として細胞ファ
イバーを用いるためには，細胞ファイバーを
自在に操作して 3次元的に配置できることが
必須である．形成した細胞ファイバーを培養
液中で自在に操作する手法として，直径 0.5	 
mm のシリコーンチューブで細胞ファイバー
を培養液とともに吸引または吐出する方法
を用いた．これにより，細胞ファイバーを切
断したり絡ませたりすることなく，シリコー
ンチューブ内に取り込むことや押し出すこ
とで，細胞ファイバーを操作した．この細胞
ファイバーの操作技術を利用することで，細
胞ファイバーの培養液中での機械織りを構
築した．作製したマイクロ織機は，通常の布
を織る際に使われている機織り機と同様の
構造をしている（図２(A)）．2 つの櫛状の綜
絖（そうこう）により，縦糸に相当する細胞
ファイバーを交互に上下に動かすことが可
能である．その縦糸の細胞ファイバーの間に，
横糸に相当する細胞ファイバーをガラス管
を用いて手で操作することで左右に行き来
させた．縦糸は、シリコーンチューブをマイ
クロ織機に取り付け，培養液と共に吸い込む
ことで配置した（図２(B)）．また，この機械
織りによる３次元構造構築法の他に，培養液
状に漂う細胞ファイバーをガラス管で空気
中にすくい上げることで，細胞ファイバーを
束ねてバンドル状に構成した．	 
	 
４．研究成果	 
（１）細胞ファイバーの汎用性と機能	 
	 細胞ファイバーの形成過程において，封入
された細胞の振る舞いが，細胞種と ECM ゲル
の種類によって異なる事を見いだした（図１

(B)）．例えば，HeLa 細胞は AC コアのファイ
バー（以下，HeLa-AC と記述する）において，
細胞ファイバーを形成するのに対し，
NIH/3T3細胞はACコアではファイバーを形成
せず，クラスターとなる．ところが，同じ
NIH/3T3 細胞でも NC をコアに用いると，細胞
ファイバーを得ることができる（図１
(B),(C)）．また細胞の増殖曲線も，細胞種と
ECM によって異なる（図 1(D)）．そこで我々
は，細胞ファイバー形成のための汎用的な設
計指針を得るため，筋肉細胞・神経細胞・血
管内皮細胞を含む 10種類の細胞種について，
AC，NC，F の 3 種類のいずれかの ECM ゲルを
コアに用い，細胞ファイバーが形成できるか
を検討した（表１）．その結果，試した 10 種
類のすべての細胞種において，適切に ECM を
選ぶことで細胞ファイバーが形成可能であ
ることが確認でき，汎用性の高さを実験によ
り示された．細胞ファイバーが形成できない
のは，繊維芽細胞，血管内皮細胞，筋肉細胞
を一番機械強度の弱い AC に封入した場合の
みであった．これらの細胞種は固い足場を必
要とすることが知られており，このことより
ECM ゲルの強度が細胞ファイバー形成に重要
な要素の 1つであることが示唆された．	 
	 
（２）細胞ファイバーによる３次元組織の構
築と評価	 
	 CellTracker（Invitrogen）により蛍光染
色された HepG2-AC，MIN6m9-AC，	 HeLa-AC の
3 種類のファイバーを用いて，細胞ファイバ
ーの機械織りを行ったところ，およそ 1	 cm

表１	 細胞ファイバー形成のための細胞種

と ECM の選択	 

	 

	 
図２	 細胞ファイバーの機械織り	 

	 
図 3	 細胞ファイバーによるバンドル構造	 



×2	 cm の布状の構造の構築に成功した（図 2	 
(C)）．蛍光顕微鏡観察により，細胞ファイバ
ーで織られた構造が形成されていることが
確認できた（図２(D)）．さらに，この細胞の
布に折り畳む・切る・ゲルで固めるなどの後
行程を施すことで，2 次元的な織られた布の
構造から，異種細胞が 3次元的に配置された
組織の構築にも成功した．この結果により，
様々な細胞種で作製した複数種の「細胞ファ
イバー」を構成要素とし，「織る」という紐
形状独自の構築法を用いて 3次元組織がセン
チメートルスケールで構築可能であること
が，実験的に示された．	 
	 また，マウス神経幹細胞を内包した細胞フ
ァイバーを４８本束にしてバンドル化する
ことで，神経束を模擬した３次元構造の構築
に成功した（図３）．この３次元バンドル構
造の状態で神経幹細胞が増殖し，また液性因
子による分化誘導が可能であることが，組織
免疫染色の結果より示された．さらに３次元
バンドル構造を脊髄損傷モデルマウスに移
植した結果，１ヶ月以上移植部位において構
造を維持していることが確認された．これに
より細胞ファイバーによって作製された３
次元構造による生体への移植可能性が示さ
れた．	 
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