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研究成果の概要（和文）：三次元組織構築法の研究が著しい発展を遂げているが、強度を求められる血管組織で
はその開発は遅れている。本研究では、生理的範囲を超える極めて高い圧力を負荷すると、ヒト平滑筋細胞同士
が接着して細胞外基質を多く産生し、強固な血管様組織ができることを明らかにした。同様の方法で作製したラ
ット平滑筋細胞由来の血管グラフトはラット大動脈に移植することができ、５か月の観察期間内に破裂や血栓は
認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Researches on three-dimensional tissue construction methods have made 
remarkable progress, but the ideal vascular grafts that are strong enough against blood pressure 
have not been developed. In this study, we found that human vascular smooth muscle cells adhere to 
each other and produce extracellular matrices when subjected to extremely high pressures beyond the 
physiological range, resulting in the fabrication of vascular grafts. A rat smooth muscle 
cell-derived vascular graft produced by the same method could be transplanted into the rat aorta, 
and no rupture or thrombus was observed within a 5-month observation period.

研究分野： 循環生理学

キーワード： 再生医療　循環器　メカニカルストレス　細胞・組織　バイオテクノロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト血管平滑筋細胞に通常生体内で経験しないレベルの高圧力を印加することで、弾性線維をはじめとした三次
元構造をもった細胞外基質を構築することができた。加圧印加培養を行うことで細胞のみから移植に耐えられる
血管グラフトが作製できたことで、移植医療の技術となりえる可能性が示唆された。さらに非生理的範囲の周期
的な静水圧印加による細胞応答を明らかにしたことで、細胞治療への学術的基盤知見となることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

血管や心臓など、生体内で血圧の圧力負荷にさらされている組織は、その圧力に耐えられる

ように高い弾性や剛性を持ち合わせている。発生の段階で、心臓からの血液の拍出が多くなり、

血圧が徐々に上昇するにつれて血管は弾性と剛性を獲得するが、これらの機能獲得には胎生期

から幼少期までといった数ヶ月以上～年の単位の時間を要する[1]。弾性や剛性といった力学的

特性を担うのは血管の中でも特に中膜の平滑筋細胞とそこから分泌・合成される弾性線維であ

り、弾性線維構造は中膜の５０％もの重量を占める[2]。しかしながら、一旦作られた弾性線維

は完成すると分解されない限り数十年は存在できるため、成人期には細胞は新たな弾性線維を

作る能力を失う。これらの理由から、弾性線維を有する弾性・強度のある血管グラフトを、短期

間で細胞のみから作製することは現在不可能とされている。 
このような背景から、生体素材をもちいた人工血管の開発では、強度のある血管を目指して

機械的刺激であるずり応力や伸展刺激、圧力印加を利用する手法が試されてきた。従来の研究は、

生体内の血圧や血流を模した生理的範囲の刺激を利用したものであり、これらの方法では、数ヶ

月以上といった長期間に渡る培養や人工材料の支持体なしには強度を得ることが出来ない[3,4]。
つまり、生理的範囲の機械的ストレスでは、生体内と同様に血管構築に長期の時間が必要であり、

従来の機械的刺激条件では短期間のうちに再生医療に利用できる細胞のみから構成させる人工

血管を作ることはできないと推察される。 
一方、生物は気圧の低い環境には耐性が低いが、圧力のかかる環境、つまり海中などには超

高圧まで耐えられる生物が多く存在し、これらの生物は様々な細胞外基質を産生することが知

られている。研究代表者は、細胞自体は超高圧まで耐えられ、高圧力環境に応答して細胞外基質

をはじめとした種々の蛋白を合成する能力を持つ、という点に着目し、高圧力環境を利用して強

度のある血管グラフトを構築できないかと着想した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、従来の常識を超える非生理的範囲の高圧力を用いることで、大気圧環境下では

十分に引き出せなかった細胞の能力を最大限に引き出し、最終的には弾性や剛性を有する移植

可能な三次元組織を短期間で構築する方法をヒト由来細胞を用いて開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法  

高圧力を周期的に印加できる装置を連携研究者・金子と開発した。圧力の範囲を大気圧から

５気圧（血圧換算で 2000 mmHg）までの間で低圧、高圧を設定し、その圧力を 0.002 Hz までの

範囲の周期で繰り返し印加し、培地の pHが一定になるように供給する CO2 分圧を調整して加圧

培養を行った。圧力印加条件検討にはヒト臍帯動脈平滑筋細胞を用いた。弾性線維形成の第一段

階は、細胞膜表面に可溶性フィブロネクチン同士が結合した不可溶性フィブロネクチン原線維

が形成されることであることから、免疫染色にてフィブロネクチン原線維形成を検討した。 

加圧培養と細胞播種を交互に 10 回繰り返して得られたラット由来細胞シートは、張力測定装

置（Tissue Puller 560、DMT 社製）にて応力―ひずみ曲線を求めて力学的特性を検討した。ま

た、作製した平滑筋細胞シートが血管壁として生体内で機能するかを検証するために、ラットの

腹部大動脈にパッチ状グラフトとして移植した。ラット腹部大動脈を全身麻酔下に露出し、大動

脈を 1 × 2 mm の楕円状に切除し、同部位に 10層の平滑筋細胞シートを 10-0 ナイロン糸で 12

針程で縫合した。移植後は、５ヶ月後まで経時的に観察し、移植部位の組織は平滑筋細胞マーカ



ー（SMA）と内皮細胞マーカー（von Willebrand factor）を用いて免疫染色を行った。 

 

４．研究成果 

（１）ヒト臍帯血管平滑筋細胞を用いた培養条件として、大気圧コントロール（101 kPa）、静水

圧印加 110-130 kPa、または 110-180 kPa、110-300 kPa、110-500 kPa、を繰り返したものを検

討した。圧力印加の周期は 0.002 Hz に固定して 24時間培養を行ったところ、110-180 kPa で最

も高度に細胞膜表面にフィブロネクチン原線維形成が認められた。さらに、110-180 kPa の圧力

印加を 0.05 Hz、0.01 Hz、0.002 Hz で行ったところ、0.002 Hz の際にフィブロネクチン原線維

形成が最も顕著であった。フィブロネクチン原線維の形成は弾性線維形成の足場となると同時

に、インテグリンを介した細胞同士の接着を促進し細胞の三次元配置が可能となる。110-180 kPa、

0.002 Hz の培養条件において接着斑の形成とリンクして F-actin の線維構造の増強も認められ

た。フィブロネクチン原線維形成は、Rho kinase の阻害薬 Y27632 または C3 の添加で抑制さ

れた。 

 

（２）（１）で得られた周期的静水圧印加条件を用いて、ヒト臍帯動脈平滑筋細胞の播種と圧力

印加を 24 時間ごとに交互に行ったところ、４層の平滑筋細胞シートを作製することができた。

これらの細胞シートでは、フィブロネクチン線維の立体構築が確認できた。 

 

（３）高圧力培養により作製された多層細胞シートが生体内の環境に適合できるかを検討する

ために、ラット大動脈への移植を考慮してラット血管平滑筋細胞シートを同様の培養条件で作

製した。10層の細胞シートを安定的に作製することができ、Tensile rupture strength は約 0.2 

MPa、Elastic modulus は約 0.12 であった。これらはラット大動脈中膜組織と同等であった。 

 

（４）10 層のラット血管平滑筋細胞シートをラット大動脈にパッチグラフトとして移植したと

ころ、5か月までの観察期間でグラフトの破裂や血栓による閉塞などは認められなかった。組織

学的検討より、1か月後までにホスト由来の内皮細胞が内腔を完全に被覆していることが示され

た。また、移植されたグラフトは弾性線維とコラーゲン線維が豊富に認められ、時間経過ととも

にグラフト由来の組織とホスト大動脈の平滑筋細胞の境界は不明瞭となった。 

 
本研究の結果は、一部を論文として報告した[6]。本研究を通じて、従来実験系の困難さから

用いられていなかった生理的範囲を超える高圧力環境を利用した研究の技術基盤を確立するこ

とができた。また、細胞のみを用いて弾性線維をはじめとした細胞外基質の三次元構築を短期間

で実現することができた。人工素材を使用せずに細胞のみから作られる血管グラフトが作製で

きる可能性を示したものであり、小児など成長性のあるグラフトが切望されている領域への貢

献が期待される。細胞に対する機械的刺激のうち、従来多く研究されてきたシェアストレスや伸

展刺激に加え、高度の静水圧に対する細胞の反応を解明することは、これまで引き出せなかった

細胞の能力を最大限に活用出来る可能性を秘めており、深海の生物に見られるような種々の蛋

白や脂質合成の機序解明にも寄与する可能性が高く、血管研究に留まらない各臓器への貢献が

期待される。本研究では、再生医療への応用を見据えて、倫理的、細胞数的に採取可能なヒト臍

帯血管平滑筋細胞を利用したが、高圧力環境感受の分子機序の解明から、iPS 細胞、幹細胞を用

いた組織構築への礎となることも期待される。 
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