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［２］研究経過 

近年、iPS 細胞からの網膜組織の樹立やその実用

化研究が進められるなど、3 次元組織の構築とその

応用が注目されている。また、腸管上皮などでは自

家細胞からの組織構造体の培養が可能となり、今後

は患者由来の組織構造体を用いた創薬スクリーニン

グや疾患メカニズムの研究が発展すると期待されて

いる。 

我々がこれまでに研究を行ってきた脂肪組織は、

多様な細胞種への分化能を有する間葉系幹細胞を多

く含み、かつ組織採取が比較的容易という特徴を持

っている。現在までにマウス脂肪組織由来の細胞か

ら3次元スフェロイド形成を介して神経細胞を誘導

することができている。そこで、このスフェロイド

をマトリゲルなどで包埋し、撹拌培養することでス

フェロイド内部の神経幹細胞を刺激して脳組織の分

化・発生を誘導できないかと考えた。特に今年度に

おいては、工学系の微細加工技術も取り入れること

からさらに発展した組織分化誘導を行うことを目標

とした。スフェロイド培養後の再生脳組織から延び

る神経軸索同士を接続することにより、脳の構造的

および機能的障害を再現することができるかもしれ

ない。このような培養技術とデバイスを用いること

で、疾患メカニズムの解析や核酸医薬などの創薬ス

クリーニングを行うことができると期待される。 

 

以下，研究活動状況の概要を記す。昨年度にマウ

ス脂肪由来またはマウス線維芽細胞のスフェロイド

の撹拌培養を行った。この際、細胞を蛍光色素にて

ラベル化し、スフェロイドが形成される様子をタイ

ムラプスイメージングにて観察・撮影した。また、

作製したスフェロイドをマトリゲルにて包埋し、長

期撹拌培養を行い、神経細胞への分化効率や3次元

の構築を検討した。加えて本年度は微細加工技術を

利用した新規の細胞培養デバイスを開発し、デバイ

ス上での再生脳組織構造体の誘導を行った。 

   

 

図：培養デバイスの加工方法の図。スフェロイドを

培養する2穴の領域を作製する。材料は、通気性の

高い PDMS（ジメチルポリシロキサン）を用いた。

写真の左；スフェロイド培養後の再生脳組織をデバ

イスに播種した様子。右；神経細胞特異的蛍光発現

により確認した神経軸索。 

 

研究打ち合わせは、東北大学加齢医学研究所神経機

能情報分野にて、神経組織の3次元化の様子や新し

い分化方法について、遺伝子改変方法も含めてミー

ティングを行った。また、本誘導メカニズムの解明

に向けて、神経機能情報分野にて、東北大学工学部

も交えたデバイス作製方法について討議を行った。 

 

［３］成果 

 （３－１）研究成果 

本年度は，以下に示す研究成果を得た。 



 

まず第1に，これまでのスフェロイド培養方法を

改良した。具体的には、昨年度のプロトコルに加え

以下の方法を追加した。 

・数日間の培養後、マトリゲルを崩さないように気

をつけながら、ピペッティングによりプレート底面

からマトリゲルを剥がし、振とう培養用容器に移し

て振とう培養を行う。振とう条件は、3から5回転

／分間程度が適している。特にスフェロイドの大き

さを考慮することが必要であった。 

・プレート底面からマトリゲルを剥がし、振とう培

養用容器に移し、15日から1ヶ月程度の振とう培養

を行うのが良い条件であった。 

 

第2に，スフェロイド培養後の培養方法の開発を検

討し、適切な培養デバイスを作製することができた。

培養に際しての条件は、スフェロイドを培養するこ

とができる一定の面積を有すること。また、スフェ

ロイドから伸長する神経軸索を可視化できる工夫が

あることを想定し、加工の容易な PDMS を材料と

した培養デバイスを作製した。実際に作製したデバ

イスは、2 つの直径 8mm の円柱領域と、その間に

高さ 5um のトンネル構造を有するものである。細

胞体は少なくとも10um以上の高さを持つことから、

このトンネル構造では神経軸索のみが通過できるよ

うになっている。 

 

第3に，スフェロイド培養後に、前項のデバイス作

製方法によって作られた培養デバイスを用いること

で、神経軸索の可視化と機能的接続を確認できた。

この接続培養によって、電気刺激した再生脳組織の

シグナルが他方で伝播する様子が、カルシウムセン

サーによる蛍光測定で確認することができた。 

 

（３－２）波及効果と発展性など 

本共同研究では、加齢医学研究所神経機能情報分野

だけでなく、東北大学工学部との交流も活性化でき

た。再生医療応用の実現化、特に臓器形成・再生と

いう３次元化においては医工学連携が必須であり、

微細加工など今後の連携が期待できる。特に神経軸

索を可視化できるデバイスの開発として形成外科領

域への貢献が期待できる。 
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