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研究成果の概要（和文）： 本課題においては、我々の開発した細胞単層の自己凝集化誘導技術（CAT）と任意形
状に加工した臓器チップ用の培養区画（チャンバー）を組み合わせることで、血管内皮細胞、骨格筋細胞や軟骨
細胞などをチャンバー内に播種して単層形成させるだけで、細胞種の由来組織の形状を有する3次元組織体（毛
細血管、骨格筋様のファイバー形状や気管軟骨様のリング形状など）を作製することに成功した。また、CATを
誘導する領域をデザインすることで、細胞単層と3次元細胞組織体が連結した特殊な構造体を作製することもで
きた。一方、CATによって作製した組織体への薬剤添加によって生体組織と同様の反応性を示すことを確認する
ことができた。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we succeeded in automatically forming three-dimensional 
(3-D) tissue constructs mimicking living tissue structures such as capillaries, skeletal muscle-like
 fibers, and tracheal cartilage-like rings fixed at specific positions in arbitrarily shaped culture
 dishes by inducing the self-aggregation of cell monolayers using our cell monolayer 
self-aggregation induction technology (CAT). In the same manner, we have also succeeded in preparing
 a unique structure in which cell monolayers and 3-D tissues are seamlessly connected by designing 
CAT induction area. Then, we demonstrated the responsiveness similar to that of living tissues by 
adding drugs to such tissue constructs.

研究分野： 組織工学

キーワード： 臓器チップ　細胞自己凝集化　培養皿加工　薬剤応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　全身の薬物動態である吸収、分布、代謝と排泄を評価できる培養系、即ち人体の臓器を培養皿に再現した「生
体/臓器チップ」が実現すれば、莫大な試験費用と倫理的な問題を抱える動物実験に代わる次世代の創薬試験系
となり得ると期待されている。本研究では、臓器チップのための培養区画内（チャンバー）に機能的な3次元組
織体を細胞を播くだけで簡易かつ再現性良く作製することができた。臓器チップを用いた次世代創薬試験系の基
盤技術と成り得ると考えている。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 全身の薬物動態である吸収（A）、分布（D）、代謝（M）と排泄（E）（ADME）を評価できる
培養系、即ち人体の臓器を培養皿に再現した「生体/臓器チップ」は、莫大な試験費用と倫理的
な問題を抱える動物実験に代わる次世代の創薬試験系となり得ると期待されている。この実現
のためには、培養皿上で ADME の役割を担う細胞を生体内の環境に近い薬剤反応性を発揮でき
るように、それぞれの細胞種に適した 2 次元（2D）細胞単層、あるいは 3 次元（3D）細胞組織
の形態に作り分け、さらに臓器チップのための培養区画（チャンバー）内の任意の位置に固定し
得るような組織工学的な基盤技術の開発が必要であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が独自に開発した「接着細胞単層の自己凝集化技術（CAT）」を用いて、臓

器チップへの応用を想定したチャンバー内に細胞を播種して形成させた細胞単層シートの自己
凝集を誘導することで、チャンバー内に位置固定された 3D の細胞組織体や、2D の細胞単層と
3D 細胞組織体が連結した構造体を、細胞を播種するだけの単純操作で自動的に形成させる組織
工学的基盤技術を開発すること目的とした。 
 
３．研究の方法 
３－１ チャンバーの作製 
 3D 細胞組織体を作製して固定化するための培養区画であるチャンバーは、シリコーン板（厚
さ 1 mm）を任意形状に切り抜き、市販の細胞培養皿上に貼付することで作製した。 
 
３－１－１ 3D 細胞組織体の作製 
 長方形やダンベル形状（長辺幅約 1～5 cm）に切り抜いたシリコーン板を培養皿底面に貼付し
て作製したチャンバーの長辺両端から数 mm 内側の短辺中央部に直径 2～6 mm の円盤状のシリ
コーン板を細胞凝集塊の位置固定のための支持材として貼付した（図 1）。CAT 用のポリマー水溶
液（日産化学株式会社より供与）をチャンバーの底面に塗布した後、細胞を播種し培養した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 3D 細胞組織体作製のためのチャンバー設計 
 
 
３－１－２ 2D 細胞単層-3D 細胞組織連結構造体の作製 
 長方形状に切り抜いたシリコーン板を培養皿の底面に貼付してチャンバーとし、底面中央部
の限定した領域（3D 組織化領域）にのみ CAT 用のポリマーを塗布した後、細胞をチャンバー底
面全体に播種して培養した（図 2）。ここで、CAT 用のポリマーを塗布していない領域は、2D 細
胞単層維持領域となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 2D 細胞単層-3D 細胞組織連結構造体作製のためのチャンバー設計 
 
 
３－２ 薬剤反応評価 
 チャンバー内に形成した毛細血管様ファーバー状組織体に血管毒性試薬である塩化カドミウ
ムを添加して培養した。 
 
 



４．研究成果 
４－１－１ 3D 細胞組織体の作製 
 チャンバー底面に細胞が接着して形成した細胞単層の自発的な剥離と凝集化がチャンバーの
辺縁から中心に向かって生じた。細胞単層の凝集化は播種 1 日後には支持材によって塞ぎ止め
られ、2点の支持材の間にファイバー状の細胞凝集塊がチャンバー内に位置固定された状態で形
成した（図 3）。続いて、約 2 週間培養する間に、血管内皮細胞と血管間質細胞の混合懸濁液を
播種した場合は、ファイバー内部に複数の毛細血管様管腔構造体、外表面に緻密な敷石状の内皮
層が形成、筋芽細胞を用いた場合は筋管形成した筋線維が形成するなど、成熟した 3D ファイバ
ー状の細胞組織体を得ることができた。さらに、異なる種類の細胞をチャンバー内の任意の領域
に分けて播種して培養することで、筋線維と腱組織が連結した生体骨格様の構造体を得ること
もできた。また、チャンバー内の 2カ所に設置した支持材を、チャンバー中央部の 1カ所のみに
することで、円盤形の支持材の周囲にリング状の細胞凝集塊を形成させることもでき、軟骨細胞
を用いることで気管様の軟骨リングを作製することも可能であった。 
 

図 3 チャンバー内に播種した細胞の単層形成に続く自己凝集。組織化化の模式図（A）と 
血管内皮細胞と血管間質細胞を用いて作製した毛細血管様ファイバー状組織体（B） 

 
４－１－２ 2D 細胞単層-3D 細胞組織連結構造体の作製 
 チャンバー内に播種した細胞は、3D 細胞組織化領域と 2D 細胞単層維持領のいずれの培養表面
にも接着して隙間のない細胞単層を形成し、約 1日後には 3D細胞組織化チャンバー内の細胞の
みが単層細胞との細胞間接着を維持した状態で自己凝集・3D化することで細胞接着単層と 3D 細
胞組織体が連結した構造体が形成した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 肝細胞と血管間質細胞から成る 2D細胞単層-3D 細胞組織連結構造体 
 
４－２ 薬剤反応評価 
 毛細血管様ファイバー状組織体を例に、D細胞組織体の薬剤反応性を調べるために、組織体を
塩化カドミウム含有培地で培養した結果、組織体は断裂することなくファイバー形状を維持し
た一方で、その外表面の内皮層は細胞間結合が失われて敷石状の内皮層が消失することが確認
された。 
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