
北海道大学・先端生命科学研究院・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

若手研究(B)

2017～2015

効率的な酸素と栄養の輸送機能を持つ人工血管網の構築技術の開発と設計理論の構築

Development of a construction method for engineered blood vessel networks with 
efficient transport properties of oxygen and nutrients

００５１００１７研究者番号：

古澤　和也（Furusawa, Kazuya）

研究期間：

１５Ｋ１６３３０

平成 年 月 日現在３０   ６   ７

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：肝臓などの巨大な臓器を細胞とゼリー状の素材を組み合わせて作るためには、酸素や
栄養の通り道となる血管を人工臓器の中に通す必要があります。私たちの体の中の血管は効率良く酸素や栄養を
臓器のすみずみまで届けることができるかたちを持っています。今回の研究では、臓器の中の血管のかたちをコ
ラーゲンゲルを使って再現し、これを使って人工的に血管を作る技術を開発しました。また、この血管に培養液
を持続的に流動させる装置を作ることにも成功しました。今後は、今回作った人工血管に培養液を流すことで人
工血管を人工血管網へと発展させ効率的な酸素と栄養の輸送が実現できる人工血管網の構築技術を確立すること
に挑みます。

研究成果の概要（英文）：Introducing the blood vessel that plays a role of transport duct for oxygen 
and nutrients is a prerequisite for artificially constructing huge organs, such as liver and heart, 
by using combinations of cultured cells and gels. The blood vessels in our body have excellent 
transport properties of oxygen and nutrients. The excellent transport properties are attributed to a
 morphology of blood vessel. In this study, we developed the method for constructing the engineered 
blood vessel by using the template collagen hydrogel which mimics the morphology of blood vessel in 
our body. In addition, we developed a device for perfusing a cell culture medium into the engineered
 blood vessel. We will develop the method for introducing the blood vessels with efficient transport
 properties of oxygen and nutrients into the huge engineered organs by using the methodologies 
developed in this study.

研究分野： 高分子物理学、生体材料学、組織工学、バイオレオロジー

キーワード： 血管　コラーゲン　潅流培養　輸送特性　組織工学　血管内皮細胞
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１．研究開始当初の背景          
巨大な再生組織を構築するためには、酸素や
栄養の供給経路である血管網を導入する技
術を確立することが必要不可欠である。これ
までに、数多くの血管導入技術が確立されて
きたが、その多くは単純な血管様の管腔構造
を導入することのみに限られていた。しかし
ながら、再生組織に血管を導入したとしても、
効率的に培養液や血液を送液できなければ、
再生組織の中心まで十分な酸素や栄養を輸
送することができない。この問題を解決する
ためには、どのような血管網を導入すれば効
率的に酸素や栄養を再生組織内部へと輸送
することができるのか？という学術的課題
を解明する必要がある。 
生体内の血管網は、血管の分岐によって作

られる複雑な構造によって、効率的かつ機能
的な酸素と栄養の輸送機能を実現している。
このことから、生体内の血管網の分岐の度合
いや分岐に伴う血管の太さの変化を再現す
ることができれば、効率的な酸素と栄養の輸
送経路を再構築することができるようにな
ると期待できる。 
 
２．研究の目的              
そこで、本研究では『どのような分岐構造を
持つ人工血管網が、再生組織内部への効率的
な酸素と栄養の輸送を実現することができ
るのか?』という学術的課題を解明することを
目的とした。この目的を達成するためには、
様々な構造の人工血管網を再生組織内部に
導入する必要がある。そして、それぞれの人
工血管網の構造が再生組織内部を流れる血
液の流動挙動や細胞の生存率などに与える
影響を明らかにする必要がある。 
 
３．研究の方法              
本研究の目的を達成するために、図 1 に示さ
れている多管構造を持つコラーゲンゲル（マ
ルチチャネルコラーゲンゲル：MCCG）を用
いて様々な構造の人工血管網を構築する。
MCCG は次のような特長を持つことが解明
されている。 
1．血管や尿細管などの上皮管腔組織を迅速
に構築することができる。 
2．MCCG は生体模倣的な多管構造を持つ。 
3．様々な形状に成型可能である。 
4．様々な多管構造の MCCG が調製可能であ
る。 
以上の特徴より、申請者は、MCCG を用い

ることで人工血管網の構造が酸素や栄養の
輸送機能に与える影響を効果的かつ系統的
に調査することができると考えた。本研究で
以下の 2 つの項目の研究を実施した。 

 
（1）図 1 に示されているように、MCCG を
調製する際に用いるリン酸緩衝液の組成や
ゲル化温度を変えることでさまざまな多管
構造を持つ MCCG を調製することができる。
この方法で調製した MCCG を鋳型として利

用することで、さまざまな構造の人工血管を
構築することを試みた。具体的には図 2 に示
されている方法で厚み 2mm、幅 6 mm、長さ
6 mm の MCCG を構築し、ゲル表面の均一な
ゲルの膜を除去した後で、血管内皮細胞を播
種することで MCCG 内に人工血管を構築し
た。 
 
（2）（1）で構築した人工血管網内を流れる
モデル血液の流れの様子を観察することで、
人工血管網の構造とモデル血液の流動特性
の間の関係を明らかにすることを試みた。具
体的な方法としては HUVEC や血管内皮平滑
筋細胞、大動脈由来血管内皮細胞などを懸濁
した培養液を調製し、MCCG の多管構造にマ
イクロピペットを用いて流し込んだ際の細
胞の動態を観察した。 
 
（3）血管を流れる血流が血管新生を誘導す
ることは古くから知られている。（1）で構築
した人工血管内に培養液を還流することで、
人工血管を作る細胞の血管新生機能が刺激
され、MCCG 内に構築された一つ一つの血管
同士が新生血管を介してつながることで人
工血管網が形成されることが期待できる。ま
た、（1）構築した MCCG は厚さ 1 mm と分厚
く、静置培養では中心部の血管を作る細胞が
壊死してしまう恐れがある。したがって、構
築した人工血管を培養維持しつつ、血管新生



を維持することで人工血管網を構築するた
めに、（1）で構築した人工血管を潅流培養す
る方法を確立する必要がある。そのために、
（1）で確立した人工血管を、ボイデンチャ
ンバーを設置することが可能な潅流培養チ
ャンバーを設計し、ボイデンチャンバー内に
（1）で構築した人工血管を設置することで
潅流培養を行うことができるバイオリアク
ターを開発した。ボイデンチャンバーはポリ
スチレン製のパイプの一端に多孔質膜が張
り付いた製品である。 
 
４．研究成果               
（1）MCCG を用いることでさまざまな構造
の人工血管網を構築する方法を確立した。当
初計画よりも効率的な人工血管の構築技術
の開発に成功した。MCCG の多管構造表面に
血管内皮細胞を播種するためには、MCCG 表
面に形成されるゲルの膜を除去する必要が
ある。当初計画ではこのゲルの膜をコラゲナ
ーゼ処理により消化除去する予定であった。
しかし、このことにより MCCG の力学特性が
著しく低下するという問題があった。その結
果、血管内皮細胞を多管構造表面に播種して
も細胞がうまく接着しない問題や、細胞自身
が発揮する力によって MCCG が大きく収縮
するなどの問題が生じた。この問題を解決す
るために、メスやミクロトームの刃などの鋭
利な刃物を用いて、ゲルの膜を切断除去する
ことを試したところ、MCCG の力学特性を低
下させることなく、多管構造内表面を露出す
ることに成功した。 
 
（2）上記方法で得られた MCCG に、ヒト臍
帯由来静脈内皮細胞（HUVEC）を播種して得
られた試料の共焦点走査型レーザー顕微鏡
像が図 3 に示されている。緑色の蛍光像が生
きた HUVEC を示しており、連続した管腔構
造を形成していることがわかる。この方法は、
異なる多管構造を持つ MCCG に対しても有

効であり、さまざまな多管構造を持つ人工血
管網の構築技術を確立することにつながっ
た。MCCG の多管構造は表面からの距離とと
もに管径や管の数が変化する傾斜構造を持
っている。MCCG を用いて構築される人工血
管もこのような傾斜構造を反映した特長を
維持していた。組織工学的技術を利用して人
工血管を構築する試みは本研究以外にも多
数報告されているが、細胞とコラーゲンとい
った実際の生体組織を作る素材のみで血管
の傾斜構造まで再現した例は本研究以外に
は報告例がない。特に、血管の直径が構築し
た再生組織表面からの深さとともに少しず
つ深くなる傾斜特性は、生体内の血管にも観
察される血管のテーパー構造を再現してい
る。血管のテーパー構造を再現することは微
小流路技術や 3D プリンターなどの方法では
困難であるとされており、本研究で確立され
た人工血管の構築技術が唯一つの技術であ
るといえる。本技術については、本研究の目
的の達成以外にも、血管のテーパー構造と血
液の流動特性の相関を調べるためのモデル
実験系としての利用が期待できる。 
 
（3）MCCG の多管構造を流れる細胞懸濁液
の流れの様子を観察することに成功した。最
初に行った研究では、人工血管網の鋳型とな
る MCCG の多管構造を流れる細胞懸濁液の
流動特性を評価した。細胞懸濁液を流入させ
たときには滞りなく細胞懸濁液が流れ、流れ
の様子を位相差顕微鏡で観察することもで
きた。 
 
（4）続いて、MCCG 内に血管内皮細胞を播
種することにより人工血管を構築し、人工血
管内に蛍光ビーズを流すことで流れの場を
可視化する実験を遂行しようと試みた。しか
し、（1）での説明のとおり、当初計画の方法
では MCCG の力学特性が著しく低下し、その
ことによって血管がつぶれてしまうことや、
うまく血管構造を作れないなどの問題が生
じたため実施にいたらなかった。この問題に
ついては（1）で確立した新しい人工血管の
構築技術を用いることで解決できると考え
ている。 
 
（5）MCCG を用いて構築した人工血管を培
養維持するためのバイオリアクターを開発



することに成功した。図 4 に開発したバイオ
リアクターが組み込まれた潅流培養システ
ムの写真が示されている。MCCG を用いて構
築した人工血管はバイオリアクター内に設
置されたボイデンチャンバーのメンブレン
上に配置される。バイオリアクターはペリス
タットポンプと液体培地入りのボトルに直
列でつながれている。培養液の流速はペリス
タットポンプの回転速度で制御することが
可能である。本潅流培養システムを用いるこ
とで、連続的に液体培地をバイオリアクター
内に流通することができることも確認した。 
 
（6）今後の展望として、（1）に記載の方法
でさまざまな形態の人工血管を構築し、それ
ぞれの血管を流れる蛍光ビーズや実際の血
液の流動特性を評価する。このことにより効
率的な流れをもたらす血管や流れの滞りを
誘発する血管の構造を明らかにする。（5）で
新しく開発したバイオリアクターを用いて
（1）で構築した人工血管を人工血管網へと
発展させ、分岐構造を持つ血管の流れの評価
を実施しつつ、実質部分で培養される細胞の
生存率や増殖能を評価する。このことにより、
効率的な酸素と栄養の供給を実現すること
が可能な人工血管網の構築原理を確立する。 
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