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研究成果の概要（和文）：近年の再生医療において複雑な三次元臓器の再生技術が求められてい

る。特に、毛細血管を含む三次元複合組織の再生が課題であり、本研究は生体工学の立場から

三次元肝細胞組織に毛細血管を導入する血管化の技術を検討した。具体的には、微細加工技術

によって作製したマイクロ流体デバイスを用いることで細胞周囲の微小環境（流れ、細胞配置

など）を時空間的に調節し、肝細胞組織と毛細血管の相互作用を明らかにし、三次元肝組織の

血管化に重要な因子を見出した。

研究成果の概要（英文）：There is a demand to reconstruct three-dimensional (3D) complex organs in
recent regenerative medicine. In particular, it is important to reconstruct 3D complex tissues including
microvascular networks. In this study, we investigated a technology to vascularize 3D hepatocyte tissues.
Specifically, cellular microenvironments (e.g., flow, cellular configuration) were spatiotemporally
regulated using microfluidic devices made by microfabrication technologies. We clarified interactions
between hepatocyte tissues and microvascular networks, and found out important factors for the
vascularization of 3D hepatocyte tissues.
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１．研究開始当初の背景
現在の再生医療では、角膜・皮膚などの再

生に成功しているが、これは単一の細胞が単
純な二次元組織を形成しているため再生が
比較的容易であるためである。一方、肝臓や
心臓などは数種類の細胞が複雑な三次元構
造を形成しているため、その再生技術はいま

だに確立されていない。特に、再生した組織
に毛細血管を導入すること（血管化）がこれ
らの三次元臓器を再生するうえで大きな課
題になっている。

研究代表者はこれまでに一貫して肝臓再
生の組織工学研究に従事してきた。特に、小
型肝細胞と呼ばれる肝前駆細胞を用いて生
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理的な機能を有する肝組織の再生に成功し
た（Sudo et al., Ann Biomed Eng, 2005; Sudo et
al., FASEB J, 2005）。また、胆管上皮細胞から
生体内に類似した胆管を再生させることに
成功した（Hashimoto, Sudo et al., Am J Pathol,
2008）。さらに、細胞外環境の弾性率や低酸
素状態によって毛細血管の再生を制御でき
ることを報告してきた（Yamamura, Sudo et al.,
Tissue Eng, 2007）。これらの成果により、肝臓
を構成する３つの組織（肝組織・胆管・毛細
血管）を個別に再生させることが可能になり、
次の段階としてこれらを融合させる必要性
を認識するに至った。研究代表者は、次世代
の組織工学では細胞と細胞を組み合わせて
「単純組織」を再生させるだけでなく、次の
段階として組織と組織を組み合わせて「複合
組織」を再生させることが必須であると考え
ている。

生体外で機能的な複合組織を再生させる
ためには、まず生体内の細胞環境について理
解する必要がある。そこで、生体内の細胞環
境について調べてみると以下のような特徴
が挙げられる。

(1) 液性因子が対流・拡散によって制御され
ている。

(2) 環境は時間的に変化する。
(3) 細胞には三次元的な足場がある。
(4) 組織の細胞は秩序立った配列になってい

る。

したがって、三次元複合組織の再生のため
には、細胞周囲の微小環境における対流・拡
散・細胞配置を時間的・空間的に制御するた
めの工学的な手法の開発が必要不可欠とな
る。

研究代表者は米国マサチューセッツ工科
大学にてマイクロ流体デバイスの開発に携
わり、このデバイスによって細胞周囲の対
流・拡散・細胞配置を制御できることを見出
した。この成果は、MEMS 分野で定評のある
国際ジャーナル Lab on a Chip に掲載された
（Chung, Sudo et al., Lab Chip, 2009）。さらに、
このデバイスで間質流を制御することで毛
細血管を再生させることに成功した(Sudo et
al., FASEB J, 2009)。この成果は、最近新聞で
も紹介されて大きな反響を呼んでいる。また、
最近の研究で間質流が肝細胞の三次元組織
形成にも重要な役割を果たしていることが
明らかになってきた。

以上の経緯を経て、研究代表者らはマイク
ロ流体デバイスを用いて肝組織と毛細血管
を組み合わせる研究に着手し、毛細血管を肝
組織近傍に配置させる予備的な実験結果を
得ている。そこで、間質流を制御することで
細胞外環境の対流・拡散状態を調節し、肝組
織・毛細血管の形態形成に影響を与え、複合
組織を再生させる着想に至った。特に、マイ

クロ流体デバイスを用いて間質流および細
胞配置を時間的・空間的に制御し、多細胞の
ダイナミクス（遊走・走化作用・形態形成・
細胞接着）を実験的に明らかにすることで、
三次元複合肝組織の血管化を実現すること
が期待される。

２．研究の目的
本研究では、現在ティッシュエンジニアリ

ングの分野で重要な課題となっている「毛細
血管を含む三次元複合組織の再生」を実現す
るために生体外で再生した複数の組織を融
合させる新しい研究手法を提案する。具体的
には、研究代表者らが開発したマイクロ流体
デバイスを利用して細胞環境の間質流およ
び細胞配置を時間的・空間的に制御すること
によって多細胞のダイナミクス（細胞接着・
遊走・走化性・形態形成）を最適化し、三次
元複合肝組織に毛細血管を導入（血管化）す
ることを目的とした。さらに、従来の生物・
医学分野による要素還元論的な手法とは異
なり、工学を基盤とした複合臓器再生のため
の新しい構成論的手法として展開するため
の研究基盤を確立することを目的とした。

３．研究の方法
本研究では、マイクロ流体デバイスを用い

て間質流を時間的・空間的に制御することに
よる複合組織再生への影響を検討すること
を目的としている。特に、細胞微小環境にお
ける拡散・対流を制御し、肝臓を構成する３
種類の異なる細胞群を時間的・空間的に制御
して導入することで、三次元複合肝組織の血
管化を試みる。顕微鏡イメージング技術によ
り各細胞群のダイナミクス（遊走・走化作
用・形態形成・細胞接着）をリアルタイムで
記録し、定量的に解析する。さらに、多細胞
組織におけるタンパク質の発現・局在を共焦
点レーザー顕微鏡を用いて三次元的に解析
し、細胞間相互作用を定量的に評価する。特
に、３種類の細胞群を導入する順序・タイミ
ング、および培養環境における対流・拡散を
時間的・空間的に最適化することによってそ
れぞれの細胞群が組織化し、三次元複合組織
の血管化を実現する条件を検討する。

４．研究成果
(1) 2010 年度の研究成果

マイクロ流体デバイスを用いて間質流を
制御し、３種類の異なる細胞群を時間的・空
間的に制御してマイクロ流路に導入するこ
とで、細胞群が組織化する最適な条件を検討
した。

具体的には、以下のステップで研究を進め、
研究成果を得た。
① マイクロ流体デバイスをソフトリソグラ

フィー法によって製作した。



② ラットの肝臓から３種類の細胞群（肝細
胞・毛細血管内皮細胞・および血管周囲細
胞である星細胞）を分離し、各細胞群の組
織形成が最適化される組み合わせを実験
的に検討した。

③ 分離した各細胞群をマイクロ流体デバイ
スに導入する順序・タイミングを変更する
ことで、各細胞群において組織化が誘導さ
れる最適な条件を検討した。

④ タイムラプス顕微鏡システムで細胞動態
を長時間観察し、多細胞のダイナミクス
（遊走・走化作用・形態形成・細胞接着）
を記録・解析を行ない、肝細胞組織と血管
様ネットワークの相互作用を定量的に解
析した。

⑤ マイクロ流体デバイスにおいて形成され
た三次元組織を各種マーカーで蛍光標識
し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて三次元
構造を解析した。

(2) 2011 年度の研究成果
マイクロ流体デバイスを用いて間質流を

制御し、細胞の配置や形態形成を時間的・空
間的に制御することで、細胞群が組織化し、
血管化するために最適な条件を検討した。

具体的には、以下の研究成果を得た。
① マイクロ流路のデザインを改良したマイ

クロ流体デバイスを用いて実験を行い、実
験データ取得のハイスループット化を図
った。

② マイクロ流体デバイスで培養する３種類
の細胞群（肝細胞・毛細血管内皮細胞・星
細胞）に関して、組織化を誘導するために
最適な組み合わせを検討した。特に、星細
胞が毛細血管形成プロセスにおいて血管
内皮細胞の形態形成を安定化することを
見出した。また、肝細胞組織の血管化を行
う際に、血管内皮細胞との共培養プロセス
を時間的に制御することが重要であるこ
とを見出した。

③ 培養液に TGFβを添加し、細胞間接着へ及
ぼす影響と血管化プロセスに与える影響
を定量的に解析した。

④ タイムラプス顕微鏡システムで細胞動態
を長時間観察し、血管ネットワークの細胞
動態を定量的に解析した。

⑤ マイクロ流体デバイスにおいて形成され
た三次元組織を各種マーカーで蛍光標識
し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて毛細血
管ネットワークと肝細胞組織の界面を中
心に三次元構造を可視化した。

(3) 2012 年度の研究成果
マイクロ流体デバイスを用いて間質流を

制御し、細胞の配置や形態形成を時間的・空
間的に制御することで、細胞群が組織化し、
血管化するために最適な条件を検討した。

具体的には、以下の研究成果を得た。
① これまでに改良した新しいデザインのマ

イクロ流体デバイスを用いて肝細胞と血
管内皮細胞の共培養を行い、共培養のプロ
セスを明らかにした。

② 昨年度までに得られた実験成果から、血
管内皮細胞との共培養プロセスを時間的
に制御することが肝細胞組織の血管化を
行う際に重要であることを見出し、新しく
作成したマイクロ流体デバイスで血管内
皮細胞および肝細胞の播種時期をコント
ロールすることで三次元肝組織の血管化
が実現しうる知見を得た。

③ マイクロ流体デバイスでの微小培養環境
を検討するため、生体内における血管化プ
ロセスの検討を行い、血管密度が重要なパ
ラメーターであることを見出した。

④ 肝組織の血管化を行う際に、毛細血管網
を安定化させることが重要であるとの考
えに至り、間葉系幹細胞と血管内皮細胞の
共培養を行うことでマイクロ流体デバイ
スにおいて毛細血管網を長期間維持する
微小培養環境を見出した。

(3) 3 年間の研究成果のまとめ
マイクロ流体デバイスを用いて細胞の配

置や組み合わせる順序をシステマティック
に検討し、本研究の目的である三次元複合肝
組織の血管化を実現するための道筋を立て
ることができた。一部血管化を実現する予備
的な成果も得られ、今後実験条件をより詳細
に検討することで毛細血管網を含む三次元
肝組織を再構築することが期待できる。
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