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研究成果の概要（和文）：移植用の膵島や肝組織の人工的構築の方法論確立を目標として，細胞の三次元化とマルチス
ケール物質交換性の確保の視点から，細胞組織体を高密度にランダム充填する小チャンバーと，それらに培養液・血液
を均一に分配するマクロ流路構造を持つ担体構造を提案，レーザー焼結積層造形法によって担体を作成した．細胞組織
体として肝細胞凝集体を固定化した灌流培養では，長期に安定した高機能を得た．さらに組織構築用に細胞への毒性が
少ないヘモグロビンを利用する人工赤血球の開発に成功した．

研究成果の概要（英文）：Toward engineering implantable pancreatic beta cell or liver cell tissues, an 
integrative methodologies that fully utilizes the advantages of both tissue element assembly in a 
micro-cale and large 3D scaffold having a flow channel network in a macro-scale. Model scaffolds was 
fabricated by the 3D selective laser sintering (SLS) process. Good results of the perfusion culture of 
liver cell aggregates proved the high feasibility of the methodology. In addition, we succeeded in the 
preparation of hemoglobin-based artificial oxygen carrier showing lower cytotoxicity.

研究分野：臓器・生体システム工学
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１．研究開始当初の背景 
肝・膵島といった代謝型臓器・組織の再構
築については，現状の組織工学の技術では，
生体様の血管系の配備が極めて困難である
ことから，臨床からは程遠い状況にあるとい
わざるを得ない．この実現のためには，少な
くとも何らかの血管様構造の配備は避けら
れない課題であるが，現在まで提案されてい
る手法は，いずれも対象とするスケール範囲
が狭く，ひとつのアプローチでマルチスケー
ルの物質交換性の確保は難しい．したがって，
異なる手法をスケールに合わせて融合利用
することが望ましい． 
また，マルチスケールでの酸素要求性の充
足は極めて大きな問題であるが，組織工学・
再生医療の分野では今までほとんど配慮さ
れていない． 

 
２．研究の目的 
本研究では，マルチスケールで物質交換性
が十分に確保され，スケールアップをしても
単位体積あたりの機能の低下を招かないよ
うな高代謝・大型臓器の設計・構築・育成の
方法論の確立を最終目標とする．具体的には，
マルチスケールの融合的な設計方法に基づ
き，マクロスケールの血管系とその末端に小
チャンバーを持つ三次元担体を作成，小チャ
ンバーには別途作成した微小組織ユニット
をランダムに充填，その間隙をミクロスケー
ルの血管網として使用するという戦略であ
る． 
一方，特に血管長さ方向の酸素濃度の維持
を目的として，培養液中の酸素溶解度の大幅
な向上を目指し，細胞毒性の低いヘモグロビ
ンベースの人工赤血球の開発も目指した． 

 
３．研究の方法 
(1)マルチスケール担体の設計・製作・評価： 
ミクロスケールにおいては，造形精度が無関
係となる”Modular Assembly”と呼ばれる手法
を活用し[1]，一方でマクロスケールにおいて
は，分岐合流ネットワークを製作することと
した（図１）． 

 
図１．マクロ流路と小チャンバーからなる融

合的担体設計． 
図２．作成したモデル担体(11.6 cm3)．(A), 43
個の小チャンバー(0.27 cm3)の配置；(B), 全体
の外形；(C), 実造形担体の外観． 
 
この融合的コンセプトに基づき，基本構造を
デザインした（図２）．まず，実際の肝組織
に習って担体の流路入口と出口とを同一方
向に配置した．これは将来，肝臓の一部の臓
器葉をそのままの位置で置換する移植手術
を想定した場合には，必須の条件となる．マ
クロな酸素供給があまり問題とならない 11.6 
cm3 の担体をまずは構築することとし，微小
組織体を充填することになる断面が六角形
の小チャンバーの体積を 0.27 cm3として，そ
れを 12 個・19 個・12 個，合計 43 個，互い
に入れ違いながら三層に重ね，それぞれに直
接流路が到達するようにした．この設計に基
づき，まずはモデル担体として，造形精度が
高く取れるナイロン粒子を材料として使用
するレーザー焼結積層造形法にて，担体を作
成した．組織エレメントとしては，ヒト肝が
ん細胞株 Hep G2 とヒト肝類洞内皮細胞株
TMNK-1からなる共培養球状凝集体を，酸素



透過マイクロウェル法にて効率作成，各小チ
ャンバーに懸濁液で導入固定化した．グルコ
ース消費・アルブミン分泌を 10 日間の灌流
培養で計測すると共に，最終日の細胞数計測
と組織学的観察を行った． 
(2)新たなマイクロ組織ユニットの設計・製
作・評価： 小チャンバーをランダム充填す
る微小組織には様々なバリエーションが考
えられる．オリジナルの“Modular assembly”
コンセプトでは，細胞包埋コラーゲンゲルロ
ッドであるが，物理的には極めて脆弱であり，
培養に伴い体積で約 1/10 に縮むという欠点
もある[1]．そこで，同じくレーザー焼結積層
造形法を用いて，図３に示すような中空状の
微小三次元担体を作成した．また側面にも穴
を開けた．これは，小チャンバー内にランダ
ムに充填された場合でも，担体の方向にかか
わらず流路の確保がなされるとの考えであ
る．コントロールとして，中央の穴も側面の
穴もないロッド状の担体を作成して，性能比
較を行った． 

 
図３．新たな微小組織担体の設計と製作 
 
(3)人工赤血球の作成と評価： ウシ血液から
抽出した新鮮 Hb、BSA と界面活性剤 TGCR
（テトラグリセリン縮合リシノレート）混合
した溶液を、連続相をケロシンとして SPG膜
乳化キット（SPG テクノ）により乳化した。
膜乳化後、グルタルアルデド水溶液を添加架
橋し、洗浄・凍結乾燥を行った（図１A）．得
られた新規酸素運搬体の SEM 観察、メトヘ
モグロビン化率、酸素解離曲線の測定をヘモ
ックスアナライザーで行った。さらに生体適

合性を、各種細胞を用いるMTT assay等で評
価した。また，肝細胞株については，アルブ
ミン分泌能も評価した．一方で、完全人工物
から成る酸素運搬体として、シリコーンメタ
クレレート（TRIS）を SPG 膜乳化し、光架
橋し、さらにリン脂質ポリマー（MPC）を表
面にグラフト重合することによって、メト化
によって失活することのない人工酸素運搬
体の開発も行った。 

 
４．研究成果 
(1) マルチスケール担体の設計・製作・評価 

Hep G2と TMNK-1とからなる共細胞凝集
体を，酸素透過材料からなるマイクロウェ
ル・静置培養にて高密度迅速形成させた．ｋ
の手法では，通常の酸素非透過材料上と比較
して，4－8倍の播種密度での形成が可能であ
ったことから，凝集体大量形成によっては，
極めて有効な手法であるといえる．その凝集
体を，生分解性樹脂ファイバー片と共に．各
チャンバーの 7-12％の体積が凝集体で充填
されるように，担体に入口から充填・固定化，
10 日間の灌流培養を３回行った．その結果，
細胞生存率とアルブミン機能が安定的に維
持されることを確かめた．特にコントロール
群―形成した凝集体をそのまま浮遊培養す
るもの―に比較してはるかに高いアルブミ
ン合成能が得られたことは特記に値する（図
５）．今後，同様な手法で小チャンバー内の
空間の充填率を 100%に高めた際についても
同様の灌流培養実験を行い，基本コンセプト
の検証を進めたいと考えている． 
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図４ SPG膜乳化法による新規人工酸素運
搬体(A)作製プロセス (B)SEM 写真 (C)
粒子径が異なる酸素運搬体の酸素解離曲線 
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図５．11.6 cm3スケール担体に 7-12%体積の
凝集体を播種・灌流培養した際の，播種細胞
あたりのアルブミン分泌能の変化(A)および
培養終了時の細胞あたりのアルブミン分泌
能(B)． 
 
(2) 新たなマイクロ組織ユニットの設計・製
作・評価： 中央および側面に穴を開けた微
小担体と穴なしの同外形のものを作成した
ところ，その空隙率は 60%であった．Hep G2
細胞を旋回浮遊培養で播種，付着させ，その
まま旋回浮遊培養する群，200 個を数 mL の
カラムにつめて灌流培養をおこなった群，で
増殖や機能を比較した．先回浮遊培養は灌流
培養と比較して細胞増殖は非常に良かった
が，組織学的解析より，主に外部で細胞が多
層を形成しているためであることが明らか
となった．一方，穴空き担体では中央および 
側面の穴内部に沿って細胞の増殖が見られ
たが，しばしば穴自体が増殖した細胞によっ
て埋められてしまっていた．これに対して灌
流培養群では，まず外側の多層状の細胞増殖
は，培養液灌流によるせん断応力のため，顕
著には見られなかった．また穴あきの担体で
は良好な細胞増殖が見られたが，穴なしの担
体では増殖は極めて低いレベルにとどまっ
た．最終日の細胞あたりのアルブミン分泌能
では，穴空き担体のものが一番高値を示した
ことから，本設計の微小担体は，期待通り，
小チャンバーにランダム充填されたときに，
流路確保を通じて細胞の増殖と機能発現に
大きく寄与することが確かめられた． 
 
 

図６．灌流培養最終日(10日目)の細胞あたり
のアルブミン分泌能．Cylindrical, 穴なし；
Intersecting, 中央および側面穴あり． 
 
(3) 人工赤血球の作成と評価： BSA を添加
することによって、ファウリング抑制とエマ
ルションの安定性が著しく向上することを
見出し、均一な微粒子を得ることに成功した
（図４B）。得られた人工酸素運搬体は、直径
が 1～20 μmの間で、1 μmのオーダーで自由
自在に粒子径を制御する技術の確立に成功
した。さらにメト Hb生成率は 10%以下であ
り、作製プロセスによる Hb の酸化失活を防
止することに成功した。得られた酸素運搬体
は、-80℃で凍結保存・再使用可能であり、非
常に実用性が高い酸素運搬体である。さらに
酸素解離曲線を測定し、Hillプロットに fitting
して決定した。Hill係数 nは 1.2～1.4で、P50

値は 8～12であり、P50値と nは、粒子径には
依存しないが、HA/BSAの混合比率によって
わずかに変化した（図４C）。生体適合性は、
粒子径に依存し、粒子径が 10 μm以上の運搬
体は、HepG2、RWA246.7、HUVECにおいて、
コントロールに対して 100%前後の高い細胞
生存率を示した。シリコーン酸素運搬体の開
発にも成功し、Hb型と同様に、直径が 1～20 
μmの間で、1 μmのオーダーで自由自在に粒
子径を制御し、MPC処理により分散性が向上
するとともに、酸素溶解度が向上することを
確認した。以上の作製に成功した Hb 型とシ
リコーン型の両酸素運搬体を、酸素分圧 1%
の低酸素下、3-ブロモピルビン酸（3-BP）に
よって解糖系を強制的に阻害した HepG2 に
添加して、培養を 2週間行った。運搬体なし
では細胞がほぼ死滅するのに対して、本酸素
運搬体存在下では、好気的呼吸が可能になり、
細胞生存率が向上することが示唆された。 
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