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研究成果の概要（和文）：細胞シート三次元積層化共培養システムを用いて、積層化再生組織内

における血管前駆構造体の形成機構ならびに移植後に誘導される毛細血管新生の機序について

検討を行った。血管内皮細胞に発現する分泌型糖タンパク質と細胞内タンパク質をコードする二

種類のヒト遺伝子を新たに見出した。特に、後者の遺伝子に対するsiRNAを血管内皮細胞に導入

した場合、マトリゲル上で誘導されるネットワーク形成に抑制が認められたことから、この遺伝

子が血管前駆構造体形成に関わる分子の一つである可能性が示唆された。一方で、血管前駆構造

体を有する積層化再生組織において胎盤増殖因子PlGFならびに細胞外マトリックス分解酵素

MMP-9の産生亢進が認められたことから、両分子の皮下移植時に誘導される毛細血管網形成への

関与が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Using	 a	 cell-sheet	 staking	 3-D	 co-culture	 system,	 the	 mechanisms	 

of	 prevascular	 network	 formation	 within	 layered	 cell-sheet	 and	 neovasvularization	 by	 

engrafted	 prevascular	 cell-sheets	 were	 investigated.	 Two	 human	 genes	 encoding	 secreted	 

glycoprotein	 and	 intracellular	 protein,	 expressed	 in	 endothelial	 cells	 (ECs),	 were	 newly	 

identified.	 Especially,	 EC	 network	 formation	 on	 Matrigel	 was	 inhibited	 by	 treating	 the	 

cells	 with	 siRNA	 for	 the	 latter	 gene,	 indicating	 that	 this	 gene	 might	 be	 one	 of	 the	 

regulators	 for	 prevascular	 network	 formation.	 On	 the	 other	 hand,	 the	 productions	 of	 both	 

placenta	 growth	 factor	 (PlGF)	 and	 matrix	 metalloproteinase-9	 (MMP-9)	 significantly	 

increased	 in	 the	 prevascular	 cell-sheets.	 Therefore,	 these	 soluble	 proteins	 might	 play	 

an	 important	 role	 in	 the	 functional	 anastomosis	 after	 subcutaneous	 transplantation.	 
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１．研究開始当初の背景 
	 これまでに、血管内皮細胞をシート状態に
ある培養細胞(細胞シート)でサンドイッチ
状に挟み込んで三次元的な組織化を行うこ
とにより、再生組織内において血管内皮細胞
が網目状のネットワーク構造(血管前駆構造
体)を形成すること、さらに皮下組織へ移植
した場合にその網目構造を反映するような
毛細血管網形成が移植後早期に誘導される
ことを見出している。	 
	 
２．研究の目的 
	 本研究は、細胞シート三次元積層化共培養
法によって再構築された積層化組織を新し
い血管新生モデルとして用い、血管前駆構造
体の形成機構ならびに移植後に誘導される
血管新生の機序を解明することで、血管形成
に関わる新たな血管生物学的知見の獲得を
目指すものである。	 
 
３．研究の方法 
（１）血管前駆構造体形成に伴って発現が変
動する遺伝子の探索	 
	 温度応答性培養皿と細胞シート積層化支
援デバイスを用いて、蛍光ラベルしたヒト大
動脈由来血管内皮細胞(HAEC)をヒト皮膚由
来線維芽細胞(FB)シートで挟み込んで血管
前駆構造体を有する積層化組織を作製した
(図 1-A)。コントロールには、蛍光ラベルし
た FB を挟み込んだ積層化組織を実験に供し
た。経時的に Total	 RNA を抽出し、DNA マイ
クロアレイによる網羅的解析を行った。デー
タ解析により絞り込まれた候補遺伝子は、
RT-PCR により、その発現の確認を行った。	 
	 
（２）候補遺伝子産物の特性解析	 
	 マイクロアレイ解析によって絞り込まれ
た二種類の候補遺伝子に関して、発現ベクタ
ーを作製し、CHO 細胞に遺伝子導入すること
で、安定発現細胞株を樹立した。この細胞株
を用いて、免疫染色およびウエスタンブロッ
トによるタンパク質レベルでの解析を行っ
た。さらに、各種ヒト由来細胞を用いた発現
に関する検討も行った。	 
	 
（３）候補遺伝子産物の機能解析	 
	 血管内皮細胞に候補遺伝子に対する siRNA
を導入することで、その遺伝子発現を抑制し
た場合のマトリゲル上で形成される血管内
皮細胞のネットワーク状態を指標として機
能評価を行った。	 

（４）積層化組織が産生する血管新生関連因
子の探索	 
	 移植時の行程を反映させるために、各積層
化組織を組織培養用ディッシュに再接着さ
せ、血清および Growth	 factor を含まない培
地で、三日間培養を行った。調製した培養上
清は、抗体アレイ解析に供した。特に、血管
前駆構造体を有する積層化組織で産生亢進
が示唆された因子に関しては、ELISA または
ウエスタンブロットにて、定量的または定性
的に評価を行った。	 
	 
４．研究成果	 
（１）積層化組織内における血管前駆構造体
の形成に伴って発現増加を示す遺伝子	 
	 HAEC を FB シートで挟み込む三次元的な共
培養を行うことで、積層化組織内に血管前駆
構造体の形成が誘導される(図 1-B)。経時的
に抽出した RNA を用いてマイクロアレイ解析
を行った結果、血管前駆構造体を有する積層
化組織に特異的な発現を示し、かつその形成
に伴って増加傾向を示す、機能不明な二種類
の遺伝子(便宜上、#1 および#2 と表記)を見
出すことができた(図 1-C)。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図１.血管前駆構造体形成に伴って発現に変
化を示す遺伝子探索の検討	 



 

 

（２）遺伝子#1 に関する解析	 
	 タンパク質レベルでの解析を行うため、C
末端側に FLAG タグを有する発現ベルターを
作製し、CHO 細胞に遺伝子導入を行った。こ
の安定発現細胞株を用いて、抗 FLAG 抗体に
よる免疫染色およびウエスタンブロット、さ
らにリコンビナントタンパク質を用いた解
析の結果により、#1 タンパク質は小胞体-ゴ
ルジ体を経由して分泌される糖タンパク質
である可能性が示唆された。	 
	 次に、#1 タンパク質が実際に発現・分泌さ
れているのかを調べるため、種々のヒト由来
細胞を用いて検討を行った。まず、遺伝子発
現に関しては、内皮細胞特異的に発現する傾
向が認められた(図 2-A)。さらに、抗#1 抗体
を用いてウエスタンブロットを行った結果、
各種内皮細胞の細胞溶解液ならびに濃縮培
養上清において、推定される分子量の位置に
バンドを検出することができた（図 2-B,2-C）。	 
	 また、機能評価に関しては、ヒト血管内皮
細胞に遺伝子#1に対するsiRNAを導入した場
合、マトリゲル上で形成される血管内皮細胞
のネットワーク構造には、顕著な変化は認め
られなかった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図２.各種ヒト由来細胞における#1 の発現に
関する検討	 
	 

（３）遺伝子#2 に関する解析	 
	 N 末端側に GFP を融合させて発現させるた
めのベクターを作製し、CHO 細胞に遺伝子導
入を行った。この遺伝子産物と GFP との融合
タンパク質は、細胞骨格に似たような細胞内
局在を示した(図 3-A)。また、遺伝子#2 にお
いても、今回使用したすべてのヒト内皮細胞
において遺伝子発現が認められた。	 
	 機能に関しては、遺伝子#1 での解析と同様
に、マトリゲル上で誘導される血管内皮細胞
のネットワーク形成に対する影響で評価を
行った。その結果、遺伝子#2 に対する siRNA
導入によって、ネットワーク構造の形成阻害
が認められた(図 3-B)。	 
 	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図３.#2 タンパク質の細胞内局在および機能
に関する検討	 
	 
	 
（４）積層化組織から産生される血管新生関
連因子	 
	 血管前駆構造を有する積層化再生組織を
免疫不全動物の皮下組織上へ移植した場合、
移植三日後には新生血管が認められる。この
血管新生の誘導には、移植組織から産生され
た血管新生関連因子による作用機序が考え
られた。そこで、三日間培養した各積層化組
織の培養上清中に、どのようなタンパク質が
含まれているのかを抗体アレイを用いて解
析を行った。その結果、VEGF、HGF、angiogenin
を含む数種類の血管新生促進に機能する因
子の存在が示された。その中でも特に、胎盤



 

 

増殖因子	 placenta	 growth	 factor	 (PlGF)と
細胞外マトリックス分解酵素の一つである	 
matrix	 metalloproteinase-9	 (MMP-9)が、血
管前駆構造体を有する積層化組織の培養上
清中に多く産生されていることが ELISA また
はウエスタンブロットの結果により示され
た(図 4-A,4-B)。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図４.血管前駆構造体を有する積層化組織で
産生が亢進する血管新生関連因子	 
	 
	 
（５）まとめ	 
	 血管内皮細胞との細胞シート三次元積層
化共培養により、新たに内皮細胞に発現する
二種類の遺伝子を見出すことができた。これ
らの遺伝子産物は、一つは内皮細胞が産生す
る分泌型糖タンパク質であった。もう一つは、
血管前駆構造体形成に関与する細胞内タン
パク質である可能性が示唆された。	 
	 一方、移植後早期に認められる毛細血管網
の誘導には、移植組織から産生された PlGF
および MMP-9 が機能している可能性が示唆さ
れた。	 
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