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研究成果の概要（和文）：組織工学に3次元造形技術を融合することによって、厚い3次元生体組織の構築が可能
となっている。しかしながら、構築した厚い3次元生体組織をそのまま評価することは、これまで技術的に困難
であった。そこで本研究では、材料技術とイメージング技術を融合することによって、組織工学で構築した厚い
3次元生体組織を評価するマイクロ・マルチカラーイメージング技術の開発を試みた。

研究成果の概要（英文）：Technological combination of tissue engineering with 3-dimensional 
fabrication has enabled to create the 3-dimensional thick living tissues. However, it was quite 
difficult to evaluate the created tissues without destruction due to the lack of technologies. In 
the present study, a microscopic and multiple imaging technology to evaluate the 3-dimensional thick
 living tissues created by tissue engineering was attempted to be developed by the integration of 
material and imaging technologies.

研究分野：生体材料学
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１．研究開始当初の背景 

組織工学は、生体材料からなる細胞足場な

らびに生体シグナル因子と細胞とを工学的

に組み合わせることで生体組織を構築・再生

する技術、方法論である。最近、この組織工

学に種々の 3次元積層・造形技術を融合する

ことによって、大きく厚い 3次元生体組織の

構築を目指す研究が国内外で行われている。

この研究の進展により課題となるのが、組織

工学で構築した3次元生体組織を評価する技

術である。現在、厚い 3次元生体組織の評価

は、蛍光イメージング技術（深さ方向に強み

をもつ2光子励起顕微鏡や光の深達を高める

透明化技術など）が主流であり、ある程度の

厚さ（1 mm 程度）の組織を評価できている。

しかしながら、光で検出できる組織の厚さに

は物理学的に限界があり、透明化試薬に浸漬

された組織は死んだ状態である。したがって、

蛍光イメージングに代わる新しい評価技術

の開発が必要と考えられる。新規評価技術の

ポイントは、「厚くても」「生きたまま」「高

繊細に」「複数分子を同時に（マルチカラー

で）」評価できることである。 

 

２．研究の目的 

イメージング技術の1つである磁気共鳴イ

メージング（MRI）は、検体の厚さに制限が

なく、生きたまま画像化できる。最近、MRI

は撮像法において驚くべき進歩を遂げてい

る。それは、高感度高周波コイルを用いた光

学顕微鏡に匹敵する高繊細画像の取得（マイ

クロイメージング）技術と化学交換飽和移動

（CEST）法を用いた複数化合物の同時画像化

（マルチカラーイメージング）技術の登場で

ある。そこで、この最新技術を組織工学で構

築した厚い3次元生体組織の評価に活用でき

ないかと考えた。 

本研究の目的は、組織工学で構築した厚い

3 次元生体組織の評価のための MRI を用いた

マイクロ・マルチカラーイメージング技術を

創出することである。本研究では、3 次元生

体組織として、組織工学を用いて厚い 3次元

再生骨組織を構築し、その組織内構造体のう

ち、血管・コラーゲン・ハイドロキシアパタ

イトをイメージング対象とする。再生骨組織

内の構造体に対して、これらの特異的な分子

および常磁性 CEST 造影剤を水溶性高分子に

修飾して再生骨組織標的型 CEST 造影剤を作

製する。構築した 3次元再生骨組織の近傍へ

再生骨組織標的型 CEST 造影剤を投与し、マ

ルチカラーイメージングを行う。続いて再生

骨組織のマイクロイメージングを行う。これ

らの画像を重ね合わせ、厚い 3次元生体組織

の MRI を用いたマイクロ・マルチカラーイメ

ージングを達成する。 

MRI を用いたマイクロ・マルチカラーイメ

ージング技術の創出が成功すれば、これまで

不可能であった厚い生体組織内の複雑な情

報を非破壊的に詳細に得ることが可能とな

る。これは、組織工学および再生治療学の進

展につながり、新しい再生医療診断学を創出

する。また、本技術は、現在あるいは将来販

売される再生医療等製品の評価技術として

も応用可能である。このように、本技術は、

期待が集まる再生医療に貢献し、大きな社会

的意義をもつことは疑いない。 

 

３．研究の方法 

本研究の目的を達成するため、平成 28 年

度から平成 29 年度にわたり、（1）組織工学

を用いた3次元再生骨組織の作製と評価、（2）

再生骨組織標的型CEST造影剤の作製と評価、

および（3）標的型 CEST 造影剤を用いた 3次

元再生骨組織のマイクロ・マルチカラーイメ

ージングの実施項目を設定し、それらついて

研究を行った。 

 

（1）組織工学を用いた 3 次元再生骨組織の

作製と評価 

ゼラチン（等電点 9.0、重量平均分子量



100,000）の水溶液へ架橋剤であるグルタル

アルデヒドを添加し、ゲル化させた。一定時

間後、グリシン処理、洗浄、凍結乾燥を行う

ことにより、化学架橋されたゼラチンハイド

ロゲルを得た。得られたゼラチンハイドロゲ

ルの乾燥体へ、5 g の骨形成因子-2（BMP-2）

を含むリン酸緩衝生理食塩水溶液を滴下、

4℃で一晩静置することにより、BMP-2 をゼラ

チンハイドロゲルへ含浸した。この BMP-2 含

浸ゼラチンハイドロゲルをマウスの背部皮

下へ埋入、BMP-2 を徐放化させ、異所性の再

生骨組織を誘導した。異所性の再生骨組織が

誘導されていることを確認するため、BMP-2

含浸ゼラチンハイドロゲル埋入4週後に埋入

部位周辺の組織を回収した。ホルマリン固定、

パラフィン包埋の後、組織切片を作製した。

得られた切片に対して、一般染色であるヘマ

トキシリン-エオジン（HE）染色と骨再生に

よるカルシウム沈着挙動をみる von Kossa 染

色を行った。 

 

（2）再生骨組織標的型 CEST 造影剤の作製と

評価 

本研究では、水溶性高分子であるデキスト

ランへ再生骨組織標的分子（コラーゲン・ハ

イドロキシアパタイトに対する標的分子）お

よびキレート残基を化学修飾し、キレート残

基へ CEST 活性をもつ金属イオンを配位する

ことで再生骨組織標的型 CEST 造影剤を得る

ことを考えた。 

 まず、再生骨組織標的分子が修飾されてい

ない水溶性高分子 CEST 造影剤の作製を試み

た。デキストランの脱水ジメチルスルホキシ

ド溶液に、触媒である 4-ジメチルアミノピリ

ジンを加え、そこへキレート残基であるジエ

チレントリアミンペンタン酸を反応させた。

反応溶液を水に対して透析することで未反

応の低分子化合物を除去し、凍結乾燥した。

得られたキレート残基導入デキストランの

緩衝液中に金属イオンを加え、一定時間反応

させた。反応溶液をゲル濾過にて精製するこ

とにより、金属イオンが配位したデキストラ

ンを得た。デキストランへの金属イオンの配

位量を、原子吸光を用いて算出した。 

 

（3）標的型 CEST 造影剤を用いた 3次元再生

骨組織のマイクロ・マルチカラーイメージン

グ 

 作製したBMP-2含浸ゼラチンハイドロゲル

をマウス背部皮下へ埋入した。埋入 2 週後、

７ T 前 臨 床 装 置 （ Bruker Biospin, 

Avence-III）および 2ch フェイズドアレイ冷

却コイルを用いて、血管造影剤法（MR 

angiograph, 3D FLASH）にて、再生骨組織お

よびその周辺の微小血管の撮像を行った。 

 

４．研究成果 

（1）組織工学を用いた 3 次元再生骨組織の

作製と評価 

HE染色および von Kossa 染色により、BMP-2

含浸ゼラチンハイドロゲル埋植群は骨再生

が誘導されていることが観察された。一方、

BMP-2 を含浸していないコントロール群では、

骨再生が見られなかった。このことから、ゼ

ラチンハイドロゲルによるBMP-2徐放化によ

って、効率よく骨再生していることが考えら

れた。 

 

（2）再生骨組織標的型 CEST 造影剤の作製と

評価 

 電気伝導度滴定により、デキストランへキ

レート残基が化学導入されていることが確

認された。また、原子吸光法により、金属イ

オンがキレート残基への配位を介してデキ

ストランに結合していることが示された。し

かしながら、キレート残基に配位した金属イ

オンは、CEST 活性をもたないことが判明した。

金属イオンとキレート残基の配位様式が原

因と推察される。そこで、CEST 活性をもつと

報告されているサリチル酸をデキストラン



へ化学修飾することを試みているところで

ある。今後は、デキストランの分子量を変化

させることによって、3 次元再生骨組織への

浸透度の解析を行っていくことを考えてい

る。また、再生骨組織標的分子のデキストラ

ンへの修飾も行っていく予定である。 

 

（3）標的型 CEST 造影剤を用いた 3次元再生

骨組織のマイクロ・マルチカラーイメージン

グ 

MRI による微小血管のマイクロイメージン

グ（空間分解能 50 m）が可能となり、異所

性骨再生組織へ適用可能となった。BMP-2 含

浸ゼラチンハイドロゲル埋入2週間後の埋入

組織周辺に高密度の微小血管像が描出され

た。ここで取得できた血管密度と、埋入 4週

後の骨組織再生挙動（（1）の結果）との間に

相関性が示唆されており、現在、繰り返し実

験を行っている。BMP-2 による骨再生は、骨

再生に関与する細胞の動員および血管新生

により起こることが報告されている。本研究

の結果は、再生誘導途中の血管新生挙動が骨

再生効率を予測する方法となる可能性を秘

めている。別の言い方をすれば、イメージン

グ技術が、再生治療の方向性を判断するため

の 1つの方法論となることが示された。今後

は、上記で開発されたマイクロイメージング

技術と標的型 CEST 造影剤を用いたマルチイ

メージングとの統合を目指す予定である。 
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