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硬いプラスチックの上で培養する二次元培養で
は，細胞からのレスポンスも生体内とは大きく異
なる。細胞間コミュニケーションが行われる因子
の拡散についても，培地のみの環境と周囲を細胞
外マトリックスに囲まれた環境とでは全く違うこ
とから，より生体環境に近い三次元における培養
のほうが，細胞や組織本来の機能をより表現でき
ることが期待されている 1）。特に，単一臓器の機
能を三次元的に再構築するオルガノイド技術の目
覚ましい発展から，創薬における薬物動態，薬効
薬理，安全性試験などの新規化合物スクリーニン
グにおいても，これら技術の実用化が世界中で望
まれている 2）。一方，硬い平面の二次元培養とは
異なり，柔らかいハイドロゲル内で三次元空間に
配置される細胞の培養・解析の難易度は飛躍的に
上がり，実験の再現性やイメージングを含む実験
解析精度を大きく劣化させることから，有用な三
次元培養実験系の確立が，オルガノイドを含む三
次元培養系を実用レベルに引き上げるうえで急務
である。

本稿では，三次元培養における実験難易度の要
因を挙げると共に，筆者らが開発した三次元培養
実験系を軸に，三次元におけるイメージング精度，
実験再現性を向上させるための技術を紹介する。

Ⅰ．三次元培養における難しさ

ほとんどすべての臓器は，細胞と共に非細胞素

材 で あ る 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス（extracellular 
matrix；ECM）に囲まれ，細胞が三次元に存在で
きるよう足場として作用している。また，細胞と
ECM との間でも相互作用を行い，ECM は細胞に
対して必要なシグナルを与え，逆に細胞は ECM
を再構築しつつ生体内で存在している。そこで目
的の組織機能を得るためには，細胞に応じた
ECM を使う必要がある。例えば気管支上皮細胞
の場合，マトリゲル下で特定の栄養因子を与える
と，多数の三次元分岐形成を起こすものの，同条
件においてもコラーゲンⅠのみの環境では分岐が
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図 1 　三次元培養実験における難しさ
A. 実験再現性が低い。B. 三次元イメージングが困難

Confocal image（×10 lens）

Weak signal at high z

Low resolution
in z direction

A．

B．

2026/09/12 14:00:04



87生体の科学　73 巻 1 号・2022 年 2 月

発生しない。逆に，HUVEC をはじめとする内皮
細胞をマトリゲル内に包埋してもほとんど移動・
増殖しないが，コラーゲン中においては足を伸ば
して集団形成することが確認できる。

細胞が三次元的に存在するための単なる足場と
してなら，生体適合性があり，かつ多孔質材料で
あればよいので人工合成物を含めた ECM の選択
肢も増えるのだが，実際には細胞が組織機能を持
たせるために使える ECM は非常に限られてい
る。しかも，多くの場合が柔らかいハイドロゲル
であり，架橋までの間に時間による状態変化が大
きい。そのような環境下でピペットを用いて細胞
を三次元的に播種しなければいけない三次元培養
は，実験の再現性がどうしても劣化してしまう。
図 1A は，同じ作業者が同じタイミングでマトリ
ゲル内においてヒト正常気管支上皮細胞を培養
し，分岐形成を発生させた様子である。三次元培
養により細胞は集団として中空の分岐構造を有し
ているものの，その分岐の太さ・長さ・方向およ
び全体サイズといったパターンは非常にランダム
であり，およそ発生した形態が似ているとは言い
難い。このように，実験自体のバラつきの大きさ
は，三次元培養において大きなボトルネックであ
る。

また，オルガノイドのようにサンプルサイズが
mm 程度になると，全体をイメージングするため
には低倍レンズを使う必要がある。しかし，高価
なレーザー顕微鏡システムを用いても，低倍レン
ズでは厚み方向の解像度が大きく劣化してしまう
問題がある。また，レーザー照射方向から離れれ

ば離れるほどサンプルからのシグナルは弱くな
り，厚みのあるサンプルにおいては裏側を適切に
検出することは容易ではない（図 1B）。これらの
問題を解決するため，ライトシート顕微鏡のよう
にレーザー照射方向と直交方向から検出する機構
を有する顕微鏡システムや，透明化試薬のように
サンプル前処理により対応する方法がとられてい
るが，非常に高価な顕微鏡システムを入れ替える
のはコスト面から大きな負担となり，透明化試薬
はライブ観察ができないなどの制限もあり，オル
ガノイドのイメージングにおいてまだ課題は多い。

Ⅱ．培養Cube デバイス

前述の三次元培養に関わる問題を解決するた
め，筆者らはこれまでに Cube 型の培養器を開発
した 3）。ポリカーボネート製の立方体フレームの
まわりをアガロースゲルの壁で立方体に覆い，そ
の中に培養に必要な ECM とサンプルを内包する
構成を持つ。壁として用いているのは従来の培養
器で使われるガラスやプラスチックと異なり，ア
ガロースというソフトマテリアルであることか
ら，サンプルを培養したいときは Cube ごと培地
の中に浸すことで，栄養成分がアガロースの壁を
透過してサンプルに到達することができる。一
方，アガロース自体は十分な硬さを有しているた
め，培養中のサンプルを ECM ごと移動・回転さ
せることを可能とし，サンプルの操作性を大幅に
向上させることができる（図 2）。

本操作性を活かすことで，培養中のサンプルを
Cube ごと回転させて，複数の面から観察するこ

図 2 　培養 Cube デバイスによる細胞組織の三次元培養
A. 培養 Cube デバイス構成。B. 外壁がアガロースのため，栄養成分が透過する。C. 培養中サンプルの操作が容易

三次元培養用ゲル
（例：コラーゲン）

アガロースゲル 培地中栄養成分が透過可能 培地中のサンプルを
ECMごと操作可能 
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とが可能となる。図 3 に培養 Cube デバイス内に
マトリゲルを内包して，気管支上皮細胞を培養し
た例を示す。ディッシュやウェルプレートにおけ
る観察と同様に，サンプルを下から観察すると，
サンプルが厚いために全体像がよくわからない状
態である。しかし，サンプルを Cube ごと回転さ
せて Cube 各面から観察を行うと，z 方向に伸長
した主軸のまわりに細い多くの分岐が発生してい
ることが確認できた。Cube 内に ECM を隙間な
く充填しているおかげで，Cube の回転によって
サンプルの Cube 内相対位置がずれるようなこと
は発生しない。このように，サンプルを Cube ご
と回転させて多面観察を行うことで，非染色でも
厚みのある細胞組織の全体像を確認することが可
能となる。非染色かつレーザーを用いないことか
ら，観察による細胞に対するダメージを最低限に
抑えることができる。このように，オルガノイド
形態の全体像を非侵襲で行うことは，オルガノイ
ドの品質管理を容易にし，オルガノイド技術の実
用化にとっても重要である。

Ⅲ．�多面スキャンによる�
大域高解像イメージング

前述のように，従来の共焦点や 2 光子顕微鏡を

用いた組織の三次元計測においては，10 倍程度
の低倍率レンズではその点拡がり関数（point 
spread function；PSF）の大きさから厚み方向の
解像度が非常に低く，更にシグナル感度も低いた
め，組織深遠部の観察が困難であった。一方で，
培養 Cube を用いて一方向からレーザースキャン
後にサンプルを Cube ごと回転させることで，こ
れまで z 方向の情報であったものが，xy の情報
へと置き換えて，スキャンすることができる。こ
のように，多面からスキャニングした画像を高精
度に空間アライメントができれば，低倍率のレン
ズにおいても z 方向の PSF に依存しない高解像
な計測が可能になる。各面からの画像を正確にア
ライメントするための手法としては，培養 Cube

図 3 　培養 Cube デバイスによるサンプルの多面観察
A. Cube 下からの観察画像。B. 前面からの観察画像。C. 
右面からの観察画像

（A）下から

（A） 500 μm

（B） 前面

（B）

（C）右面

（C）

図 4 　 低倍レンズを用いた多面スキャンによる大域高解
像イメージング

A. 一面からのイメージング結果。B. 同じサンプルを多面
からイメージングした結果
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内に複数面から観察できる参照点となるポイント
を作ることでアライメント可能である。例えば，
自家蛍光が強く生体適合性のあるフォトレジスト

（SU-8）を用いて，微細加工技術により 50μm 程
度の突起をフレームに追加し，これらを空間参照
点として位置合わせに用いることができる。各面
から取得した画像データをアライメント後，各空
間位置における輝度値データを，別面からのデー
タで補い三次元画像の再構築を行うことで大域高
解像 3D イメージングを達成する 4）。図 4 は，培
養 Cube 内で培養した気管支上皮細胞の分岐形成
をアクチン染色し，1 面から取得した画像と，6
面から取得した画像の比較である。1 mm 以上の
サンプル全体をイメージングするために 10 倍レ
ンズを用いると，一方向からのスキャンでは
PSF の大きさから z 方向に間延びし，検知でき
ていない部位も多く存在し，適切な三次元像を得
ることができていない（図 4A）。一方，6 面から
観察しデータを補完することにより，厚み方向の
解像度を飛躍的に向上させ，mm 深さの位置まで
計測できていることがわかる（図 4B）。

本イメージング手法では，培養器の観点からイ
メージングの質を向上させることが可能であり，
現在使用している顕微鏡システムをそのまま利用
することができる。透明化試薬などイメージング
の質を上げるための試薬も併用することが可能で
あることから，汎用性が非常に高いことが特徴で
ある。

Ⅳ．�三次元初期位置制御による�
実験再現性の向上

実験条件のバラつきは，細胞から集団へと組織
形成されるパターンの再現性を著しく劣化させ
る。周囲とコミュニケーションをとりながら集団
形成していることを考えると，播種時の細胞の配
置がその後の三次元形態にとって非常に重要であ
ることは容易に予想できる。一方，サイズが
数μm 程度の細胞にとって，作業者にはわずか
100μm 程度の誤差も各細胞にとっては非常に大
きい。しかし，ハイドロゲルの中で細胞を播種す
る必要がある三次元培養において，ピペットによ
る実験作業をμm レベルで行うことは困難を極め

図 5 　三次元初期位置制御
A. 培養 Cube を用いた細胞集団位置制御プロセス。B. 円柱上に制御した気管支上皮細胞を培養した結果

1．Cubeデバイスを準備

4．インキュベートして
ゲルを架橋

Day 0 Day 4

Cube デバイス

2．培養ゲルを充填

5．鋳型を除いて濃縮
した細胞を滴下

6．細胞を空隙に充填
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る。現在，組織工学の分野においてもバイオプリ
ンターを用いた三次元細胞空間制御は開発が進め
られているが，バイオプリンター自体が高価なう
え，実験に応じた条件出しも必要となるため，す
ぐにどの研究室でも使えるような技術ではまだな
い。

一方，培養 Cube の操作性を活かすことで，単
純な形状であれば Cube 内の細胞集団の三次元位
置も比較的容易に制御することができるようにな
る。図 5A にプロセスを示す。まず，細胞集団を
配置したい形状の型と Cube デバイスを用意す
る。培養ゲルとして必要な ECM を Cube 内に注入
したら，ゲルが固まる前に用意した型を Cube の
上から Cube 内に吊るすように配置する。次に，
Cube ごと培養ゲルをインキュベートして，培養
ゲルが固まった段階で型を取り除くことで，
ECM 内に型と同様の空間が生じる。この空間に
細胞を注入し，細胞が充填されるまで待つこと
で，用意した型の形に細胞集団の形状を制御する
ことができるようになる 5）。

図 5B に，気管支上皮細胞を Cube 内で円柱上
に配置した状態から培養を行い，アクチン染色し
た例を示す。ピペットを用いたゲル内への細胞の
直接注入では，形状や濃度の均一化が非常に困難
であり，結果として出てくる分岐の方向や長さに
大きなバラつきが生じていた。しかし，細胞の初
期形状を制御することで，非常に均一な分岐誘導
が達成された。出てきた気管支の分岐はすべて主
軸となる円柱から 90°方向に伸長し，同様の条件
で何度実験をしても分岐の太さ，長さ，ピッチな
どのパターンが再現よく形成されている。培養
Cube 内で培養して出てきた組織パターンは，前
述の多面スキャンを行うことにより全体をイメー

ジングすることができ，実験再現性と共に正確な
計測へとつなげることが可能となる。

おわりに

オルガノイドのように，mm サイズの組織の三
次元培養実験は今後ますます重要になってくるこ
とはまちがいないが，三次元特有の実験の難しさ
がまだまだ大きな障害となっている。より多くの
研究者がルーティーンとしてこれら実験系を実施
するためには，大規模な装置ではなく，汎用性の
高い安価なツールの開発は必須である。今回紹介
した培養 Cube およびそれを用いた培養・イメー
ジング技術は，あくまでも安価に作製できる培養
器の開発を起点として成り立っていることから，
汎用性が高いことが大きなメリットである。今後
生体内のシステムを再構築していくためには，よ
り洗練された制御・計測技術が次々と求められる
ようになる 6, 7）。その際に，操作が複雑になりす
ぎて使える人しか使えない，といったことになら
ないよう，いかにシンプルな技術に落とし込んで
いくことができるか，開発する側の人間にとって
大きな課題でもある。
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