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第１章 緒言 
 

1.1 本研究の背景と目的 

現在、病気や事故による臓器の損傷に対する効果的な治療法は臓器移植のみである。現在、

移植を希望し、日本臓器移植ネットワークに登録されている患者数は、約 15,000 人である。

一方、脳死あるいは心停止後の臓器提供によって実施される移植件数は年間約 400 件であ

り、登録者のわずか 2～3％の人しか移植を受けることができていないというのが現状であ

る。加えて、臓器移植には移植後の拒絶反応という問題も存在する。そのため、臓器移植に

代わる治療法の開発が望まれている。 

そこで近年では、培養細胞を積極的に利用することで組織本来の機能を提供し、欠損した

臓器・組織及びその機能を再生するという再生医療が注目されている。再生医療の実現化に

おいて、細胞が本来の機能を果たすことが重要である。そのようなアプローチとして、

Vacanti, Langer らによって提唱された組織工学（Tissue Engineering）が注目されている。組

織工学とは細胞・増殖因子・足場材料を組み合わせて組織様構造体を構築する概念である 1–

3。種々の臓器をターゲットとして研究が進められている。一方、現在 in vitro において培養

維持が可能な細胞組織は薄いシート状や細胞密度の低い組織など酸素・栄養要求性が低い

ものに限られている。これに対し、肝組織など多くの細胞数かつ高い細胞密度が求められる

組織では酸素や栄養要求性が高く、in vitro において組織の形成や長期培養維持する培養技

術がいまだ確立されていない。これらの高密度かつ十分な大きさの組織の培養技術は組織

工学における解決すべき課題となっている 4。特に酸素は枯渇しやすい因子であり、これは

構築した組織体を移植した際にも問題となる 5。血管構造を持たない培養組織では、酸素の

供給は組織表面からの分子拡散に依存し、細胞は血管から約 200 μm以上離れてしまうと酸

素不足の状態に陥る。酸素不足に陥ると、細胞の死滅や組織の壊死が引き起こされる。した

がって、厚さ数百 μm を超える組織体では、組織体内部に十分な酸素を供給することが困難

となり、組織体中心部の細胞が死滅してしまう 6。それ故、移植可能な、実用的な大きさを

有した培養組織を作製するためには、酸素を組織内部の細胞にまで供給することができる

毛細血管網構造の構築が必要不可欠である。組織培養過程において、多くの研究者は培養組

織内の微小血管ネットワークの構築に取り組んでいるが 7,8、それが十分に機能するまでに

要する時間的スケールは大きな課題である。移植組織内にあらかじめ微小血管網を構築し

ても、移植後直ちに宿主組織の血管と接続されるわけではない。組織移植後から完全な血管

融合および宿主血管からの十分な血液供給を受けるまでに、数日〜2週間程度のタイムラグ

が報告されている 9,10。一方、細胞が消費する基質の律速因子である酸素は供給が止まると

数分〜数時間で枯渇し、移植組織は無酸素または低酸素状態に晒される。こうした時間スケ

ールの乖離を克服する酸素供給経路を確立しなければ、微小血管ネットワークはその機能

を果たし得ない。その検討過程において、移植後の宿主血管接続に要する時間スケールと、
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細胞の酸素要求に対する時間スケールのギャップの大きな隔たりを踏まえ、酸素供給に関

する一時的な代替手段の確立の必要性を認識するに至った。そこで、酸素生成バイオマテリ

アル（Oxygen generation biomaterials, OGBs）は移植組織への酸素の持続的かつ局所的な送達

を提供するための足場材料としての使用が期待されている（Fig. 1.1）OGBs に関する研究例

については第 2 章既往の研究で紹介する。 

 
Fig. 1.1 A schematic diagram illustrating how oxygen-producing biomaterials enhance tissue 

viability by supplying oxygen during the cultivation process 

 

これらの革新的な OGBs は、長期的な酸素供給能および細胞生存性の向上に寄与するこ

とが期待されている。しかし、その酸素放出速度（Oxygen generation rate, OGR）に関する定

量的な研究は依然として不足している。細胞への十分な酸素供給を保証するためには、（i）

OGBs により生成する総酸素量が培養期間中の酸素需要を満たすこと、（ii）OGBs の OGRが

細胞の酸素消費速度（Oxygen uptake rate, OUR）に等しいかそれを上回ること、という 2つ

の条件を同時に満たす必要がある。現在の研究の多くは主に前者の条件に焦点を当ててお

り、OGR が細胞の生存に及ぼす影響を十分に考慮していない。この課題を克服し、組織工

学分野における OGBs の有効性を評価するためには、より包括的な評価アプローチが求め

られる。 

本研究では、OGBs を用いた肝細胞培養における OGR と OUR とのバランスに着目し、肝

細胞培養時の酸素供給条件の最適化を目指した。ここで、酸素供給速度が過剰で培養系内に

未消費の酸素が存在すると、活性酸素種（Reactive oxygen species, ROS）の過剰生成による

酸化ストレスが発生し、タンパク質、脂質、DNA 等の細胞構成成分を損傷する 11。修復不

能な損傷を受けた細胞はアポトーシス（プログラム細胞死）を誘導し、この現象は「酸素毒

性」または「高酸素血症」と称される。すなわち、OGBs からの酸素供給は、細胞の需要を
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満たすだけでなく、過剰にならないように制御されている必要がある。酸素放出の制御制御

法として、（1）生分解性高分子中に過酸化物を封入することによる徐放化（マイクロカプセ

ル化）12–14 と、（2）修飾ヘモグロビンの導入による生成酸素の一時的な貯蔵、といった戦略

が有効とされている 15。 

本研究では、酸素放出を制御するために、ゼラチンマイクロスフェア（Gelatin microsphere, 

GMS）に注目した。この酸素放出制御可能な過酸化物封入微粒子を肝組織間に充填するこ

とにより、組織内部に効率的かつ持続的な酸素供給経路を構築でき、組織移植から宿主血管

への接続期間における細胞存続率の向上が期待される。本研究は酸素放出制御可能な微粒

子を酸素源とした移植可能な肝組織体を構築し、肝再生医療への応用価値を評価すること

を目的とする。 
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1.2 本研究の方針 

前述の通り、現在血管化組織が宿主血管と連結される過程において、細胞に十分な酸素を

供給できる有効な酸素供給戦略の確立が求められている。既往の研究では、組織への局所的

な酸素供給を可能にする OGBs が多く開発されており、低酸素環境の組織培養問題を一定

程度解決してきた。しかしながら、これらの研究の多くは、OGBs による酸素供給の総量が

培養中の細胞の酸素需要を満たすかどうかに重点が置かれており、OGR と細胞の OUR と

のバランスに関する評価は未だ不十分である。これにより、細胞の質や活性の低下、さらに

はアポトーシスの誘発といった問題が生じる可能性がある。したがって、これらの条件を満

たすためには、OGBs の OGR を評価するためのシステム構築が必要であり、それは OGR の

定量的測定およびその速度条件下で培養可能な細胞量を逆検証法により明らかにすること

によって実現されるものである。 

そこで本研究では、過酸化物の水解反応に伴う酸素放出に着目し、細胞培養で広く用いら

れている過酸化カルシウム（Calcium peroxide, CPO）を酸素発生源として選択した。CPO は

高純度の試薬が市販されており、かつ反応速度が速いことから、酸素供給材料として有用で

ある 16,17。本研究では、CPO を細胞外マトリックス（Extracellular matrix, ECM）を模倣した

コラーゲンゲル中に封入し、最も基本的な OGBs の一つとして位置づけた。まず、開放系に

おいてこの酸素生成コラーゲンゲル（Oxygen generation collagen gel, oxy CG）の酸素放出期

間を測定するとともに、培養期間中の pH 変動および中間産物である過酸化水素濃度の推移

を評価した。これにより、細胞培養過程において持続的に酸素を供給しつつ、細胞に対する

毒性を生じない条件を検証した。 

OGBs の酸素供給能を定量的に評価するためには、閉鎖系における OGR の測定が必要で

ある。本研究では閉鎖系で得られた OGR を基に一連の計算を行い、特定の OGR において

理論上培養可能な細胞密度の閾値を算出した。さらに、oxy CG の表面に播種する肝細胞数

を系統的に変化させ、一定期間培養後の細胞生存率および肝臓特異的機能を評価すること

で、二次元培養条件下におけるこのOGRベースの定量解析法の妥当性を検証した（Fig. 1.2）。 

上記の酸素供給能力の定量分析法は、OGR と OUR を比較し、OGRが OUR以上であるか

を評価基準とすることで、OGBsが細胞に十分な酸素を供給しているかどうかを新たな視点

から判断できる。一方で、酸素放出の初期バーストは細胞障害を惹起することが広く知られ

ており 11,18、OGBs の酸素供給は制御された放出である必要がある。本研究では、CPO をゼ

ラチン中に封入し、W/O エマルション法により酸素生成ゼラチンマイクロスフェアを作製

し、その酸素放出特性と物理的特性を評価した。この GMS は培養過程において細胞へ効率

的かつ持続的な酸素供給を行うキャリアとして機能することが期待される。 
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Fig. 1.2 A schematic illustration describing the process for quantitatively analyzing the oxygen 

generation ability of oxygen-generating collagen gel (oxy CG) 

 

三次元培養へ応用した際の有効性を検証するため、本研究では高機能かつ高細胞密度を

兼ね備えた球状微小組織体（オルガノイド）からなる厚みのある組織構築に焦点を当てた。

ラット初代肝細胞を旋回培養することで、短時間で肝細胞スフェロイドを形成させると、そ

の細胞密度は生体肝組織に近い超高細胞密度状態に達する。肝細胞スフェロイドにおける

組織中細胞への栄養・酸素供給はスフェロイド表面からの分子拡散に依存するため、直径 

150 µm 以上のスフェロイドでは中心部細胞が壊死してしまう 19,20。本研究では、高密度厚

組織の構築を目的として、直径 150 µm以下の肝細胞スフェロイドを構成単位とし、これら

を蓄積させる際に酸素生成 GMS を遠心沈降法により均一に組織内部へ分散させた。このボ

トムアップ型の組織自己組織化手法は、GMS を肝細胞スフェロイド間に介在させることで、

組織内部に酸素供給源を内在化させ、局所的な低酸素環境の改善を図った（Fig. 1.3）。 
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Fig. 1.3 Gelatin microspheres (GMS) integration for controlled oxygen delivery in bottom-up 

tissue construction. 

 

上述の通り、本研究では、まず OGR に基づく OGBs の酸素供給能の定量解析法を新たに

確立し、これを三次元細胞培養モデルに適用した。さらに、カプセル化した CPO をこの組

織モデルに導入することで、移植に資するポテンシャルを有する肝組織体の構築を試みた。  
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1.3 本研究のオリジナリティ 

本研究のオリジナリティを以下に示す。 

 

[1] 酸素生成コラーゲンゲルの作製とその酸素生成能の定量的解析 

OGBs の評価指標として、従来十分に検討されてこなかった OGR と OUR のバランスに

着目し、これを定量的に解析する評価系を構築した点にある。既存の OGBs に関する多くの

報告では、酸素供給の総量が細胞の酸素需要を満たすかどうかに主眼が置かれてきたのに

対し、本研究では、CPO 封入 oxy CG をモデルとし、閉鎖系における OGR を測定すること

により、酸素移動容量係数（kLa）を算出した。次に、kLa を用いて特定の OGR下で理論上

培養可能な細胞密度の閾値（Xthr）を求めた。この閾値の妥当性を検証するため、ゲル上で

の単層培養により、肝細胞生存率と肝特異的機能を指標としてOGRと細胞活力の対応関係」

を実験的に明らかにした点が本研究のオリジナリティである。すなわち、本研究は、OGBs

が肝細胞生存に十分な酸素を供給し得るかどうかを、「OGR ≥ OUR」という観点から定量的

に評価しうる新たな解析枠組みを提示しており、将来的な血管化組織の設計指針や、高密度

三次元培養系における酸素供給戦略の最適化に資する基盤的知見を提供するものである。 

 

[2]  酸素生成マイクロスフェアによる三次元肝組織構築：放出速度制御と細胞密度予測手

法の確立 

酸素放出能に基づく定量的解析により、OGBs の OGR は細胞の OUR を上回る必要があ

ることが明らかとなった。しかしながら、過度に高い OGR は ROS の局所的蓄積を引き起

こし、細胞障害を誘発する可能性がある。このため、本研究では酸素の初期バースト放出を

抑制するため、過氧化カルシウムをゼラチン微粒子に封入し、W/O エマルション法により

酸素生成 GMS を調製し、OGR と OUR の動的平衡を最適化した。さらに、二次元培養条件

での理論枠組みを三次元培養体系に拡張し、事前に最適培養細胞密度を予測する手法を確

立した。これらの理論的・データ的裏付けの下、肝組織の三次元培養を実施した。具体的に、

遠心沈降法により肝細胞スフェロイドと酸素放出微粒子を均一に混合し、高密度で厚みの

ある肝組織構造を構築した。この複合組織は局所低酸素状態の改善を実現すると共に、実験

により「OGR ≥ OUR」の理論が三次元培養条件下で実証可能であることを証明した。本手

法は、今後の酸素放出材料の多角的評価戦略および三次元組織培養の供酸素技術開発に広

範な応用可能性をもたらすものである。  
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1.4 本論文の構成 

 
本論文は以下のような構成になっている。 
 
第 1 章では、本研究の背景として再生医療技術開発における組織工学の背景を述べると

共に、血管化移植組織と宿主血管が接続するまでに酸素供給手法の開発と再定義の必要性

を示し、それを踏まえた上で本研究の目的を示した。また、本研究のオリジナリティについ

て示し、本研究の位置づけを明確にした。 

 

第 2 章では、はじめに組織工学の概要を述べ、組織構築における足場材料、血管化組織の

構築などの手法を概観した。次に、本研究の対象臓器である肝臓について概説し、肝臓組織

工学の現状をまとめるとともに、肝組織構築の試みと未解決課題を示した。最後に、OGBs

の開発と応用例について紹介した。 

 

第 3 章では、はじめに CPO を含有する oxy CG を調製した。開放系において、調製した

ゲルの酸素放出時間を測定した。また、pH 変化および CPO の加水分解中間体である過酸化

水素濃度の測定も実施した。その結果、CPO の添加によりゲルの酸素放出時間が延長され

ることが確認され、培養系の pH 値に明らかな変動は認められなかった。また、カタラーゼ

添加により過酸化水素濃度が低いレベルに抑制され、この酸素生成ゲルが迅速に調製可能

で安定かつ高効率な OGBs として、細胞培養への応用可能性を示した。 

 

第 4 章では、はじめに第 3 章で作製した oxy CG を閉鎖系で OGR を測定し、その結果か

ら kLa 値を算出した。次に、得られた kLa 値を用いて、二次元培養系における培養可能な細

胞密度の閾値を算出した。続いて、初代ラット肝細胞を酸素生成コラーゲル上で単層培養し、

異なる細胞密度における細胞生存率および肝臓特異的機能を評価することで、算出した閾

値の妥当性を検証した。さらに、本方法の三次元培養系への適用可能性について検討し、

OGR ベースの定量解析法が今後の肝組織工学ならびに培養条件最適化研究において有用な

基盤となる可能性を示した。 

 

第 5 章では、はじめに W/Oエマルション法を用いて CPO を封入した GMS を作製し、そ

の酸素放出特性および物理的特性を評価した。その結果、CPO をカプセル化することで酸

素の初期バストが著しく抑制され、酸素放出時間の延長が確認された。この GMSがコアシ

ェル構造を持ち、外殻表面に多数の細孔が分布していることが確認された。さらに、第 4 章

で確立した酸素生成能の定量解析法を用いて、本酸素放出微粒子が三次元培養における実

行可能性を理論的に検証した。続いて、旋回培養により肝細胞スフェロイドを作製し、酸素

放出 GMS と混合することで移植可能な肝組織体を構築し、その性能評価を行った。in vitro
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培養過程の検討から、この GMS は組織体内部の局所的な低酸素環境を改善し、肝細胞の生

存率および肝特異機能の向上に寄与することが示された。これらの結果より、CPO 封入酸

素放出 GMS は、酸素供給の時間制御と安全性の両立を可能にする OGBs として、肝再生医

療への応用に有望であることが示唆された。 

 

第 6 章では、本研究のまとめとして総括及び今後の課題と展望を述べた。
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第 2 章 既往の研究 
 

2.1 組織工学（Tissue Engineering） 

組織や臓器の欠損あるいは機能不全は、生命維持の観点から極めて重大な課題の一つで

ある。Langer らは、臓器や組織の喪失・機能不全が医療における最も頻度が高く、破壊的

で、かつ医療費の観点からも大きな問題であると指摘し、それに対する解決策として組織工

学という新たな概念を提唱した 3。組織工学（Tissue Engineering）は、生物学と工学の知見

を統合することにより、障害を受けた組織機能を代替し得る機能的構造体の創出を目的と

した学際的研究分野である。組織工学においては、細胞、足場材料、増殖因子の三要素が中

心的役割を担っており、これらを適切に組み合わせることで、生体機能を有する組織や臓器

を構築し得ると考えられている 21。さらに、その実現には生物学および工学に加えて、医学、

薬学などを含む異分野間の連携研究が不可欠であるとされている。組織工学は、細胞培養を

はじめとする基礎的手法を医療へ応用する枠組みとして再生医療の一領域と位置づけられ

ており、再生医療実現に向けた新たなアプローチとして近年とくに注目を集めている 22。 

本節では、組織工学における三要素に加え、組織に栄養および酸素を供給するうえで重要

となる血管網の構築と、その構築手法に関する既往の研究について概説する。 

 

2.1.1 組織工学における足場材料 

組織工学分野において、足場材料は細胞に多様な刺激を与える重要な役割を担う。本項で

は、機能性肝組織構築のための指針・知見を得ることを目的とし、組織工学における足場材

料の役割、足場材料の形状および機械的特性、既報の足場材料について概説する。 

 

2.1.1.1 足場材料の役割 

組織工学において足場材料（Scaffold materials）は、細胞の接着、増殖、分化を支える三次

元構造体として不可欠な役割を果たす。これらは生体外で組織再生環境を再現し、損傷組織

の修復を促進する基盤を提供する 23。足場材料の主な役割は、物理的・化学的・生物学的支

持に分類され、それぞれが細胞挙動を精密に制御する。以下では、これらを分類して詳細に

概説する。 

まず、物理的役割として、足場は機械的安定性と空間構造を提供し、細胞の形態形成を導

く。多孔質構造（孔径 100-300 μm程度）が栄養・酸素・廃棄物の拡散を確保し、低酸素環

境を防ぐ 24。例えば、電界紡糸法によるナノファイバー足場は、高表面積で細胞接着点を増

大させ、細胞外マトリクス（ECM）様の繊維配列を模倣する。これにより、肝細胞などの高

密度培養で中心部壊死を抑制可能。 また、剛性制御（例: 軟骨向け 10 kPa、骨向け MPa オ

ーダー）がメカノトランスダクションを介し、幹細胞分化を誘導する 25。 



第 2 章 既往の研究 

 11 

次に、化学的役割では、材料組成がシグナル分子の提示を担う。天然由来のコラーゲンや

ゼラチンは RGD配列を有し、インテグリン結合を促進して細胞生存率を向上させる 26。合

成ポリマー（PCL、PLA）では、表面修飾により増殖因子（VEGF、FGF）やサイトカインを

徐放し、血管新生を制御 27。特に、本研究に関連する酸素生成材料（CPO 封入ゲル）は、化

学反応による酸素供給で低酸素課題を解決し、pH安定化も兼ねる。 
最後に、生物学的役割は、動的相互作用を通じて組織成熟を加速する。生分解性足場は酵素

分解により空間を解放し、新 ECM 沈積を促す 28。ハイブリッド設計（ハイドロゲル + マ
イクロキャリア）では、細胞-材料間シグナリングが強化され、高密度スフェロイド積層に

適応 29。これら役割の統合により、足場は単なる支持体を超え、機能的組織構築の触媒とな

る。 
 

2.1.1.2 足場材料に求められる設計要件 

組織工学における足場材料（スキャフォールド）の設計は、細胞の接着・増殖・分化を促

進しつつ、生体内の複雑な微小環境を模倣する多面的な要件を満たすことが求められる。主

要な要件として、(1) 生体適合性（Biocompatibility）、(2) 生分解性・吸収性（Biodegradability）、

(3) 適切な機械的強度（Mechanical properties）、(4) 多孔構造と拡散性（Porosity and Permeability）

が挙げられる。これらの特性は相互に関連し、足場の機能性を決定づける 30–33。 

生体適合性は、足場材料が宿主組織に炎症反応や免疫拒絶を引き起こさず、細胞の正常な

応答を誘導する基盤である。天然由来材料（コラーゲンやヒアルロン酸など）は、ECM に

類似した RGD 配列などの接着モチーフを有するため優位だが、合成高分子では表面修飾

（例: プラズマ処理やペプチド固定）により同等の適合性を付与可能である。 近年、脱細

胞化組織由来足場が注目され、内在化された成長因子が細胞分化を促進し、感染骨再生モデ

ルで高い適合性を示した報告がある 34。 

生分解性は、再生組織の成熟過程に同期して足場が徐々に分解・吸収されることを意味し、

長期的な組織置換を可能とする。分解速度は材料組成や架橋密度で制御され、例えば PLA

系ポリマーは数ヶ月、PGA は数週間で分解する。分解生成物（乳酸など）の酸性化による

pH低下を防ぐため、炭酸カルシウムなどの緩衝材を複合化する戦略が有効である 35。 不適

切な分解速度は機械的崩壊や組織炎症を招くため、in vitro/in vivo での長期評価が不可欠で

ある。 

機械的強度は、対象組織の力学的環境に適合する必要があり、骨再生では圧縮強度 10-30 

MPa以上、心筋組織では弾性率 10-50 kPaが求められる。多孔質構造導入による強度低下を

補うため、ナノ強化材（ハイドロキシアパタイトなど）やオークセチック設計が用いられ、

Kang らの研究で複合構造が従来比 2倍の強度向上を示した 25。 

多孔構造は、孔径（細胞浸潤用 100-400 μm、血管新生用 20-100 μm）と孔隙率（>80%）が

カギで、栄養・酸素拡散と細胞移行を規定する。連通性確保のため、三次元プリンティング

や凍結乾燥が活用され、孔径最適化により骨形成が顕著に向上した 24,36。これら要件の統合
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設計により、足場は静的構造体から動的微小環境提供体へ進化し、肝組織工学を含む再生医

療の実用化を加速させる。 

 

2.1.1.3 天然由来足場と合成高分子足場 

組織工学における足場材料は、天然由来高分子と合成高分子に大別され、それぞれの特性

を活かした応用が進められている 37。天然由来足場は、ECM と類似した生体適合性と細胞

接着性を有し、細胞の増殖・分化を促進するが、機械的強度や分解速度の制御に課題がある。

一方、合成高分子足場は物性設計の柔軟性が高いものの、細胞応答については天然材料に劣

る場合があるため、ハイブリッド化が有効な解決策として注目されている 38。 

天然由来足場の代表例として、コラーゲン、ゼラチン、キトサン、フィブリン、ヒアルロ

ン酸などが挙げられる。これらは生体内に存在する成分を模倣し、RGD 配列などの細胞接

着モチーフを内在するため、良好な細胞接着・浸潤性を示す 39。例えば、I 型コラーゲンが

骨・皮膚組織工学で広く用いられ、細胞のアルカリホスファターゼ（ALP）活性向上やミネ

ラライゼーションを誘導するが、免疫原性やバッチ間変動が問題視されている 40。ゼラチン

はコラーゲン由来の低コスト素材として、肝細胞培養基質に適し、W/O エマルション法に

よるマイクロスフェア化で酸素供給キャリアとしても機能する 41。キトサンは抗菌性と生分

解性を併せ持ち、骨再生でハイドロキシアパタイト（HA）と複合化され、孔径 50-300 μm の

多孔構造で細胞増殖を促進する 42。 

合成高分子足場は、ポリ乳酸（PLA）、ポリグリコール酸（PGA）、ポリ（乳酸-グリコール

酸共重合体）（PLGA）、ポリカプロラクトン（PCL）、ポリエチレングリコール（PEG）など

が主流である。これらは三次元プリンティングや凍結乾燥で微細孔制御が可能で、分解速度

を分子量や共重合比で調整できる利点がある 36,43–45。PLGA は FDA 承認素材として骨・軟

骨再生に用いられ、弾性率 10-50 MPa のスキャフォールドで機械的安定性を確保するが、疎

水性ゆえの細胞接着不良をPEGやコラーゲン表面修飾で改善する 46。PCLは柔軟性が高く、

心筋・血管組織に適するが、分解が遅い欠点を天然高分子とのブレンドで補う 47。 

ハイブリッド足場として、ゼラチン-PLGA 複合やコラーゲン-PCL スポンジが開発され、

肝組織工学では酸素拡散性向上と高密度細胞配置を実現する 48。これにより、天然素材の生

物活性を合成素材の安定性で補完し、移植用厚組織構築への道が開かれている。 

三者の比較を Table 2.1 に示す 38。  
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Table 2.1 Different natural polymers used as scaffolds for wound healing applications38 

Types Polymers Advantages disadvantages 

Natural 

polymer 

base 

scaffold 

Cellulose, Alginate, Agar, 

Chitin, Hyaluronic acid, 

Dextran, Starch, Collagen, 

Fibronectin, Gelatin, Elastin, 

Silk, Keratin, Fibrin 

• Biocompatibility 

• Non-toxicity 

• Easy availability 

• Cost-effective 

• Poor mechanical 

properties 

• Low 

reproducibility 

due to variations 

in composition 

Synthetic 

polymer 

base 

scaffold 

Polyethylene glycol (PEG), 

Poly-β-hydroxybutyrate 

(PHB), Poly 

propylenefumarate (PPF), 

Polycaprolactone (PCL), 

Poly hydroxyortho esters, 

Poly vinyl alcohol (PVA), 

Polyurethane (PU), Poly 

methyl methacrylate 

(PMMA), Polystyrene (PS) 

Polyethylene terephthalate 

(PET), Polyethersulfone 

(PES) 

• Mechanically stable 

• Ease of modification 

• Consistent 

reproducibility due 

to uniform chemical 

composition 

• Lack of cell 

adhesion sites 

• Less 

biocompatible 

• Expensive 

Hybrid 

scaffold 

PCL Collagen, 

PCL/Collagen/Titanium 

oxide, 

hEnSCs/PCL/Collagen, 

PEO/Chitosan/Collagen, 

PEO/Chitosan, 

PLLA/Chitosan, 

Pullulan/Collage, 

Collagen/elastin, 

Chitosan/Silk, 

Silk/Gelatin/Alginate, 

AgNPs/Chitosan, 

Carboxyethyl, chitosan/PVA, 

Silk fibroin/hyaluronic 

acid/sodium, alginat 

• Increased 

mechanical strength 

• Good tensile 

strength 

• Regulated 

biocompatibility, 

degradation rates, 

cytotoxicity and 

thermostability 

• Non-facile 
fabrication 
methods 

• Often require 
sophisticated 
instruments 

• Expensive 
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2.1.2 血管化組織の構築 

血管化組織の構築は、組織工学における最大の課題の一つであり、厚みのある組織の酸

素・栄養供給を確保するための多様なアプローチが開発されている。本節では、これらを主

に(1)血管新生因子を用いたアプローチ、(2)足場材料の微細構造最適化、(3)細胞ベースの事

前血管化の 3つに分類し、最近の進展を概観する 49。 

 

2.1.2.1 血管新生因子を用いたアプローチ 

血管新生因子を用いたアプローチは、組織工学における血管化促進の古典的かつ有効な

戦略であり、主に血管内皮増殖因子（VEGF）、線維芽細胞増殖因子（FGF）、血小板由来増

殖因子（PDGF）などの生理活性ペプチドを足場材料に封入・徐放させることで、宿主由来

内皮細胞（EC）の増殖・遊走・管腔形成を誘導する 50。これらの因子は、移植後早期に局所

的な血管新生を活性化し、厚組織内の低酸素環境を緩和する点で優位性を有するが、遊離型

投与では半減期の短さとオフターゲット効果が課題であるため、制御放出システムの開発

が活発化している 51,52。 

VEGF は血管新生の中心因子として最も広く用いられ、PLGA マイクロスフェアやハイド

ロゲルへの封入により、2-4週間持続的な放出が実現され、in vivo骨欠損モデルで血管密度

を 2-3倍向上させた報告がある 27。例えば、多孔質チタンスキャフォールドに VEGF を熱応

答性コラーゲンハイドロゲルでコーティングした系では、移植後 6 週で骨統合力が有意に

向上し、Micro-CT 解析で灌流回復が確認された 53。FGF-2 や PDGF とのデュアルリリース

は、初期血管形成後の成熟化を促進し、異常血管の抑制に寄与する 54。 

最近の進展として、遺伝子活性化スキャフォールド（Gene-activated scaffolds）が注目され、

pVEGF をペプチドナノ粒子で封入したハイドロゲルは、内皮細胞の管形成を 48時間持続的

に強化し、線維芽細胞とのクロストークで血管様構造を安定化した 27,55。ナノファイバーや

リポソームを用いたマイクロ流体デバイスも、用量依存的な放出（10-100 ng/mL）を可能と

し、肝組織工学を含む軟組織再生で有効性が示唆されている 56,57。しかし、過剰発現による

腫瘍形成リスクや免疫応答の管理が残課題であり、次世代では空間的・時間的制御（例: 光

応答性システム）が求められる 58。 

 

2.1.2.2 足場材料の微細構造最適化 

足場材料の微細構造最適化は、血管新生を物理的・力学的シグナルにより誘導する戦略と

して、近年注目を集めている。具体的には、剛性勾配、異方性ナノファイバー配列、多孔構

造の階層化、および中空チャネル設計が、内皮細胞の整列・管腔形成、ならびに宿主血管の

浸潤を促進する 59。これらのアプローチは、外部刺激との統合により、移植後早期の灌流回

復を実現する可能性を有する。 

剛性制御においては、基質剛性を 7 kPa（静脈模倣）対 128 kPa（動脈模倣）の勾配に設計

することで、内皮前駆細胞（EPC）の Ras/Mek 経路依存的な動脈-静脈分化が誘導され、硬
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い基質で EphrinB2 発現の上昇、細胞移動性向上および管状構造形成能が観察された 60。さ

らに、5-50 kPa の連続勾配基質は内皮細胞の集団移動と血管様管形成を誘導し、FAs動態変

化を介して VE-cadherin局在を最適化、機能的ルーメン構造の迅速形成を達成した 61。これ

らの知見は、剛性勾配が血管網の空間的組織化を物理的に誘導する有効性を示し、肝組織工

学の厚組織構築に応用可能である。 

多孔構造の最適化においては、連通孔径 100-300 μm の階層多孔体が、栄養拡散と血管侵

入を両立させる。三次元プリンティングによる精密制御で、40-150 μm の立方体/球状孔構造

は、in vivo で血管密度を最大化した 62。さらに、中空チャネル内蔵ハイドロゲルデバイス

は、ナノ多孔壁を介した血流灌流により、肝細胞の生存率を向上させ、in vivo で動脈血供給

を可能とした 63。これらの成果は、肝組織工学における厚組織構築に向けた基盤を提供する。 

 

2.1.2.3 細胞ベースの事前血管化 

細胞ベースの事前血管化は、EC を支持細胞と共培養し、移植前に機能的微小血管網を in 

vitro で構築する手法であり、迅速な宿主血管とのアナストモーシスを可能とする 64。この

アプローチでは、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）と間質細胞の共培養が主流であり、ス

キャフォールド内でルーメン構造を形成させることで、移植後即時灌流を実現する。in vivo

評価において、事前血管化スキャフォールドは 7 日以内に宿主動脈・静脈との接続を達成

し、組織存続率を有意に向上させた。 

共培養系の最適化として、EC と間葉系幹細胞（MSC）の比率調整や培養条件制御が重要

である。例えば、骨髄由来間葉系幹細胞（BMSC）と EC をフィブリンゲル/PLGA マイクロ

スフェア複合体に播種した系では、7 日培養で毛細血管様構造が微小球間隙を貫通し、in vivo

骨欠損モデルで酸素供給改善と骨再生促進が確認された 65。MSC由来の分泌因子（VEGF や

bFGF）が EC の管形成を促進し、血管様構造の安定性を向上させる機序が示された 66。具体

的には、HUVEC と骨髄由来MSC の三次元共培養で MSCが VEGF を産生し、EC の生存率

と管形成能を高め、7 日以内に機能的ネットワークを構築した。また、コラーゲンゲル中で

の MSC と EC共培養は迅速なルーメン形成を誘導し、心筋様グラフトの収縮機能を維持し

た 67。これらは肝組織工学の高密度構築に有用である。 

in vivo 事前血管化の代表として、動静脈（AV）ループモデルが挙げられ、脂肪由来微小

血管フラグメント（MVF）をスキャフォールドに播種することで血管化速度を加速する。

AV ループ設置後、MVFがループ由来微小血管と急速に連結し、移植後数日で灌流可能な組

織を形成した 68。本手法は一期的手術を可能とし、大規模欠損修復への応用が期待されるが、

免疫適合性とスケーラビリティの向上が今後の課題である。 

 

2.1.3 三次元細胞培養技術 

組織工学における三次元細胞培養技術は、従来の二次元培養では再現しにくい生体内微

小環境を模倣し、細胞間相互作用や ECM の影響を考慮した立体構造形成を可能にするもの
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である。これにより、細胞の分化、増殖、機能維持が向上し、薬剤スクリーニングや組織再

生応用での信頼性が高まる。特に、スフェロイドを基本単位とした培養は、細胞の自己凝集

により自然な球状構造を形成し、酸素・栄養拡散勾配を伴う in vivo様環境を提供する 69–71。 

三次元培養の手法は、主にスキャフォールドフリー法とスキャフォールドベース法に大

別される。スキャフォールドフリー法では、ハンギングドロップや超低接着プレートを用い

て細胞が自発的にスフェロイドを形成し、ECM 産生を促進する利点がある。一方、スキャ

フォールドベース法は、ハイドロゲルやコラーゲンなどのバイオマテリアルに細胞を埋め

込み、機械的安定性と空間制御を確保する。これらの手法は、組織工学で厚みのある組織構

築に不可欠であり、二次元培養と比較して細胞の薬剤応答性や代謝活性が顕著に向上する

ことが報告されている 72,73。 

肝細胞のような高酸素要求性細胞の三次元培養では、低酸素による中心部壊死が課題と

なる。スフェロイド径を 150 μm以内に制御することで拡散限界を克服し、機能維持が可能

となる 69。本研究では、このスフェロイドを単位として酸素生成微粒子を均一分散させ、厚

みのある肝組織体を構築するアプローチを採用した。これにより、内部低酸素を緩和し、肝

特異的機能（アルブミン分泌、尿素合成、CYP活性）を長期間維持できる。 

さらに、三次元培養の進展として、バイオプリンティングやマイクロ流体デバイスとの統

合が挙げられる。これらはスフェロイドの精密配置や血管様構造の導入を可能にし、多細胞

共培養による複雑組織模倣を加速させる 74。日本国内外の研究では、微小重力環境下でのス

フェロイド形成が細胞生存率を向上させ、組織工学のスケーラビリティを高める可能性が

示唆されている 75。 

三次元細胞培養技術は、足場材料や血管化戦略と連携することで、臨床応用に向けた高機

能組織の開発を推進する。今後、酸素供給最適化と自動化培養系の確立が、移植可能肝組織

の実現に寄与すると思われる。  
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2.2 肝臓組織工学の現状 

本研究では、厚みのある肝組織の対象として肝臓組織に着目した。現在、日本において脳

死下肝移植の待機登録者は約 560 人（2025年 9月現在）である。一方、年間実施数は 60-90

例程度に留まり、深刻なドナー不足が顕在化している（JOT date, 2025）。生体肝移植も年間

約 400例実施されるが、ドナー負担と適合性問題が課題である（厚生労働省臓器移植状況報

告, 2025）。このため、培養肝細胞を用いて患者の肝機能を補助・回復させる再生医療技術の

開発が急務とされている。 

肝再生医療実現のため、肝細胞の細胞源（初代・iPSC由来）、三次元培養法（スフェロイ

ド・オルガノイド）、足場材料、血管化戦略など多岐にわたる研究が進められている 76。本

節では、肝臓の構造・機能・急性肝不全・バイオ人工臓器を概説した上で、報告された肝組

織構築の試みを分類してまとめる。 

 

2.2.1 肝臓とは 

肝臓は人体最大の内臓器官であり、体重の約 1.5-2%を占め、主に解毒、糖・脂質代謝、蛋

白質合成、胆汁産生などの多岐にわたる機能を担う。門脈と肝動脈から栄養豊富な血液を受

け、中央静脈へ排出する二重血流系を有し、1分間あたり約 1.5 L の血液を処理する。この

高い代謝能は、肝実質細胞の極めて発現密度と微小環境の最適化に依存する。 

肝臓は人体最大の内臓器官であり、成人では体重の約 1.5-2%（1.2-1.5 kg）を占め、右葉

と左葉に大別される楔状構造を呈する。門脈血（75%）と肝動脈血（25%）からなる二重血

流系を受け、1分間あたり約 1.5 L の血液を処理し、全心拍出量の約 25%を占める。この高

い灌流能は、解毒、糖・脂質代謝、タンパク質合成、胆汁産生、ビタミン・鉄貯蔵、免疫監

視などの多岐にわたる機能を支える。肝実質細胞（Hepatocytes）が全体の 80%を構成し、非

実質細胞と協調して微小環境を維持する。損傷耐性が高く、再生能に優れるが、慢性疾患（肝

硬変、肝癌）で機能不全に至る 77–80。 

 

2.2.2 肝臓の構造 

肝臓の基本構造単位は肝小葉であり、横断面が六角形の柱状構造を呈する。小葉中心に位

置する中央静脈（Central vein）から放射状に肝細胞索（Plates of hepatocytes）が広がり、肝

類洞（Hepatic sinusoids）が肝細胞索の間を網目状に走行する。類洞内皮細胞（LSECs）はフ

ェネストレーションを持ち、ディッセ腔（Space of Disse）を介して肝実質細胞と物質交換を

行う。非実質細胞として星細胞（Hepatic stellate cells: HSCs）がディッセ腔に存在し、ビタミ

ン A 貯蔵と線維化応答を担う一方、クッパー細胞（Kupffer cells: KCs）は類洞内で貪食

（Phagocytosis）・免疫機能を果たす 81。 

小葉周辺の門脈三つ組（Portal triad）には門脈の枝、肝動脈の枝、胆管が集約され、胆汁

はヘリング管（Canals of Hering, CoH）を経て総肝管へ流出する。この門脈-中心静脈軸に沿
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った代謝ゾネーション（Metabolic zonation: zone 1-3）が酸素・栄養勾配を形成し、解毒・糖

新生能の局所差異を生む。これらの微細構造再現が肝組織工学の核心課題である。 

 

2.2.3 肝臓の機能特性 

肝臓の主な機能は以下の通りである：(1)炭水化物・脂質・タンパク質代謝、(2)薬物・毒

素解毒、(3)胆汁産生・排泄、(4)血漿タンパク質・凝固因子合成、(5)ビタミン・ミネラル貯

蔵、(6)免疫監視・貪食作用、(7)ホルモン代謝・不活性化、(8)再生・修復能。本項では、こ

れらの機能をそれぞれ述べる。 

 

2.2.3.1 代謝機能（炭水化物・脂質・タンパク質） 

肝実質細胞は炭水化物代謝の中心として、グリコーゲン合成（Glycogenesis）と分解

（Glycogenolysis）を制御し、血糖恒常性を維持する。空腹時は zone 1 で糖新生

（Gluconeogenesis: PEPCK, G6PC高発現）が主導され、グルコース産生を担う。一方、餐後

では zone 3 でグリコーゲン合成が優位となり、グルコース過剰を貯蔵する。このゾネーシ

ョンは酸素・栄養勾配と Wnt/β-catenin シグナルにより形成され、グルカゴン刺激で活性化

する 

脂質代謝では、zone 1 で脂肪酸 β 酸化（Fatty acid β-oxidation）が主で、CPT1・ACOX酵

素が高発現し、ケトン体産生を促進する。対照的に zone 3では脂質合成（Lipogenesis: SREBP1, 

FASN）が優位で、脂肪酸・コレステロール産生、VLDL 組立・分泌を司る。この二重性は

栄養状態に応じた柔軟性を与え、NAFLD では zone 3脂質蓄積が病態基盤となる。 

タンパク質代謝はアミノ酸脱アミノ化と尿素回路（Urea cycle）を経て窒素廃棄物を処理

し、主に zone 1 で実行される。CPS1・OTC等の酵素がアンモニアを尿素へ変換、血中アン

モニアを維持する。過剰アミノ酸は糖新生基質となり、代謝連動性を示す。これらの代謝機

能は肝組織工学で再現が求められ、高密度培養時のゾネーション模倣が肝特異機能向上の

鍵である。 

 

2.2.3.2 解毒・薬物代謝機能 

肝臓は体内の主要な解毒器官として、血液中に含まれる薬物や毒素、内生代謝産物の代謝

と排泄を担う。これらの機能は主に肝実質細胞において、Phase I および Phase II の酵素系に

よって段階的に実行される。Phase I ではシトクロム P450（CYP）酵素群が酸化・還元反応

を通じ、疎水性の薬物や化学物質を親水性の代謝物に変換し、解毒過程を開始する。特に

CYP3A4、CYP2E1 は、薬物代謝における主要な役割を果たし、その発現は肝小葉の zone 3

（中心静脈周辺）で高いことが知られる。 

Phase II は、Phase I で変換された中間代謝物を抱合（Conjugation）反応によりより親水的

にし、それにより排泄しやすくする過程である。主な抱合系酵素には UDP-グルクロン酸転
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移酵素（UGT）、硫酸転移酵素（SULT）やグルタチオン S-トランスフェラーゼ（GST）があ

り、これらの活性は肝組織において広く分布し、様々な官能基付加により毒性を低減させる。 

また、肝臓はアンモニアの解毒機構として尿素回路を備え、高度に酸素依存的なこの過程

は主に zone 1（門脈周辺）で活性化される。アンモニアが毒性を持つことから、迅速な解毒

は生体恒常性維持に不可欠であり、尿素回路の酵素群であるカルバモイルリン酸合成酵素

（CPS1）やオルニチントランスカルバミラーゼ（OTC）がこの反応を駆動する。 

肝臓の薬物代謝能は個人差が大きく、遺伝子多型で CYP酵素活性が変動するほか、慢性

肝疾患では代謝機能が低下し薬効や副作用に影響を与える 82。このため肝組織工学において

は、薬物代謝酵素の局在性や活性の再現が臨床応用の鍵である。また、肝臓モデルは新薬の

安全性評価や代謝予測において不可欠なプラットフォームとなっている 

このように肝臓の解毒・薬物代謝機能は多段階で精巧に制御され、高い局所性と代謝多様

性を有する。組織工学においても、これらの機能を忠実に模倣できるモデル構築が求められ

ている。 

 

2.2.3.3 胆汁産生・排泄機能 

肝臓は 1 日あたり 600-1200 mL の胆汁を産生し、コレステロール、胆汁酸、ビリルビン、

レシチンからなるこの分泌物は小腸での脂肪消化・脂溶性ビタミン吸収を促進する。胆汁酸

合成は古典的経路（Classic pathway: 90%以上）と代替経路（Alternative pathway）に大別され、

古典的経路では zone 1 の CYP7A1（Cholesterol 7α-hydroxylase）が律速段階でコレステロー

ルを 7α-ヒドロキシコレステロールへ変換する。代替経路はCYP27A1とCYP7B1が主導し、

主に CDCA を生成する。 

合成された胆汁酸は FXR（Farnesoid X receptor）負帰還制御を受け、SHP 誘導により

CYP7A1転写を抑制する。肝細胞の基底側から胆小管（Bile canaliculi）へは BSEP（Bile salt 

export pump）が能動輸送し、胆汁として総肝管へ流出、総胆管・胆嚢経由で十二指腸へ排出

される。腸肝循環（Enterohepatic circulation）により 95%が再吸収され、BA プールを維持す

る。この機構障害は胆汁うっ滞・肝障害を招き、組織工学では胆汁流動再現が肝機能評価の

指標となる。 

 

2.2.3.4 合成・貯蔵・免疫機能 

肝臓は血漿タンパク質合成の主要器官であり、アルブミン（血漿浸透圧・運搬機能）、凝

固因子（II,V,VII,IX,X,XIII、フィブリノゲン）、抗凝固因子（アンチトロンビン、プロテイン

C/S）、補体系（C3,C4）を産生し、全凝固因子の 90%以上を供給する。これらの合成は肝実

質細胞で実行され、慢性肝疾患では低下し出血傾向を生む。 

貯蔵機能ではグリコーゲン（総量 75-100g、体重比 5-10%）、脂質、鉄（フェリチンとして

600-1000mg）、ビタミン（A: 90%、B12、D、E、K）、銅を蓄積し、栄養欠乏時のバッファー

となる。鉄はトランスフェリン受容体を介し過剰蓄積で酸化ストレスを招く。 
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免疫機能はクッパー細胞が担い、類洞内で病原体貪食、抗原提示、サイトカイン産生によ

り腸由来細菌を 90%除去する。LSECs との協調で免疫寛容を維持するが、感染時は炎症応

答を増強できる。 

 

2.2.3.5 ホルモン代謝・再生機能 

肝臓は循環ホルモンの不活性化・代謝の主要器官であり、インスリン（IDE酵素による分

解）、甲状腺ホルモン（T4→T3 変換）、性ホルモン（エストロゲン・テストステロン 17β-HSD

代謝）を処理し、内分泌平衡を維持する。エストロゲン欠乏は肝インスリン抵抗性を誘導し、

脂質蓄積を促進する。 

再生機能は驚異的で、部分肝切除後 72時間以内に IL-6（クッパー細胞由来）が即時遺伝

子発現を誘導、HGF（星細胞由来）が肝細胞増殖を駆動、EGFR シグナルが G1/S 移行を促

進し、2週間で完全回復する 83。TNF-α/IL-6軸が初期炎症応答を介し、Wnt/β-cateninが終末

分化抑制を行う。この耐損傷性は組織工学の基盤だが、重度損傷で線維化移行する。 

 

2.2.4 急性肝不全（ALF）とバイオ人工肝臓（BAL）の現状 

ALF は致死率 50-80%を呈する重篤疾患であり、肝移植以外の有効治療が限定的である中、

BAL がブリッジ療法として開発が進められている。本節では ALF の臨床的課題と BAL の

現状を概観する。 

 

2.2.4.1 ALF の病態・予後 

ALF はウイルス感染、薬剤性肝障害、自己免疫疾患など多様な原因で肝細胞が急激に壊

死し、肝機能が短期間で失われる重篤な症状を呈する疾患である。病態ではアンモニア蓄積

による肝性脳症や凝固系異常、黄疸、代謝性アシドーシス等が進行し、致死率は高い。予後

改善には迅速な肝移植が必要とされるが、移植用ドナーの不足が大きな課題となっている。

代替として BAL の開発が進められているが、未だ確立途上の治療法である 

 

2.2.4.2 BAL の基本構造と機序 

体外循環式肝支持装置として、肝細胞をバイオリアクターに固定し、患者血漿を循環させ

るハイブリッド型が主流である。基本構造は、細胞担体（多孔質マイクロキャリア、平膜、

ホロー繊維）、バイオリアクター（流動床型またはパッキングベッド型）、血漿分画装置から

なり、肝細胞が担体に接着・増殖して機能発揮する。 

機序は、解毒（アンモニア・ビリルビン除去：Phase I/II酵素）、合成（アルブミン・凝固

因子産生）、代謝支持（グルコース恒常性）、炎症抑制（サイトカイン吸収）を担う。患者血

漿がバイオリアクターを通過し、肝細胞と物質交換、透析併用で低分子毒素除去を行う。 

BAL は移植ブリッジとして機能するが、細胞源（ブタ/ヒト iPS由来）の免疫性・スケー

ルが課題である。 
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2.2.4.3 BAL開発の現状と課題 

BAL開発は 1990年代初頭の ELAD（Extracorporeal liver assist device: ヒト HepG2 細胞使

用）から始まり、2000年代に MARS（Molecular adsorbent recirculating system: 非生物型）と

のハイブリッド化が試みられた。2010年代には SRBAL（Spheroid reservoir bioartificial liver: 

ブタ肝細胞オルガノイド使用）が ALFブタモデルで生存延長を確認した 84。 

最近では新規バイオ人工肝臓デバイスである HepatiCan が単回使用バイオカートリッジ

とアルギン酸封入肝スフェロイド（AELS）を採用、流動床バイオリアクターで質量移動を

最適化し、臨床スケール試験でアンモニア除去率向上を示した 85。 

課題は異種免疫拒絶（ブタ細胞使用時）、細胞機能の短期持続（24-72時間）、スケールア

ップ（1011個細胞必要）、免疫抑制薬併用時の安全性である。今後、ヒト iPS 細胞と免疫寛

容化が鍵となる。 

 

2.2.5 肝組織構築の試み 

肝組織工学は、ドナー不足解消に向け異所性移植や BALBAL 用ユニットとしての厚組織

構築を目的とし、多様なアプローチが展開されているが、内部酸素供給不足と血管化未熟が

最大の課題である（2.1.3「三次元細胞培養技術」で述べたように）。本節では、これら既往

手法を分類し、特に肝スフェロイドを構成単位とした高密度組織構築を中心に、バイオプリ

ンティング、脱細胞化肝臓法、iPS オルガノイド等の現状を概観する。これにより、本研究

の酸素内在化戦略との連続性を明らかにする。 

 

2.2.5.1 スフェロイドベースの肝組織積層 

スフェロイドベースの肝組織積層は、ハンギングドロップ法や超低接着プレートによる

スキャフォールドフリー形成、またはコラーゲンハイドロゲルを用いたスキャフォールド

ベース法で調製した肝細胞スフェロイドを積層・融合させる手法である 86。高酸素要求性肝

細胞では拡散限界により中心部壊死が生じやすいため、スフェロイド径を 150 μm以内に制

御し、旋回培養やマイクロウェルで生体肝細胞密度（1~2 × 108 cells/mL）に近づけることが

重要である。このサイズ制御により、単層培養比でアルブミン産生・尿素合成・CYP活性が

5-10倍向上する。 

積層手法として、遠心分離やバイオリアクター内詰め合わせが用いられ、スフェロイド同

士の ECM産生を促進して融合組織を形成する。本研究室では、HUVEC被覆スフェロイド

を中空糸に充填すると、9 日で血管網が形成され、灌流可能組織が得られた 87。 

課題は融合時の機能低下とスケールアップだが、内皮細胞共培養で血管前駆化を併用す

ることで解決が期待される 88。このアプローチは異所性肝や BALユニットに適する。 

 

2.2.5.2 バイオプリンティングによる構造再現 
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バイオ三次元プリンティングは、スキャフォールドフリーの肝スフェロイドを精密配置

し、肝小葉様構造（肝細胞索・肝類洞・門脈三つ組）を再現する手法として注目される 89。

株式会社サイフューズの剣山式（Kenzan method）では、患者自身の細胞や iPS 細胞由来の

細胞などから得られた小さいなスフェロイド（直径約 0.5mm）を剣山のように多数並んだ微

細な針に穿刺・固定する手法である。これらのスフェロイドは 3～7 日以内に融合し、厚さ

1mm のミニ肝臓を形成する 90。 

押出型バイオプリンティングでは、GelMA/135ACG バイオインクを用いて肝細胞と間質

細胞をハニカム構造でプリントした。硬度勾配により細胞整列・移動を誘導し、肝芽様組織

を構築した 91。HepG2/NIH3T3 細胞との共培養によりアルブミン分泌が増強され、界面で細

胞間相互作用が観察された。 

 

2.2.5.3 脱細胞化肝臓法 

脱細胞化肝臓法（Decellularized liver scaffold）は、廃棄されたブタ、ラット、ヒトの肝臓

から界面活性剤（SDS/トリトン X-100）を用いて細胞成分を除去し、生物由来の ECM スキ

ャフォールドを残す技術である。血管網（門脈、肝動脈、胆管樹）、肝小葉構造、成長因子

（HGF、VEGF）は保持され、肝細胞の再細胞化による機能回復を目指す。Ijima らはラット

の右葉を脱細胞化した後、門脈からヒト初代肝細胞を注入し、6時間の灌流により高密度な

再細胞化を実現した。さらに HE染色により細胞の密集した分布を確認した 92。 

再細胞化では、門脈と肝動脈経路を通じて肝細胞を注入し、内皮細胞と組み合わせて血管

内皮の再生を促進する。マウスモデルでは、再細胞化スキャフォールドは 2週間のアルブミ

ン生成と尿素合成能力を維持し、灌流実験により酸素消費能力を有することが示された 93。

ヒト肝葉の脱細胞化処理では、HepG2/LX2 細胞を細胞外マトリックス立方体に再播種し、

21 日後に Ki67陽性増殖及び間質細胞から肝細胞への転分化が観察された 94。 

その利点は、生体肝臓の複雑な構造と血管連通性を保持していることで、生体肝移植ユニ

ットや異所移植に適している。しかし、再細胞化効率（20-50%）、免疫原性、非実質細胞の

再現性、コンタミネーションなどの課題が残っている。ブタ肝臓の脱細胞化後にヒト iPS 肝

細胞を注入する試みでは、短期的な機能回復は確認されたものの、大規模生産と長期生存は

依然として今後の焦点である。 

 

2.2.5.4 iPS オルガノイドと複合組織化 

iPS オルガノイド技術は、hiPSC由来の肝前駆細胞、内皮細胞、間葉系細胞を三次元共培

養することで、自己組織化により肝小葉様構造を形成させる。新たな肝臓オルガノイド

（Blood vessel incorporated liver organoid, BVLO）では、hiPSC由来の未分化平滑筋細胞と内

皮細胞を培養して人工血管を形成し、肝前駆細胞の層状構造と共培養することで、3週間以

内に血管周囲に CK19陽性の胆管様構造を誘導する。透過型電子顕微鏡（TEM）観察により

微絨毛とタイトジャンクション構造を確認し、Rho123排出及び CFTR活性により分泌機能
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を検証した。移植後、当該器官は宿主胆管と正常に接続し、胆汁うっ滞モデルにおいて動物

の生存期間を顕著に延長した 95。 

複合組織化プロセスにおいて、複数の肝芽が融合することでセンチメートル規模の拡大

を実現し、血管-胆管ネットワークを再構築する。TGF β/Notch シグナル経路は血管-胆管相

互作用を制御し、JAG1遺伝子のノックアウトは胆管形成を抑制する（同上）。大阪大学の気

液界面培養技術（IMALI 法）は、肝類洞内皮前駆細胞（Liver sinusoidal endothelial progenitor, 

iLSEP）の添加により肝洞様構造を再構築し、FVIII分泌レベルを向上させる。また血友病モ

デルへの移植において出血症状を改善する 96。  
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2.4 酸素生成バイオマテリアル 

ここでは、組織工学に利用可能な酸素生成試薬、酸素生成バイオマテリアル（OGBs）を

開発するための主なアプローチについて紹介する。OGBs は、固体過酸化物や過酸化水素、

パーフルオロカーボンなどの酸素供給源を高分子マトリックスに組み込み、低酸素環境下

の細胞生存・機能維持を目的とした材料体系である。 組織工学では、移植直後の無血管期

（または宿主血管との未連結の段階）における一時的な酸素欠乏を補う手段として注目さ

れており、本節では、酸素生成源の種類に基づき、その特徴と応用例を概説する。 

 

2.4.1 無機過酸化物系酸素生成マテリアル 

過酸化水素などの液体過酸化物は、分解される際に水と酸素に分離することに注目され、

これまで酸素放出材料として多くの報告例が挙げられている。Hinkelbein ら 37 は H2O2 によ

る体内酸素化の試みが、H2O2 を腸内に注入することによって検証されてきた。しかし、大

量の酸素を無秩序に発生させることによる酸素塞栓の問題があるため、この方法はあまり

発展しておらず、少なくとも報告されていない。また、数日から数週間という期間、酸素を

要求し続ける細胞に対し、酸素を供給することを踏まえると、１日を待たずして全てが分解

される過酸化水素は酸素放出材料としては不十分であった。 

続いて注目された材料であり、現在最も調査が進んでいる固体酸素供給材料は過酸化カ

ルシウム（Calcium peroxide, CPO）、過酸化マグネシウム（Magnesium peroxide, MPO）および

過炭酸ナトリウム（Sodium percarbonate, SPC）である。Abdi、Wang ら 39 は、温度、濃度、

pH、および触媒など他の要因を変更することにより、酸素放出期間を調節可能であること

を示した。それらの反応式は共通に PO2 + 2H2O → P(OH) 2 + H2O2 → O2 であり、H2O2 濃度

管理が毒性回避の鍵となる。本小節では、CPO、MPO、SPC の 3種類を分類する。これらの

材料は反応速度、中間生成物の毒性、持続性に差異があり、封入技術との組み合わせにより

制御が可能である。本小節では各材料の酸素放出特性と生物学的応用について概説する。 

 

2.4.1.1 過酸化カルシウム 

CPO は無機過酸化物系酸素発生材料として、最も実用性が高い。理論酸素含有量 20.9 wt%

と市販の高純度特性により、この材料は三次元組織工学分野で広く採用されている。

PLA/CPO 複合フィラメント（1.5-9 wt%）を用いた FDM 技術による骨スキャフォールドで

は、6 wt%添加時に最大酸素放出量（0.00007 mg/L/日、14 日持続放出）と増強された気孔率

を示し、低酸素環境下における骨芽細胞の生存率と抗菌性を著しく向上させた。走査型電子

顕微鏡（SEM）により、CPO ナノ粒子が PLA マトリックス中に均一に分散していることが

確認された。X線回折（XRD）分析では結晶構造が維持されていることが確認された 97。 

肝組織応用では、メタクリル化ヒアルロン酸（Methacrylated hyaluronic acid, MeHA) /CPO

ハイドロゲルが iPSC 由来肝細胞シートを多層化し、酸素放出で低酸素ストレスを緩和、
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HGF/VEGF/Alb発現向上とアルブミン分泌を促進し、7 日で溶存酸素 6.6 mg/L を維持、シー

ト厚 33 μm を確保した 98。 

創傷治癒分野では、オバアルブミン/CPO スキャフォールドが 15 日間の持続的放出によ

り血管新生を促進することが確認され、過酸化水素酵素併用により H2O2分解効率が向上し

た。CPO は Ca2+供給による骨格・心筋再生促進の相乗効果も有するが、pH 上昇抑制が今後

の研究課題である 99。 

 

2.4.1.2 過酸化マグネシウム 

MPO は CPO に比べて溶解度が低く（酸素含有量 15-20 wt%）、酸素を徐放する特性を持

つ長期培養に適した無機過酸化物である。三次元プリント PCL/nHA/MGO₂/PDA 複合スキャ

フォールドにより、低酸素腫瘍微小環境下で 3週間超の持続酸素放出を実現し、近赤外光照

射により光熱療法効果を増強、HSP60 発現抑制を通じて骨肉腫細胞のアポトーシスを誘導

した。ラット頭蓋骨欠損モデルにおいて腫瘍抑制と骨再生を同期的に達成し、μCT 解析によ

り骨体積率の有意な向上を確認した 100。 

創傷治癒領域における応用として、三次元プリントした PCL/β-TCP/MGO スキャフォール

ドは低酸素環境下において骨髄間質幹細胞（BMSC）の生存率を著しく向上させ、Runx2 お

よび OCN の発現を増強した。さらに、 MPO は Mg2+を介して PI3K/AKT経路を活性化し、

相乗効果をもたらした 101。 

 

2.4.1.3 過炭酸ナトリウム 

SPC は、2Na₂CO₃·3H₂O₂の結晶構造を持ち、加水分解で急速に酸素を生成するバースト型

無機過酸化物（酸素含量 37 wt%）である。この特性により、短期間で高濃度の酸素供給が

可能となる。CPO と比較すると、初期酸素放出速度が顕著に向上していることが報告され

ている。低酸素条件下でのバイオ三次元プリンティング筋組織モデルにおいては、カタラー

ゼを併用することで細胞生存率を改善できることが示されており、例えば 1 mg/mL の SPC

と 20 U のカタラーゼを組み合わせることにより、筋細胞の分化促進効果が確認されている

102。 

PCL/SPC 電界紡糸ナノファイバー（過炭酸ナトリウム添加）が糖尿病性慢性創傷ラット

モデルで HIF-1α発現増強、血管新生促進、再上皮化加速を示し、10 日間酸素持続放出を確

認した。CAM アッセイで血管密度 2 倍向上、組織学的にコンパクト ECM 形成を観察した

103。 

キトサン/過炭酸ナトリウムハイドロゲルはポリウレタン（PU）コーティングで 21 日持

続放出、pH安定化により細胞毒性低減、糖尿病創傷で治癒時間短縮を示した。SPC は低コ

スト・低環境負荷の利点を持つが、急激な放出制御が課題であり、カタラーゼと親水性バリ

アの組み合わせで効果的に解決できる。 
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2.4.2 パーフルオロカーボン（PFC）系酸素運搬材料 

パーフルオロカーボンは高い酸素溶解能（50 vol%超）を有し、物理的拡散により可逆的

に酸素を供給する液体型材料で、過酸化物系に比し H2O2毒性低減が利点である。特にパー

フルオロオクチルブロミド（PFOB）とパーフルオロ-15-クラウンエーテル（PFCE）は一般

的な液体 PFC である。特にフッ素 MRI におけるナノエマルジョンのコア材料として用いら

れる。PFOB や PFCE をナノエマルジョンやマイクロ粒子に封入し、腫瘍・虚血組織への酸

素運搬に応用される。組織工学では、PLGA-PFCE ナノ粒子（半径 150-200 nm、PFC含量 20-

60 wt%）が連続流マイクロ流体法で高効率生産され、低酸素 HeLa 細胞培養で生存率向上を

示した 104。 

組織工学では、アルギン酸ナトリウム/PFOB エマルジョンビーズが肝細胞の三次元培養

において低酸素環境下での生存率と代謝活性（グルコース消費量）の向上、ならびに 7 日間

の持続的な酸素供給を確認した 105。パーフルオロトリブチルアミン（PFTBA）を補充した

フィブリン/スロンビンハイドロゲルに中胚葉系幹細胞（MSC）を懸濁させ、皮下異所移植、

橈骨欠損、脊椎融合モデルで評価した。結果として、PFTBA 群では骨形成量が 2.5 倍増加

し、細胞生存率が向上、骨体積は 1.4 倍増加した。アルギン酸塩マトリックスではないが、

合成酸素キャリア強化型ゲルは hMSC の骨形成能を著しく促進し、強化された体内異所性

骨形成効果を示した 106。PFC ナノエマルジョンは腫瘍低酸素改善により T 細胞活性化、免

疫療法増強も報告されている 107。 

 

2.4.3 ハイドロゲル封入型酸素生成システム 

ハイドロゲル封入型酸素生成システムは、無機過酸化物微粒子をアルギン酸ナトリウム、

GelMA、キトサン等の親水性マトリックスに分散封入し、水分接触を制御して持続的酸素放

出を実現する代表的手法である。W/Oエマルジョン法や静電紡糸法で微粒子化した後、UV

架橋やイオン交差連結で三次元足場を形成し、低酸素環境下での細胞生存率向上と分化促

進が報告されている。CPO-アルギン酸ナトリウムハイドロゲルは二相性 H2O2 放出（初期バ

ースト後緩やかに減衰）で腫瘍治療効果を示し、ROS 生成制御により細胞毒性を最小化し

た 108。 

骨再生において、PCL強化 GelMA/CaO₂マイクロ粒子スキャフォールドは低酸素環境下で

骨芽細胞分化を誘導し、5 週間持続的な酸素放出（2%低酸素チャンバー条件下）により in 

vivo で重要サイズの骨欠損修復を達成した。血管新生と骨形成の相乗効果を確認した 109。

心筋組織工学では、GelMA/PCL-CaO₂複合体が心筋細胞の代謝活性向上とアポトーシス抑制、

5週間の低酸素環境下での LDH活性最小化を示した 110。 

肝細胞培養において、PLGA/CPO マイクロ粒子は HIF-1α の発現を抑制し、細胞機能の維

持に寄与することが報告されている。また、カタラーゼを添加することで H2O2 の分解効率

を向上させることが可能である。この手法は、封入材料の多様性という利点を有する一方で、

膨潤挙動の制御および pH安定化に関する課題が依然として残されている 
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2.4.4 新規酸素生成材料と複合応用 

新規酸素生成材料と複合応用では、2025 年ノーベル賞を受賞した北川進教授が開発した

金属有機骨格（MOF）や光熱応答性系、ガス調節マイクロカプセルが注目され、過酸化物・

PFC とのハイブリッドで多機能足場を実現する。MOF は多孔質構造で酸素貯蔵・イオン放

出を制御し、骨再生において優れた生体適合性を示している。凍結乾燥法により MOF-801

をゼラチンに複合化（圧縮強度 15MPa）した結果、ヒト骨肉腫細胞(MG-63)の石灰化促進、

アルカリホスファターゼ活性の上昇、およびフマル酸/ジルコニウムイオンの持続的放出が

確認された 111。 

光熱応答プラットフォームは、近赤外光照射（NIR）で温度上昇を誘導し、CPO の加水分

解を加速する酸素生成システムである。Li らはポリドーパミン-ヒアルロン酸（PDA-HA）

ハイドロゲルに CPO-ICG@LA@MnO2 ナノ粒子を封入し、創傷治癒促進を報告した。808 nm 

NIR照射（1.0 W/cm²）で HA融解（44°C）を引き起こし、CPO の加水分解を制御、持続的

O2 放出と 1O2（一重項酸素、活性酸素の一種）生成を実現、初期炎症抑制に寄与した。ラッ

ト全層皮膚欠損モデルで NIR併用群が 10 日で創傷完全閉鎖（治癒率 99%）、HE/Masson染

色でコラーゲン沈着・組織修復優位、TNF-α陽性 M1 マクロファージ減少・TGF-β陽性 M2

増加を確認した。本手法は酸素供給と抗炎症の相乗効果を示し、慢性創傷治療に有用である

112。 

ガス調節マイクロカプセルは、グルコースオキシダーゼ／ペルオキシダーゼを封入する

ことで局所的な低酸素勾配を生成し、オルガノイドの形態形成を制御する。GelMA/PDA カ

プセル（酵素濃度 40 mg/mL）は腸管オルガノイドにおいて空間血管新生を誘導し、腫瘍球

体では HIF-1α を抑制した。肝線維化モデルでは CAT活性の回復により H2O2分解を促進し

た 113。 

これらの知見は本研究におけるマイクロスフェア分散の新たな設計指針を提供する。 
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第 3 章 酸素生成コラーゲンゲルの作製と評価 
 

3.1 本章の目的及び概要 

既往の研究によれば、内皮細胞被覆型肝細胞スフェロイドの集合体による三次元肝組織

構築は、構成細胞の生存維持および肝特異的機能向上に顕著な効果を示す。一方で、組織中

心部の細胞生存性および内皮細胞ネットワークの秩序的構築が確認されているものの、構

築肝組織体（厚さ 330 μm）中心部では酸素拡散限界（100～150 μm）により細胞の低酸素性

アポトーシスが生じ、肝機能再現可能な血管構造の内部構築には至っていない 114。さらに、

血管化に成功した組織体であっても、移植直後に宿主血管と即時連結するわけではなく、数

日～2週間程度の時間差が生じ、この期間中移植組織内部は依然として低酸素環境に曝露さ

れる。したがって、この時間スケールの相違を克服する一時的な酸素供給経路を確立しなけ

れば、微小血管ネットワークの機能を果たすことは困難である。本研究では、移植後の宿主

血管連結に要する時間スケールと細胞酸素要求時間スケールの乖離を考慮し、酸素供給に

関する一時的な代替手段の確立の必要性を認識するに至った。 

本章では、細胞に対し一時的に酸素供給可能な培養基材の開発を目的とした。その目的達

成のために、細胞外マトリックスの主要成分であるコラーゲンを主体としたハイドロゲル

に対し、一時的に酸素を放出する媒体として過酸化カルシウム（CPO）に着目し、CPO含有

酸素生成コラーゲンゲル（oxy CG）の調製を行った。そして、以下に示す 3つの観点から調

製した酸素生成ハイドロゲルの特性を評価した結果、迅速に調製可能で安定かつ高効率な

酸素生成バイオマテリアル（OGBs）として、細胞培養への応用可能性を有することが確認

された。 

 

(一) oxy CG の酸素放出持続時間の測定 

異なる濃度の CPO を含むコラーゲンゲルを調製する条件下で、開放系で酸素放出の

持続時間を評価し、細胞培養における応用可能性を検討する。 

(二) oxy CG を用いた無細胞培養系における pH 変動の測定 

CPOが水と接触して加水分解を起こすと、副産物として水酸化カルシウムが生成さ

れる。これは培地の pH 上昇をもたらす可能性がある。細胞への影響を調べるため、

pH を経時的に測定した。 

(三) oxy CGが産生する過酸化水素濃度の測定 

CPOが水と接触し、加水分解される際に中間体として生成される過酸化水素は細胞

傷害性を示すため、その濃度を経時的に測定し、細胞へ与える影響を考察する。  
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3.2 酸素生成コラーゲンゲルの作製 

 

3.2.1 酸素放出原理 

本研究では酸素の発生材料として CPO を用いた。CPO は、水と接触することで中間体で

ある過酸化水素を経由し、最終的には水と酸素を生成することができる酸素発生材料であ

る（Fig. 3.1）。 

中間体として生成される過酸化水素は細胞毒性を有する。そこで本研究では細胞毒性を

抑制するために、過酸化水素を分解する反応を促進する触媒としてカタラーゼ（Catalase）

を使用した。 

本研究では、コラーゲンゲル（Collagen gel, CG）の高い含水率および多孔質特性を活用し、

CPO粉末をコラーゲンゲル内部に均一分散させた。水分子の拡散によって CPO粒子表面で

反応が進行し、ゲル内部から外部に向けて酸素濃度勾配が形成される。また、この反応は単

純であり、CPO の添加量を変えることで放出される酸素量を容易に制御できる。 

 
Fig. 3.1 Schematic of oxygen generation from calcium peroxide when exposed to water. After 

water diffusion in the collagen gel, calcium peroxide dissociates into its ions and hydrogen 

peroxide. Then hydrogen peroxide decomposes to oxygen and water 

 

3.2.2 作製方法 

以下は oxy CG の調製方法における具体的な原料を示す。 

 

＜使用した試薬＞ 

・Cellmatrix typeI-A…………………………………………………………………新田ゼラチン 

・10× concentrated MEM-Hank's culture medium……………………………………新田ゼラチン 

・Reconstitution buffer…………………………………………………………………新田ゼラチン 

・Calcium peroxide, typically 65%………………………………………………………関東化学 

・Catalase, bovine liver derived (2700 unit/mg)……………………………………東京化成工業 

・HEPES 生化学用緩衝剤…………………………………………………………同仁化学研究所 

・CMF-PBS (Ca2+ and Mg2+ free phosphate-buffered saline, PBS(-))：Table 3.1 に示す組成で調製

した。 
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Table 3.1 Composition of phosphate buffer solution without Ca2+ and Mg2+ 

Composition g/L mmol/L 

NaCl 8.0 136.89 

KCl 0.2 2.68 

Na2HPO4・12H2O 2.9 8.10 

Na2HPO4 1.15 8.10 

KH2PO4 0.2 1.47 

 

以下に示す方法で CPO を、コラーゲンコーティングに用いる Cellmatrix ベースコラーゲ

ンゲルに導入し分散させることによって、CPO含有コラーゲンゲルを調製した。 

 

＜作製方法＞ 

1. Catalase/PBS溶液の調製 

カタラーゼ粉末 4 mg を 45 mL の PBS に溶解し、濃度 30 unit/mL となるよう調製した後、

30分間攪拌した。続いてシリンジフィルターを用いてろ過滅菌を行った。 

 

2. CPO/HEPES バッファー溶液の調製 

使用する CPO は秤量後、クリーンベンチ中にて 30分間の UV滅菌を行った。滅菌済み

の CPO を無菌環境下において 10 ml HEPES バッファー（pH7.4、HEPES 濃度 30 mM）に

所定の濃度で混和し、30分撹拌を行った。 

 

3. 酸素生成コラーゲンゲルの作製 

例えば、酸素放出特性を測定するために、2 mL の oxy CG を調製するには、まず 1 mL の

cellmatrix type I-A、0.125 mL の 10×concentrated medium、0.125 mL の reconstitution buffer

を氷上で順次混合し、コラーゲンゲル原液（CG）とする。次に（2）で調製した CPO/HEPES

バッファー溶液 0.5 mL、（1）で調製した Catalase/PBS溶液 0.25 mL を加えた（CG、CPO、

catalase溶液の体積比は 5:2:1 である）。全ての作業はゲル化が進行しないよう、氷冷下で

実施し、また混和は CPO の分解による酸素放出以外の酸素が入らないよう十分注意しな

がら行った。 

 

3.2.3 過酸化カルシウム濃度の表記法 

ここに、調製した oxy CG 中の CPO 濃度について計算方法を記載する。作製手順に示し

たように、CPO は HEPES バッファーに一度溶解させ、その後コラーゲンゲル溶液に添加し

た。そこで、oxy CG中の CPO含有量は Eq. (1) により算出される。 
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CPO(𝑤/𝑣%) = +
𝑊
𝑉 . ÷ 4 × 100	⋯ (1) 

 

ここで、W は CPO粉末の重量（mg）、V は HEPES バッファーの体積（mL）を示す。例え

ば、oxy CG(0.01)を作製する際には、4 mg の CPO を秤量する必要がある。なお、oxy CG の

括弧内の数字は、当該 oxy CG における CPO の質量体積パーセント（w/v%）を表すもので

ある。    
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3.3 酸素生成コラーゲンゲルの特性評価 

 

3.3.1 本節の目的  

組織培養過程における局所低酸素環境の改善を目的として、3.2 では酸素放出ハイドロゲ

ルを開発した。本材料は、新田ゼラチン社製 Cellmatrix基コラーゲンゲルをスキャフォール

ドとし、酸素放出成分および過酸化水素分解促進酵素であるカタラーゼを添加したもので

ある。コラーゲンゲル固有の特性（高含水率、多孔質構造、温度上昇に伴うゲル化）を保持

しており、組織工学応用に適している。本節では、酸素放出持続時間、培養過程における pH

変動、過酸化水素濃度の 3つの観点から、本酸素生成ハイドロゲルの本研究後続実験への適

用性を評価する。 

 

3.3.2 実験方法 

3.3.2.1 開放系での酸素放出持続時間測定 

溶存酸素濃度の測定は、測定用セルと隔膜式ガルバニ電極型溶存酸素（DO）センサー

（InPro 6800, Mettler Toledo, Japan）で構成される測定システムで行われる。経時的な計測を

実施するため、DO センサーはプロセスコントローラー（EPC-1000, EYELA, Japan）と 接続

し、出力結果は PC 上に監視・記録した（Fig. 3.2）。本実験では、酸素生成能を確認するた

め、異なる濃度の CPO を含む 3種類のハイドロゲル、すなわち oxy CG(0.01)、oxy CG(0.1)、

および CPO を含まない対照群 oxy CG(0)を使用した。測定セルに付随した 3 本のガラス管

のうち、上部 1 本にエアーフィルターを取り付け系内に周囲雰囲気下と平衡状態を実現す

る開放系とした（Fig. 3.3）。測定セル底部に、3.2.2 節に記述された方法により作製した各条

件下の oxy CG（1 mL）を加え、37 ℃、5% CO2雰囲気下のインキュベータ内で 25分間静置

してゲル化させた。その後、ゲルの上に 5% O2 インキュベータ内で平衡処理した PBS溶液

（2 mL）を添加し、oxy CG から発生した酸素を上層 PBS に溶解させた。DOセンサーを PBS

中心部に設置し、37 ℃、5% O2、5% CO2雰囲気下で初期 0.5 h から 168 h まで DO 濃度を継

続的にモニタリングした。 
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Fig. 3.2 Dissolved oxygen measurement device consisting of (A) a measuring cell and dissolved 

oxygen sensor, and (B) a process controller connected to a PC. 

 

 
Fig. 3.3 Dissolved oxygen measurement device in an open system (left) and schematic of the 

device used to evaluate oxygen release period (right) 

 

3.3.2.2 無細胞培養系における pH 変動測定 

CPO の加水分解により水酸化物イオンが生成され、局所的な pH 環境に影響を与える可

能性がある。したがって、pH安定性を評価するため、12 ウェルプレートのウェルに 3.2.2 節

に示す方法により作製した 3条件の oxy CG を 1 mLずつ加え、25分間ゲル化後に Table 3.2 

に示す肝細胞培養培地（D-HDM）を 1.5 mL加えた。0～48時間の培養期間中、指定した時

間点で培地を少量ずつ定期的に採取し、コンパクト pHメーター（LAQUA twin B-71X, Horiba, 

Kyoto, Japan）を用いて pH 値を測定した。 
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Table 3.2 Components of hepatocyte culture medium (D-HDM). 

Component Concentration 

DMEM 13.5 g/L 

EGF 50 µg/L 

Insulin 10 mg/L 

Hydrocortisone 7.5 mg/L 

Proline 60 mg/L 

CuSO4�5H2O 0.1 µM 

H2SeO5 3 pM 

ZnSO4�7H2O 50 pM 

Linoleic acid 50 µg/L 

Penicillin 0.0588 mg/L 

Streptomycin 100 mg/L 

NaHCO3 3.7 g/L 

HEPES 5.985 dg/L 

 

3.3.2.3 過酸化水素濃度測定 

oxy CG から中間体として生成される過酸化水素濃度を測定するため、「Cell Biolabs」社の

「OxiSelect Hydrogen Peroxide / Peroxidase Assay Kit」を使用した。oxy CG(0.01)および oxy 

CG(0.1)について、カタラーゼ添加の有無を含む 4 条件を設定し、各条件のゲルを所定の方

法で 3 mL 作製した後、48 ウェルプレートに 400 μLずつ分注・ゲル化させ、滅菌 2 次水 400 

μL を重層してインキュベータ内で培養した。サンプリング時間ごとにプレートを分けて準

備し、実験開始後 1、24、48、72、96時間に各ウェルから上清 2 次水を回収して 1.5 mL チ

ューブに移し、速やかにディープフリーザーで凍結保存した。これらのサンプルを用いて化

水素濃度を定量した（Fig. 3.4）。 

 

Fig. 3.4 Schematic diagram of sample preparation for hydrogen peroxide determination 
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3.3.3 実験結果 

3.3.3.1 酸素放出持続時間 

3.3.2.1 に示した隔膜式ガルバニ電極型 DO センサーを用いた手法で開放系条件下におけ

る酸素放出時間を測定した。測定システムは開放系であるため、最終的に上層 PBS中の DO

濃度は 5% O2・5% CO2 インキュベーター内の平衡酸素濃度（1.63 ppm）に収束する。しか

し、種々の干渉要因により、最終 DO 濃度が 1.63 ppm に正確に到達しない場合があるため、

全データを線形補間処理により補正し、処理後データを Fig. 3.5 に示した。その結果、oxy 

CG 中の CPO 添加量の増加に伴い、酸素放出時間および総放出量がいずれも有意に増大す

ることが確認された。具体的に、DO 濃度は測定開始直後に急速に上昇し、数時間以内に最

大値に到達した。Oxy CG(0.01)では最大約 5.5 mg/L、oxy CG(0.1)では最大約 12 mg/L を示し

た。その後、DO 濃度は徐々に低下し、最終的には環境酸素濃度（5% O2）に近づいた。酸

素放出の持続時間は、oxy CG(0.01)で約 50時間、oxy CG(0.1)では約 70時間まで延長された。 

 
Fig. 3.5 Time-dependent changes in dissolved oxygen concentration generated by oxy CG in an 

open system at 37 ℃、5% O2, 5% CO2. Data are presented as mean ± SD (n = 3). 

 

3.3.3.2 無細胞培養系における pH 変動 

各条件における pH の経時変化を Fig. 3.6 に示す。その結果、培養開始後最初の 3時間以

内に全群で pH 上昇が観察され、特に oxy CG(0.1)では pHが 7.6 まで上昇した。その後、各

群で pHが徐々に低下し、最終的に安定化した。また、全体の経時変化曲線から、oxy CG(0.01)

と CPO添加なしの oxy CG(0)間に有意差は認められなかった。 
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Fig. 3.6 Time-dependent changes in culture medium pH in a cell-free system over 48 h. Data are 

presented as mean ± SD (n = 3). 

 

3.3.3.3 過酸化水素濃度変化 

各条件においてコラーゲンゲルから放出された過酸化水素の累積濃度の比較を Fig. 3.7 に

示す。異なる CPO 濃度の二つの酸素放出ハイドロゲル系において、カタラーゼの添加が過

酸化水素濃度に及ぼす影響をそれぞれ測定した。結果から、カタラーゼを添加すると、残存

する過酸化水素濃度が顕著に低下し、低濃度に抑制されることが明らかとなった。また、過

酸化水素濃度は時間の経過とともに持続的に蓄積し、カタラーゼを添加していない対照群

では約 48 時間後にピークに達したのに対し、カタラーゼを添加した実験群では約 12 時間

後に濃度ピークが示された。 
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Fig. 3.7 Cumulative hydrogen peroxide released by oxy CG under different conditions over 96 

h. Data are presented as mean ± SD (n = 4). 

 

3.3.4 考察 

3.3.4.1 酸素放出持続時間 

酸素放出持続時間については、CPO の加水分解反応に依存した放出機構と、ゲル内に担

持された CPO 量との関係から解釈できる。CPO は水と反応して段階的に過酸化水素およ

び酸素を生成するため、単位体積当たりの CPO 量が増加すると、反応に供される有効な過

酸化物量が増え、その結果として総酸素放出量および放出持続時間が延長する傾向があ

る。実際、CPO含有量を段階的に変化させた酸素生成スキャフォールドでは、CPO含有量

の増加に伴い溶存酸素濃度のピーク値と酸素放出持続期間がいずれも増大することが報告

されており、本研究の oxy CG における濃度依存的な挙動と整合する 97。 

次に、得られた DO 変化曲線を肝組織内の生理的酸素環境と比較すると、oxy CG(0.01)

と oxy CG(0.1)の適用場面の違いが明確となる。健常肝では、門脈域から中心静脈域にかけ

て酸素分圧が空間的に勾配を形成し、その範囲は 4～14% O2（溶存酸素換算で約 1.3～4.6 

mg/L）と報告されている 115。この点を踏まえると、oxy CG(0.01)では酸素放出初期におい

て DO 濃度がほぼ肝細胞にとって至適とされる範囲内に収まり、かつ大きなピークを示さ

ないことから、生理的な肝類洞環境に近い「緩やかな酸素補給」を実現できていると解釈

できる。一方、oxy CG(0.1)では酸素の初期バストが存在するため、DO 濃度が初期の長い

期間にわたり生理的範囲外で維持される点に注意が必要である。未消費の残存する酸素は

活性酸素種を誘発し、細胞にダメージを与える可能性がある 11。さらに、CPO を高濃度で
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含有した系では、初期バーストにより DO 濃度が 180%飽和近くまで上昇した後、急速に

低下する現象が報告されており 17、本研究における oxy CG(0.1)の初期挙動とも整合する。

以上より、肝細胞の短期培養においては、肝内酸素分布に近い DO レベルを安定的に供給

できる oxy CG(0.01)がより適しており、oxy CG(0.1)は長時間で高い酸素要求が生じる状況

への応用可能性が示唆される。 

 

3.3.4.2 無細胞培養系における pH 変動 

本無細胞培養系における pH 変動は、まず測定手順に起因するアーティファクトの影響

を考慮する必要がある。pH 測定では、少量の培地サンプルを頻回に採取するため、その都

度培養系を 5％ CO2 インキュベーター外に取り出す操作が生じる。培養開始直後のように

サンプリング間隔が短い条件では、培地が CO2平衡状態から繰り返し逸脱することで、炭

酸水素緩衝系による pH緩衝が十分に働かず、一時的なアルカリシフトとして観察される

pH 上昇が強調されたと解釈できる。一方で、測定間隔が延長し培養時間が経過するにつれ

て、各群とも pHが徐々に安定化していることから、インキュベーター内での CO₂平衡回

復に伴い、この操作起因の pH 変動の影響は次第に軽減されたと推察される。 

また、本系では oxy CG および培地の双方に HEPES緩衝液が含まれており、これが CO2

依存性の炭酸水素緩衝に加えて pH 変動を抑制する役割を果たしていると考えられる。

HEPES は pH 7.0前後で高い緩衝能を示すことが知られており、CPO の加水分解により一

過性に pHが上昇しても、時間経過とともに緩衝作用と CO2平衡の回復によって pHが生

理的範囲へと収束した可能性が高い。肝細胞の至適 pH として 7.0〜7.4が報告されている

ことを踏まえると 116、測定操作の影響を除外した場合、oxy CG(0.01)は対照の oxy CG(0)と

同等の pH環境を維持しうることから、短期培養においては CPO添加による pH リスクが

ほとんどない条件と評価できる。一方、oxy CG(0.1)では初期に相対的なアルカリ化がみら

れるものの、時間とともに CPO の加水分解反応が進行し尽くすことで pH 変動が収束し、

最終的に肝細胞生存に許容される範囲内に落ち着くと考えられる。そのため、CPO由来の

pH 上昇が時間とともに緩和されるという挙動を前提とすれば、oxy CG(0.1)条件は長期培

養において、酸素供給能と pH環境の両面からバランスの取れた条件として機能しうると

解釈される。 

 

3.3.4.3 過酸化水素濃度変化 

過酸化水素濃度変化の観点からは、カタラーゼ添加が CPO由来 H2O2 の動態を大きく書

き換えている点が重要である。カタラーゼは H2O2 を速やかに水と酸素へ分解するため、

ゲル内および培地中に蓄積する H2O2 濃度が顕著に抑制され、その結果、全観察期間を通

じてごく低濃度に維持されたと考えられる。一般に肝細胞や類洞内皮細胞では、数十 µM

以下の H2O2 は内因性シグナルとして許容される 117。一方、50–100 µM を超えると機能障

害や細胞死が時間依存的に増悪することが報告されており、本系で得られた「カタラーゼ
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添加下での低レベル維持」は、毒性リスクを実質的に回避しつつ酸素生成のみを利用でき

る条件と位置づけられる。 

一方、カタラーゼ非添加系では、CPO の加水分解に伴い H2O2が持続的に生成・蓄積

し、約 48時間でピークに達していることから、一定時間以降は肝細胞に対する酸化スト

レス源となりうる。実際、培養ヒト肝細胞では、200 µM程度の H2O2 を 24時間負荷するこ

とでアポトーシス誘導やカスパーゼ活性化が顕著となることが示されている 118。これらの

知見を踏まえると、CPO 濃度が高い条件（oxy CG(0.1)）ほどカタラーゼ併用の意義は大き

く、H2O2ピークを早期に低いレベルで打ち切ることで、酸素供給の利点を維持しつつ、長

期培養における ROS依存性の細胞障害を抑制できると解釈される。すなわち、本結果は

「CPO 濃度にかかわらずカタラーゼ併用が必須である」こと、特に高濃度 CPO条件では

酸素生成能と安全性の両立に不可欠な設計要素であることを示している。 

 

3.3.5 本節のまとめ 

oxy CG(0.01)と oxy CG(0.1)の特性を総合すると、それぞれ異なる時間スケールの培養ニ

ーズに応じた適用可能性が示された。本検討では、酸素放出持続時間、無細胞培養系にお

ける pH 変動、および過酸化水素濃度変化の三点から安全性と有効性を評価した。その結

果、oxy CG(0.01)は DO レベルが肝内生理域に近く、pH 変動が小さく、過酸化水素濃度も

低レベルに抑制されることから、短期培養において肝細胞に過度な負荷を与えず緩やかな

酸素供給を行う条件として適しているといえる。一方、oxy CG(0.1)は CPO含有量に依存

して総酸素放出量と放出持続時間が増大することから、長時間にわたり高い酸素需要が生

じる場面に対して一定の有用性が期待される。ただし、酸素放出の初期バーストが生じ、

DOが生理的範囲を超えやすいこと、さらに酸素放出持続時間は現在開発されている OGBs

と比べて大きな差がある。このため実際の応用価値は制限され、酸素バーストと ROS誘導

リスクを十分に制御する設計が不可欠である。  
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3.4 本章のまとめ 

 

本章では以下の事項を示した。 

 

1. 酸素生成コラーゲンゲルの調製と特性評価 

異なる CPO 濃度（oxy CG(0.01)、oxy CG(0.1)）のハイドロゲルを調製し、溶存酸素濃

度、pH 変動、過酸化水素濃度の時系列変化を無細胞系で評価した。その結果、CPO含有

量依存的に酸素放出持続時間が延長され、カタラーゼ添加により H2O2蓄積が抑制され低

濃度に維持された。pH 変動は主に測定操作に起因するもので、HEPES と CO2 の緩衝によ

り安定化が確認された。 

 

2. oxy CG(0.01)の短期培養適性 

oxy CG(0.01)は DO 濃度が肝内生理域（1.3-4.6 mg/L）に近く、pH および H2O2 濃度も対

照群 oxy CG(0)と同等に安定した。初期に大きな酸素バーストを示さず、肝細胞至適 pH

（7.0-7.4）を維持できることから、移植前短期培養における緩やかな酸素補給材として適

していることが示された。 

 

3. oxy CG(0.1)の長期培養可能性と課題 

oxy CG(0.1)は CPO の含有量を高めることにより、総酸素放出量と酸素放出持続時間を

向上させ、長時間の酸素供給ニーズを満たす。しかし、初期バーストによる DO 過飽和

（ROS誘発リスク）と酸素放出持続時間の不足が課題である。カタラーゼ併用により

H2O2毒性を抑制可能であり、培養条件最適化により安全性向上が期待される。 

 

4. oxy CG の応用展望 

本評価により、oxy CG は迅速調製可能で安定した酸素生成特性を示し、肝組織工学にお

ける暫定酸素供給材としての実用性が確認された。oxy CG(0.01)は短期、oxy CG(0.1)は長

期用途に使い分け可能であるが、細胞共培養系での機能性・安全性検証、および移植後宿

主血管連結までの酸素供給持続性確認が必要である。  
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第 4 章 酸素生成能の定量的解析 
 

4.1 本章の目的及び概要 

今までの酸素生成バイオマテリアルは長期的な酸素供給能および細胞生存性向上に寄与

することが明らかとなっているが、酸素放出速度（Oxygen generation rate, OGR）に関する

定量的研究は依然として不足しており、細胞生存に必要な酸素供給の十分性を判断するこ

とは困難である。細胞への十分な酸素供給を保証するためには、(i) OGBs により生成する

総酸素量が培養期間中の酸素需要を満たすこと、(ii) OGRが細胞の酸素消費速度（Oxygen 

uptake rate, OUR）に等しいかそれを上回ること、という 2条件を同時に満たす必要がある

が、現在の研究の多くは主に前者に焦点を当てており、OGR の細胞生存への影響を十分考

慮していない。第 3 章で確認したように、短期培養に適した oxy CG(0.01)は生理的溶存酸

素（DO）域を維持し pH/H2O2 リスクが低いため、本章ではこれを用いて酸素生成能の定量

的解析を実施する。 

具体的には、(1) 閉鎖系で OGR の測定、(2) 酸素移動容量係数（kLa）の算出、(3) 特定

培養条件での培養可能細胞密度閾値（Xthr）の決定、(4) 12 ウェルプレート上で異なる細胞

密度の肝細胞播種による生存率および肝特異的機能（尿素合成とアルブミン分泌）評価を

行う（Fig. 1.2）。これにより、OGR を基盤とした酸素生成能の定量的解析法の妥当性を検

証し、肝組織工学における実用的応用性を明らかにする。  
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4.2 実験方法 

 

4.2.1 閉鎖系での酸素放出速度測定 

3.3.2.1 節と同様の装置を用いて、今度は測定系を閉鎖系として 12 時間の OGR の測定を

行った（Fig. 4.1）。この時、ガラス管内全てを 5% O2 インキュベーターで平衡処理した PBS

溶液で満たした。このような閉鎖系での実験により、酸素生成コラーゲンゲル（oxy CG）か

ら放出された酸素は全て系内の PBS に溶解し、溶存酸素濃度は上昇を続け、ある一定の値

で収束すると考えられる。異なる CPO含有量の oxy CG の OGR を測定するため、以下の実

験群を設定した：oxy CG(0.005)、oxy CG(0.01)、oxy CG(0.05)、oxy CG(0.1)、およびカタラー

ゼなしの oxy CG(0.01)。 

 
Fig. 4.1 Dissolved oxygen measurement device in a closed system (left) and schematic of the 

device used to evaluate oxygen release rate (right) 

 

4.2.2 肝細胞単層培養モデルの実施 

4.2.2.1 ラット初代肝細胞の調製 

全ての動物実験は九州大学動物実験委員会の承認を受け、また九州大学動物実験規則に

基づいて実施した。 

実験動物には、6-8 週齢のオスの Wistar/ST ラット（九動または日本 SLC）を使用し、ラ

ット初代肝細胞の調製方法に関する手法は平成 29年卒業奥平氏の博士論文を参考した。以

下に詳細を示す。 

(一)  初代ラット肝実質細胞調製（二段階コラゲナーゼ灌流法） 

1969年に Berry と Friend によって灌流法（perfusion method）が発表され、その後、 Seglen

および Ingebretsen と Wagle らにより改良法が報告された。なかでも Seglen は、分離条件

について詳細な検討を行い、再現性、収率、生存率ともに高い肝細胞調製法を確立した。今
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回使用した方法は、Seglen らや中村らの方法を改良したものである。基本的には Seglen の

方法に従って行っている。Seglen ら 119 は、門脈からのカニュレーション後において肝臓全

体を体から切りはずし、Miller 型の灌流装置を使う方法であるが、門脈へのカニュレーショ

ン後において心臓下の下大静脈を半切し、in situ でコラゲナーゼを流して肝細胞を分離す

る方法を用いた（Fig. 4.2）。これによって、灌流装置を使わず、基本的にはペリスタポンプ

と先端にカニューレを取り付けたシリコンチューブだけからなるごく簡単な装置で細胞分

離が行える。詳細を以下に示す。 

 

(二)  手術器具の準備 

カニューレ(17G)、縛り紐(ラット固定用)、ピンセット 2 本、腹切りばさみ、小はさみ、

縫合糸、スプーン、ガラスシャーレ、メス 2 本、ガーゼ、孔径 45µm 金属メッシュ、300mL 

ビーカー 2個 

 

(三)  前灌流用緩衝液とコラゲナーゼ溶液 

細胞調製の際、肝臓組織を分散し、単離するために、門脈からカテーテルを介して前灌流

用緩衝液とコラゲナーゼ液を肝臓に灌流させる。前灌流用緩衝液は脱血、凝固抑制と細胞結

合因子（Ca2+など）の除去に用い、コラゲナーゼ液は組織分散を効果的に行うために用いる。

組成を Table 4.1 に示す。 

 

(四)  細胞調製手順 
(1) ラットを透明ケースに入れ、イソフルランを用いて全身麻酔をした。 
(2) 麻酔後、ラットを手術台に固定し、腹部を 70%エタノールで消毒後、腹切りはさみ

で開腹し、腸を右側に寄せて門脈を露出させた。 
(3) ピンセットを用いて門脈に縫合糸をかけ、ループを作り、門脈を半切した。 
(4) 門脈の半切部に 17G カニューレを迅速に挿入し、縫合糸で固定した。 
(5) 直ちに心臓下の下大静脈を半切した。 
(6) 37 ℃に保温した Table 4.1 左に示す成分で調製した前灌流用緩衝液をペリスタポン

プにより、肝臓が脱血するまで流速 20～30 mL/min で流した（100～150 mL 程度）。 
(7) 脱血後、150 mL の 37 ℃コラゲナーゼ溶液に切り替え、流速 10-15 mL/min で肝臓内

部がペースト状になるまで灌流した。 
(8) 肝臓を周りの組織から切り離し、スプーンを用いてガラスシャーレに移した。 
(9) 肝臓をクリーンベンチに持ち込み、肝細胞培養培地（D-HDM）を加え、メスで細切

した。 
(10) D-HDM を加えながらペースト状の肝細胞懸濁液をガーゼで濾過した。 
(11) さらに D-HDM を加えながら金属メッシュ（目開き 45 μm）によって濾過した。 
(12) 肝実質細胞と肝非実質細胞に分離するために、60 × g で 90 s遠心分離を行い、上清

を除去後、D-HDM で再懸濁を 3回繰り返した。 
(13) 最後の遠心・再懸濁後、懸濁液量を 10~15 mL に調整し、0.1 mL をサンプリングし

て、血球計算盤で細胞数と生存率を測定した。具体的には以下に示す。 
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生細胞数計数法 

トリパンブルー粉末 0.3 g を Table 3.1 に示す CMF-PBS溶液 100 mL に溶解し、これを染

色液とした。トリパンブルー液は、細胞膜構造が破壊されている死細胞は細胞内が青く染色

されるが、膜構造が強固である生細胞は染色されない。細胞懸濁液：培地：トリパンブルー

液を 1:6:3 の比率で 10 倍希釈し、生細胞と死細胞を染め分けたあと、倒立型位相差顕微鏡

を用いて生細胞数及び死細胞数を計数することにより生存率を求めた。本研究では生存率

が 85 %以上のものを実験に用いた。 

Table 4.1 Components of pre-perfusion buffer and collagenase solution 

Component Pre-perfusion buffer [g/L] Collagenase solution [g/L] 

NaCl 8 8 

KCl 0.4 0.4 

CaCl2 - 0.56 

NaH2PO4・2H2O 0.078 0.078 

Na2HPO4・12H2O 0.151 0.151 

HEPES 2.38 2.38 

Collagenase - 0.5 

Trypsin inhibitor - 0.05 

EGTA 0.19 - 

NaHCO3 0.35 0.35 

Glucose 0.9 - 

Penicillin 0.0588 0.0588 

Streptomycin 0.1 0.1 

 

4.2.2.2 ゲル上肝細胞単層培養 

4.2.2.1 にて調製した肝細胞を D-HDM 培地に懸濁し、氷上で保存した。12 孔プレートを

あらかじめ冷蔵庫で 30分間予冷しておくことで、コラーゲンゲルの温度上昇による早期ゲ

ル化を防止し、細胞がウェル底面に均一に広がることを保証する。3.2.2 節に記載の手法に

従い、各ウェル中に oxy CG 1 mL を調製後、37℃培養箱中で 25分間インキュベートしてゲ

ル化させた。細胞を oxy CG 表面に均一に単層播種するため、播種前に各ウェル上部に D-

HDM 培地 0.5 mL を添加した。次いで肝細胞を各ウェルに均一に播種し、培地 1 mL当たり

5.0 × 105 cells（具体的な細胞密度算出法は 4.3.3 節に参照）の密度を閾値群（Threshold）と

して設定した。oxy CG(0.01)の培養可能細胞密度閾値を検証するため、低濃度群（Low）2.5 

× 105 cells/mL、高濃度群（High）7.5 × 105 cells/mL を設定し、oxy CG(0)に 5.0 × 105 cells/mL

を対照群（Control）とした。CPO からの酸素供給のみを行うため、培地を 1% O2 培養箱で

24時間脱酸素処理後、低酸素条件（1% O2）下 6時間培養した。位相差顕微鏡にて 0時間お
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よび 6時間時の oxy CG 上細胞形態を撮影した。培養 1、2、3、6時間後に上澄みを 0.5 mL

チューブに回収し、-20 ℃で保存して後続解析に供した。 

 

4.2.2.3 細胞生存率の評価 

本研究では、細胞生存率の評価指標として乳酸脱水素酵素（LDH）を用いた。細胞が死ん

で細胞膜が壊れると、細胞質に豊富に含まれる LDH が培養液中に漏れ出す（放出される）

ため、その放出量を測定することで細胞死の程度、つまり細胞生存率の低さを評価できる。

LDH活性の測定には Cytotoxicity LDH Assay Kit-WST（Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan）

を用いたが、キット添付プロトコールそのままではなく、本実験系に適合するよう測定条件

を一部改変して使用した。 

具体的には、100％細胞死条件を示す「高コントロール」を作製するため、2.5 × 106、5.0 

× 106、7.5 × 106 cells/mL の 3種類の細胞懸濁液 100 µL に対し、lysis buffer 10 µL を添加し、

37 ℃インキュベーター中で 30分間培養して全細胞を溶解・死亡させた。その後、1.5 mL チ

ューブに培地 1.4 mL を加えて混和し、遠心分離（60 × g, 90 s）によって細胞残渣を除去し、

得られた上清を-20 ℃で保存した。各実験群（4.2.2.2 節で述べたように）で回収された培地

中 LDH活性をこの高コントロールと比較することで、条件ごとの相対的な細胞生存率を算

出した。 

 

4.2.2.4 肝特異機能評価 

(一)  尿素合成活性測定 

本検討では解毒能の指標として尿素合成能を評価した。尿素合成は、肝細胞がアンモニア

を原料としてオルニチン回路を介して尿素へ変換する過程であり、肝特異的機能の重要な

指標である。肝機能が低下すると尿素合成能が減弱し、血中アンモニア濃度の上昇を招く。 

培地中の尿素濃度は QuantiChrom Urea Assay Kit（BioAssay Systems, Hayward, CA, USA）

を用いて比色法にて定量した。具体的には、4.2.2.2 節に回収された上清液を試薬（Reagent 

A と Reagent B の混合液）と混合し、室温で 50分間反応させた後、吸光度（430 nm）をマ

イクロプレートリーダーにて測定し、スタンダードより 6 時間培養ときの尿素合成速度を

算出した。 

 

(二)  アルブミン分泌活性測定 

本検討では、タンパク質合成能の指標としてアルブミン分泌活性を評価した。アルブミン

は肝細胞が特異的に産生する主要な血漿タンパク質であり、肝機能の成熟度および維持能

を示す代表的なマーカーである。肝機能が低下するとアルブミン合成能が減弱し、低アルブ

ミン血症を呈する。本研究では、4.2.2.2 に示す培養系で回収した培地中のアルブミン濃度を

酵素免疫測定法（ELISA）により定量し、検量線を用いて 6時間培養時の分泌速度を算出し

た。  
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4.3 実験結果と考察 

 

4.3.1 培養可能細胞密度の閾値 

培養培地中における酸素の溶解度は、グルコース等の他の成分に比して著しく低い。この

特性は全体的な酸素供給に直接影響し、細胞増殖や代謝に決定的な役割を果たす 120。OGBs

は、この制限を克服するための制御された酸素源として培養細胞に応用されてきた。OGBs

は酸素を生成し、これが培地に溶解した後拡散により細胞へ供給される。この過程において、

OGBs で生成された全酸素量が培地へ移行するため、OGR は酸素移動速度（Oxygen transfer 

rate, OTR）と等価である。 

OGBs において OTR は細胞生存および機能維持に決定的なパラメータであり、制御され

た OGR の維持が最適培養環境の構築に不可欠である。酸素濃度不足は低酸素状態を、過剰

は酸化ストレスを招くため、酸素濃度変化速度は OTR と OUR の差に等しく、Eq. (2)で示さ

れる通りである。 

 
𝑑𝐶
𝑑𝑡 = 𝑂𝑇𝑅 − 𝑂𝑈𝑅	(2) 

 

OTR は生物系における気相から液相への酸素移動速度を表し、Eq. (3)で記述される。 

 

𝑂𝑇𝑅 = 	𝑘!𝑎(𝐶∗ − 𝐶)	(3) 
 

ここで、kLa は酸素移動容量係数（h-1）、C*は平衡溶存酸素濃度（mol/m3）、C は培地中の

DO 濃度（mol/m3）である。 

 

一方、OUR は培養細胞による DO消費速度を示す指標であり、Eq. (4)で表される。 

 

𝑂𝑈𝑅 = 𝑄#! ∙ 𝑋	(4) 
 

ここで QO2は比酸素消費速度（mol/cell・h）、X は生物系における細胞密度（cell/m3）であ

る。 

 

定常状態では OUR と OTRが等しくなり、Eq. (5)に示すように、方程式左辺の酸素生成が

右辺の酸素消費と平衡する。 

 

𝑘!𝑎(𝐶∗ − 𝐶) = 𝑄#!𝑋	(5) 
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上記の式に基づくと、QO2 は細胞種によって決定される一方、C* は環境温度変動の影響を

常に受ける。さらに、kLa は閉鎖系における OGBs を用いた OGR の実験を通じて決定でき

る。したがって、特定の培養条件下では、C = 0 の時に理論上の最大酸素移動速度が発生す

る。この時点で、培養可能な細胞密度の閾値は Eq. (6)を用いて推定できる。ただし、この値

は他の全ての培養条件が最適に維持されている場合にのみ達成可能である。 

 

𝑋$%& =
𝑘!𝑎𝐶∗

𝑄#!
		(6) 

 

4.3.2 酸素生成コラーゲンゲルの酸素放出速度から kLaの実験的決定 

kLa算出法は、標準的かつ広く知られた手法に着想を得たものである 120。kLa 値は、4.2.1

節に記載の閉鎖系において DO 濃度変化を測定後、プロセスコントローラに記録された DO

濃度上昇曲線において、二つの規定時点間の DO瞬時応答を解析することにより算出した。 

無細胞培養系（OUR = 0）では、DO 濃度曲線に対する接線の傾き（dC/dt）が OTR または

OGR を表す。よって、Eq. (2)より Eq. (7)が導出される。 

 
𝑑𝐶
𝑑𝑡 = 𝑂𝑇𝑅 − 𝑂𝑈𝑅 = 𝑘!𝑎(𝐶∗ − 𝐶) − 0 = 𝑘!𝑎(𝐶∗ − 𝐶)		(7) 

 

Eq. (7)を初期条件 t = 0 および C = C0で積分すると、Eq. (8)が得られる。 

 

𝑙𝑛
𝐶∗ − 𝐶
𝐶∗ − 𝐶'

= −𝑘!𝑎𝑡	(8) 

 

ここで、C は DO 濃度（時間 t で測定）（mol/m3）、C0は t = 0 における DO 濃度、t は実験

時間（h）を表す。 

 

kLa 値の算出のため、5% O2 の PBS で充填した閉鎖系を用い、異なる CPO 濃度の oxy CG

の DO 濃度の経時変化を測定した。oxy CG(0.01)を例に挙げると、CPOが PBS と接触した直

後から DO 濃度が徐々に上昇し、CPO の完全消費後には DO 濃度がプラトー状態に達し、

それ以上の上昇は観察されなかった（Fig. 4.2）。 
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Fig. 4.2 Time-dependent changes in dissolved oxygen concentration generated by oxy CG(0.01) 

in a closed system at 37 °C. Data are presented as mean ± SD (n = 3). 

 

その後、ln{(C* − Ct)/(C* − C0)}を時間 t に対してプロットしたところ、直線関係が得られ

た（Fig. 4.3）。これらの線形回帰直線の傾きは、-kLa を表し、oxy CG の OGR を定量化する

ものである。Table 4.2 に要約した通り、kLa 値は CPO含有量の増加に伴い上昇した。この傾

向は、oxy CG中の CPO 濃度が高いほど酸素供給能が有効に向上することを示している。特

に、カタラーゼなしの対照群では kLa 値が有意に低く、これはカタラーゼが過酸化水素分解

を促進する触媒的役割を果たし、OGR を向上させることに反映している。カタラーゼの欠

如はこの反応を遅らせ、oxy CG の全体的な酸素生成能を低下させた。これらの結果は、CPO

含有量およびカタラーゼ添加が酸素放出特性の制御に決定的な影響を及ぼすことを明らか

にした。 

Table 4.2 Estimated kLa values at different CPO concentrations and with or without the 

addition of catalase. 

 Catalase (+) Catalase (-) 

CPO (w/v%) 0.005 0.01 0.05 0.1 0.01 

kLa (h-1) 8.80 × 10-2 1.50 × 10-1 1.36 2.10 5.56 × 10-2 
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Fig. 4.3 Scatter plot with linear fit (y = at + b) for estimating kLa values according to Eq. (8) 

 

4.3.3 12 ウェルプレートにおける培養可能細胞密度の閾値 

実験的に kLa 値を決定した後、Eq. (6)を用いて理論的な培養可能細胞密度閾値を算出した。

37 ℃、5% CO2、低酸素条件下のインキュベーター内で、酸素放出特性測定に使用した測定

セル内にて肝細胞を培養すると仮定した（Fig. 1.2）。細胞好気呼吸に必要な酸素は oxy 

CG(0.01)により供給される。1 atm時の飽和溶存酸素濃度は 6.86 mg/L であったが、本研究で

は培養環境の CO2 濃度を考慮し、C*を 0.95 atm相当の 6.517 mg/L とした。 

まず、全てのパラメータを SI 単位に変換した： 

kLa of oxy CG(0.01) = 1.5 × 10−1 h−1;  

C∗: 6.517 mg/L = 0.204 mol/m3;  

QO2 of PRHs: 1.44 × 10−12 mol/cell⋅h。121 

 

この場合、培養可能細胞密度の閾値は Eq. (9)に示す通り推定された。 

 

𝑋()*+,$%& =
𝑘!𝑎𝐶∗

𝑄#!
=
1.5 × 10,- × 0.204
1.44 × 10,-. = 2.12 × 10-'	𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠/𝑚/	(9) 

 

この式から、測定セル内での肝細胞培養において、培養可能細胞密度は 2.12 × 1010 cells/m³

に達しうる閾値であることが示される。 
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しかし、測定セル内で多条件細胞培養実験を行うことは現実的ではない。そこで、12 ウ

ェルプレートを用いた単層培養により培養可能細胞密度閾値を算出可能と仮定した。これは

12 ウェルプレートが多様な培養条件での細胞培養を容易に実現できるためである（Fig. 1.2）。 

C∗と QO2 は特定の培養条件下で一定であったため、変動は kLa 値の観点から考慮する必要

がある。酸素移動容量係数 kLa は Eq. (10)に示すように 2つの要素から構成される： 

 

𝑘!𝑎 = 𝑘! ∙ 𝑎	(10) 
 

ここで kLは液境膜物質移動係数（m・h⁻¹）であり、気液界面を介した分子拡散速度を記述

するパラメータである。a は単位体積当たり気液接触面積すなわち比表面積（m-1）を表す。 

 

比表面積 a は培養容器の形状・サイズにより決定される定数であり、Eq. (11)で表すこと

ができる： 

 

𝑎 =
𝐴
𝑉		
(11) 

 

ここで、A は気液接触面積（測定セル：A1；12 ウェルプレート：A2）であり、V は培養培

地の体積（測定セル：V1；12 ウェルプレート：V2）である。 

 

このようにして、測定セルにおける a1を 12 ウェルプレート上の単層培養における a2 に

変換することで、kLa2 を決定することができた。これにより、培養可能な細胞密度の閾値を

算出することが可能となった。 

両容器の寸法値は全て SI 単位に変換した： 

A1 = 1.767 × 10-4 m2; 

V1 = 1.2 × 10-5 m3; 

A2 = 3.5 × 10-4 m2; 

 

12 ウェルプレートにおける培養可能細胞密度の閾値は Eq. (12)で表される： 

 

𝑋.0,$%& = 𝑋/0,$%& ∙
𝑉.
𝐴.

=
𝑘!𝑎.𝐶∗

𝑄#!
∙
𝑉.
𝐴.

=
𝑘! ∙ 𝑎- ∙

𝑎.
𝑎-
𝐶∗

𝑄#!
∙
𝑉.
𝐴.

=
𝑘! ∙ 𝑎- ∙

𝐴.
𝑉.
∙ 𝑉-𝐴-

𝐶∗

𝑄#!
∙
𝑉.
𝐴.

=
𝑘!𝑎-𝐶∗

𝑄#!
∙
𝑉-
𝐴-

= 𝑋()*+,$%& ∙
𝑉-
𝐴-

= 1.44 × 101		𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠/𝑚.	(12)	
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Eq. (12)は、単層培養における培養可能な細胞密度の閾値が 12 ウェルプレートの寸法に依

存せず、kLa を決定するために使用される測定セルのみに関連することを示している。この

値を細胞培養実験によりさらに検証するため、12 孔プレート 1 ウェル当たりの培養可能細

胞数閾値を Eq. (13)により算出した。 

 

𝑁.0,$%& = 𝑋.0,$%& ∙ 𝐴. = 1.44 × 101 × 3.5 × 10,2 = 5.04 × 103		𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠	(13) 
 

算出された閾値によると、低酸素条件下で酸素供給を oxy CG(0.01)に限定した場合、12 ウ

ェルプレート 1 ウェル当たりの肝細胞播種密度上限は約 5.04 × 105 cells であった。この閾値

を超えると、細胞の酸素要求量（OUR）を満たすのに十分な酸素供給量（OGR）が得られな

くなる。 

 

4.3.4 ゲル上細胞の形態観察 

この閾値を実験的に検証し、酸素供給制限の影響を解明するため、4.2.2.2 節に示す手法に

従い、低酸素条件（1％ O2）下で 12 ウェルプレートを用いた単層細胞培養実験を実施し、

ゲル上肝細胞の形態学的観察を行った。その結果、低酸素条件下で oxy CG 上に培養した肝

細胞は、0〜6 時間において顕著な形態学的変化を示さなかった。次いで、正常酸素環境下

で普通のコラーゲンゲル（CG）上に 6時間点で培養した細胞形態像を陽性対照としたが、

低酸素培養条件細胞と比較しても形態学的変化は検出されなかった（Fig. 4.4）。これらの所

見は、6時間培養期間において oxy CGが早期細胞形態に測定可能な刺激効果を及ぼさない

ことを示唆している。 
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Fig. 4.4 Morphological images of PRHs during culture (scale bar: 100 μm). (A) Cells cultured 

on oxy CG under different conditions at both 0 and 6 h in a hypoxic environment. Low: 2.5 × 

105 cells cultured on oxy CG(0.01); threshold: 5.0 × 105 cells cultured on oxy CG(0.01); high: 

7.5 × 105 cells cultured on oxy CG(0.01); control: 5.0 × 105 cells cultured on oxy CG(0). (B) 

Cells cultured on the standard collagen gel under different conditions at both 0 and 6 h in a 

normoxic environment. Low: cell density of 2.5 × 105; threshold: cell density of 5.0 × 105; high: 

cell density of 7.5 × 105 

 

4.3.5 肝細胞生存率変化と肝特異機能評価 

4.2.2.3 節に示す手法に従い、12 ウェルプレート単層培養における細胞生存率を測定し、

培養時間経過に伴う変化を評価した（Fig. 4.5A）。全培養系において細胞生存率は培養時間

延長に伴い低下した。この低下は低酸素条件下での酸素供給不足に起因し、肝細胞生存率の

減衰を反映している。“Threshold”と“Control”を比較すると、培養 3時間後において oxy 

CG は細胞への酸素供給により生存率を有意に向上させた。最も重要な点として、細胞密度

が 12 ウェルプレートにおける培養可能細胞密度の閾値を超えた場合、3 時間培養時の生存

率が他の 2群に比べて著しく低下したことであった。6時間培養後には生存率が 52.4 ± 2.9%

まで低下したことが確認された。この低下は、高濃度群において培養期間全体を通じて OGR

が細胞の OUR を下回り続けた結果、最終的に細胞死を引き起こしたことに起因する。漏洩

LDH を生存率指標として用いる場合、タイムラグが生じるため、低酸素状態が発生しても
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細胞はすぐに死滅せず、徐々に死んでいく。したがって培養時間の経過とともに、この群の

細胞生存率は他の二群との差を次第に拡大し、三日目に至っては顕著な差異を示した。この

知見の検証のため、各条件の培養 6時間後における尿素合成能（Fig. 4.5B）およびアルブミ

ン分泌能（Fig. 4.5C）を測定し、肝特異的機能を評価した。結果は生存率と一致し、十分な

酸素供給速度では高い肝細胞が肝特異的機能を維持したのに対し、酸素供給速度不足の高

細胞密度群では機能障害が生じた。これらの結果は、先ほどに算出した培養可能細胞密度理

論閾値の妥当性を支持するものである。 

 

Fig. 4.5 (A) Viability of primary rat hepatocytes cultured under hypoxic conditions over a 0-

6 h period. (B) Urea synthesis and (C) albumin secretion rates of hepatocytes cultured under 

hypoxic conditions at 6 h. Low: 2.5 × 105cells cultured on oxy CG(0.01); Threshold: 5.0 × 

105 cells cultured on oxy CG(0.01); High: 7.5 × 105 cells cultured on oxy CG(0.01); Control: 

5.0 × 105cells cultured on oxy CG(0). Data are presented as mean ± SD (n = 3). ∗P < 0.05; ∗∗P < 

0.01; ∗∗∗P < 0.001 
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4.3.6 酸素生成コラーゲンゲルを用いた三次元培養と in vivo 応用展望 

本章では、培養可能な細胞密度の閾値を体系的に確立し、調製した oxy CG を用いて二次

元培養系で OGRベース定量分析法の妥当性を検証したが、実際の組織工学応用では、より

厚い三次元組織構造体や生体内環境において細胞の生存率を維持する必要があることを認

識することが重要である。三次元培養系では、酸素拡散がはるかに大きな課題となる。ゲル

−培地界面から離れた位置にある細胞は重度の低酸素状態に陥りやすく、これが組織全体の

機能を損なう可能性がある。 

機能的血管網が存在しない場合、組織厚は一般に 100～200 μm に制限され、それを超え

ると、酸素欠乏が生存と組織統合の重大な障壁となる。例えば、奥平ら 114 は、多層スフェ

ロイドを用いたボトムアップ法による紐状肝組織の構築において約 330 μm の厚さを達成し

たが、組織中心部で顕著な細胞死が生じ、酸素浸透不足が明らかとなった。これらの知見は、

厚組織における酸素供給戦略の拡張が喫緊の課題であることを示している。 

有望なアプローチとして、本研究で開発した oxy CG を三次元構成に組み込むことが挙げ

られる。例えば、肝細胞スフェロイドを oxy CG マトリックス内に直接封入することで、組

織全体にわたる局所的酸素放出を実現可能である（Fig. 4.6A）。また、カプセル化酸素キャ

リア（マイクロスフェアなど）を肝細胞スフェロイド間に分散配置し、bottom-up 組織構築

を行うことで、栄養・酸素豊富な周辺部から遠い領域の低酸素ストレスを緩和し、中心壊死

を抑制できる（Fig. 4.6B）。この戦略を OGR に基づく閾値解析と組み合わせれば、三次元組

織における培養可能細胞密度の定量的予測も可能となり、臨床的に有用な厚みを持つ構造

体の合理的な設計を導くことができる。 

 

Fig. 4.6 Schematic illustration of 3D oxygen delivery strategies in hepatic tissue engineering. 

(A) Direct encapsulation of hepatocyte spheroids within oxy CG matrix for uniform tissue 

oxygenation. (B) Dispersed configuration of Encapsulated oxygen carrier between hepatocyte 

spheroids using bottom-up assembly to mitigate central necrosis 



第 4 章 酸素生成能の定量的解析 
 

 55 

これらの手法は in vivo 組織工学応用にも適応可能である。移植グラフトは宿主血管の浸

潤・灌流に至るまで必然的に低酸素期を経験するため、移植された oxy CG またはカプセル

型酸素キャリアのOGRが細胞酸素消費を上回ることを確保することが組織生存維持に不可

欠である。したがって、二次元培養系で検証された OGR に基づく設計原則は、三次元培養

系および事前血管化・血管化 in vivo モデルにおける酸素生成戦略の最適化に向けた重要な

基盤を提供する。  
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4.4 本章のまとめ 

本研究は、組織工学における酸素供給の決定的課題に取り組み、CPO を封入した oxy CG

を開発し、その酸素生成能を定量評価する枠組みを確立することで、組織工学における酸素

供給という重大な課題を解決した。OGR を測定し kLa を導出することで、特定培養条件下

で培養可能な細胞密度に関する理論的閾値を算出し、肝細胞培養実験を通じて検証した。

oxy CG は低酸素状態下で持続的な酸素供給を実現し、予測範囲内（12 ウェルプレート 1 ウ

ェルあたり ≦	5.04 × 105 cells）で細胞生存率と肝臓特異的機能を維持した。また、三次元構

造体における拡散の限界を指摘し、生理的酸素レベルを維持する戦略について論じた。これ

らの知見は、低酸素状態や酸化ストレスを防止するため、総酸素供給量と酸素供給速度の両

立が不可欠であることを明らかにし、この定量的枠組みが肝臓組織工学の進展に有用なツ

ールとなることを示した。 

今後の研究課題として、本手法を動的三次元培養系および in vivo モデルへ拡張し、組織

工学の応用設計をさらに最適化することが期待される。
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第 5 章 酸素生成ゼラチンマイクロスフェアの作製と肝組

織構築への試み 
 

5.1 本章の目的及び概要 

第 4 章では、酸素生成バイオマテリアル（OGBs）の細胞生存への酸素供給能を評価する

新たな基準を確立した。即ち、酸素放出速度（OGR）と酸素消費速度（OUR）の比較により、

OGR ≥ OUR を充足条件とし、系統的細胞実験により理論の妥当性を検証した。一方、第 3

章で示した通り、コラーゲンゲルに大量の過酸化カルシウム（CPO）を封入するだけでは、

酸素初期バーストを引き起こし、細胞損傷を招く。これは OGR超過により培地中に未消費

酸素が蓄積し、活性酸素種を誘発、酸化ストレスを介してタンパク質・脂質・DNA 等の細

胞構成成分を損傷するためである。したがって、OGBs には制御放出が不可欠であり、(1) 過

酸化物を生分解性高分子に封入して徐放化（マイクロカプセル化）を実現する方法と、(2) 

修飾ヘモグロビンを導入して酸素を短期貯蔵する方法の二つの戦略が有効であることが確

認されている。本研究では、W/Oエマルション法を用いて、CPO をゼラチンにマイクロカ

プセル化し、酸素生成ゼラチンマイクロスフェア（GMS）を作製した。その物理的特性と酸

素放出特性を評価した。 

さらに、第 4 章で確立した酸素生成能定量解析法を二次元モデルから三次元モデルへ拡

張適用し、本酸素生成 GMS の三次元培養における実行可能性を理論的に算出した。この三

次元モデルの実用検証として、旋回培養により肝細胞スフェロイドを調製し、酸素生成 GMS

と混合後、遠心沈降法により微粒子を組織体内に均一分散させた。これにより酸素源の内在

化を実現し、局所的な低酸素環境を改善することを目的とした。本組織構築法は、生体に近

い高密度・高機能性の厚みのある三次元肝組織を作製できるだけでなく、従来の酸素供給技

術の限界を突破した。in vitro 培養結果から、酸素放出マイクロビーズは肝細胞の生存率向

上と肝特異的機能（アルブミン分泌や尿素合成など）の促進に寄与し、組織体内部（特に中

心部）の局所的低酸素環境を改善することが示された。この多次元戦略は三次元細胞培養の

酸素供給技術の発展を促進し、組織工学と再生医療分野に新たな応用可能性を開拓する。  
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5.2 酸素生成ゼラチンマイクロスフェアの作製と評価 

 

5.2.1 本節の目的 

OGBs の開発において、無制御の酸素バースト放出は ROS 誘発と細胞毒性を招く課題と

して指摘されており、制御放出手法の開発が求められている。本節では、W/O エマルジョ

ン法により CPO を GMS に埋め込み、酸素放出特性および物理的特性の 2 観点から評価す

ることで、本材料の後続実験への適用性を検証する。具体的には、(1) 酸素放出特性（酸素

放出持続時間、OGR）、(2) 粒径分布と形態観察の物理的特性評価を行う。これにより、マ

イクロカプセル化が酸素バースト抑制と持続放出実現に有効であるかを明らかにし、第 4 章

理論枠組みの三次元拡張の妥当性を確認する。本 GMS は、カプセル化により水接触制御と

酸素拡散調節が可能であり、組織工学材料としての基礎特性を解明する。 

 

5.2.2 実験方法 

5.2.2.1 酸素生成ゼラチンマイクロスフェアの作製 

 
Fig. 5.1 Schematic diagram illustrating the preparation process for oxygen-generating 

microspheres (GMS) via the W/O emulsion method 

 

酸素生成 GMS は、既報の GMS調製に広く用いられている「W/O 型エマルション法」を

参考に作製した 122。まず、市販大豆油を用いた油相として、ビーカー内に大豆油 25 mL と

二次水 5 mL を加え、50 ℃の恒温槽で 15分間予熱した。次に、25 mL の油相に界面活性剤

として Span 80（sorbitan monooleate, wako）0.375 mL（1.5 v/v%）を添加し、50 ℃で 10分間

攪拌して均一な W/Oエマルション形成に適した油相を調製した。 
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一方、水相として、ゼラチン粉末 1 g（20 w/v%）（sigma）を二次水 5 mL に加え、55 ℃で

5分間攪拌して完全溶解させた。続いて、CPO粉末 2 g（40 wt%）をゼラチン溶液中に加え、

ダマの残らないよう十分に分散させた。調製した油相 25 mL をあらかじめ 50 mL チューブ

に移し、水相 3 mL を添加した後、ホモジナイザーを用いて 50 ℃・7000 rpm・3分間乳化攪

拌し、CPO 含有ゼラチンエマルション滴をマイクロスフェア化した。得られたエマルショ

ンをビーカーに移し、氷上で冷却しながら 1000 rpm で 10分間攪拌することで、ゼラチン相

をゲル化させた。 

ゲル化後、架橋剤として 25 v/v% グルタルアルデヒド溶液（和光純薬）0.1 mL（最終濃度

0.1 v/v%）を 25 mLエマルションに滴下しながら攪拌し、氷上で 30分間架橋反応を行った。

架橋後のエマルションを 50 mL チューブに回収し、2500 rpm・5分・4 ℃で遠心分離して上

清油相を除去した。残渣にアセトンを加えて総量 15 mL とし、十分に懸濁したのち、ろ紙

付き吸引ロートに移してアセトン 50 mL で徐々に洗浄し、油分除去および脱水を行った。

その後、得られた湿潤 GMS をディッシュ内で約 3 mL の tert-ブチルアルコール（和光純薬）

で再懸濁し（揮発性・毒性に留意しマスク等を着用）、-80 ℃ディープフリーザーで 2 時間

以上凍結した。その後、-47 ℃・11 Pa条件の凍結乾燥機（FDU-1200, EYELA, Japan）で 24

時間フリーズドライを行い、粉末状の GMS を得た（Fig. 5.1）。この処理により、GMS は水

分を完全に除去され、保存安定性の高い粉末形態に変換された。続いて、目開き 100 μm の

金属メッシュにより粒径選別を行い、均一な粒径分布を確保した。最後に、常温でデシケー

ター内に収容して湿気吸収を防止し、長期保存に適した状態で保管した。 

本手法は、食品グレード油とゼラチンを用いた W/Oエマルション・グルタルアルデヒド

架橋プロセスであり、既報の GMS調製法と同様に、粒子形状の均一性と高い再現性を有す

るとともに、生分解性マトリックス内に CPO を効率的に封入できる点に特徴を有する。 

 

5.2.2.2 酸素放出特性 

3.2.2 節に記載の CPO 含有酸素生成コラーゲンゲル（oxy CG-CPO）の作製法と同様の手

順で、CPO粉末の代わりに GMS を用い、酸素放出特性評価用の GMS含有酸素生成コラー

ゲンゲル（oxy CG-GMS）を作製した。マイクロカプセル化による CPO 封入が酸素放出の初

期バーストを抑制し、酸素の持続的放出を促進する効果を検証するため、コラーゲンゲル中

の CPO 濃度は 0.1 w/v%とした。 

なお、凍結乾燥後の GMS は表面疎水性が高く凝集しやすい性質を持つため、使用前に正

確に称量した後、直ちに 0.5 mL HEPES バッファーに加え、小さなスプーンで撹拌して完全

に液中に分散させた。その後、コラーゲンゲル（CG）：GMS：カタラーゼ溶液の体積比 5：

2：1 で混合し、ゲル化処理を行った。この手法により、GMS の均一分散が確保され、安定

した酸素放出特性の評価が可能となった。 

 

(一)  開放系での酸素放出持続時間測定 
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3.3.2.1 と同様の方法で、GMS を封入したコラーゲンゲルの酸素放出持続時間を測定した。 

 

(二)  閉鎖系での酸素放出速度測定 

4.2.1 と同様の方法で、GMS を封入したコラーゲンゲルの OGR を測定した。 

 

5.2.2.3 位相差顕微鏡による GMS の形態観察と粒径分布測定 

デシケーターに保存していた GMS を二次水に懸濁し、顕微鏡にて観察・撮影した。得ら

れた画像に対し ImageJ を用いて粒径測定を実施し、粒径分布を求めた。 

 

5.2.2.4 ホロトモグラフィー技術による GMS 構造解析 

ホロトモグラフィー顕微鏡（HT-1, TomoCube）を用い、Mach-Zehnder干渉計原理に基づく

非侵襲的三次元屈折率（RI）トモグラフィーを実施した。GMS を二次水に懸濁し、マイク

ロ流路セルに導入後、試料にコヒーレントレーザー光でホログラムを非接触検出した。位相

シフトアルゴリズムにより各ボクセル RI 値を再構成した。その内部構造を解析するため、

ゼラチン外殻と CPO核の RI差を閾値化し、RI によるマッピング画像を生成した。 

 

5.2.2.5 走査型電子顕微鏡（SEM）による GMS の形態観察 

SEM 観察のため、GMS をカーボンテープ上に固定し、白金スプッタリング（5 nm）で導

電処理後、加速電圧 15 kV の走査電子顕微鏡（JCM-7000, JEOL, Japan）にて表面形態を解析

した。 

 

5.2.3 実験結果 

5.2.3.1 酸素放出持続時間  

3.3.2.1 に示した隔膜式ガルバニ電極型 DO センサーを用いて、開放系条件下におけるコ

ラーゲンゲル上 PBS 中の DO 濃度の経時変化を測定し、GMS 封入条件と CPO 粉末分散条

件を比較した（Fig. 5.2）。CPO粉末を直接分散した oxy CG-CPO では、測定初期に DOが急

峻に上昇し、20 時間前後で約 12 mg/L に達する明瞭な初期バーストが観察され、その後急

速に減衰して約 70時間で平衡レベルに戻った。一方、同一 CPO含有量で GMS として封入

した oxy CG-GMS では、DO 上昇速度が緩やかとなり、ピーク値は約 10 mg/L と低減しつ

つ、酸素放出が 120時間付近まで持続した。 
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Fig. 5.2 Time-course profiles of dissolved oxygen concentration in collagen gels containing CPO 

powder or GMS in an open system at 37 ℃、5% O2, 5% CO2. Data are presented as mean ± SD 

(n = 3) 

 

5.2.3.2 酸素放出速度 

4.2.1 節に示した手法に従い、閉鎖系条件下で oxy CG‑GMS条件におけるゲル上部の PBS

溶液中 DO 濃度の経時変化を測定し、OGR を算出した。その後、4.3.2 節に示した手順に基

づき、得られた DO時系列データを式 ln{(C*−Ct)/(C*−C0)}と時間 t の関係に変換し、直線近

似を行うことで酸素移動容量係数（kLa）を求めた（Fig. 5.3）。その結果、oxy CG‑GMS の kLa

は 5.05 × 10-1 h-1 となり、先に別節で測定した CPO粉末分散条件（oxy CG‑CPO）の kLa は 

2.10 h-1 と比較して、OGR および瞬時の酸素供給能がおよそ 1/4 に低下することが明らかと

なった。 
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Fig. 5.3 Estimating of the volumetric oxygen transfer coefficient (kLa) of oxy CG in a closed 

system via linearized dissolved oxygen profiles 

 

5.2.3.3 位相差顕微鏡による GMS の形態的特徴と粒径分布 

Fig. 5.4 は、W/Oエマルション法を用いて作製した CPO 封入 GMS および非封入 GMS の

形態を示している。観察された GMS は平面画像において円形構造を示し、CPO 封入後もそ

の形状が保持されていることが確認された。両者の比較により、CPO 封入 GMS では外殻内

部に多数の黒色粒子が包み込まれていることが明瞭に観察され、コアシェル構造様の形態

が示唆された。ただし、平面画像のみでは立体構造の確認が不十分であるため、球状コアシ

ェル構造の存在を検証するには三次元観察が必要である。さらに、粒径分布解析の結果、平

均粒径は 34.95 μm であった（Fig. 5.5）。 

 

Fig. 5.4 Morphological observation of GMS under optical microscopy: (A) without calcium 

peroxide, (B) with calcium peroxide (scale bar: 20 μm) 



第 5 章 酸素生成ゼラチンマイクロスフェアの作製と肝組織構築への試み 

 63 

 
Fig. 5.5 Particle size distribution of GMS 

 

5.2.3.4 ホロトモグラフィー技術による GMS 構造の特徴 

ホロトモグラフィー顕微鏡を用いて取得した三次元 RI トモグラムから、GMS内部構造の

RI マッピング画像を再構成した（Fig. 5.6A）。HT-1 は多方向から取得したホログラムを基に

ボクセルごとの RI 分布を再構成する光学位相トモグラフィー装置であり、得られた RI ボ

リュームデータを閾値処理および疑似カラーで表示することで、外層のゼラチン相（青）と

内側の CPO相（黄）を分離可視化した。Fig. 5.6B は RI分布図に基づいて作成したコアシェ

ル構造の概念図である。RI分析の結果、青色領域（ゼラチン）の RI は 1.339～1.360 の範囲

で分布し、黄色領域（CPO）の RI は 1.365～1.390 の範囲で分布していた（Fig. 5.6C）。 

 

Fig. 5.6 (A) The RI mapping image captured via holographic microscopy reveals that 

GMS exhibit a core-shell structure. (B) Schematic illustration of GMS. (C) RI 

difference between the blue and yellow regions. 

 



第 5 章 酸素生成ゼラチンマイクロスフェアの作製と肝組織構築への試み 

 64 

5.2.3.5 SEM で観察された GMS の形態的特徴 

SEM 観察の結果、GMS は全体として良好な球状形態を示し、200～400倍像（Fig. 5.7a, b）

において比較的均一な粒径分布で分散していることが確認された。高倍率像（Fig. 5.7c）で

は、表面が滑らかな被膜ではなく、ザラザラした形態を示した。さらに 3000倍像（Fig. 5.7d）

では数百 nm～数 µm程度の細孔が外殻全体に分布している様子が観察された。 

 
Fig. 5.7 Morphology and microstructure of GMS were observed via SEM under a magnification 

of (a) 200×, (b) 400×, (c) 1000× and (d) 3000× 

 

5.2.4 考察 

5.2.4.1 コアシェル構造と微細孔を有する外殻による酸素放出特性の最適化 

本節の結果を総合すると、CPO を直接ゲルに分散させる方式から、GMS にカプセル化し

て利用する方式へと設計を変更したことにより、酸素放出特性が質的に改善されたことが

明らかとなった。開放系では、同一 CPO含有量にもかかわらず、CPO粉末分散型 oxy CG-

CPOが急峻な初期バーストと約 70 h での放出終了を示したのに対し、oxy CG-GMS ではピ

ーク DO 濃度が低く抑えられつつ、放出期間が約 120 h まで延長された。このことは、高 DO

暴露リスクの低減と放出時間の延長という、第 3 章で指摘された「初期バーストによる毒

性」と「長期培養への適用制限」という二つの課題を同時に緩和しうることを示している。 
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閉鎖系での OGR 解析では、DO プロファイルの線形化から算出した kLaが、oxy CG-GMS

が oxy CG-CPO と比較して約 1/4 に低下していることが確認された。これは、GMS外殻が

CPO への水拡散を緩和し、OGR を穏やかに制御していることを示唆している。第 4 章で構

築した「OGR ≥ OUR」の理論枠組みと組み合わせれば、この kLa 値を用いて三次元培養系

における培養可能細胞密の度閾値（Xthr）を計算することが可能であり、これにより oxy CG-

GMS の三次元培養系への理論的拡張性を検証する。 

形態観察の結果も、この放出制御メカニズムを裏付ける。位相差顕微鏡では、CPO 封入

の有無にかかわらず GMSが良好な球状形態を保ち、CPO 封入 GMS では内部に高コントラ

スト領域が認められ、コアシェル構造様の形態が示唆された。粒径分布から平均粒径約 35 

µmが得られ、肝細胞スケールに近い微小酸素源として三次元構造内へ均一分散しやすいサ

イズであることが分かった。 

SEM およびホログラフィック顕微鏡観察から、ゼラチンシェルは連通孔を有する構造で

あり、低 RI の外層と高 RI の内層が明瞭に分離した二相構造を示した。CPO を封入した PCL

あるいは GMS でも、多孔質外殻が水侵入と CPO 分解を制御し、初期バーストを抑えた持

続的酸素放出に寄与することが報告されており、本研究で得られた結果は、放出制御メカニ

ズムとして妥当である 14,123。 

総じて、GMS はコアシェル構造と微細孔を有する外殻により水拡散と反応速度を調節し、

その結果として OGR と kLa を低下させながら酸素放出持続時間を延長する「時間制御型酸

素源」として機能しうることが示された。この特性は、理論解析を三次元培養系へ展開する

際の基盤パラメータを提供するものであり、後続節で扱う厚みを有する肝組織内部への酸

素源内在化戦略の妥当性を支持する。 

 

5.2.4.2 三次元培養系への理論的拡張性 

GMS 封入条件により OGR が大きく低下したことから、CPO と水との直接的な接触が抑

制され、その結果として酸素放出の持続時間が延長されていると考えられる。 一方で、第

4 章で示したように、OGRが OUR を下回る場合には、細胞内酸素分圧の低下に伴う細胞活

性の低下や機能障害が生じるため、単に放出速度を低下させればよいわけではない。したが

って、oxy CG-GMS を三次元培養系に適用するにあたっては、その酸素供給能力に見合った

培養可能細胞密度の閾値を事前に推定しておくことが重要となる。 

第 4 章で検証した二次元培養系における OGR と OUR の関係に基づく理論枠組みは、酸

素放出特性と細胞密度の対応関係を定量的に評価できることが示されており、この枠組みを

oxy CG-GMS の kLa 値に拡張適用することで、三次元培養条件下における許容細胞密度の閾

値を算出することが可能である。 以下では、この理論モデルを三次元組織スケールへ展開

する手順と前提条件について述べることで、oxy CG-GMS を用いた三次元培養系への応用範

囲を大きく広げうること、さらに OGBs を三次元培養に用いる際の事前自己評価（セルフチ

ェック）ツールとしての実現可能性を論証する。 
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三次元培養環境における OGBs の挙動を理論的に評価するため、本研究で開発した oxy 

CG を三次元構造へ組み込んだ条件を想定した。具体的には、肝細胞スフェロイドを oxy CG

マトリックス内に直接埋入し、構築体全体にわたる局所的な供酸素を実現する方法、あるい

は bottom‑up 型の組織自組織化プロセスにおいて、GMS を肝細胞スフェロイド間に介在さ

せる方法が考えられる。これらのアプローチにより、細胞スフェロイドと酸素生成ゲルが一

体化した組織‐ゲル複合三次元構造が形成され、組織中心部に位置する細胞であっても拡散

距離制限を受けずに十分な酸素供給を確保できる。すなわち、二次元単層培養ではゲル表面

から培地方向へ酸素が拡散していたのに対し、三次元スフェロイド系では Fig. 5.8 に示すよ

うに、スフェロイド周囲を取り囲む酸素放出マトリックスからスフェロイド表面を介して

内部へと酸素が浸透していくモデルとなる。 

 
Fig. 5.8 Schematic representation of converting the 2D measuring system to a 3D spheroid–oxy 

CG culture model for estimating the cultivable cell density threshold. (* the size of hepatocyte 

spheroid will be shown in Section 5.3.3.1) 

 

三次元培養系においても閾値細胞密度は Eq. (6)により算出可能であり、その理論枠組み

は 12 ウェルプレート単層培養系と同一である。すなわち比表面積 a（a3 = 肝細胞スフェロ

イドの表面積 A3 : 体積 V3）による表面積-体積変換を適用する。 
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まず、以下のパラメータを SI 単位に変換した： 

測定用セルの寸法値（4.3.3 節）： 

A1＊ = 1.767 × 10-4 m2; 

V1＊ = 1.20 × 10-5 m3; 

測定用セルの比表面積 a1*は Eq. (14)で表される。 

 

𝑎-∗ =
𝐴-∗

𝑉-∗
= 14.725	𝑚,-(14) 

 

肝細胞スフェロイド直径：約 76 μm （5.3.3.1 節に示す） 

A3 = 1.81 × 10-8 m2; 

V3 = 2.30 × 10-13 m3; 

肝細胞スフェロイドの比表面積 a3は Eq. (15)で表される。 

 

𝑎/ =
𝐴/
𝑉/
= 7.87 × 102	𝑚,-(15) 

 

測定用セルにおける oxy CG‑GMS の kLa1*は 5.05 × 10-1 h-1 であり、三次元培養系における

oxy CG‑GMS の kLa3は Eq. (16)で表される。 

 

𝑘!𝑎/ = 𝑘!𝑎-
∗ ∙
𝑎/
𝑎-∗

= 2700	𝑚,-(15) 

 

このとき、三次元培養系における培養可能細胞密度の閾値は Eq. (16)で表される： 

 

𝑋/0,$%& =
𝑘!𝑎/𝐶∗

𝑄#!
= 3.82 × 10-2		𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠/𝑚/	(12) 

 

以上で算出した値は、肝細胞スフェロイド周囲が酸素放出マトリックスで充填された場

合に、スフェロイド内部で許容される細胞密度を示す理論上の上限値を意味する。このため、

次段階として、得られた閾値と実際の肝細胞スフェロイドにおける細胞密度を比較し、oxy 

CG-GMS を三次元培養系に適用した際の酸素供給能が理論的に妥当な範囲にあるかを検証

する必要がある。これにより、その実験的実行可能性に対する理論的根拠を提供する。 

本研究室では、肝細胞スフェロイドの形成に EZ SPHERE プレートおよび旋回培養法の 2

種類を用いており、その詳細な違いについては 5.3.3.1 節で後述する。EZ SPHERE を用いた

場合、約 110個の肝細胞から構成される平均直径 112 µm のスフェロイドが得られ、この幾
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何学的条件よりスフェロイド内部の細胞密度は約 1.5 × 1014 cells/m3 と算出される。一方、先

ほど算出した oxy CG-GMSの三次元培養条件における培養可能細胞密度の閾値は 3.82 × 1014 

cells/m3 であるのに対し、実際のスフェロイド細胞密度はこの理論値を十分に下回っている。

したがって、oxy CG-GMS を適用した三次元養系では「OGR  ≥  OUR」の関係が成立し、

第 4 章で示した理論枠組みに照らしても酸素供給能力の不足によって肝細胞が失活するリ

スクは低いと考えられる。このことは、oxy CG-GMSが三次元肝細胞スフェロイド培養にお

いて、少なくとも酸素供給の観点からは理論的に妥当な設計であることを示している。 

 

5.2.5 今節のまとめ 

本節では、CPO を酸素源とする酸素生成 GMS の作製法を確立し、その構造的特徴と酸素

放出特性を総合的に評価するとともに、第 4 章で構築した理論枠組みを用いて三次元培養

系への応用可能性を検討した。まず、W/Oエマルション法および架橋反応を用いることで、

CPO をゼラチンマトリックス内に封入した GMS を再現性高く調製できることを示し、顕微

鏡観察および屈折率マッピングにより、球状形態・コアシェル構造・微細孔を有する外殻と

いう本材料特有の形態学的特徴を明らかにした。 

次に、開放系および閉鎖系における酸素放出挙動を解析し、GMS へのカプセル化が従来

の CPO粉末分散型コラーゲンゲルと比べて酸素生成速度を緩和しつつ放出時間を延長する、

いわば「時間制御型酸素源」として機能することを示した。これにより、第 3 章で課題とな

った初期バーストと長期培養への適用制限を同時に緩和しうる設計指針を提示したことに

なる。 

さらに、閉鎖系測定から得られた体積酸素移動係数 kLa を第 4 章で確立した OGR ≥ OUR

基準に組み込み、肝細胞スフェロイド周囲を oxy CG‑GMS で充填した三次元培養モデルに

適用することで、三次元環境下における培養可能細胞密度の理論閾値を導出した。その上で、

この閾値を実際のスフェロイド細胞密度と比較することで、oxy CG‑GMS を用いた三次元培

養系では理論的に酸素供給が許容範囲内にあり、酸素不足による細胞失活リスクが低いこ

とを示した。 

総じて、本節は GMS の作製・構造・酸素放出特性を一貫した枠組みで整理し、第 4 章の

二次元モデルを三次元培養系へ拡張する際のキー・パラメータとして kLa を位置付けたうえ

で、oxy CG‑GMSが三次元組織構築に適用可能な OGBs であることを理論的に裏付ける役割

を果たしている。  
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5.3 酸素生成ゼラチンマイクロスフェアを用いた三次元肝組織構築

への試み 

 

5.3.1 本節の目的 

本節では、第 5 章前半で作製した酸素生成 GMS の物理的特性および酸素放出特性を踏ま

え、それを実際の三次元肝組織構築へ応用することを目的とする。具体的には、旋回培養を

用いて肝細胞スフェロイドを形成し、これを oxy CG‑GMS と組み合わせることで、酸素源

を内在化した三次元肝組織様構造体を作製する。さらに、第 4 章で確立した酸素生成能定量

解析法（OGR ≥ OUR基準）を三次元系に拡張した理論モデルに基づき、本構築法における

酸素供給能と細胞密度の整合性を検証する。 

また、本節では、oxy CG‑GMS を導入した三次元肝組織において、局所的な低酸素環境が

どの程度緩和されるかを、肝細胞の生存率および肝特異的機能（アルブミン分泌、尿素合成）

を指標として評価する。これにより、GMS による酸素源の内在化が、従来の外部供給型酸

素供給技術と比較して、厚みのある高密度三次元肝組織に対してどの程度有効に機能しう

るかを明らかにすることを目指す。最終的に、本節での検討を通じて、酸素生成マイクロス

フェアを用いた三次元肝組織構築戦略の有用性と限界を整理し、組織工学および再生医療

への実装に向けた実験的基盤を提示する。 

 

5.3.2 実験方法 

5.3.2.1 肝細胞スフェロイドの作製 

本研究では、酸素生成 GMS を内在化した三次元肝組織を構築するための前提として、ま

ず均一な肝細胞スフェロイドを安定に作製する必要がある。本節では、その作製法として、

EZ SPHERE という 6 ウェルプレート（IWAKI）を用いたウェル内自己集合法と、浮遊旋回

培養による懸濁培養法の二手法を検討対象とした。両者は足場非依存的にスフェロイドを

形成できる点で共通する一方で、スフェロイド 1個当たりの細胞数、直径、サイズ分布の均

一性、形成効率などに差異を持つ可能性がある。本小節では、それぞれの培養条件と操作手

順を概説し、得られた肝細胞スフェロイドのサイズ・形態・回収率を比較することで、後続

の oxy CG‑GMS との三次元共培養実験に最適なスフェロイド作製プロトコルを選定するこ

とを目的とする。 

 

(一)  EZ SPHERE による肝細胞スフェロイドの作製 

EZSPHERE は、培養底面に口径約 400～500 µm、深さ約 100～200 µm の微細な窪み（マ

イクロウェル）を隙間なく均一に有しており、その表面にはタンパク質低接着コートが施

されている。そのため、細胞を播種するとマイクロウェル内に細胞が収まり、一つのマイ

クロウェルに対し一つのスフェロイドを形成することが可能である。本実験で使用した
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EZSPHERE 6 ウェルプレートは 1 ウェル当たり約 2700個のマイクロウェルを有してお

り、均一なスフェロイドを約 2700個作製可能である。まず、4.2.2.1 に示した方法で初代

ラット肝細胞を調製し、肝細胞懸濁液を 110 cells/microwell となるように調整し、各ウェル

に D-HDM 培地 500 µL を添加したのち、細胞懸濁液 2 mL を播種した。播種後、プレート

をインキュベーター内に放置し、マイクロウェル内で細胞が均一に分布するよう数回軽く

揺動してから、37 ℃、5% CO2条件下で 2 日間静置培養を行い、スフェロイドを形成させ

た。培養後、ピペットを用いて肝細胞スフェロイドを吸引し、目開き 45 µm のメッシュ上

に滴下した。さらに、CMF-PBS 1 mL を用いて１ウェルを 2回洗浄し、残存スフェロイド

も同様にメッシュ上に濾過したのち、メッシュを裏返して D-HDM 培地で洗い流し、スフ

ェロイドを 15 mL チューブに回収した。顕微鏡下でウェル内にスフェロイドが残っていな

いことを確認した後、チューブを 60 × g、90 s で遠心分離し上清を除去した。最後に D-

HDM 培地を用いて 8 ml まで再懸濁し、後続の実験に供した。 

 

(二)  浮遊旋回培養による肝細胞スフェロイド作製および粒径分布の測定 

浮遊旋回培養による肝細胞スフェロイドの作製には、非接着性 6 ウェルプレートを用い

た懸濁培養法を採用した。まず初代ラット肝細胞を分離し、肝細胞懸濁液を 5.0 × 105 cells/mL

となるよう調整した。次に、培養面積 9.6 cm2/well の 6 well プレート各ウェルに肝細胞懸濁

液 1.5 mL を播種し、プレートを水平円運動式ロータリーシェーカー上に設置して 80 rpm で

浮遊旋回培養を行った。培養は 37 ℃、5% CO2条件下で実施し、2 日間後にスフェロイド形

成を確認した。 

肝細胞スフェロイド回収する前に、6 ウェルプレート中のスフェロイドを位相差顕微鏡

で観察、撮影した。撮影した画像を Q-Capture Pro 7 を用いて粒径を測定し、粒径分布を求

めた。 

スフェロイドの回収に際しては、EZ SPHERE による肝細胞スフェロイド作製時と同様の

手順を基本としつつ、目開き 150 µm および 45 µm の金属メッシュを組み合わせた二段階ろ

過によりサイズ分画と洗浄を行った。具体的には、形成された肝細胞スフェロイド懸濁液を

順次メッシュ上に滴下してトラップし、培地で洗浄した後、メッシュから洗い落とすことで

目的サイズのスフェロイドを回収した。最終的に得られた肝細胞スフェロイドは 8 ml まで

再懸濁され、以降の解析および共培養実験に供した。 

 

5.3.2.2 肝細胞スフェロイドの細胞数測定 

肝細胞スフェロイドの細胞数は、核数計測法を用いて算出した。まず、スフェロイド懸濁

液 0.5 mL を 2 本分採取し、それぞれを 60 × g、90 s で遠心分離して上清を除去した。得ら

れたペレットにクエン酸溶液 400 µL を加えて自立型スクリューキャップチューブに移し、

ホモジナイザー（10000 rpm、3 min）で十分に分散させた。さらに、ホモジナイザーのシャ

フト部をクエン酸 200 µL で 3回洗浄し、洗浄液を同一チューブに回収した後、ボルテック
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スで均一に混和した。次いで、100 μL のサンプルと等量の細胞処理試薬 Reagent B

（ChemoMetec）を添加して懸濁液の pH を中性に調整し、NucleoCassette（Chemometic）に

吸引してヨウ化プロピジウムと反応させ、核を蛍光標識した。最後に、カセットを

NucleoCounter（Chemometic）にセットして懸濁液中の核数を測定し、初代ラット肝細胞では

二核細胞が一定割合（1.45）存在することを考慮して、測定された核数を 1.45 で除すること

でスフェロイド中の細胞数を算出した。 

 

5.3.2.3  

培養系におけるモデル化した肝組織の構築 

モデル化した肝組織の構築は、第 4 章で検証した理論モデルに基づき、肝細胞スフェロイ

ド周囲を酸素放出マトリックスで包囲することを目的として行った。本実験では、まず前節

で作製した肝細胞スフェロイド懸濁液（5 × 106 cells/mL に調製済み）0.1 mL と、酸素放出成

分（CPO粉末と GMS）を含むコラーゲンゲル溶液 0.3 mL を 1.5 mL チューブ内で緩やかに

混合した。次に、この混合懸濁液を遠心させ、スフェロイドおよび酸素放出成分をチューブ

底部に沈降させることで、高細胞密度かつ酸素放出マトリックスがスフェロイド周囲を取

り囲むような「モデル化した肝組織」を形成した。遠心後、上清 0.30 mL を除去し、チュー

ブを 37 ℃インキュベーター内で約 25 分間静置してコラーゲンゲルをゲル化させ、底部に

一定形状（皿状・碗状）の細胞凝集体を得た（Fig. 5.9）。この構成により、酸素放出マトリ

ックスは細胞への酸素供給源であると同時に、スフェロイド間を架橋する接着足場として

も機能すると想定した。 

ゲル化後、事前に脱酸素（1％ O2）処理を施した D-HDM 培地 1.4 mL をチューブ内に慎

重に添加し、キャップを密閉して静置培養を開始した。培養は 37 ℃、5% CO2条件下で 5 日

間連続して行い、その間は培地交換を行わなかった。これは、移植用組織体が生体内に移植

された後、組織内微小血管網と宿主血管が連結するまでの間に経験すると考えられる、酸

素・栄養供給の乏しい過渡期を模倣することを意図した条件設定である。酸素放出条件とし

ては、CPO を含まない普通のコラーゲンゲル（CG）を用いた群を対照とし、CPO粉末分散

型コラーゲンゲル（oxy CG‑CPO）および GMS 封入型コラーゲンゲル（oxy CG‑GMS）を比

較検討した。さらに、環境酸素分圧の影響を評価するため、ポジティブコントロールとして

CG のみを 20% O2条件下で培養し、ネガティブコントロールとして CG を 1% O2条件下で

培養した。これらの条件設定により、oxy CG‑GMSが三次元モデル肝組織内部の低酸素環境

をどの程度緩和しうるかを、他条件と系統的に比較できるように設計した。 



第 5 章 酸素生成ゼラチンマイクロスフェアの作製と肝組織構築への試み 

 72 

 
Fig. 5.9 Sequential construction of model hepatic tissue in a 3D culture system using GMS/CPO-

containing collagen gel and centrifugation-assisted spheroid aggregation 

 

5.3.2.4 細胞生存率の評価 

4.2.2.3 と同様の方法で、LDH活性から細胞生存率を測定した。 

 

5.3.2.5 肝特異機能評価 

4.2.2.4 と同様の方法で、尿素合成活性とアルブミン分泌活性を測定した。 

 

5.3.3 実験結果 

5.3.3.1 作製された肝細胞スフェロイドの形態と粒径分布 

培養 2⽇後、二つの培養法で作製された肝細胞スフェロイドの形態および粒径分布を Fig. 

5.10 に示す。EZ SPHERE を用いた場合、スフェロイドは各マイクロウェル内に規則正しく

配置されており、平均粒径は約 112 µm と比較的均一であった。一方で、1枚のプレートか

ら回収できる細胞数は約 9～12 × 105 cells にとどまった（Fig. 5.11A）。 

これに対し、非接着 6 ウェルプレートによる旋回培養法では、スフェロイドはウェル内に

多数分散して形成され、平均粒径は約 76 µm とやや小さいものの、1 枚あたり約 20～28 × 

10⁵ cells と回収可能な細胞数は大幅に増加した（Fig. 5.11B）。また、EZ SPHERE 6 ウェルプ

レートは通常の 6 ウェルプレートに比べてコストが高いことから、粒径の許容範囲と回収

効率および経済性を総合的に勘案し、以降の実験では旋回培養により作製した肝細胞スフ

ェロイドを用いることとした。 
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Fig. 5.10 Morphology and size distributions of hepatic spheroids generated by (A) EZSPHERE® 

microwell culture and (B) spinner-based suspension culture  

 

5.3.3.2 作製肝組織の細胞生存率変化 

4.2.2.3 節で述べた LDH 放出量に基づく生存率算出法を用いて、構築したモデル肝組織の

経時的な細胞生存率を評価した（Fig. 5.11）。全ての条件で 5 日間の培養に伴い生存率は低

下したが、CG（20% O2）では培地交換を行わなかったにもかかわらず、高い生存率が維持

され、5 日目でも約 80%の細胞が生存していた。これに対して、CG（1% O₂）では 1 日目か

ら生存率が約 40%まで急激に低下した。 



第 5 章 酸素生成ゼラチンマイクロスフェアの作製と肝組織構築への試み 

 74 

酸素放出コラーゲンゲルを用いた oxy CG‑CPO および oxy CG‑GMS の 2群では、1 日目お

よび 3 日目の生存率に大きな差は認められなかったが、5 日目には oxy CG‑GMS でより高

い生存率が得られ、有意な差が確認された。また、両酸素放出群はいずれの時点においても、

陰性対照 CG（1% O2）より有意に高い生存率を示した。 

 

Fig. 5.11 Time-dependent viability of hepatic spheroids embedded in collagen gels (CG) with or 

without oxygen-releasing materials under different oxygen tensions 

 

5.3.3.3 作製肝組織の肝特異機能評価 

(一)  尿素合成活性評価 

尿素合成活性の評価として、培養 5 日間にわたりモデル肝組織から培地中へ分泌された

尿素濃度を測定した結果を Fig. 5.12A に示す。いずれの培養時間（day 1, 3, 5）においても、

コントロール CG（20% O2）および CG（1% O2）と、酸素放出コラーゲンゲルを用いた実験

系（oxy CG‑GMS, oxy CG‑CPO）の間には有意な差がみられた。特にポジティブコントロー

ルである CG（20% O2）は全期間を通じて最も高い尿素濃度を示し、ネガティブコントロー

ル CG（1% O2）は常に最低レベルにとどまった。 

一方、2つの酸素放出ゲル系を比較すると、培養 1 日目では oxy CG‑GMS と oxy CG‑CPO

の尿素合成活性に大きな差はみられなかったが、day 3 および day 5 では oxy CG‑GMSが oxy 

CG‑CPO を有意に上回る尿素濃度を示した。 

 

(二)  アルブミン分泌活性評価 
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アルブミン分泌活性の評価として、培養 5 日間にわたりモデル肝組織から培地中へ分泌

されたアルブミン濃度を測定した結果を Fig. 5.12B に示す。いずれの培養時間（day 1, 3, 5）

においても、ポジティブコントロールである CG（20% O2）は他の全ての条件と比較して有

意に高いアルブミン濃度を示した。一方、ネガティブコントロール CG（1% O2）は、day 1

を除く全ての時点で oxy CG‑GMS および oxy CG‑CPO の両酸素放出ゲル群より有意に低い

アルブミン濃度を示した。 

一方、2つの酸素放出ゲル系を比較すると、全ての培養時間において oxy CG‑GMS は oxy 

CG‑CPO よりも有意に高いアルブミン分泌活性を示した。 

 

Fig. 5.12 Time-course analysis of hepatic-specific functions in 3D spheroid–collagen constructs: 

urea synthesis (A) and albumin secretion (B) under different oxygen-release conditions 

 

5.3.4 考察 

本節では、細胞生存率・肝特異機能の 2 観点から、oxy CG‑GMS を用いた三次元肝組織構

築戦略の妥当性を検討した。 

 

5.3.4.1 スフェロイド作製法の選択 

スフェロイド作製法の比較では、EZ SPHERE によるスフェロイドは平均直径約 112 µm で

均一性に優れたが、回収可能な総細胞数が限られ、プレートコストも高いという課題があっ

た。これに対し、旋回培養では平均直径約 76 µm のスフェロイドが大量に得られ、GMS の

平均粒径（約 34 µm）により近いサイズであったため、GMSがスフェロイド間隙に均一分

散しやすく、酸素供給源として空間的により均質に配置できる利点があると考えられる。さ

らに、肝細胞スフェロイドにおいては直径 100 µm以下では酸素拡散制限がほとんど生じな

いとする報告もあり 19、直径 76 µm のスフェロイドは 112 µm に比べて内部細胞が酸素欠乏
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に陥りにくいと推察される。実際、肝スフェロイドの生存に対する酸素拡散限界が約 100 µm

であることも指摘されており 87、その観点からも旋回培養で得られる小径スフェロイドを採

用することは妥当である。 

 

5.3.4.2 作製したモデル肝組織の生存率 

ポジティブコントロール CG（20% O2）が 5 日間にわたり最も高い生存率を維持した。一

方、ネガティブコントロール CG（1% O2）は早期から著しい低下を示し、低酸素環境単独

では組織生存維持が困難であることが明らかとなった。これに対し、oxy CG-GMS および

oxy CG-CPO では、いずれの時点でも CG（1% O2）より高い生存率を示し、酸素放出マトリ

ックスが機能していることを確認した。さらに、5 日目には oxy CG-GMSが oxy CG-CPO を

有意に上回る結果を示した。これは、5.2 節で示したように、CPO マイクロカプセル化によ

って初期バーストが抑制され、長時間にわたる穏やかな酸素供給が可能になったことが、三

次元組織スケールでも有利に働いていることを示唆する（Fig. 5.13）。 

 

Fig. 5.13 Comparative oxygen delivery profiles of oxy CG-CPO versus oxy CG-GMS in 

engineered 3D liver tissue constructs. 

 

5.3.4.3 作製したモデル肝組織の肝特異機能 

肝特異機能の指標である尿素合成活性およびアルブミン分泌活性についても、生存率評

価と整合した傾向が認められた。CG（20% O2）は全培養期間を通じて最も高い機能を示し、

CG（1% O2）は常に低値で推移したのに対し、酸素放出ゲルを用いた oxy CG‑GMS および

oxy CG‑CPO はいずれも低酸素下における機能低下を一定程度抑制していた。とくに day 3

および day 5 では、尿素合成量・アルブミン分泌量のいずれにおいても oxy CG‑GMSが oxy 

CG‑CPO を有意に上回り、GMS 封入条件が肝特異機能の維持・向上により有利であること

が示された。 

一方、生存率の結果を踏まえると、oxy CG‑GMS と oxy CG‑CPO では培養 5 日目を除き細

胞生存率に大きな差はなく、少なくとも day 1〜3 の段階では両条件下で生存している細胞

数は概ね同程度であると考えられる。それにもかかわらず、肝機能指標では終始 oxy 

CG‑GMSが優位であったことから、GMS による酸素供給は単に細胞数を維持するだけでな
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く、各細胞の機能的「質」を高めていることが示唆される。すなわち、CPO粉末分散型では

初期の急峻な酸素放出に伴い一過性の酸化ストレスが生じ、ROS 蓄積により肝細胞内のタ

ンパク質合成系や代謝酵素発現が抑制される可能性が高いのに対し、GMS ではコアシェル

構造と微細孔を有する外殻により CPO への水アクセスと酸素生成速度が緩やかに制御され、

過度な ROS 生成を回避しつつ細胞の酸素需要に見合った供給が持続していると解釈できる。 

この結果は、「生存率」は主として生き残っている細胞数を反映する量的指標であるのに

対し、尿素合成やアルブミン分泌といった機能指標は、残存細胞がどの程度分化・成熟した

肝細胞として機能しているかという質的側面を敏感に反映することを示している。肝組織

工学における in vitro 培養系では、単なる細胞生存の確保だけでなく、高度な肝特異機能の

長期維持が不可欠であることから、GMS のように OGR を精密に制御できるキャリアを用

いて安定かつ持続的な酸素供給を実現することが、機能性肝組織構築において極めて重要

な設計要件であると考えられる（Fig. 5.13）。 

 

5.3.5 今節のまとめ 

本節では、酸素生成 GMS を内在化した三次元肝組織モデルを構築し、その有用性を総括

した。まず、肝細胞スフェロイドの作製では、EZ SPHERE と比較して、旋回培養で得られ

るスフェロイドが小径かつ大量回収可能であり、GMS とのサイズスケールも近いことから、

酸素源の均一分散に適すると判断した。このスフェロイドを oxy CG‑GMS などの酸素放出

コラーゲンゲルと混合し、遠心沈降法によって高密度の皿形組織体を形成することで、移植

直後の虚血様環境を模した三次元培養系を確立した。その結果、低酸素下の非酸素放出ゲル

と比較して、酸素放出ゲル群では細胞生存率の低下が抑えられ、さらに尿素合成活性および

アルブミン分泌活性といった肝特異機能も良好に維持されることが示された。特に GMS を

用いた oxy CG‑GMS は、同じ CaO₂量を含む粉末分散型ゲルよりも長期培養下で高い肝機能

を示し、時間制御型酸素源として肝組織内部の酸素環境を改善できることが確認された。以

上より、本節で示した「スフェロイド＋oxy CG‑GMS」によるモデル化肝組織構築法は、第

4 章の理論枠組みに整合しつつ、厚みを有する三次元肝組織の酸素供給戦略として有望なア

プローチであることが示された。  
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5.4 本章のまとめ 

 

本章では以下の事項を示した。 

 

1. CPO をゼラチンに封入した酸素生成 GMS の作製プロトコルを確立し、そのコアシェ

ル構造と微細孔を有する外殻により酸素初期バーストが抑制されることを明らかにし

た。 

 

2. 開放系・閉鎖系での評価から、GMS 封入型コラーゲンゲル（oxy CG‑GMS）は酸素放

出持続時間を延長するとともに kLa を低下させ、第 4 章で構築した「OGR ≥ OUR」理

論を三次元培養系へ拡張できる指標となることを示した。 
 

3. 肝細胞スフェロイドと oxy CG‑GMS を遠心沈降させて酸素源を内在化した高密度三次

元肝組織モデルを構築し、低酸素・無培地交換条件下でも CG（1% O2）および oxy 

CG‑CPO に比べて細胞生存率低下を有意に抑制できることを示した。 
 

4. 尿素合成活性およびアルブミン分泌活性の評価から、oxy CG-GMS は oxy CG-CPO よ

り高い肝特異機能を長期にわたり維持し、時間制御型酸素源として三次元肝組織内部

の酸素環境を改善しうる有望な OGBs であることを示唆した。 
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第 6 章 総括 
 

6.1 本論文のまとめ 

本論文では、酸素生成バイオマテリアル（OGBs）の酸素供給能を「量」だけでなく「速

度」の観点から再定義し、その定量解析に基づいて新規酸素生成ゼラチンベースマイクロス

フェア（GMS）を作製し、肝組織工学への応用可能性を検証した。まず、過酸化カルシウム

（CPO）を封入した酸素生成コラーゲンゲル（oxy CG）をモデルとして、酸素放出速度（OGR）

と細胞の酸素消費速度（OUR）のバランスに基づいて「培養可能細胞密度の閾値」を理論的

に導出した。次に、この理論を肝細胞単層培養モデルによって実験的に検証し、「OGR ≥ OUR」

を満たす条件では細胞生存率と肝特異機能が維持される。一方、閾値を超える高密度条件で

は低酸素に起因する機能低下が生じることを示した。さらに、CPO 大量封入による初期バ

ーストと活性酸素種誘発という課題を解決するため、CPO をゼラチンにマイクロカプセル

化した GMS を作製し、そのコアシェル構造と微細孔を有する外殻による制御放出特性を明

らかにした。この GMS を肝細胞スフェロイドベースの三次元肝組織モデルに導入すること

で、組織内部に酸素源を内在化し、低酸素・無培地交換という厳しい条件下でも細胞生存と

肝特異機能（尿素合成・アルブミン分泌）を有意に改善できることを示した。以上の成果に

より、「OGR の定量解析に基づく設計指針」と「時間制御型酸素生成 GMS」という二つの

側面から、厚みを有する肝組織構築における酸素供給戦略の新たな枠組みを提示した。 

 

第 1 章では、本研究の目的・背景を述べるとともに、本研究の目的及び目的達成のための

研究方針を示した。また、本研究のオリジナリティを示し、本研究の位置付けを明確にした。 

 

第 2 章では、組織工学の基礎概念と足場材料、血管化戦略、三次元細胞培養技術について

概説し、肝臓組織工学の現状と未解決課題を整理した。また、既報の酸素生成マテリアルの

長所と課題を整理し、本研究で扱う CPO 封入コラーゲンゲルおよびゼラチンマイクロスフ

ェアの位置づけを明らかにした。 

 

第 3 章では、CPO を酸素源とする oxy CG を調製し、その酸素放出期間、pH 変動、過酸

化水素濃度の経時変化を開放系で評価した。CPO 濃度の増加により酸素放出時間が延長さ

れる一方、初期バーストと H2O2蓄積が細胞毒性リスクとなることを示した。また、カタラ

ーゼの併用により H2O2が低レベルに抑制されることから、oxy CG が適切な条件設定のも

とで細胞培養に利用可能な酸素生成足場となり得ることを示した。 
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第 4 章では、第 3 章で作製した oxy CG を用いて閉鎖系で OGR を測定し、OGR から酸素

移動容量係数 kLa を算出した。この kLa を用いて、与えられた OGR のもとで理論上培養可

能な細胞密度の閾値 Xthrを導出し、「OGR ≥ OUR」を満たす条件を定式化した。続いて、初

代ラット肝細胞を oxy CG 上で単層培養し、播種細胞数を系統的に変化させながら生存率と

肝特異機能を評価することで、理論的に導いた Xthr と実験結果が良好に一致することを示

し、この定量解析法の妥当性を検証した。さらに、この枠組みを三次元培養および in vivo 移

植モデルへ拡張する概念図を提示し、kLa を用いた「培養可能細胞密度の事前評価」が多様

な OGBs に適用可能な汎用的自己チェック手法となり得ることを示唆した。 

 

第 5 章では、CPO の初期バーストを抑制しつつ持続的酸素供給を実現するため、W/Oエ

マルション法により CPO 封入酸素生成ゼラチンマイクロスフェアを作製し、その酸素放出

特性と物理的特性を評価した。GMS はコアシェル構造と微細孔を有する外殻により、CPO

粉末分散型ゲルと比較して酸素初期バーストを顕著に低減しつつ、開放系での酸素放出持

続時間を約 120 時間まで延長できることを示した。閉鎖系で得られた OGR から算出した

kLa は粉末分散条件の約 1/4 であり、OGR を緩和しつつ総供給量を維持する「時間制御型酸

素源」として機能することが明らかとなった。さらに、この kLa を第 4 章で構築した「OGR 

≥ OUR」の理論枠組みに組み込むことで、GMS を用いた三次元培養条件における培養可能

細胞密度閾値を算出し、肝細胞スフェロイド径との比較から理論的に十分な酸素供給が確

保されることを示した。加えて、旋回培養で得た肝細胞スフェロイドと GMS含有コラーゲ

ンゲルを遠心沈降させて酸素源を内在化した三次元肝組織モデルを構築し、低酸素・無培地

交換条件下での培養試験から、oxy CG‑GMSが CG（1% O2）および oxy CG‑CPO に比べ細

胞生存率と肝特異機能（尿素合成・アルブミン分泌）の両面で優れることを実証した。 
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6.2 今後の課題と展望 

本研究で構築した酸素生成 GMS を用いた三次元肝組織モデルは、低酸素・無培地交換条

件下においても肝細胞生存および肝特異機能を維持できることを示したが、移植可能な血

管化肝組織として完成させるためには、いくつかの課題が残されている。 

第一の課題は、内皮系細胞を導入した血管化組織体への発展である。既報では、ヒト臍帯

静脈由来内皮細胞（HUVEC）被覆肝スフェロイドを統合することで in vitro で規則的な血管

網を構築し得ることが報告されており 114,124、本研究の肝細胞スフェロイド-GMS 系に

HUVEC を共培養・被覆することで、酸素供給と血管化を同時に達成できる可能性が高い。

Fig. 6.1 に示す第 5 章で構築した三次元組織体はピンセットで把持できる程度の機械的強度

を有するが、そのまま移植組織として取り扱えるかどうかについては、圧縮試験やせん断抵

抗試験など機械的特性の定量評価が必要であり、輸送・縫合操作に耐えうる強度・弾性の最

適化が今後の重要な検討課題である。 

 

Fig. 6.1 Macroscopic appearance of the GMS-containing 3D hepatic construct grasped with 

forceps 

 

第二の課題は、GMS を酸素源とした血管化肝組織の in vivo 移植実験である。本研究で構

築した組織体は、まず異所性移植（Heterotopic transplantation）モデルへの応用が現実的であ

ると考えられる。異所性移植は、脾窩や皮下、腎被膜下など肝臓以外の部位に肝組織を移植

する手法であり、原発肝への侵襲を回避しつつ、移植片の観察や回収が容易である点が利点

として知られている 125,126。さらに、異所性補助肝移植は残存肝の再生を支援する有効な手

段となり得ることも示されている。本研究で得られた GMS内在化肝組織を脾窩や皮下ポケ

ットに移植し、GMS からの長期酸素供給が移植直後から宿主血管新生・吻合が完了するま
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での「低酸素ギャップ」をどの程度埋められるかを、移植片の生存率・血管侵入・肝機能指

標を用いて検証する必要がある 127。 

第三に、本研究で第 4 章において提唱した「OGR ≥ OUR」を基盤とする定量解析フレー

ムワークを、GMS以外の多様な OGBs および異なる細胞種へ展開することが挙げられる。

最近の総説では、過酸化物系、固体過酸化物、酵素反応系など多様な酸素生成システムが報

告されているが、その多くは OGR の定量評価が不十分であることが指摘されている。本研

究で確立した kLa 測定と Xthr算出の枠組みを、心筋・骨・皮膚など他組織向けの酸素生成足

場や iPS由来細胞、幹細胞スフェロイドに適用することで、組織種ごとの酸素要求性に応じ

た「設計図」を提示できると期待される。 

さらに、GMS 自体についても、酸素放出期間・放出プロファイルを用途に合わせて精密

調整する必要がある。例えば、GMS のサイズ・ゼラチン濃度・架橋度を変化させることで、

OGR と分解速度を制御し、急性期補助（数日）から中期サポート（1–2週間）まで異なるタ

イムスケールに対応したラインナップを構築できる可能性がある。また、GMS 表面への細

胞接着性ペプチドや血管新生因子の固定化により 128,129、単なる酸素源から「血管誘導性・

機能維持型マイクロキャリア」へと高機能化することも今後の興味深い課題である。 

総じて、本研究は OGBs の評価指標として「酸素放出速度」と「培養可能細胞密度閾値」

を導入し、これに基づいて GMS設計及び三次元肝組織構築の有効性を検証した。今後は以

下の取り組みを推進することで、臨床応用への道筋がさらに近づくと期待される：HUVEC

を統合した血管化組織体の構築、異所性移植モデルを用いた生体内評価の実施、そして理論

的枠組みを他の組織や材料へ横展開することである。 
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