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研究成果の概要（和文）：電気化学細胞脱離技術を利用し、血管様構造をモールディングする技術を確立し、
iPS由来肝細胞スフェロイド、血管内皮細胞、間葉系幹細胞の３つの細胞を用いて、微小血管構造を含む肝組織
を構築した。本研究で作製した立体組織は、培養液を送液可能な比較的大きな血管構造とそこから伸びる微小血
管網を備えていることから、組織内へ必要十分量の酸素や栄養素を供給できる。その結果、iPS由来肝スフェロ
イドは、送液培養中に分化し、より成熟した肝組織へと誘導することが可能であった。さらにこのようにして作
製した肝組織を直接血管に吻合することでマウスに移植し機能することを示した。

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. 
In this study, we propose a rapid engineering approach of spatially-aligned and perfusable 
macrovasculatures. 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. The endothelial cells transferred were then migrated and formed luminal structures in the 
hydrogel, leading to formation of perfusable macro- and micro-vascular networks. Furthermore, by 
encapsulating iPS-derived hepatic endoderm spheroids between the macrovasculatures, functional liver
 tissues with vascular networks were induced. This simple and versatile approach promises various 
applications for engineering three-dimensional thick tissues.

研究分野：生物工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
再生医療の分野では、送液可能な血管構造を構築する技術の確立が不十分であったため、作製できる移植用組織
のサイズは酸素の拡散範囲という制限がかかり、かなり薄いものに限られていた。本研究では、ハイドロゲル内
に細胞を適切に配置することで、細胞の自己組織化により機能的な組織が形成されることを示した。また、今後
この手法をさらに発展させ、より細胞密度および血管密度の高い機能的な立体組織を作製できれば、直接血管を
吻合して移植可能な移植用臓器の作製が可能となり、肝臓に限らず様々な臓器の再生医療につながると考えられ
る。



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

肝臓は、直径 1～2 mm 程度の肝小葉と呼ばれる最小単位から構成されている。肝小葉は、６角柱

で模式的に表され、それぞれの辺縁部にある血管から中心静脈に向けて毛細血管が形成されており、

酸素・栄養素などの効率的な物質交換が行える仕組みとなっている。このような血管網を有する肝組

織を in vitroで構築する技術は未だに確立されておらず、肝臓の再生医療における最大の課題となっ

ていた。一方、血管内皮細胞は、コラーゲンなどのゲル中で培養すると、毛細血管ネットワークを形成

する能力があることが古くから知られており、あらかじめ組織内に毛細血管ネットワークを形成しておく

ことで移植後の生着率が向上することが示されている。しかしながら、このようにして形成する毛細血管

ネットワークは、血管内皮細胞が自発的に形成する微小な管腔構造であり、培養液を送液することが

できず、移植後に生体血管と自発的に吻合することを期待せざるをえない。そのため、厚みのある組

織を in vitroで作製することは困難であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、独自に開発した電気化学を利用した細胞脱離技術を用いて血管構造を構築する技

術を確立し、なおかつヒト iPS細胞から誘導した肝前駆細胞スフェロイドと血管構造の自己組織化を誘

導することで、送液可能な毛細血管網を備えた立体的な肝組織を構築する。 

 

３．研究の方法 

電気化学細胞脱離を用いて作製する血管様構造を肝小葉内の大きな血管（中心静脈、小葉間動

脈、静脈）に見立て、これを起点として血管内皮細胞の性質を利用して毛細血管ネットワークを伸長さ

せる。さらに、生体の肝発生を参考にして、iPS 由来肝前駆細胞にこの毛細血管網を取り込みつつ自

己組織化させる。これにより、生体外で送液可能な微小血管を有する三次元肝組織を構築する。 

 

４．研究成果 

（１）電気化学的な細胞脱離を、微細な円柱状の金ニードルに応用することで、規則的に配置された血

管構造を短時間で作製する手法を考案した。はじめに、直径 500 µmのガラスニードルに金をコートし、

オリゴペプチドを介して血管内皮細胞（HUVEC）を接着させ、金ニードル全面を覆うまで培養した。こ

れをアクリルで作製したチャンバに 500 µm間隔で固定した。金ニードルを固定したチャンバ内に光架

橋性ゼラチンゲルを導入し、光を 120秒の照射してゲル化させた。ここで、－1.0 V (vs. Ag/AgCl)の電

位を印加することで、HUVEC を金ニードルからゼラチンゲルへと転写し、ニードルを慎重に引き抜くこ

とによって、内表面が血管内皮細胞で覆われた血管様構造を作製した。この様にすることで、血管内

皮細胞に裏打ちされ、並列配置された直径約 500 µmの血管様流路構造を工学的に作製する技術を

確立した。ここで、Fluorescent recovery after photobleaching (FRAP)の手法を用いて、細胞転写前

後における、細胞間結合の変化を解析した。その結果、隣り合う細胞から低分子量物質が輸送された

ため、細胞は細胞間結合の一つであるギャップ結合を保持したまま転写されることを明らかにした。さら

に、ゲル側にも血管内皮細胞と間葉系幹細胞を加える事によって、流路構造を連結させる時間を短縮

することが可能であった。この血管ネットワークは内部が筒構造になっており直径 1 µm の蛍光ビーズ

を送液すると血管構造から別の血管構造へと流れこんでいく様子が確認できた。血管様構造の直径

や配置は、ガラスロッドの直径と配置を変更することで容易に変えることができる。例えば、直径 500 

µm のロッド 9 本を、3×3、500 µm で等間隔配置した鋳型を用い、モールディングの要領で一度に 3

次元配置することが可能であり、さらにスケールアップし、100本のニードルを 10x10配置し cmスケー

ルへ適用できることを確認した。 



（２）このように短時間で血管構造を構築する技術と iPS 細胞から誘導した肝細胞を用いて、肝蔵類似

組織の作製に取り組んだ。ゲルに血管内皮細胞と間葉系幹細胞、iPS 由来肝芽細胞を包埋して、前

述したように電気化学的な手法により送液可能な血管構造を作製した。送液培養開始時は、ゲルに包

埋した細胞は丸まった状態であるが、培養するとともに伸展していき送液培養 7 日後には血管内皮細

胞のネットワークを形成した。血管様流路構造の間の空間を拡大してみると、その間を補完するように

微小血管構造が張り巡らされており、その間に iPS肝スフェロイドが配置されていた。培養とともにアル

ブミン分泌量、アンモニア代謝量は上昇し、成熟肝細胞マーカーも上昇していることから、送液可能な

血管構造を持ったこの肝類似組織は、iPS 細胞の分化を伴いながら、より成熟した肝組織へと発達し

ていることが確認できた。 

（３）同様にしてヒト肝細胞を用いて作製した組織体をマウスに移植した。X 線 CT 撮影によって移植後

の肝臓デバイスを評価した。その結果、マウス体内に留置したデバイスを in vivo かつ非侵襲的にイメ

ージングすることが可能であった。また、造影剤をマウス尾静脈から注射することで、デバイス内の血管

構造を観察することが可能であった。 

（４）生体組織では、血管ネットワークに加え、これに神経ネットワークが複雑に張り巡らされることにより、

恒常性が保たれている。そこで、ハイドロゲル中に神経細胞と血管内皮細胞を共培養し、安定なダブ

ルネットワークが形成できないか検討した。その結果、神経ネットワークが複雑に張り巡らされること、シ

ナプス形成の指標である Ca２+を測定すると、神経活動を示すスパイクの頻度が上昇することを示した。

さらに神経細胞と血管内皮細胞をハイドロゲル内で共培養することで、血管ネットワークが、単培養し

たものに比べ、長期的に安定な構造を維持した。 
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