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研究成果の概要（和文）：本研究では、従来よりも高精度の評価が可能なin vitro評価系の実現を目指すため、
形状制御した生体組織体を作製し、培養基板へ応用することを目的とした。
培養基板の形状に設計した鋳型をラットの背部皮下に埋入し、組織形成を行ったところ、鋳型設計に応じてスリ
ット構造やマルチウエル構造など、培養基板として応用可能な立体形状を有する生体組織体が作製可能であっ
た。作製した生体組織体上に培養細胞を播種したところ、通常の細胞培養プレートと同様の細胞形態、密度で接
着し、同等の効率で細胞増殖が起こることが明らかとなった。以上から、皮下で作製した生体組織体が培養基板
として応用できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to develop biological tissues with controlled 
shape and apply them to culture plates for in vitro evaluation system that enables more accurate 
evaluation than conventional methods.
   The molds designed for the culture plate were embedded subcutaneously into the dorsal skin of 
rats, resulting in tissues formation. Depending on the molds design, it was possible to fabricate 
tissues with three-dimensional shapes, such as slit structures and multi-well structures, which 
could be applied as culture plates. When the cultured cells were seeded onto the fabricated tissues,
 it was observed that the cells adhered with similar morphology and density as those on normal cell 
culture plates. Additionally, cell proliferation occurred with the same efficiency as that observed 
in normal cell culture plates. These results suggest that tissues fabricated subcutaneously may be 
applicable as culture plates.

研究分野：細胞組織工学

キーワード： 組織工学　微細培養基板　臓器チップ　in vitro評価系　生体内組織工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、設計した鋳型を皮下に植え込むことにより、任意形状の生体組織体が作製可能であり、さらにそれ
を培養基板として応用できる可能性が示された。生体内と同じECM構造・密度を有する培養基板であるため細胞
―ECM間相互作用が活性化され、従来の二次元培養で問題となる細胞機能低下を防ぎ、細胞の品質を維持したま
ま培養できる可能性がある。そのため、従来よりも高精度なin vitro評価系が構築でき、医薬品等の開発に応用
されることが期待される。

※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。



 

１．研究開始当初の背景 

近年、微細加工された培養基板上に培養細胞を配置し、栄養供給や代謝、細胞間の相互作

用など、人体の生理的特性を基板上で再現する、臓器チップが医薬品の薬効・毒性の新たな

評価ツールとして注目されている。立体構造や機械的刺激の付与により、従来の試験系より

も生体内に近い生理的反応が見られることから、医薬品開発などへの利用が期待されてい

る。しかし、臓器チップをはじめとする in vitro評価系に用いられる細胞培養基板のほとん

どがプラスチックなどの合成高分子製であり、分子構造、硬さ、電荷などの培養環境が生体

内とは大きく異なり、細胞の接着や細胞―細胞外マトリックス（ECM）間相互作用、細胞

の浸潤や遊走といった細胞本来の生理的反応を再現することに限界がある。特に細胞の足

場となる ECMと細胞の相互作用は、細胞の生存や分化に重要な因子である。また、細胞の

機能を向上させるため細胞を三次元的に培養する方法も検討されているが、生体内の細胞

密度や細胞―ECM間相互作用を再現できておらず、さらなる改良が必要である。より正確

な薬効評価試験を実現するためには、生体環境を模倣可能な新規の培養基板の開発が必要

であると考えた。そこで、形状を制御した生体組織を作製し、培養基板として応用すること

が可能になれば、上記の課題をできると考えた。 

 

 

２．研究の目的 

 申請者らは、皮下に組織作製用の鋳型を埋め込み、鋳型に形成した結合組織を移植材料と

して利用する、生体内での組織工学の研究を行っている。本手法を用いることで、生体外で

の加工を必要とせず、任意形状の生体組織を生体内と同一の ECM組織成分・構造を維持し

たまま細胞培養に利用可能であり、目的の評価系に合わせた構造の生体組織も入手可能で

ある。これらの特徴を生かすことで、これまでよりも高精度評価が可能な、新たな細胞培養

基板が開発できると考えた。 

本研究では、生体内と類似した培養環境を実現可能な、新たな培養基板を開発するため、

動物の皮下で形状制御した生体組織の作製および培養基板としての機能評価を行うことを

目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 形状制御した生体組織体の作製 

3Dプリンター等を用いてアクリルまたはシリコン製の埋込用の鋳型を作製し、ラットの

皮下に埋入した。１か月後に鋳型を摘出し生体組織体を得た。生体組織体は 80%エタノー

ルまたは 0.6%グルタルアルデヒド中で保存した。 

(2) 生体組織培養基板上での細胞培養評価 

作製した生体組織体の培養基板としての性能評価のため、培養細胞を用いて評価を行っ

た。生体組織体を直径 6 mmの円形に切り出し、PBSで洗浄後、96wellプレートに設置し

た。臍帯静脈由来血管内皮細胞（HUVEC）またはヒト間葉系幹細胞（hMSC）を播種し、

細胞形態、細胞数、増殖因子の産生等の評価を行った。 

 

 



 

４．研究成果 

(1) 形状制御した生体組織の作製 

 組織形成用の鋳型をラットの皮下に約 1 か月埋入したところ、鋳型設計に応じた形状の

結合組織が形成し、チューブ状や厚さ 100 µm程度の薄膜、マルチウエル構造、中空流路、

1 mm幅のスリット構造など、培養基板として応用可能な立体形状を有する生体組織体が作

製可能であった。 

 

(2) 生体組織培養基板上での細胞培養評価 

細胞形態および接着密度を評価するために、緑色蛍光タンパク質（GFP）で標識した

HUVEC播種し、蛍光顕微鏡で観察したところ、生体組織体上には通常の培養プレートと

同様の細胞形態、密度で接着、培養可能であることが明らかとなった。一方、グルタルア

ルデヒド処理を行った組織上では細胞接着効率が低下した。また、スリット構造の生体組

織にスフェロイドを設置し、三次元培養への応用することも可能であった。

 

細胞数の変化を WST-8 を用いて評価したところ、通

常の細胞培養プレートやコラーゲンコートプレートと

同等の効率で細胞接着や増殖が起こることが明らかと

なった。一方、培地中の血管内皮増殖因子（VEGF）の

濃度に変化は見られなかった。hMSCを播種した場合で

も同様に細胞接着・増殖が起こり、5 日間に渡って維持

培養が可能であった。 

 



 

以上から、皮下で作製した生体組織体は、通常の培養基板と同様の細胞接着・増殖挙動が

起こり、培養基板として応用できる可能性が示された。また、生体組織体の処理方法により

細胞接着性を制御できる可能性が示された。これらの知見は、生体組織由来の培養基板およ

びそれらをもとにした in vitro評価系の構築に応用されることが期待される。 
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