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研究成果の概要（和文）： 

微小なパターンを有する複合型ハイドロゲル材料を作製するための，マイクロ流体デバイスを利

用した新規手法を提案した。複合型ファイバー，ストライプ状シート，極微小粒子，平板状パタ

ーンなどの作製を行い，たとえば非実質細胞との高密度共培養による初代肝細胞の機能向上や，

微小ECM粒子を含むヘテロスフェロイドの形成，個別のゲル材料の複合化などを行った。さらに，

ハイドロゲルによって形成された流路構造を利用し，血管組織モデル作製法の開発を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We developed microfluidic systems for preparing complex hydrogel materials embedding 

micrometer-patterns with different physicochemical properties.  Complex hydrogel fibers, 

stripe-patterned sheets, cell-sized ECM particles, and planar patterns were fabricated.  

These materials were applied to, for example, the coculture of primary hepatocytes and 

non-parenchymal cells, the formation of heterogeneous spheroids incorporating ECM 

particles, and the preparation of relatively large tissues by combining these unit materials.  

In addition, strategies for preparing vascular tissue models have been proposed using 

microfluidic devices made of hydrogel.   
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１．研究開始当初の背景 

3 次元的な組織・臓器を生体外で構築する

ための試みが，数多くなされている。たとえ

ば細胞シートの積層化，脱細胞化臓器の利用，

高分子やハイドロゲルのスキャホールド作

製，ハイドロゲルビーズの集積化など，多く

の研究者が独自のアプローチによって生体

外における組織構築に挑戦している。しかし

ながら，血管網を内包し，多種類の細胞パタ

ーンによって構成される組織を生体外にお

いて作製するためには，高密度・正確・高速

に複数種の細胞を立体的に配置し，さらに細

胞を取り囲む 3 次元的な微細環境の物理・化

学的な性質をマイクロメートルスケールで

制御する必要があり，これらを全て満たす実

用的手法は，世界的に見ても未だ開発の初期

段階にあると言える。 

これまでに，細胞をパターン化して培養す

るための様々な試みが報告されてきたが，そ

のほとんどは平面上のパターン形成に限ら
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れていた。一方，ハイドロゲルなどを利用し

た 3 次元的な培養については，成分の均一な

培養系が主であり，細胞の微細環境を異方的

に制御することは困難であった。例外として，

3 次元的なハイドロゲル材料の局所的な物

理・化学的性質を変化させるための，光反応

性リガンドを導入したゲルに対する光パタ

ーニング法などが報告されているが（Luo ら, 

Nat Mater, 2004; Kloxin ら, Science, 2009 など）

解像度や操作性において課題があった。 

一方近年，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利用し，ミクロスケ

ールの微小な材料（微粒子・ファイバーなど）

を合成する研究が報告されている。マイクロ

流路を用いて直径 100 μm 程度のハイドロゲ

ル粒子やファイバーを作製する手法などが

提案されており（例として Takeuchi ら, Adv 

Mater, 2008; Su ら, Lab Chip 2009 など），たと

えば細胞を播種あるいは内包したハイドロ

ゲルビーズを集積化することで，比較的大き

な細胞集塊状構造を作製する研究も行われ

ている。我々の研究グループでは，アルギン

酸・コラーゲン等の天然ハイドロゲル材料を

用い，異方的・複合的なハイドロゲルファイ

バーを正確かつ簡便に作製するためのフル

イディクス手法の開発を行ってきた。微細加

工技術によって作製された流路構造に対し，

異なる成分・細胞を含むゾル溶液と，ゲル化

剤溶液をそれぞれ連続的に導入し，多相並行

層流系の流量バランスを調節することによ

って，直径数 μｍ～数百 μｍの，断面が物理

的強度・化学的組成の異なる複数の部分によ

って構成された機能的ハイドロゲルファイ

バーを作製することができる。このような異

方的な細胞埋包ファイバーは，均一な成分の

ファイバーと比較して，複合的な線形細胞組

織や細胞ネットワーク（たとえば血管モデル

など）を構築する上で非常に効果的であり，

たとえば血管網を内包する機能的組織を構

築する上での，有用な基礎技術の一つとなる

ものと期待される。 

 

２．研究の目的 

上記のような異方的ハイドロゲル材料を

利用して，より複雑でサイズの大きい組織構

造を作製するためには，直線的な構造である

ファイバー状の素材のみならず，ミクロスケ

ールで構造がヘテロな，微粒子状，シート状，

ブロック状など，複雑な異方的パターンを有

するハイドロゲル素材を正確に作製するた

めの技術開発が不可欠である。そして，それ

らをボトムアッププロセスによって複合化

し，さらに既存の細胞培養技術（平面的細胞

シート形成手法やスフェロイド形成技術）と

組み合わせることができれば，生体外での 3

次元的組織構築という難題に挑戦しうるの

ではないか，と期待される。 

そこで本研究では，まず，①平面型・多層

型・あるいはアレイ状のマイクロ流体デバイ

スを設計・作製し，マイクロメートルスケー

ルで異方的なパターンを有するハイドロゲ

ル材料（複合微粒子・極微小微粒子・より複

雑な複合ファイバー・複合シート・ブロック

など）を作製するための手法を開発し，②作

製した各複合素材を用い，細胞培養・機能評

価を行うとともにユニットとなる微小組織

を形成する。さらに，③鋳型を用いたハイド

ロゲルの複合モールディング，シート状素材

のマルチラミネーション（積層化），微小ゲ

ル材料のパターン化技術といったプロセス

を開発し，さらに④場合によっては微小組織

構造を作製する既存技術（細胞シート技術，

スフェロイド形成技術など）を活用すること

で，複合的な 3 次元的生体組織の構築を行う，

ということを目的とした。具体的には，管腔

状血管モデルの作製，神経再生用導管の構築，

肝細胞機能維持のための共培養環境の作製

などを行い，個別技術としての有用性を実証

するほか，より複合的な 3 次元的モデル組織

として，肝細胞索・類洞構造を模倣した肝小

葉構造組織の構築や，血管様構造を内包する

組織の構築を試みた。 

 

３．研究の方法 

本研究では，まず微小パターンを有する異

方的ハイドロゲル材料を作製するための個

別フルイディクス技術の開発を行った。微細

加工技術を利用して，マイクロ流体デバイス

を作製し，毛糸球状ハイドロゲル粒子，極微

小ハイドロゲル粒子，複合型ハイドロゲルフ

ァイバー，ハイドロゲルシート，などを作成

するための新規プロセスの開発を行った。ま

ず（1）毛糸玉状粒子は，球形粒子と比較し

てゲル部分の空間占有率が低く，酸素・栄養

分の供給効率を大幅に高めるため，細胞の播

種・集積化による高密度の組織構築を可能と

すると期待される。油－水 2 相系を利用し，

流路内で部分的にゲル化したファイバーを

液滴に封入して切断し折りたたむことで作

製を試みた。また，ゲルのマトリックス内部

に細胞を高密度で包埋し培養することで，バ

ルクのハイドロゲル材料との比較を行った。

（2）極微小粒子の作製では，これまでに報

告された，マイクロ流路を用いて作製されて

きた単分散ハイドロゲル粒子（直径約 100 

μm）よりもはるかに小さい，直径 5~20 μm 程



 

 

度の細胞サイズの微粒子の作製を試みた。具

体的には，混合可能な 2 種類の溶液を用いて

非平衡な液滴を形成し，液滴中の成分を連続

相に徐々に溶解することで径を縮小し，その

後ゲル化を行う新規手法を提案した。（3）複

合ファイバーは，これまでの平面的な流路構

造ではなく，機械加工によって作製した 2 次

元的な垂直型ノズルアレイから，異なる成

分・細胞を含むゾル溶液を，連続的にゲル化

剤水溶液に押し出すことによって作製する

手法を開発した。そして応用として，複数の

神経網を並行に配置した神経導管の作製を

試みた。（4）複合シートは，微小なノズルア

レイを用い，（3）と同様の操作を行うことで

作製を行った。また作製した異方的パターン

化シートにおいて，肝細胞―内皮細胞の共培

養を行い，配向培養による細胞機能の維持・

変化の解析を行った。なおこれら（1）～（4）

を作製するための材料として，主にアルギン

酸 Ca（あるいは Ba）ゲルを利用したが，必

要に応じてコラーゲン等の ECM 成分を添加

したほか，細胞接着性の RGD ペプチドを結

合したアルギン酸を利用した。 

また，各材料に対する細胞の埋包・播種に

よる個別組織モデルの構築と細胞機能評価

を行った。肝構造を模倣した複合的組織の構

築においては，株化細胞を用いた評価を行っ

た後に，ラット由来のプライマリ細胞を用い

た実験を行った。細胞の機能評価として，免

疫アッセイ，組織染色，定量的 PCR を利用し

た遺伝子発現解析などを行った。さらに，ハ

イドロゲルによって形成された流路構造を

作製するための新規手法を提案し，血管組織

モデルの作製を試みた。また，個別のハイド

ロゲル材料（たとえば異方的ファイバー）を

複合化し，肝小葉モデルを作製するためのプ

ロセス開発を試みたほか，複合的・非球形な

細胞集塊を形成する手法の構築および応用

を行った。 

 

４．研究成果 

当初の目標としていた機能性・複合型ハイ

ドロゲル構造の作製については，主にアルギ

ン酸を用いて，ファイバー状，粒子状，シー

ト状のハイドロゲル構造体の作製手法を確

立し，またそれらに細胞を包埋することによ

って，新規 3 次元細胞培養基材としての応用

可 能性を示すことができた。組織の単位モ

デルとして，まず肝組織については，肝細胞

と非実質細胞を内包することによって複合

型肝組織体の形成を行い，アルブミン産生・

尿素合成などの肝機能が長期に渡って維持

されることを確認することができた。また，

培養時における酸素濃度の影響を評価し，

35%の高酸素条件において機能がすることが

確認された。さらに肝細胞の持つ他の機能に

ついても遺伝子発現解析を行ったところ，非

実質細胞との共培養系において，薬物代謝酵

素である CYP の活性が向上していることが

確認された。さらに，プライマリ細胞以外に

も，ヘパトーマ細胞を用いた実験も行い，そ

の有用性を実証することができた。 

神経組織については，直径 100 μm 程度の

ファイバーの外周部に柔軟部を複数並行に

配置した複合型ハイドロゲルファイバーを

作製し，モデル細胞 PC12 を包埋して培養実

験を行うことによって，複合ファイバー内で

神経突起伸長方向の制御が可能であること

を確認し，実際の神経束構造を模倣した構造

の作製可能性を示すことができた。さらに，

異方的なファイバーの内部に癌細胞と正常

細胞を高密度で包埋することで，3 次元的環

境における癌細胞の浸潤挙動を観察するた

めの新規ツールとしての応用を行った。 

また、機能的粒子・シート状粒子について

も，それらの作製のための基盤技術の確立を

行うことができた。また，ECM によって構成

された数ミクロン程度の微粒子を作製し，細

胞と混合して非接着性の微小ウェル内で培

養することによって，複合型の細胞集塊を形

成することができた。遺伝子発現解析を行っ

たところ，ECM 粒子（たとえば微小コラーゲ

ン粒子）の存在下では，肝細胞のアルブミン

合成能等が向上することが確認された。また，

ストライプ状のパターンを有するハイドロ

ゲル材料について，作製条件を詳細に検討す

ることによって，アレイ状の線形組織体の構

築が可能となった。さらにまた，親疎水性の

パターンを利用した基板上へのハイドロゲ

ルパターニング法について，性質の異なる複

数種のゲル材料をパターン化することで，接

着の性質の異なる細胞であっても形態を制

御して培養できることを実証した。 

また，これらのハイドロゲル材料を単位材

料として利用し，より複合的な組織体を構築

するための組織工学的展開を試みた。ゼラチ

ンあるいはコラーゲンによって形成された

薄層平板状のハイドロゲル材料を積層化し，

酵素によって架橋することで、比較的サイズ

の大きい３次元的細胞培養環境の形成を試

みた。また，細胞を包埋あるいは接着させた

ハイドロゲルファイバーを束ねて微小な流

路内で潅流培養を行うことによって，生体の

組織をより高度に模倣した培養系の構築を

行った。さらに，血管内皮細胞を接着させた

ハイドロゲル部材を多種のハイドロゲル基



 

 

材中に包埋することで，血管網を内包する組

織体の形成を行ったほか，多層の血管構造を

模倣したゲル材料を作製するためのプロセ

ス開発を行った。 

以上の結果から，マイクロ流体デバイス技

術，あるいは微細加工技術を用いて作製した

これら個別のハイドロゲル材料は，生体組織

における微小環境を模倣した培養ツールと

して有用であることが確認された。今後さら

に，これら個別の材料を組み合わせることに

よって，より複雑でサイズの大きい組織を作

製するためのプロセスを提案できるものと

期待される。 
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