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研究成果の概要（和文）： 
我々は、生体内組織形成術として無毒で非分解性の材料を鋳型として皮下に埋入することで、生

体反応によりその周囲を被包化する結合組織をバイオチューブ人工血管として開発しているが、

このバイオチューブには内皮細胞層が存在しないため移植後の血管組織への再構築化までの数

ヶ月間は血栓閉塞の恐れがあった。本研究では、内皮や平滑筋の前駆細胞を含む細胞群(ADSC)

を充填した多孔性円筒鋳型を皮下埋入することで、移植前にすでに内皮細胞や平滑筋細胞層を有

する血管に近似したバイオチューブの作製に成功した。また、細胞の一体凝集化技術を開発し、

ADSCの凝集体を移植時のバイオチューブに貼付することで、移植後わずか3週間の早期の血管組

織への再構築化を達成した。生体内組織形成術に細胞工学技術を融合した本技術は、バイオチュ

ーブの人工血管としての有用性を高めるだけでなく、他組織の作製に対する新たな基盤技術にも

なり得ると考えられる。	 

	 

研究成果の概要（英文）： 
BIOTUBEs,	 prepared	 by	 using	 in-body	 tissue	 architecture	 technology	 (IBTA),	 are	 one	 of	 
the	 most	 promising	 vascular	 grafts	 in	 regenerative	 medicine	 because	 of	 their	 adequate	 
mechanical	 property	 and	 excellent	 biocompatibility	 as	 vascular	 grafts.	 However,	 their	 
walls	 were	 very	 thin	 and	 composed	 of	 only	 connective	 tissues	 with	 mainly	 collagen	 fiber	 
and	 fibroblasts	 and	 luck	 of	 endothelium,	 which	 may	 lead	 to	 thrombotic	 occlusion.	 In	 this	 
study,	 vascular-like	 tissues	 with	 endothelial	 cells	 and	 smooth	 muscle	 cells	 components	 
were	 successfully	 prepared	 by	 the	 combination	 of	 IBTA	 and	 delivery	 of	 adipose-derived	 
vascular	 stromal	 cells	 (ADSCs)	 from	 the	 specially	 designed	 porous	 mold.	 Additionally,	 
rapid	 maturation	 with	 endothelialization	 of	 BIOTUBE	 grafts	 was	 also	 achieved	 by	 patching	 
of	 giant	 drops	 of	 ADSCs	 spheroids.	 These	 technologies	 are	 considered	 to	 be	 a	 promising	 
key-technology	 for	 the	 realization	 of	 not	 only	 cardiovascular	 tissues	 but	 also	 other	 
tissues	 regenerative	 medicine.	 
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１．研究開始当初の背景 
我々の研究グループでは、生体内組織形成術
としてシリコーンやアクリルのような無毒
で非分解性の円筒形材料を皮下に埋入する
ことで、生体反応によりそれらを被包化する
結合組織から得られる管状組織体をバイオ
チューブ人工血管として開発している。この
バイオチューブはすでに、5 年以上の長期の
移植試験において高い耐圧性と開存性が示
されていることに加え、完全に自己組織から
なるため免疫拒絶の問題がなく、成長性も期
待できることから、これまでにない極めて有
用な小口径人工血管となり得ると考えられ
た。しかし一方で、バイオチューブの壁厚は
0.1	 mm程度と非常に薄いため術時の操作性に
優れない、また、その組成がほぼコラーゲン
と繊維芽細胞のみからなるため、移植後の血
管内皮化再生においては数ヵ月の時間を要
するなど改良の余地があると考えられた。	 
	 
２．研究の目的	 
本研究では、従来の生体内組織形成術の
単純な生体内バイオプロセスに、細胞工
学的アプローチにより内皮や平滑筋細胞の
前駆細胞を含む細胞群（ADSC）を、	 
①	 バイオチューブの作製段階において導

入することで、バイオチューブの移植前
にすでに内皮や平滑筋細胞を有するバ
イオチューブの開発する	 

②	 バイオチューブの移植時に導入するこ
とで、移植バイオチューブの早期の血管
組織への再構築化を達成する	 

という 2 点を目的とした（図 1）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
 
３．研究の方法 
①	 作製段階における ADSC の導入	 
細胞放出性鋳型として直径 0.5	 mm の微細孔
を 180 個有するアクリル製の円筒形鋳型（外
径:	 5	 mm、長さ:	 24	 mm）を、3 次元光造形機
を用いて作製した。一方、ラット鼠径部から
採取した脂肪をコラゲナーゼにより消化処
理することによって得られた ADSC をマトリ
ゲルに懸濁し円筒鋳型内に（0.4〜2.4×
107cells/ml）を流し込み室温下でゲル化させ
た後、鋳型をラット後背部皮下結合組織内に
作製した間隙に自家埋入した。埋入から 2週

間後、得られたバイオチューブの力学的特性
および、組織学的評価を行った。	 
	 
②	 移植時における ADSC の導入	 
バイオチューブの移植時に ADSC を懸濁液の
状態で播種しても、大半はバイオチューブ以
外の周辺組織に流出してしまう。そこで、バ
イオチューブへの細胞の新たな移植形態と
して、細胞の凝集体を作製しこれをバイオチ
ューブに貼付する方法を考案した。	 
	 
A：細胞凝集体作製用培養皿の開発	 
カ チ オ ン 性 高 分 子 と し て
Poly(dimethylaminoethyl	 methacrylate)	 
（PDMAEMA）を、アニオン性高分子としてプ
ラスミド DNA を用い、それらの混合比によっ
て電荷比（＋/—）を変化させたポリイオン錯
体を作製し、その水溶液をポリスチレン製培
養皿に添加し、加温（37℃）により吸着させ
ることで表面電荷量の異なるカチオンリッ
チ（正荷電）な培養表面を作製した。	 
	 
B：移植バイオチューブへの凝集体の貼付	 
シリコーン円柱鋳型をラット背部皮下に 4週
間埋入することで作製したバイオチューブ
（内径：1.5	 mm、長さ：15	 mm）をメタノー
ル脱水した後、腹部大動脈に自家移植した。
血管吻合終了後、本研究において開発した細
胞凝集体作製用の培養皿を用いて作製した
計 3個の GFP でラベルした ADSC 凝集体をバ
イオチューブ外表面に貼付し閉腹した。	 
	 
４．研究成果	 
①	 作製段階における ADSC の導入	 
埋入 2週間後に皮下から鋳型を摘出したとこ
ろ、ADSC を充填した鋳型の周囲には ADSC を
充填しなかった従来のアクリル棒の周囲よ
りも明らかに重厚な組織が形成していた。特
に、3.0×106cells 以上の ADSC を充填した鋳
型から得られたバイオチューブは管腔構造
を維持できるほどの自立性を有し、それらの
壁厚は従来のバイオチューブの約 6 倍（0.8	 
mm 以上）を示すとともに、弾性率も胸部大動
脈と同等の約 1.2	 MPa に達した。加えて、こ
れらのバイオチューブは生体血管と比較し
ても十分に満足できる操作性を有していた。	 
	 一方、得られたバイオチューブの組織学的
分析を行った結果、従来のアクリル棒から得
られたバイオチューブには内皮マーカーや
平滑筋マーカーの陽性細胞はほとんど認め
られなかったが、ADSC 充填鋳型を用いて得ら
れたバイオチューブは内腔面（鋳型との接
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面）に内皮マーカー陽性細胞が層状に集積し、
壁内には血管様の円周方向に層状に配向し
た太いコラーゲン繊維に加えて、平滑筋マー
カー陽性細胞の点在を認めるなど、生体血管
壁に近似した組織を有していることが分か
った（図 2）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
以上より、ADSC を多孔性円筒形鋳型と組み合
わせて体内で培養することで、鋳型内部から
侵出した ADSC と鋳型外周をカプセル化する
結合組織との融合により、構造的、力学的特
性に加え組織学的にも生体血管に極めて近
似した管状組織体を自動的に作製すること
に成功した。本バイオチューブは移植直後か
ら生体血管と同等の機能を発揮することが
期待される。また、本研究で開発した体内培
養技術を用いれば、所望の細胞種と所望の形
状の鋳型を組み合わせることで、血管のみな
らずこれまでにない複雑な構造と機能を有
する生体臓器に近似した移植用組織体の開
発が期待できる。	 
	 
②	 移植時における ADSC の導入	 
	 
A：細胞凝集体作製用培養皿の開発	 
PDMAEMA とプラスミド DNA の混合液の表面吸
着により作製した表面電荷量の異なる培養
表面で ADSC を培養した結果、電荷比（＋/−）
が低い（2 以下）表面では通常の細胞培養と
同様に単層で増殖したが、電荷比を高く（4
以上）すると、細胞接着が不安定となり、組
織体の形状に変化を生じ細胞播種密度が低
い（4.0×104	 cells/cm2）と培養 5 日目には
全面に毛細血管様の網目構造体が、高いと一
つの巨大な細胞凝集体が得られた（図 3）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

また、細胞凝集体は播種密度を 1.5×105	 
cells/cm2 以上に保った状態で単に培養面積
を増加させるだけで 0.1〜1	 mm 以上まで容易
にサイズ制御が可能であった（図 4）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
以上より、PDMAEMA と DNA とのポリイオン錯
体の混合吸着により作製した荷電培養皿を
用いることで、ADSC の網目状構造体や凝集体
を単に細胞播種密度をコントロールするだ
けで形成させることが可能となった。このよ
うな細胞構造体はバイオチューブへの貼付
による早期血管化に加え、再生医療における
３次元組織化や細胞移植にも有用なツール
となり得ると期待される。	 
	 
B：移植バイオチューブへの凝集体の貼付	 
ラット腹部大動脈に移植したバイオチュー
ブに ADSC 凝集体を貼付した。術後 3 週後、
バイオチューブは破綻や瘤形成を認めるこ
となく開存性を維持し、壁厚は内径を維持し
たまま宿主血管と同等にまで増加していた。
組織分析により、ADSC 凝集塊由来の GFP 陽性
細胞はバイオチューブの全周を被覆すると
ともに壁内部にも浸潤、内腔面まで到達して
いることが分かった（図 5）。また、バイオチ
ューブの内腔面はほぼ完全に内皮細胞で被
覆され、その一部は GFP 陽性細胞であったこ
とから、血液や宿主血管からの遊走内皮細胞
に加え、ADSC 凝集塊由来の細胞が直接的にバ
イオチューブの内皮化に寄与していること
が示唆された（図 5）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
以上より、ADSCs 凝集体の貼付によって、こ
れまで数ヶ月を要したバイオチューブの血
管組織への再構築化の期間がわずか 3週間に
短縮された。本技術は特に小口径グラフトへ
の応用が期待される。	 
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③	 遺伝子工学的取り組み（派生・発展研究）	 
	 生体内組織形成術を用いた移植用組織体
開発をさらに発展させるために、派生研究と
して遺伝子工学的アプローチによる取り組
みも行った。例えば、バイオチューブの形成
過程において内皮や平滑筋細胞の増殖因子
や遊走因子などの遺伝子をアクリル材を被
包化する線維芽細胞に導入することができ
れば、ADSC を用いることなく内皮細胞層や平
滑筋細胞層を有するバイオチューブが得ら
れると考えられる。まずは基盤技術の確立を
目指し、疎水表面への吸着性と細胞への遺伝
子導入能を併せ持つ感温性カチオン性高分
子である PDMAEMA を合成した。得られた
PDMAEMAはプラスミド DNAとの混合によりポ
リイオン錯体粒子を形成し、これらは加温
（37℃）によって容易に培養皿表面に吸着で
き、その上に細胞を播種すると錯体粒子を吸
着した部分に限定的な遺伝子導入が認めら
れた。さらに、動物皮下の動的な環境下では
基材に吸着した PDMAEMA が基材表面から脱
着・拡散すると想定し、PDMAEMA が基材にさ
らに堅固に維持される工夫も行った。その結
果、pH 緩衝剤として汎用されるトリスの添
加による pH 調整により、PDMAEMA の基材表
面への吸着安定性が劇的に向上、遺伝子導入
効率が数十倍に高まることも見出した。	 
以上より、本研究では材料表面からの遺伝子
導入の基盤技術をほぼ確立することができ
た。本技術と生体内組織形成術を組み合わせ
ることで、細胞培養完全フリーでの生体近似
組織体の作製が期待される。	 
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