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研究成果の概要（和文）：発達した弁組織を有することで知られる伏在静脈の血管内皮細胞(HSaVECs)を用い
て、灌流および伸展刺激を負荷可能な(i)3次元血管網モデルおよび(ii)血管流路モデルをそれぞれ構築した。モ
デル(i)では、ミリメートルサイズの自発的に形成された血管網の構築を達成し、モデル(ii)では、灌流および
伸展刺激を組み合わせることで脈動流を形成し、流路分岐部において不均一な遺伝子発現の分布を再現すること
に成功した。このように、血管モデルにおける力学刺激と静脈弁関連遺伝子との関わりを評価可能な研究基盤を
構築し、HSaVECの力学刺激応答に関する知見を得た。

研究成果の概要（英文）：We have developed a stretching and perfusion culture system of vascular 
constructs lined with the human saphenous vein endothelial cells, aiming at the in vitro induction 
of venous valve. The following two types of vascular model have been successfully constructed: (i) a
 three-dimensional (3D) vascular model formed through the cellular processes of self-tissue 
organization and (ii) ECM microchannel-based artificial vascular model with branching structure. 
With the model (i), we constructed a millimeter-sized perfusable 3D blood vessel network utilizing 
the microfluidic channels guided by the microposts. With model (ii), pulsatile flow can be generated
 by optimizing the stretching and perfusion conditions, which resulted in the upregulation of CD31 
in the cells located at the branching points. These models are expected to be useful to understand 
the mechanical cues underlying the venous valve formation.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 静脈弁　下肢静脈瘤　メカニカルストレス　BioMEMS　マイクロ流体デバイス　血管網　再生医療　創薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
「下肢静脈瘤」は、静脈弁が破壊されたことにより発症する典型的な静脈疾患で、国内だけでも女性を中心に
1000万人を越える患者がいると言われている。現在、ヒトの生体外静脈弁モデルは知られておらず、マウスなど
の四足動物では下肢静脈瘤モデルの作製は困難であると考えられる。本研究により得られた知見とヒト血管モデ
ルに対する力学刺激負荷システムは、生体外で弁組織を誘導するための新たな研究基盤として有用であるととも
に、創薬研究の進展に貢献するものと期待される。

※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 
 
静脈弁の組織誘導から崩壊までの組織リモデリングプロセスは、血流によって生じる流体せん
断力や筋ポンプ作用によって生じる機械的な力学刺激などで構成される「静脈血管特有の力学
場」の中で進行するが、一連のプロセスにおいてそれぞれの力学刺激が果たす役割はほとんど知
られていない。近年、リンパ管形成を制御する遺伝子の一部が静脈弁の形成や維持に関与してい
ることが報告され、弁組織の形成に関わる遺伝子が徐々に明らかにされている。静脈弁は、血管
内皮細胞が弁内皮細胞へと分化転換することにより形成される。転写因子 Prox1 は、静脈弁形成
過程の初期から弁内皮細胞で発現が誘導され、Integrin-a9 (INTA9)や EphrinB2 (EFNB2)などと
ともに弁の形成・維持に必要であることが明らかになってきた。しかしながら、弁組織の形成は
局所的に起こり、タイミングも一様ではないことから、弁組織の誘導に関わる遺伝子群を局所的
に変化させる何らかの要因が存在するはずである。我々は、血管内に生じる不均一なメカニカル
ストレスが弁組織を誘導するためのトリガーとなっているのではないかと考え、本研究を開始
した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、発達した弁組織を有することで知られる伏在静脈の血管内皮細胞を用いて、灌流お
よび伸展刺激を負荷可能な 3 次元血管内皮管腔ネットワークをマイクロ流体デバイス内に構築
する。伏在静脈血管内皮細胞に流体剪断力または伸展(圧迫）刺激を負荷することで力学刺激応
答遺伝子群を抽出し、力学刺激によって制御される弁形成関連遺伝子を明らかにする。また、
GCaMP などのカルシウムセンサー蛍光タンパク質を利用することで、血管網内の力学場をリアル
タイムに可視化可能な観察システムを構築する。このようにして得られた遺伝子群と力学場の
対応情報をもとに、マイクロ流路デバイス内に構築した血管網の力学場を制御し、静脈弁の誘導
を試みる。 
 
３．研究の方法 
 
①  マイクロ流体デバイスを用いた血管網の構築 
ヒト伏在静脈血管内皮細胞（HSaVEC）またはヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）を用いて、以
下の２種類の血管網モデルを構築する。 
（１）3次元血管網モデル 
マイクロポスト構造を有するマイクロ流路デバイス内に、ゲルに懸濁した血管内皮細胞を導
入することで、直径 50〜100 μmの３次元血管網を形成する。血管網が有する管腔構造は、共焦
点顕微鏡、光干渉断層撮影（OCT）および蛍光デキストランの注入などにより確認する。 

 
（２）血管流路モデル 
上記モデル（１）は、血管内皮細胞の自発的な管腔形成能を利用するため、生体模倣性が高く
複雑な血管網を形成するが、力学場の再現が困難であるといった欠点がある。そこで、コラーゲ
ンゲル中に分岐した流路を作製し、これに血管内皮細胞を播種することで力学刺激の制御・解析
が容易な血管流路モデルを構築する。 
 
② 血管モデルの灌流培養系および伸展培養系の確立 
構築した２つの血管モデルを安定して灌流および伸展可能な培養システムを構築する。また、こ
れらの力学刺激が血管網形成に与える影響を観察するためのライブ観察システムの構築につい
ても検討する。 
 
③ 力学刺激の可視化方法の検討 
弁形成関連遺伝子の発現誘導部位と力学
刺激との関連性を解析するため、流路デバ
イス内で形成された力学場を可視化する
方法について検討する。力学刺激に伴っ
て、血管内皮細胞では細胞内カルシウム濃
度が上昇することが知られている。
GCaMP(カルシウムと結合し蛍光を発する)
発現ベクターをヒト伏在静脈血管内皮細
胞に導入し、力学刺激に応じて蛍光強度の
増加が認められるか条件検討を行う。 図１．3D 血管ネットワークモデルと血管流路

モデルを用いた静脈弁 in vitro 誘導条件の探索 



 

 

 
④ ヒト伏在静脈血管内皮細胞の力学刺激応答解析 
静脈弁を有する伏在静脈から採取された HSaVEC と静脈弁を持たない臍帯静脈から採取された
HUVEC からそれぞれ RNA を単離し、両細胞の遺伝子発現プロファイリングを実施する。また、ヒ
ト伏在静脈血管内皮細胞または血管モデルに対して、流体シェアストレス、伸展刺激、または両
方の力学刺激を負荷し、遺伝子発現変化を解析する。 
 
４．研究成果 
 
① マイクロ流体デバイスを用いた血管網の構築 
 
（１）3次元血管網モデル（円形血管網モデル） 
マイクロポスト構造を利用し、血管網形成エリア
とマイクロ流路間に血管吻合構造を形成可能なデ
バイスを独自に設計した。血管内皮細胞、線維芽細
胞、I型コラーゲンおよびフィブロノーゲンから成
る細胞・ゲル混合液をデバイスへ導入し１〜２週
間培養することで、ミリメートルサイズの血管網
の形成に成功した。細胞組成、ゲル組成およびデバ
イスへの播種方法などについてさらに検討を重
ね、50〜100 μmの血管径を持つ 3 次元血管網を 2
週間程度で再現よく形成する手法を確立した。共
焦点顕微鏡、光干渉断層撮影（OCT）などを用いて、
形成された3D血管網が連続した管腔構造を有する
ことを確認した。さらに、デバイス内に形成された
3 次元血管網とマイクロ流路との吻合部形成率を
向上させるために、デバイス設計や流路に導入す
る培地組成について検討を行った。その結果、培地
流路に隣接した繊維芽細胞共培養流路の配置、ま
たは培地流路内に血管新生因子 4 種を含む混合液
を導入することで、培地流路と血管網との吻合部
形成率が大幅に改善することがわかった。FITC-
dextran を培地流路に注入すると、吻合部を介して
血管網内に流入し血管網が可視化されたことか
ら、デバイス内に形成された血管網が実際に灌流
可能な管腔構造を有することを確認した。 
 
（２）血管流路モデル 
3D プリンタで形成された管腔形成用 PVA モールド（水溶性犠牲層）をコラーゲンゲル内に設置
し、灌流可能なコラーゲンマイクロ流路を作製した。その後、GFP-HUVEC懸濁液を流路内に導入
し、流路内腔を覆うことで血管流路モデルを構築した。PVA モールドは図３にあるように、分岐
構造を有しており、流路径が段階的に小さくなるよう設計することで、多様な流体シェアストレ
スを血管内皮細胞に負荷できるモデルとした。 
 
② 血管モデルの灌流培養および伸展培養シス
テムの構築 

２つの血管モデルに対して流体シェアストレス、
伸展刺激を負荷するために、灌流および伸展培養
システムの構築を試みた。図２に示す 3D 血管網
モデルは、蛍光デキストラン溶液を注入すると、
血管網エリアの辺縁部までしか浸透せず、中央部
では管腔構造は未発達で灌流性が高くないこと
が判明した。光干渉断層撮影（OCT）で 3D血管網
が形成されたゲル組織の形状を観察すると、凹形
状となっており中央部では組織密度が高く、管腔
が形成されにくい状態であった。したがって、3
次元血管網の灌流を目的とする場合、血管形成領
域のサイズを 2〜3 mm 以内にとどめる必要があ
ることがわかった。本研究では、既に図１に示し
た従来の 3D 血管網作製デバイスを用いて灌流実
験に成功している。このデバイスでは、左右の流
路は効率よく管腔構造により連結され、デバイス

図２．マイクロポスト構造を利用して作
製した 3D 血管網モデル．共焦点顕微鏡
により、管腔構造が確認できる． 

図３．血管流路モデル．分岐構造を持つコ
ラーゲンマイクロ流路を作製し，流路内に
血管内皮細胞を導入することで，血管を模
倣したマイクロ流体モデルを構築した． 



 

 

を傾斜させることにより血管網の灌流培養が可
能であった。また、図４に示すように、市販のス
トレッチチャンバーと 3D 血管網形成デバイスを
ボンディングすることで、血管網の伸展培養系を
構築した。さらに、CO2 インキュベーター内で使
用可能な細胞培養ライブ観察システム（図４左
図）に装着可能な独自の伸展制御システム（金属
加工したチャンバー固定部材をステッピングモ
ーター、伸展コントローラーで伸展制御）を作製
した。本システムを用いることにより、伸展刺激
を負荷しながら血管網形成の長期観察および
GCaMP の蛍光シグナルの検出（以下「③力学刺激
の可視化」参照）が可能となった。 
 次に、血管流路モデルの灌流および伸展培養に
ついて検討を行なった。シリンジポンプに接続さ
れたコラーゲンマイクロ流路を顕微鏡下に設置
された伸展チャンバ内に作製し、蛍光ナノビーズ
を注入することにより流路内の流れを可視化し
た。チャンバ伸展方法と送液を制御することによ
り、マイクロ流路内に脈動流を形成可能なモデル
を構築することができた。また、灌流/伸展培養条
件下では、流路内の血管内皮細胞は流れ方向（伸
展方向に対して垂直）に沿って配向し、生体内の
血管と類似した血管構造および流れ特性を模倣
することに成功した。 
 
③  力学刺激の可視化方法の検討 
力学刺激に応答して細胞内に流入してくるカル
シウムイオンをイメージングすることで、細胞が
感受している力学刺激の可視化について検討を
行なった。GCaMP6sまたは GCaMP6fを 2A peptide
を介して nls-dTomato とタンデムに連結し、共発
現する発現ベクターを構築した。構築したベクタ
ーをリポフェクションにより HSaVEC に導入した
ところ、核内に dTomatoの蛍光シグナルを認めた。
しかしながら、伸展率 5, 10, 15, 20%いずれの条
件においてもGCaMPに由来する緑色蛍光シグナル
は dTomato陽性細胞において微弱ながら検出され
るのみであり、3 次元血管網内の力学刺激を可視
化するための十分な感度を達成できなかった。引
き続き、tdTomato にを用いた感度改善および伸展
頻度などについて条件検討を行っている。 
 
④   ヒト伏在静脈血管内皮細胞の力学刺激応答解析 
静脈弁が発達する伏在静脈から採取された HSaVEC より抽出した RNA を用いて DNA マイクロアレ
イ解析を行い、HUVEC の遺伝子発現プロファイルと比較することで、HSaVEC で高発現するメカノ
センサータンパク質、静脈弁マーカー数種を同定した。また、伸展刺激に対する力学刺激応答遺
伝子を抽出するため、 HSaVEC に伸展刺激を 0, 5, 72時間負荷し、RNA-seq解析を行なった。静
脈弁マーカーである PROX1, EFNB2, INTA9 などは、伸展刺激により有意に発現誘導されること
を確認した。以上の結果から、HSaVEC は、HUVEC と比較して特定のメカノセンサータンパク質を
高発現し、伸展刺激により静脈弁形成に関わる遺伝子の発現が誘導される特性を有している可
能性が示唆された。 
一方、血管流路モデルを灌流/伸展培養すると、分岐部において CD31 の発現が亢進しており、

分岐部と直線部で不均一な遺伝子発現パターンを再現することに成功した。しかしながら、本モ
デルでは伸展/灌流培養により静脈弁と思われる形態誘導は認められず、負荷する力学刺激条件
の強さ、頻度について引き続き検討が必要であると考えられた。 
 
以上、本研究を通じて、静脈弁関連遺伝子と力学刺激との関連性を評価可能な 3次元血管モデル
を構築するとともに、発達した静脈弁を有する伏在静脈から採取された HSaVEC の力学刺激応答
性について新たな知見を得ることができた。 
 

図４．3D 血管網モデル伸展培養システム
の構築．CO2 インキュベーター内で血管
網形成の長期ライブ観察が可能． 

図５．灌流/伸展培養による脈動流の形
成と細胞配向性の向上 
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