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研究成果の概要（和文）：再生医療の実現には、立体的かつ高細胞密度の組織を作製する必要がある。しかしな
がら、送液可能な血管構造を作製する技術が未だ開発されておらず、このような組織を作製することは困難であ
る。特に低酸素障害を回避するためには、このような血管構造作製方法は十分に素早い必要がある。研究代表者
らは、電気化学的に細胞を培養表面から脱離させハイドロゲルに転写する方法を提案してきた。本研究では、こ
の方法をニードル表面に応用することで素早く血管様構造を作製する技術を確立した。国際共同研究を通して、
この血管構造作製技術を組織作製に応用し、組織作製に有用であることを示した。

研究成果の概要（英文）：The lack of fabrication strategy of perfusable vascular networks is a 
fundamental barrier to engineer thick and cell-dense tissues and organs for regenerative medicine. 
Such fabrication processes should be sufficiently rapid to avoid severe hypoxic damage. We have 
proposed a rapid engineering approach of spatially-aligned and perfusable macrovasculatures for the 
supply of oxygen and nutrient throughout three-dimensional tissues. We designed an electrochemically
 cleavable oligopeptide which can be used for cell transfer from a culture surface to a hydrogel. 
Using this oligopeptide on a needle, macrovasculatures whose internal surface was covered with 
endothelial cells were fabricated in a hydrogel. Through this international collaboration project, 
we further applied this simple and versatile approach to engineer hepatic and pancreatic tissues in 
vitro.

研究分野：生物工学、再生医療

キーワード： 血管内皮細胞　肝細胞　ティッシュエンジニアリング　再生医療　三次元培養

  １版

   6渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞そのものを利用する新しい治療法として再生医療に期待が寄せられている。すでに皮膚や角膜などの薄い２
次元的な組織は臨床応用が開始されており、その成果が示されている。しかし、肝臓や膵臓などの厚みのあるよ
り重要な臓器・組織は、未だに作製が難しいのが現状である。これは、組織が厚くなると、酸素の供給が組織表
面からの拡散のみでは不十分となるためである。つまり、cmサイズの立体的な組織の作製には、酸素や栄養素の
運搬を担う血管網構造を作製する技術が必要であり、本研究プロジェクトでは、当該分野で独自の技術を有する
海外の研究者と共同研究を実施し、この課題の解決に取り組んだ。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

細胞そのものを利用する新しい治療法として再生医療に期待が寄せられている。すでに皮膚

や角膜などの薄い２次元的な組織は臨床応用が開始されており、その成果が示されている。し

かし、肝臓や膵臓などの厚みのあるより重要な臓器・組織は、未だに作製が難しいのが現状で

ある。これは、組織が厚くなると酸素の供給が組織表面からの拡散のみでは不十分となるため

であり、単純な拡散方程式から生存限界厚みは 500 µm程度以下と見積もられる。したがって、

cm サイズの立体的な組織の作製には、酸素や栄養素の運搬を担う血管網構造を作製する技術が

必要である。しかし、このような血管網構造を生体外で構築する技術はこれまでに確立されて

おらず、再生医療分野における最大の課題の１つとなっている。 

 

２．研究の目的 

 研究代表者らは、電気化学的に細胞を培養表面から脱離させハイドロゲルに転写する方法を

提案してきた。本研究では、この方法をニードル表面に応用することで素早く血管様構造を作

製する技術を確立することを目的とした。特に、血管様構造の作製プロセスに要する時間に着

目した。すなわち、組織や臓器を作製するには、ハイドロゲル内には臓器細胞をあらかじめ高

密度に充填することになるが、作製プロセスに長時間(30分以上)を要するようでは、酸素枯渇

により重大な悪影響が生じる。そこで、電気化学を用いた素早い細胞脱離を利用することで、

10 分以内にすべてのプロセスを完了し送液を開始できる手法の確立に取り組んだ。また、形

成した血管構造がさらに自己組織化により分岐構造を形成すること、ハイドロゲル内の実質細

胞（iPS 由来肝細胞など）と相互作用して組織様構造を形成させることを目指した。このため

に、当該分野で独自の技術を有する海外の研究者と共同研究を実施し、この課題の解決に取り

組んだ。 

 

３．研究の方法 

電気化学的な細胞脱離の原理は、電極表面に形成した自己組織化オリゴペプチド分子層を介

して細胞を接着させ、電気化学的にこの分子層を脱離させることで細胞も脱離させるものであ

る。この方法は平面のみならず、ニードル(φ500 μm)にも適用可能であり、血管内皮細胞を

電気化学的に脱離してハイドロゲルへと転写することで、内表面が血管内皮細胞に覆われた血

管様構造を構築できる。一方、渡航先研究機関(ミラノ工科大)の Prof. Gabriele Dubiniの研究

室は、精密に流体の流れを制御した環境下で、血管新生のメカニズム解明や血管新生と他の種

類の細胞との相互作用を解析している。独自の実験系および解析系を有するのみならず、医学

や工学、生物学の様々なバックグランドを持つ研究者が集まっている。そのため、送液可能な

血管網構造の構築技術を立体的な肝組織構築へと展開するための支配因子の探索を探索した。

特に、本研究における独自の戦略は、毛細血管網の形成と iPS由来肝前駆細胞の増殖・組織化

を同期させ、血管網を備えた肝組織へと成長させるものであるが、渡航先研究室の持つ生体の

発生プロセスに関する知見や血管新生の制御技術を取り込んだ。 

 

４．研究成果 

 従来は、評価デバイス一つ一つにシリンジポンプを接続し送液する必要があり、一度に多く

の条件を検討することが困難であった。この課題を解決するために、ミラノ工科大学との共同

研究でシーソー型培養ステージを作製した。ここに細胞培養デバイスを搭載するだけで、一度

に複数条件の検討・評価が可能となった。また、細胞培養デバイスの底面はカバーガラスを配



置しているため、細胞の挙動を経時的に顕微鏡で観察可能であった。実際に送液培養を行った

ところ、血管内皮細胞にせん断応力に起因する配向性が見られ、静置培養と比べて長期に渡っ

て生理的な環境下で良好に細胞を培養することができた。さらに、培養デバイス内の流体シミ

ュレーションを実施し、マイクロ流路内の突起構造により細胞を選択的に分離する手法を確立

し、国際共同研究論文として掲載された。 

 ミラノ工科大学を拠点とした人的ネットワークは、研究期間中にオーストラリア（ウーロン

ゴン大学）、アメリカ（マサチューセッツ工科大学）、韓国（ソウル大学）などへ広がり、当初

よりも幅広い国際共同研究へと展開した。特にオーストラリア（ウーロンゴン大学）と韓国（ソ

ウル大学医学部）との共同研究は重点的に実施し研究成果が得られるとともに、相互に競争的

研究費に採択され新たなプロジェクトへと展開した。オーストラリア（ウーロンゴン大学）と

の共同研究では、電気化学細胞脱離を利用し、血管内皮細胞のみからなる構造体のさらにその

外側に高密度な平滑筋細胞層を付与した２層構造の血管様構造の構築を実現した。また、ミラ

ノ工科大学とは大学間 MOU をすでに締結していたが、本国際共同研究がきっかけでウーロンゴ

ン大学と新たに大学間 MOU を結び、日本人学生の数か月以上の留学を実施した。一方、研究代

表者は、オーストラリアの 21 世紀 COE プログラムである ACES の Associate Investigator に着

任した。さらに、ウーロンゴン大学のポスドクが日本学術振興会の外国人特別研究員に採択さ

れて、研究代表者の研究室に２年間滞在し、その後も文部科学省地域イノベーション・エコシ

ステムの予算で雇用している。このように、国際共同研究が着実に強化されてきているといえ

る。 

韓国（ソウル大学医学部）の研究グループは、細胞生理学が専門であり、特に細胞の低酸素

応答に関連する低酸素誘導因子(HIF)とその下流遺伝子の解析を得意としている。HIF 遺伝子は、

血管新生やその成熟化、さらに構造維持に重要な役割を果たしている。そのため、血管を引き

込みながら自己組織化を誘導するために必要不可欠である。研究代表者がソウル大学医学部の

研究室を複数回訪問するとともに、ソウル大学医学部教授がサバティカルにて本研究室に約 10

ヵ月滞在した。ここでは、微細加工技術を用いて酸素透過性の培養容器を作製し、球状組織体(ス

フェロイド)の大量培養法を提供した。酸素センサにより組織近傍の酸素濃度を測定し、これを

変化させることは可能であったが、細胞応答を解析しこれをもとに適切に制御することは難し

かった。そこで、ソウル大学医学部教授の提案で HIF 遺伝子を指標として細胞応答を評価する

とともに、関連遺伝子についても解析を進めた。この検討を通して、単に酸素濃度を上昇させ

るだけでは活性酸素種による悪影響も生じること、むしろ適切な低酸素濃度に制御し、HIF 関

連遺伝子の発現を誘導することが血管構造の誘導において重要であるという新しい知見が得ら

れた。このプロジェクトは、現在 JSPS 二国間交流事業（2019－2020）へと展開している。 

 ヒト iPS 由来肝前駆細胞は、独自のスフェロイド培養器を用いてスフェロイドを形成させ、

送液可能な血管ネットワークを作製するプロセスにおいてハイドロゲル内に導入した。微小血

管構造と肝細胞スフェロイドの自発的な組織化が観察された。さらに、遺伝子発現解析により、

未分化マーカーと肝成熟マーカーを解析したところ、血管様構造を発展させながら、肝前駆細

胞の肝機能を成熟化させることが可能であることを示した。肝機能はヒト初代肝細胞の 1/2 か

ら 1/3 程度まで上昇した。構築した肝組織が治療に有効であることを示すには、肝不全動物を

用いた実験が不可欠である。そこで、肝芽腫由来 Hep G2 細胞をスフェロイドにして血管構造に

導入し、このデバイスを門脈に直接吻合することでマウスに接続し、血液中のヒトアルブミン

などを評価した。その結果、血液がデバイス内の微小血管構造を流れること、安定した還流が

可能であること、マウス血中のヒトタンパク濃度が時間とともに上昇することが示された。 
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