
Corning® マトリゲル基底膜 
マトリックスとオルガノイド
研究者のための使用法ガイド

はじめに

オルガノイドが長年にわたって人気を博してきた理由はよくわかります。
この 3D細胞培養の構造体は、自己組織化することで「ミニ臓器」となり、
それぞれの臓器固有の機能を再現することができるのです。脳、乳房、
結腸、肝臓、膵臓、胃、食道、小腸、卵巣、子宮、卵管、前立腺、網
膜などの臓器オルガノイドが存在します。

ただし、オルガノイドは、従来の 2D培養や 3Dスフェロイドと比較して、
より複雑なものとなっています。幸い、最も広く使用され、引用されて
いる細胞外基質（ECM）である Corning マトリゲル基底膜マトリックス
のような製品が、より効率的な培養、保存、取扱いのワークフローに役
立ちます。

このガイドでは、オルガノイド培養において考慮すべきベストプラクティ
ス、および Corning マトリゲル基底膜マトリックスやその他の製品を使
用して研究をサポートする方法について詳しく説明します。

オルガノイドの 5つのアプリケーション 1

オルガノイドは、以下の 5つのカテゴリーをはじめ、ライフサイエンス
全般にわたって多くのアプリケーションで利用されます。

1. がんモデル
がん性腫瘍は、体内の遺伝子変異から発生します。オルガノイドは、こ
の疾患の病態生理を研究する上で重要なものとなっており、in vitro環
境における変異シグネチャーへの理解を深めることができます。研究者
は、乳がん、結腸がん、膵臓がん、前立腺がん、膀胱がん、肝臓がん
などをモデル化するためにオルガノイドを使用しています。この中には
世界で最も致命的な悪性腫瘍も多く含まれます。

2. 創薬
オルガノイドを使用することで、ハイスループット環境で in vivoモデル
により近づけることができるため、創薬のスピードと質において明らかに
優位に立つことができます。この 3D構造体を用いて、研究者は何百万
もの化合物をヒト疾患モデルに対してスクリーニングし、効果が期待で
きる薬剤を特定することができるのです。

3. CRISPR
一部の研究室で、CRISPR（Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats）ゲノム編集とオルガノイドの組み合わせに利点
があることが確認されています。この組み合わせは、遺伝子スクリーニン
グや薬物スクリーニングモデルの改善、器官形成の高度な研究をサポー
トできる可能性があります。

4. 個別化医療
オルガノイドは、患者自身の細胞や 3D微小環境をディッシュの中で再
現し、in vivo環境のよりよい模倣を可能にするものです。この in vitro
構造を用いて、分子的およびゲノム薬理学的に患者個人に合った治療法
をより正確に特定することができます。オルガノイドは、疾患モデリング、
薬物反応、投与量の最適化といったプレシジョンメディシンへの応用に
加え、再生医療にも利用することができます。

5. バイオプリンティング
バイオプリンティングは、Corning Matribot® バイオプリンターなどの
バイオプリンターを用いて、細胞、スフェロイド、オルガノイドなどで
3D構造体を作製する方法です。これらの生物学的材料はバイオインク
に懸濁後、バイオプリンターに充填され、一層ずつ「プリント」されます。
この手法により、組織の機能性に影響を与える細胞間の関係をより簡単
に研究することができます。

https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/products/surfaces/matrigel-matrix.html
https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/applications/cell-culture/3D-cell-culture/organoid-models.html
https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/applications/disease-modeling/cancer.html
https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/applications/cell-culture/3D-cell-culture/organoid-models.html
https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/applications/disease-modeling/personalized-medicine.html
https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/products/surfaces/corning-matribot-bioprinter.html
https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/products/surfaces/corning-matribot-bioprinter.html


包括的なスキャフォールドマトリックスを用いた 
オルガノイドの開発 2,3

幹細胞や組織からオルガノイドを作製するには、生物学的または合成 
スキャフォールドが必要です。現在最も広く使用されているスキャフォー
ルドは ECMで、Engelbreth-Holm-Swarm（EHS）マウス肉腫細胞か
ら抽出した Corning® マトリゲル基底膜マトリックスなどがあります。

これらの高タンパク質溶液は、物理的な足場材料となり、ホルモンや増
殖因子を豊富に含む微小環境を提供します。研究者それぞれの独自の
プロトコールと適した ECMを使用することで、オルガノイドの培養が可
能になります。

オルガノイドの培養方法 4,5,6,7

培養方法は、オルガノイドの種類によって異なります。幹細胞由来オル
ガノイドは、人工多能性幹細胞（iPS細胞）や胚性幹細胞から作製し、
組織オルガノイドは通常、酵素分解された臓器の断片をマトリゲル基底
膜マトリックスやコラーゲン Iの中で作製します。試薬や容器は臓器に
よって異なります。

重要なことは、ECM、増殖因子、培地、シグナル伝達分子の使用など、
多くの要因が培養方法とともにオルガノイド形成の有効性に影響を及ぼ
すということです。通常、患者由来のオルガノイドは培養に約 1～ 2週
間かかり、iPS細胞から分化させたオルガノイドは培養に 20日以上かか
る場合があります。

ドーム法による培養
この方法では、細胞をマトリゲル基底膜マトリックスなどの ECM内に懸濁させ、ドームを形成させます。
これにより、細胞がマトリゲル基底膜マトリックスに均等に接触し、構造体内でオルガノイドに自己組織化す
ることができます。この方法は、組織からの成体幹細胞由来オルガノイドによく使用されます。

バイオリアクター培養
この方法は、従来から iPS細胞由来のオルガノイドに用いられています。オルガノイドをマトリゲル基底膜
マトリックス液滴に包埋し、分化誘導培地と合わせてスピナーフラスコまたはバイオリアクターに入れます。
この方法は、大脳オルガノイドで使用されており、栄養吸収に優れ、ハイスループットな作製が可能である
という利点があります。

パーミアブルサポート培養
この方法では、細胞分化に最適な構造と条件を提供するために、Transwell®（トランズウェル）や Falcon® 
パーミアブルサポートのような容器が必要です。これらのインサートは、3D培養や組織モデリングに最適
な構造と条件を可能にするウェルで構成されています。パーミアブルサポートを使用した培養のアプリケー
ションの 1つに、皮膚オルガノイドがあります。このプロセスを気液界面処理と組み合わせることで、数週
間でヒトのケラチノサイトから組織を作製することができます。

低接着表面マイクロプレート培養
マイクロプレートの超低接着（ULA）表面は、細胞の接着を防ぐことで、3D構造を形成します。形成され
た 3D構造体は ECMに包埋することができます。この低接着メカニズムは、Corningスフェロイドプレー
トおよび Corning Elplasia® マイクロプレートの独自のラウンドボトム形状と相まって、マイクロプレートの
ウェルまたはキャビティあたり1つのオルガノイドの培養をより簡単なものにします。このようなプロトコー
ルは、腸オルガノイドの作製に使用されています。

https://youtu.be/brXyDAfATKw
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2b/JP/ja/p/corningDisposableSpinnerFlasks?clear=true
https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/products/permeable-supports/transwell-snapwell-netwell-falcon-permeable-supports.html
https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/products/permeable-supports/transwell-snapwell-netwell-falcon-permeable-supports.html
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2b/JP/ja/c/assayMicroplates?clear=true
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2b/JP/ja/c/assayMicroplates?clear=true


オルガノイドのカウントおよび測定方法

オルガノイドの増殖の進行を評価するために、オルガノイドのカウントお
よび測定を行う必要があります。オルガノイドのサイズと数は、その培
養物の有用性に影響し、オルガノイドは通常、in vitroで一定のサイズ
にしかならないため、このプロセスを正しく行うことが重要です。

オルガノイドのカウント
培養物は、顕微鏡を用いてプレート上で、手動でカウントすることがで
きます。正確なカウントを行うには、対象とするオルガノイド構造を熟知
し、単細胞や大きな多層組織片と区別する必要があります。カウント装
置のひとつである Corning® セルカウンターは、3D培養の複雑な形状
やサイズをカウントできるソフトウェアを備え、より迅速なワークフロー
のための自動化をサポートします。

オルガノイドの測定 9,10

オルガノイドは形状が不規則なため、顕微鏡を使った手作業による測定
は容易ではありません。ソフトウェアは、ハイスループットにおけるオル
ガノイドのサイズや面積の評価に役立ちます。

注意：凍結保存用培地に含まれる凍結保護剤の DMSOは、室温下で細
胞に毒性を持ちます。このため、凍結保存用培地は冷却し、操作時間（培
地を細胞に添加してからフリーザーに移す時間）を 5分以内にする必要
があります。

オルガノイドの凍結方法 8

オルガノイドを長期間保存するためには、正しく凍結することが重要で
す。オルガノイドを凍結する前に、リカバリーが成功するようにサイズを
最適化する必要があります。通常、このプロセスは、従来の単一細胞
の凍結と非常によく似ています。これを行うには、Nature Protocols
に掲載されているこちらのプロトコールを参考にしてください。

1. 凍結用容器を 4℃に冷却します。クライオバイアルチューブ 1本に
つき、少なくとも1つ（24ウェルプレートの場合）または2つ（48ウェ
ルプレートの場合）のコンフルエントなウェルを確保します。

2. 1,000 µLピペットと 500 µL～ 1,000 µLの基礎培地を用いてピペッ
ティングをし、オルガノイドが含まれる基底膜マトリックスのドームを
壊します。オルガノイド懸濁液を 15 mL遠沈管に移し、冷却した基
礎培地を上から加え、再懸濁を繰り返して基底膜マトリックスを除去
します。

3. 8℃、100×g～ 200×gで 5分間遠心します。上清約 2 mLを残
して吸引します。オルガノイドが崩壊して単一細胞にならないように
注意してください。

4. チューブの上から冷却した培地をさらに加えて再懸濁します。8℃、
200×g～ 250×gで 5分間遠心します。

5. 上清をすべて吸引します。

6. （使用プレートに応じて）1ウェルまたは 2ウェルあたり500 µLの凍
結保存用培地で丁寧に再懸濁します。

7. 500 µLの懸濁液をクライオバイアルに移します。凍結用容器にセッ
トし、すぐに -80℃の環境に移します。最低 24時間フリーザーに置
いてから、液体窒素（-196℃）に移し、オルガノイドを長期冷凍保存
します。

https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/products/equipment/corning-cell-counter.html
https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/products/general-labware/cryogenic-storage.html


培養後：オルガノイドの回収、固定、イメージング、 
トランスフェクション

オルガノイドの回収方法 11

試薬を用いて ECMから細胞を回収することは、必ずしも必要なステッ
プではありませんが、特定のアプリケーションには有用であることが示
されています。Corning® マトリゲル基底膜マトリックスからオルガノイ
ドを回収するために推奨される製品は、Corning セルリカバリーソ
リューションです。トリプシン、コラゲナーゼなどのタンパク質分解酵
素のような酵素系試薬とは異なり、この溶液は非酵素系であるため、
オルガノイドを分解することがありません。使い方は以下のとおりです。

1. 細胞を乱すことなく、培養物からできるだけ多くの培地を除去し 
ます。

2. 予め冷やしておいた Corning セルリカバリーソリューションを、マ
トリゲル基底膜マトリックスの 2倍以上の量、添加します。

3. ワイドボアチップを用いて上下に静かにピペッティングし、オルガノ
イドを傷つけないようにマトリゲル基底膜マトリックスを慎重に破砕
します。

4. セルリカバリーソリューションとともに、4℃で約 20分間インキュ
ベートします。

5. 顕微鏡で細胞を観察し、マトリゲル基底膜マトリックスが完全に 
脱重合され、オルガノイドが自由に浮遊しているかどうかを確認し
ます。

6. 3Dオルガノイドがマトリゲル基底膜マトリックスから自由に浮遊し
ているように見えたら、短時間遠心して、上清とオルガノイドを分
離させます。上清を除去し、冷却 PBSで数回洗浄します。オルガ
ノイドがまだ遊離していない場合は、4℃でさらにインキュベートす
るか、セルリカバリーソリューションを追加します。

オルガノイドの固定方法 12,13

マトリゲル基底膜マトリックスで培養したオルガノイドは、オルガノイド
のサイズやイメージングの種類に応じて、4%パラホルムアルデヒドを
用いて 4℃、30分～ 4時間で固定することができます。マトリゲル基
底膜マトリックスは固定後に脱重合することがあるので、1%グルタル
アルデヒドをマトリックスに添加すると防ぐことができます。

オルガノイドの染色およびイメージング 14

共焦点装置や多光子装置によるイメージングでは、オルガノイドの調
製が必要な場合があります。Nature Protocolsの記事の中で、著者
が記述しているプロトコールは以下のステップです。

1. オルガノイドを回収および固定後、洗浄バッファーでブロッキング 
する。

2. その後、オルガノイドに免疫標識処理を施す。

3. オルガノイドを、フルクトースグリセロール剤または組織洗浄剤で
洗浄する。

4. オルガノイドをイメージング用にスライドに乗せる。

オルガノイドの染色も同様に、培地抽出、PBS添加、抽出の調製が 
必要です。腸上皮オルガノイドの一連の洗浄ステップがどのように適用
されたかは、Current Protocols in Mouse Biology 15を参照してくだ
さい。

オルガノイドのトランスフェクション方法 16

トランスフェクションのプロトコールは、細胞の種類、オルガノイドのサ
イズ、試薬など、いくつかの要因によって異なります。ただし、siRNA
の転写の一般的なプロトコールには、以下のステップが含まれます。

1. 血清培地にトランスフェクション試薬を添加します。インキュベー
ターで一晩反応させます。

2. 翌日、培地を交換します。

トランスフェクションの効率を上げたい場合は、Nucleic Acids Research
の論文の方法は注目に値します。研究者らは、マトリゲル基底膜マトリッ
クスマイクロビーズにおけるマイクロカプセル化オルガノイドの自動生
成とエレクトロポレーション法を組み合わせました。マイクロビーズサ
イズとマトリゲル基底膜マトリックス量を変更することで、効率が上が
り、少ない ECMで、同じオルガノイド数を得ることができます 3,17。

https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2b/JP/ja/p/354253?clear=true
https://ecatalog.corning.com/life-sciences/b2b/JP/ja/p/354253?clear=true
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タスクの自動化でスケールアップの効率化を実現

オルガノイドは、より管理しやすく観察しやすい in vitro環境で in vivo
の状態を再現することができるため、3D研究の新たなフロンティアと
なっています。

ただし、オルガノイドの可能性を最大限に引き出すには、より自動化さ
れたハイスループットのワークフローに対応する必要があります。
Corning® Matribot® バイオプリンターのような次世代ツールが、こ
の分野での進歩に貢献します。マトリゲル基底膜マトリックスなどの高
度な生体材料に対応した最先端の機器を使用すれば、3D研究の将来
は確実に有望です。

コーニングのツールやプロトコールの詳細、 
オルガノイドに関するアプリケーションノートやケーススタディ は、 
www.corning.com/jp/organoid.でご覧いただけます。

https://www.corning.com/jp/jp/products/life-sciences/products/surfaces/corning-matribot-bioprinter.html
http://www.corning.com/jp/organoid
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