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緒緒  言言  

 
三次元（3D）組織の生物工学的創製は急速に進歩している。臓器に類似した構造と機能を持つ in vitro 組織の

作製を可能にし、再生医療・薬剤スクリーニング・疾患モデリングへの応用のためのプラットフォームを確立し

つつある［1～3］。組織をモデルしたものとしてスフェロイドやオルガノイドなどの細胞集団も用いられている

が、これらの大きさは、通常 50～200μm である。一方、3D 組織の代表寸法がミリメートルサイズを超えると、

血管網などのより複雑な構造の作製が可能になり、生体内環境の再現が可能になる［4～6］。 
一般に生体組織では、酸素と栄養素の拡散の限界は約 200μm であり、ミリメートルサイズの組織を作製する

際の課題となっている［7］。ミリメートルサイズを超える高細胞密度組織に酸素と栄養を十分に供給するために、

生体内の血管網に似た動脈・静脈・毛細血管からなる階層的血管網（hierarchical vascular networks：HVN）が

必要となる。HVN が血管新生によってのみ形成される場合、新生速度が遅いと HVN 形成の完了前に低酸素症

によって多くの細胞が死滅してしまう。したがって、細胞密度の高い 3D 組織の作製には迅速な HVN 形成が   
不可欠である。著者らは毛細血管網を含む共培養細胞シートから HVN を備えた高細胞密度組織の作製に成功し

ているが［4］、これらの共培養細胞シートからなる組織には、より高い細胞生存率、より複雑な構造、そしてさ

らなるスケールアップが望まれる。 
高細胞密度かつ HVN を持つミリメートルサイズの 3D 組織を開発するために、著者らはスフェロイドの集団

に振盪（周期的機械的刺激）を与えて高細胞密度組織の自己組織化を促進することを着想した（図 1）。振盪は酸

素・栄養の供給促進にも効果を有する。この際、血管の形成・安定化・成熟に関連する周皮細胞を取り入れ、       
また 3D バイオプリンティングも援用することとした。 

図 1．振盪培養によるミリメートルサイズの 3D 組織創製 
振盪により酸素や栄養を内部まで供給するとともに、機械的刺激によりスフェロ

イドどうしの結合を促進する。 
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方方  法法  

 
11．．ススフフェェロロイイドドのの調調製製  
スフェロイドは、1,400 マイクロウェルのプレート（EZSPHERE™ SP Multi-Well：4810-900SP）または 17,000

マイクロウェルのディッシュ（4020-900SP）を用いて作製した。マイクロウェルの寸法は直径 400～500μm、

深さ 100～200μm であった。プレートとディッシュを DPBS で 3 回洗浄して微細気泡を除去し、細胞を播種し

た。正常ヒト皮膚線維芽細胞（NHDF）のみからなるスフェロイドの場合、細胞は 200 個／マイクロウェルで   
播種し、3 日間前培養した。3 種の細胞を組み合わせたスフェロイド（以降、3 細胞スフェロイドと称する）の 場
合、NHDF、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）、ヒト肝星状細胞（HSC）を 10：1：0、10：1：1、10：1：10
の細胞比で混合した。混合細胞を 200 細胞／マイクロウェルで播種し、3～5 日間の前培養を行った。作製したス

フェロイドはすべて、EBM-2（CC-3162）を用い、37℃、5％CO２下の加湿雰囲気で保管した。 
 

22．．GGeellMMAA をを用用いいたたババイイオオププリリンンテティィンンググとと高高細細胞胞密密度度組組織織のの作作製製  
バイオプリント用のバイオインクは、製造業者のプロトコルに従って調製した。具体的には、GelMA 粉末

（Sigma-Aldrich）を、光重合開始剤であるフェニル（2,4,6-トリメチルベンゾイル）ホスフィン酸リチウム（LAP）
を含む 10 mL の DPBS に溶解し、10％（w/v）GelMA／0.05％（w/v）LAP バイオインクを作製した。このバイ

オインクを－20℃で保存し、37℃で融解して使用した。犠牲バイオインクであるプルロニック F127（F-AV-PLU-
100ML；Allevi）をシリンジに分注し、4℃で保存した。 
高細胞密度組織は以下の方法で作製した。プルロニック F127 バイオインクを 4℃で印刷し、CAD モデルに  

基づいた 3D 構造体を作製した。この構造体を液体 GelMA の入った容器に移し、GelMA を波長 405 nm の光で

1 分間架橋した。最後に温度を 4℃に下げてプルロニック構造体を除去し、GelMA 容器とした。容器は DPBS 中、

4℃で最低でも 1 週間保存した後、チャンバーにスフェロイドを充填して高細胞密度前駆体とした。この前駆体

を 45 rpm で 2 週間振盪培養し、高細胞密度組織を作製した。 
 

33．．高高細細胞胞密密度度組組織織のの 33DD イイメメーージジンンググ等等  
組織を培養チャンバーから取り出し、4％パラホルムアルデヒドで 1 日間室温固定し、DPBS で 3 回洗浄した。

その後、CUBIC-LとDPBSを 1：1 の割合で混合した液に 1 日間室温浸漬ののち 100％CUBIC-Lで 3 日間 310 K
で脱脂し、さらに DPBS で 3 日間室温洗浄した。さらに組織を CUBIC-R＋と DPBS を 1：1 の割合で混合した

溶液に室温で 1 日間浸漬し、100％CUBIC-R＋溶液で 3 日間室温洗浄した。これら一連の過程で透明化された 
組織は、ライトシート蛍光顕微鏡と共焦点顕微鏡を用いて観察した。その他、病理組織ブロック作製～薄切～

H&E・免疫染色～観察等も行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．HHVVNN をを備備ええたた高高細細胞胞密密度度組組織織のの作作製製  
前駆体中のスフェロイド間には特に強い結合はなく、前駆体は機械的強度に乏しかった。実用的な機械的強度

を有する高細胞密度組織を作るには、スフェロイド間の強い結合が必要である。一方で、スフェロイド間の結合

が強すぎれば、酸素や栄養分の供給が制限されるため、組織内部の細胞は死んでしまう。従って、ミリメートル

オーダのサイズを有する 3D 高細胞密度組織を作製するためには、スフェロイド間の強固な結合と酸素・栄養分

の十分な供給を同時に達成する必要がある。この目的で前駆体を振盪培養にかけた結果、試料を構成するスフェ

ロイド間の結合が強化され、組織をピンセットでつまみ上げ、崩れることなく何度もつまむことができ（図 2）、
同時に高細胞密度（＞10８ 細胞／cm３、生体内の臓器の細胞密度とほぼ同等）が達成された。 
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図 2．3 細胞スフェロイドから作製した 3D 組織の外観およびピンセットでの取り扱い 
良好に作製された 3D 組織はピンセットでつまんでも崩れることなく、一体性を保った 
まま取り扱える。 

 

  
  

図 3．3 細胞スフェロイドから作製した 3D 組織の H&E 染色写真 
核の染色された生細胞が緻密に組織を形成している。中央の空洞は疑似人工動脈断面。 

 
薄切 H&E 染色試料の観察によればスフェロイド同士の融合が確認され、かつ、高密度細胞組織の中心にプル

ロニック犠牲材構造体から作製された人工的なマクロ流路（＝擬似人工動脈）が明瞭に観察された（図 3）。また、

毛細血管はこの擬似人工動脈と吻合していた。薄切試料のα平滑筋アクチン（αSMA）の免疫染色後の観察から、

活性化した HSC が管腔構造の周囲に偏在していることが明らかになり、HSC が HVN の迅速な形成と成熟を支

えていることが示唆された。 
蛍光ビーズを含む培地を流した試料の蛍光顕微鏡観察により、培地は組織中央の擬似人工動脈から組織内の毛

細血管へと流れていること、毛細血管が擬似人工動脈とつながっていること、また毛細血管と蛍光ビーズが同じ

場所にあることが確認された。経時的な 3D イメージングにより、擬似人工動脈と毛細血管の吻合が振盪培養中

に達成されていることもわかった。 
  

22．．振振盪盪にによよるる細細胞胞増増殖殖とと細細胞胞外外ママトトリリッッククスス分分泌泌のの活活性性化化  
スフェロイドの自己組織化に対する振盪培養の効果を調べた（簡単のために、スフェロイド原料として NHDF

のみを用いた）。振盪せずに作製した組織ではスフェロイド様球状構造が残っており、壊死による細胞死が観察さ

れた（図 4a）。一方、振盪培養を行った試料では細胞死は見られず、細胞密度の高い強固な組織が形成された    
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（図 4b）。これらの結果から、振盪培養により酸素と栄養分がミリメートルオーダの距離を拡散し、細胞密度の

高い組織内部に到達することが示唆された。スフェロイドの自己組織化に対する細胞遊走や増殖の影響を調べる

ため、RNA シークエンシングを行った結果、翻訳開始・細胞外マトリックス組織化・微小管束形成が振盪に      
よって高発現していること、また振盪培養は細胞増殖と細胞外マトリックス（ECM）分泌を促進するが、細胞遊

走にはあまり影響しないことを示した。 
 

 
 

図 4．NHDF スフェロイドから作製した 3D 組織の H&E 染色写真 
a） 振盪なし。 
b） 振盪あり。 
振盪なしの試料ではスフェロイド様球状構造中央部の核が染色されず細胞死が

起こっている一方、振盪ありの試料では核が染色され、スフェロイド様球状 
構造を残さずに高細胞密度状態を達成できた。 

 
その他、リアルタイム PCR 解析や免疫染色写真等の結果を総合すると、振盪により、酸素と栄養の供給だけ

でなく、細胞増殖と細胞外マトリクス分泌も促進されていることもわかった。 
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