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研究成果の概要（和文）：血管と周囲組織（正常組織や腫瘍組織）の相互作用（血管相互作用）を適切に調節す
ることは、複数の組織が複合化した高次の三次元組織を構築する組織工学（三次元コンプレックス組織工学）に
おいて非常に重要である。そこで、本研究ではまず生体外で機能的な血管構造を構築し、これを基軸にして血管
相互作用を調べた。次に、血管と肝組織（正常組織）を融合する三次元培養法を確立した。また、血管・リンパ
管と胆管がんオルガノイド（腫瘍組織）を近接培養するデバイスを作製し、血管・リンパ管が胆管がんオルガノ
イドの成長に与える影響を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The regulation of vascular interaction, i.e. the interaction between blood 
vessels and surrounding tissues such as normal and tumor tissues, is crucial for the development of 
novel tissue engineering to construct a higher-order three-dimensional (3D) tissue combining 
multiple tissues. Therefore, in this study, we first constructed a functional vascular structure in 
vitro and investigated the vascular interaction based on it. We then established a 3D culture method
 that combines blood vessels and normal tissues (e.g. 3D liver tissue). In addition, we developed a 
culture model for proximal culture of vascular/lymphatic vessels and tumor tissue (e.g. 
cholangiocarcinoma organoids) and investigated the effects of vascular/lymphatic vessels on the 
growth of cholangiocarcinoma organoids.

研究分野：組織工学

キーワード： 血管相互作用　三次元肝組織　胆管がんオルガノイド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、血管相互作用を基軸として、血管と三次元肝組織（実質組織）、および血管と胆管がんオルガノイド
（腫瘍組織）の関係を明らかにすることによって、複数の組織が複合化した高次の三次元組織を構築する組織工
学（三次元コンプレックス組織工学）の学術基盤を創生した。三次元組織工学において血管組織と実質組織、お
よび血管組織と腫瘍組織の相互作用（血管相互作用）を解明することは極めて重要な課題であり、立体臓器の再
生手法や新たながん治療戦略の立案につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
1993 年に組織工学の概念が提唱されて以来、国内外で盛んに研究されてきたが、三次元臓器
に関しては未だに組織を構築する手法が確立されていない。その理由の 1つとして、生体内の立
体臓器を構成する実質組織とその内部に豊富に含まれる毛細血管の相互作用が明らかになって
いないことが挙げられる。そこで、三次元臓器を対象とした組織工学の手法を確立するためには、
生体内に類似した血管網の培養手法を確立し、血管と実質組織の組織間相互作用を明らかにす
ることが喫緊の課題である。 
研究代表者はこれまでに一貫して血管の組織工学に取り組んできた。当初は、血管内皮細胞の
みを使用して血管形成の初期段階に着目していたが（Yamamura et al., Tissue Eng, 2007）、最
近の研究では、ヒト間葉系幹細胞を加えた共培養を行うことで、血管壁細胞によって安定化され
た毛細血管を再生できることを見出している（Yamamoto et al., J Biomech Sci Eng, 2013）。
さらに、内腔が連続しており、長期間培養可能で生体内に類似した毛細血管網を再現できるよう
になってきた。 
血管の組織工学的手法を開発する一方で、研究代表者は組織工学の重要なターゲット臓器で
ある肝臓に着目し、臓器の実質組織を再構築する培養手法の開発にも取り組んできた。たとえば、
肝前駆細胞の三次元培養（Sudo et al., FASEB J, 2005）や星細胞との三次元共培養（Kasuya 
et al., Tissue Engineering Part A, 2011, 2012; Biomaterials, 2012; J Tissue Eng Regen 
Med, 2015）を行い、生体内の肝臓に類似した三次元組織を構築する手法を開発してきた。これ
らの研究成果により、肝臓細胞による三次元組織を構築することが可能になったが、これらの組
織には依然として血管が含まれていない。そこで、次のステップとして、肝臓の実質組織と血管
組織を融合させるために血管相互作用を解明する課題を認識するに至った。 
血管相互作用は正常組織のみならず、腫瘍組織においても重要となる。そこで、研究代表者は、
腫瘍組織と血管の相互作用を調べる研究に着手し、マイクロ流体デバイスを用いた肝がん細胞
株の培養モデルを構築した（Kalchman et al., Microfluid Nanofluid, 2013）。次に、がん幹細
胞（グリオーマ幹細胞）を用いることで、マイクロ流体デバイスにおいてがんの特徴である不均
質な細胞集団を再現することに成功した（Chonan et al., Integr Biol, 2017）。さらに、現在
の研究では、がん患者から樹立したヒト胆管がん幹細胞を用いており、マイクロ流体デバイスで
胆管がんオルガノイド（組織様の三次元構造）を構築することが可能になった。以上のように、
生体内の腫瘍環境をより忠実に再現する培養技術を開発してきた。次のステップとして、腫瘍組
織と血管の相互作用を調べることが課題になっている。 
以上の研究背景より、今後の研究では血管・肝臓・がんといった組織を個別に構築するのでは
なく、組織間の相互作用を解析することが重要となる。このような解析にはマイクロ流体デバイ
スを用いた工学的アプローチが適している。マイクロ流体デバイスは、微細加工技術によって作
製された培養デバイスであり、微小培養環境を制御することによって、従来の培養よりも生体内
の環境を再現した培養ができる。特に、研究代表者らは三次元培養が可能なマイクロ流体デバイ
スを開発してきた（Chung et al., Lab Chip, 2009; Adv Mater 2009）。また、間質流を制御す
ることで三次元肝組織を構築し、毛細血管と近接培養させる培養モデルも開発している（Sudo 
et al., FASEB J, 2009）。これらの培養手法は Nature Protocols 誌の表紙に掲載され、画期的
な培養手法として注目されている（Shin et al., 2012）。 
以上より、研究代表者は、マイクロ流体デバイスを用いて血管と正常組織（三次元肝組織）、
および血管とがん組織（胆管がんオルガノイド）の組織共培養を行うことが可能になった。 
 
２．研究の目的 
再生医療・組織工学における喫緊の課題は、三次元臓器の再生手法が確立されていないことで
ある。これまでの組織工学では、血管組織・実質組織・間質組織などがそれぞれ個別に培養され
てきたが、これらの組織を融合することで三次元組織を再生する手法の確立には至っていない。
特に、血管は三次元組織を構築するために必要不可欠であるため、血管組織と実質組織の相互作
用（血管相互作用）を明らかにすることが三次元臓器の再生手法において鍵となる。従来研究で
は、血管内皮細胞と正常細胞（たとえば、肝細胞）の共培養が行われてきたが、このような細胞
共培養を行うシンプルな培養系では、細胞間相互作用の一旦を解明するのみにとどまり、三次元
組織の構築に至っていない。そこで、細胞共培養でなく、組織共培養を実現する必要がある。こ
のような血管相互作用は、再生医療のみならずがん治療の観点からも重要である。がんの浸潤や
転移のメカニズムを調べる培養系では、生体内の腫瘍環境を忠実に再現した三次元培養が求め
られる。このようながんの組織工学においても血管相互作用を調べる必要がある。従来研究では、
血管内皮細胞とがん細胞株の細胞共培養が行われてきたが、腫瘍環境をより忠実に再現するた
めには、血管組織と腫瘍組織を組み合わせた組織共培養を行う必要がある。以上の観点から、本
研究では血管相互作用に着目し、血管と正常組織および腫瘍組織を組み合わせる三次元組織工
学（三次元コンプレックス組織工学）を創生することを目標とした。具体的な目的は以下の 2点
に集約される。 



① 正常組織においては、肝組織との血管相互作用を明らかにすることで、血管と肝組織が複合
化された三次元組織を構築する。 
② 腫瘍組織においては、胆管がんオルガノイドとの血管相互作用を明らかにすることで、胆管
がんオルガノイドの浸潤機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、三次元コンプレックス組織工学に基づいて血管相互作用を包括的に理解するこ
とを目指す。そこで、まず① 血管相互作用の基盤となる血管を構築し、その高機能化を図った。
次に、② 正常組織（三次元肝組織）との相互作用を解析した。また同時に、③ 腫瘍組織（胆管
がんオルガノイド）との相互作用を解析した。 
①血管組織の構築と高機能化 
研究代表者らが独自に確立した安定化毛細血管を構築する培養技術を基盤として血管を構築
し、さらなる高機能化を図った。まず、マイクロ流体デバイスを用いてヒト血管内皮細胞とヒト
間葉系幹細胞の共培養を行い、壁細胞（ペリサイト）に被覆されて安定化した毛細血管網を構築
した。生体内の血管網は大血管から毛細血管まで血管径の異なる階層的な組織を構築すること
で、三次元組織へ効率的な物質輸送を実現している。一方で、現在の培養技術では毛細血管が構
築できるだけであり、階層性を有する血管網が構築できていない。そこで、血管径を拡大させる
力学的因子および生化学的因子を検討することで、階層性を有する血管網を構築した。 
②血管－正常組織の相互作用 
マイクロ流体デバイスによって間質流を制御し、一方のマイクロ流路でラット初代培養肝細
胞の三次元組織を構築した。さらに、もう一方の流路から毛細血管網を構築することで、肝組織
との複合化を図るが、予備的な実験により、血管を構築するために血管内皮細胞のみを使用する
と、肝組織との複合化が難しいことがわかってきた。そこで、ヒト間葉系幹細胞を加えることで
肝組織との複合化を試みた。また、将来的に創薬研究へ応用することを鑑み、ヒト iPS 細胞由来
肝細胞も使用した。さらに、組織の大型化を目指すため、直径 500 µm程度の細胞塊（肝細胞ス
フェロイド）を培養可能にする新たなデバイスを開発した。この実験では、コラーゲンゲル内部
に血管内皮細胞を懸濁することによって血管網を形成し、血管網と肝細胞スフェロイドを共存
させる培養モデルを作製した。 
③ 血管－がん組織の相互作用 
がん患者由来ヒト胆管がん幹細胞を用いてマイクロ流体デバイスで胆管がんオルガノイドを
形成し、血管との近接培養を行うことによって胆管がんオルガノイドの浸潤や血管形成・維持に
与える影響を明らかにする。胆管がんオルガノイドは、一方の流路で組織様の三次元構造を形成
する。そこで、もう一方の流路に血管を構築することによって、血管相互作用を解析する。具体
的には、血管の有無によって胆管がんオルガノイドの形態・極性・浸潤がどのように変化するの
か、位相差顕微鏡による経日観察や共焦点レーザー顕微鏡による免疫蛍光染色サンプルの三次
元的な観察によって明らかにする。また、逆に胆管がんオルガノイドが血管網に与える影響も明
らかにする。さらに、臨床的な知見からは、胆管がんは血管よりもリンパ管との相互作用が強い
ことも予想されている。そこで、血管内皮細胞の代わりにリンパ管内皮細胞も使用して同様の実
験を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 2019 年度の研究成果 
研究実施計画の 1年目となる 2019 年度は、本研究の基軸となる血管相互作用を調べるうえで
重要な血管組織の構築と高機能化について中心的に取り組んだ。具体的には、マイクロ流体デバ
イスを用いてヒト血管内皮細胞とヒト間葉系幹細胞の共培養を行い、壁細胞（ペリサイト）に被
覆されて安定化した毛細血管網を構築した。さらに、階層性を有する血管網を構築するために、
血管径を拡大させる力学的因子および生化学的因子を検討した。まず、血管径を拡張させる力学
的因子としてせん断応力を検討した。すなわち、本研究で構築した微小血管の内腔に培養液を灌
流する実験を行い、微小血管が拡大リモデリングを行うことを立証した。次に、血管径を拡張さ
せる生化学的因子として Apelin を検討し、Apelin を添加することによって培養血管の直径が拡
大することを示した。 
以上の研究により血管構築手法の基盤を確立し、三次肝元組織（実質組織）および胆管癌オル
ガノイド（腫瘍組織）との相互作用の検討に着手した。具体的には、マイクロ流体デバイスを用
いてヒト iPS 細胞由来肝細胞様細胞の培養法を検討した。また、マイクロ流体デバイスで胆管が
んオルガノイドを形成する手法を検討し、マイクロ流体デバイスにおいても従来研究と同様に
オルガノイドを形成する手法を確立した。 
 
(2) 2020 年度の研究成果 
これまでの研究では、本研究の基軸となる血管相互作用を調べるうえで重要な血管組織の構
築と高機能化について中心的に取り組み、安定化した毛細血管網を構築した。さらに、血管径を
拡大させる力学的因子および生化学的因子を検討することで、血管径の拡大制御に成功した。こ
れらの研究結果を受けて、さらなる大型血管とリモデリング可能な微小血管を共存させる新た
な培養デバイスを開発した。管腔構造を有する三次元ゲルが内蔵された培養デバイスを作製し、



大血管構造と微小血管を同時に構築した。さらに、灌流培養を行うことで、構築した階層的血管
構造を安定的に培養することに成功した。実質組織（肝組織）の培養としては、マイクロ流体デ
バイスを用いてヒト iPS 細胞由来肝細胞様細胞の三次元培養を行い、三次元組織形成を誘導す
ることに成功した。この時、肝細胞の機能が向上することを立証した。血管と胆管がんオルガノ
イドの相互作用の検討も本格的に開始した。マイクロ流体デバイスで胆管がんオルガノイドを
形成し、血管およびリンパ管内皮細胞との近接培養を行うことによって胆管がんオルガノイド
の浸潤や極性および血管形成・維持に与える影響を定量的に評価した。その結果、リンパ管との
共培養において、血管との共培養よりも胆管がんオルガノイドの浸潤が促進されることを見出
した。 
 
(3) 2021 年度の研究成果 
これまでの研究で、マイクロ流体デバイスを用いて安定化した毛細血管とそれに接続する大
型血管を構築した。しかし、大型血管は血管内皮細胞のみを用いた培養系であるため、新たに血
管壁細胞を導入し、大型血管の安定化を図った。また、構築した血管と正常組織（肝組織）およ
びがん組織（胆管がんオルガノイド）の相互作用の検討を進めた。具体的には以下の知見を得た。
①培養デバイスを作製し、ゲルの管腔構造を鋳型とした大血管構造と、ゲル内部に血管内皮細胞
を埋め込むことで形成する微小血管を同時に構築した。次に、大血管構造にペリサイトや間葉系
幹細胞を導入し、血管構造の安定性の観点からペリサイトが適していることを見出した。②マイ
クロ流体デバイスで胆管がんオルガノイドを形成し、血管およびリンパ管内皮細胞との近接培
養を行った。この時、腫瘍環境を再現するために、予め機能不全化を誘導した内皮細胞を用いた。
この機能不全化内皮細胞が胆管がんオルガノイドの浸潤に与える影響を定量的に評価したが、
通常の内皮細胞と比較して大きな違いは認められないことが分かった。③血管相互作用の詳細
な解析を可能とする新たな肝細胞組織の形成手法として、微細枠組み構造を利用した三次元培
養法を開発し、肝細胞索様組織の構築に成功した。 
 
(4) 2022 年度の研究成果 
これまでの研究において、マイクロ流体デバイスを用いて安定化した毛細血管網を構築した。
また、大型血管とリモデリング可能な微小血管を共存させる新たな培養デバイスを開発し、階層
的な血管を構築するための手法を明らかにした。次の段階として、灌流培養に組み込み、長期培
養を検討した。また、構築した血管と正常組織（肝組織）およびがん組織（胆管がんオルガノイ
ド）の相互作用について検討した。その結果、以下の知見を得た。①管腔構造を有する三次元ゲ
ルが内蔵された培養デバイスを作製し、ゲルの管腔構造を鋳型とした大血管構造と、ゲル内部に
血管内皮細胞を埋め込むことで誘導する微小血管を同時に構築することに成功した。このとき、
培養液を灌流することによって、構築された血管の持続性が向上することを見出した。②マイク
ロ流体デバイスで胆管がんオルガノイドを形成し、血管/リンパ管内皮細胞との近接培養を行っ
た。この時、ヒアルロン酸を細胞の足場となるゲルに添加すると、リンパ管内皮細胞が胆管がん
オルガノイドの成長を促進することを見出した。③血管相互作用の詳細な解析を可能とする新
たな肝細胞組織の形成手法として、初代培養肝細胞・繊維芽細胞からなる三次元集合体（スフェ
ロイド）を構築し、血管と融合する三次元培養法を確立した。 
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竹内 翠、渡邉 應文、須藤 亮、山下 忠紘

 ２．発表標題

須藤亮、金子翼、杉本葵、山下忠紘、谷水直樹、三高俊広

須藤亮

仁科 拓哉、松下 一郎、須藤 亮、山下 忠紘

第19回 日本再生医療学会総会（招待講演）

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

曲面上に存在する組織の張力計測手法の開発

ラット初代培養細胞を用いた毛細胆管－胆管接合組織の構築と細胞配置の検討

三次元培養組織を血管化するための血管ネットワーク制御

培養面の動的な曲率変化に対する血管平滑筋細胞の配向応答の解析

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



2020年

2020年

2020年

2021年

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

電気学会 光・量子デバイス研究会（招待講演）

11th World Biomaterials Congress（国際学会）

須藤 亮

T. Zandrini, M. Watanabe, M. Markovic, M. Lunzer, J. Van Hoorick, A. Dobos, S. Van Vlierberghe, R. Sudo, A. Ovsianikov

須藤　亮、原田　雄岬、三谷　成二、高山　和雄、山下　忠紘、水口　裕之

松井 栞里、山下 忠紘、齋藤　義正、須藤 亮

第27回 肝細胞研究会

日本機械学会 関東支部　第27期総会・講演会

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

三次元微小血管網を構築するIn vitroプラットフォーム技術

Microstructured gel engineering of vascular network inside a microfluidic chip

マイクロ流体デバイスを用いたヒトiPS細胞由来肝細胞様細胞の三次元組織構築

腫瘍環境を模擬した機能不全化内皮細胞の作製と胆管がんオルガノイドへの影響の検討

 １．発表者名

 ２．発表標題

 ２．発表標題



2019年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第26回肝細胞研究会

TERMIS (Tissue Engineering and Regenerative Medicine International Society)-EU 2019（国際学会）

慶應義塾大学理工学部創立80年記念イベント 医工連携シンポジウム（招待講演）

IEEE EMBS 41st International Engineering in Medicine and Biology Conference（国際学会）

Masafumi Watanabe, Ryo Sudo

須藤亮

Yuko Harada, Tadahiro Yamashita, Ryo Sudo

渡邉應文、矢野公規、大川航輝、八木洋、北川雄光、須藤亮

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Engineering of in vitro vascular anastomosis under vascular endothelial growth factor (VEGF) gradients in a microfluidic
device

肝臓再生や癌転移メカニズムを調べる組織工学

Construction of three-dimensional aggregates by human iPS cell-derived hepatocyte-like cells in a microfluidic device

脱細胞化肝臓骨格の還流培養による類洞様構造の構築

 １．発表者名



2019年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

Microfluidics & Organ-on-a-Chip Asia 2019（招待講演）（国際学会）

日本機械学会第32回バイオエンジニアリング講演会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

大野航平、菅野隼、山下忠紘、須藤亮

Kunihiro Hidaka, Tadahiro Yamashita, Toshihide Muramatsu, Yoshimasa Saito, Hidetsugu Saito, Ryo Sudo

Ryo Sudo

Ryo Sudo

Cell Symposia, Engineering Organoids and Organs（国際学会）

Nano LSI Open Seminar

 ２．発表標題

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

メソスケールデバイスを用いた灌流による毛細血管網の形態変化の調査

Development of a 3D coculture model for investigating interactions between endothelial cells and organoid of intrahepatic
cholangiocarcinoma in a microfluidic device

In vitro 3D tissue engineering using a microfluidic device

Microfluidic systems for 3D tissue engineering of cancer and vascular tissues

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題
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2019年
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山下　忠紘

(Yamashita Tadahiro)

(00827339)

慶應義塾大学・理工学部（矢上）・講師

(32612)

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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所属研究機関・部局・職
（機関番号）
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備考

日本機械学会第32回バイオエンジニアリング講演会

日本機械学会第32回バイオエンジニアリング講演会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

肥高邦彦、松井栞里、山下忠紘、齋藤義正、須藤亮

原田雄岬、井澤泰輝、山下忠紘、須藤亮

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

マイクロ流体デバイスを用いた胆管癌オルガノイドと内皮細胞の三次元共培養モデルの確立

マイクロ流体デバイスによるヒトiPS細胞由来肝細胞様細胞の三次元組織構築



６．研究組織（つづき）

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関

研
究
分
担
者

三高　俊広

(Mitaka Toshihiro)

(50231618)

札幌医科大学・医学部・教授

(20101)

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

備考

研
究
分
担
者

谷下　一夫

(Tanishita Kazuo)

(10101776)

慶應義塾大学・理工学部（矢上）・名誉教授

(32612)


