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研究成果の概要（和文）：本研究は、マイクロ流体デバイスを用いて血管内皮細胞と間葉系幹細胞の共培養を行い、ペ
リサイトに被覆され安定化された毛細血管の構築を実現することを目的とした。特に、毛細血管の形成過程におけるペ
リサイトの役割を明らかにすることや、最終的に構築したペリサイトに被覆された毛細血管の三次元的な構造を検討す
ることに取り組んだ。その結果、血管内皮細胞と間葉系幹細胞の相互作用を定量的に評価することで血管形成を促進す
る条件を見出し、ペリサイトの被覆によって安定化され、内腔の連続した毛細血管網を構築する組織工学的手法を確立
した。この成果は血管網を含む三次元組織の再生を目指す組織工学において重要な足がかりとなる。

研究成果の概要（英文）：In this study, endothelial cells and mesenchymal stem cells were cocultured in a 
microfluidic device to construct stable microvasculature covered by pericytes. In particular, we 
investigated the role of pericytes in the process of vascular formation, and the three-dimensional 
structure of constructed microvascular networks covered by pericytes. We found culture conditions to 
promote capillary formation by quantitatively analyzing the interaction between endothelial cells and 
mesenchymal stem cells, and established a tissue engineering method for construction of stable 
microvascular networks covered by pericytes. These findings have an important implication for the 
development of tissue engineering to construct three-dimensional tissues including microvascular 
networks.

研究分野： 生体組織工学
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１．研究開始当初の背景 
現在、組織工学では毛細血管を含む三次元

臓器の再生が国内外で大きな課題になって
いるため、毛細血管の再生・制御技術の確立
は組織工学の発展のために極めて重要であ
る。このような観点から研究代表者らは生体
外における血管形成に取り組み、これまでの
研究で、細胞外の力学的環境や低酸素状態、
血管内皮前駆細胞などが毛細血管の形成に
重要な役割を持つことを明らかにしてきた
（Yamamura et al., Tissue Eng, 2007; Ueda 
et al., J Biomech Sci Eng, 2008; Koga et 
al., Tissue Eng Part A, 2009）。また、最
近の研究では、血管形成過程の三次元イメー
ジングに優れたマイクロ流体デバイスの開
発に成功した（Chung et al., Lab Chip, 2009; 
Adv Mater, 2009）。さらに、このデバイスを
用いて肝細胞と血管内皮細胞の共培養を行
うと毛細血管の形成が促進されることを見
出した（Sudo et al., FASEB J, 2009）。こ
れらのマイクロ流体デバイスを用いた三次
元培養法は Nature Protocols 誌の表紙にも
掲載され（Shin et al., 2012）、工学的手法
を用いた新しい三次元培養法として期待さ
れている。さらに、研究代表者らは、このマ
イクロ流体デバイスを用いた血管形成の検
討実験を重ね、連続した内腔を有する毛細血
管網を再構築することが可能になった。 
以上のように研究代表者らは長年に渡り

毛細血管を形成させる技術を培ってきたが、
次の段階として再生血管を長期間維持・安定
化させる研究に展開する必要性を認識する
に至った。生体内では毛細血管を外側から包
み込み、血管の構造と機能を安定化する周皮
細胞（ペリサイト）が存在する。したがって、
長期間安定かつ機能的な毛細血管を構築す
るためには、マイクロ流体デバイスを用いた
血管形成の三次元培養モデルにペリサイト
を導入する必要がある。現在のところペリサ
イトを分離・培養する方法が確立されていな
いが、間葉系幹細胞がペリサイトに分化する
ことが報告されている。そこで、血管内皮細
胞と間葉系幹細胞の共培養を行うことで、血
管内皮細胞が毛細血管を形成する一方で、間
葉系幹細胞がペリサイトに分化し、最終的に
ペリサイトに被覆された毛細血管を構築し
ようとする着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、マイクロ流体デバイスを用いて

血管内皮細胞と間葉系幹細胞の共培養を行
い、微小培養環境を制御することで、ペリサ
イトに被覆され安定化した毛細血管の構築
を世界に先駆けて実現することを目的とし
た。また、構築された安定化毛細血管の形成
過程におけるペリサイトの役割を明らかに
することに取り組んだ。さらに、最終的に構
築したペリサイトに被覆された毛細血管に
ついて、その三次元的な構造を詳細に検討し
た。特に、間葉系幹細胞を時間的および空間

的に制御して血管形成モデルに加えること
によって、安定化毛細血管を構築できる最適
な培養条件を検討した。その際、血管形成の
プロセスを詳細に解析することによって、血
管内皮細胞とペリサイトの相互作用を定量
的に解析した。 
 
３．研究の方法 
本研究では，以下の 5つのステップに従っ

て段階的に研究を進め、最終的にペリサイト
に被覆された機能的な毛細血管網の構築に
取り組んだ。その際、マイクロ流体デバイス
を用いることによって細胞配置や導入時期
を精密に制御し、血管形成のプロセスを可視
化・モニタリングした。さらに、共焦点顕微
鏡画像を解析することによって、血管形成を
定量的に評価した。 
ステップ① マイクロ流体デバイスの作製と
血管形成モデルの構築 
ステップ② 血管形成モデルへの間葉系幹細
胞の導入： 細胞配置の検討 
ステップ③ 血管形成モデルへの間葉系幹細
胞の導入： 導入時期の検討 
ステップ④ ペリサイト被覆毛細血管の構造
解析 
ステップ⑤ ペリサイト被覆毛細血管の構築
プロセスにおける間質流の影響 
 
４．研究成果 
(1) マイクロ流体デバイスの作製と血管形
成モデルの構築 
安定化毛細血管の形成に必要なマイクロ

流体デバイスを設計し、ソフトリソグラフィ
法によって作製した。マイクロ流体デバイス
は、微細加工を施したシリコンウエハを鋳型
としてマイクロ流路パターンを転写したシ
リコーンゴム（PDMS）にカバーガラスをプラ
ズマ接着することによって作製した(図 1)。
マイクロ流体デバイスには平行な2つのマイ
クロ流路があり、その間にコラーゲンゲルを
配置したデザインとした。血管内皮細胞は流
路表面に露出したコラーゲンゲルに接着し、
培養液に血管新生因子を添加することで、血
管内皮細胞がコラーゲンゲルに侵入し、コラ
ーゲンゲル内部で毛細血管網を形成した。こ
のとき、ゲルの組成についてコラーゲン単独
だけでなく、フィブリンおよびコラーゲンと
フィブリンの混合についても検討し、血管形
成において最適な混合比率を見出した。 

 

図 1作製したマイクロ流体デバイス 



(2) 血管形成モデルへの間葉系幹細胞の導
入： 細胞配置の検討 
生体外血管形成モデルを作成する際、間葉

系幹細胞を追加するマイクロ流路を変更す
ることで、血管形成の観点から毛細血管網を
形成している血管内皮細胞と間葉系幹細胞
の相対的な位置関係について検討した。すな
わち、血管内皮細胞と反対側のマイクロ流路
に間葉系幹細胞を追加する場合と、同じ側の
流路に追加する実験を行った。その結果、後
者の条件において、より伸長する安定化毛細
血管網が構築されることを見出した。すなわ
ち、間葉系幹細胞が毛細血管の外側からアプ
ローチするのではなく、血管の内側からアプ
ローチする方が、毛細血管を構築する上で優
れていた。さらに、検討を重ねた結果、ゲル
の組成やゲル領域の大きさを変更すること
で、血管内皮細胞と反対側のマイクロ流路に
間葉系幹細胞を追加する場合においてもペ
リサイトに被覆された毛細血管網を構築す
ることに成功した。 
(3) 血管形成モデルへの間葉系幹細胞の導
入： 導入時期の検討 
間葉系幹細胞と血管内皮細胞を播種する

タイミングについて検討し、培養の開始段階
から同時に播種した方が血管形成を安定し
て誘導しうることを明らかにした。すなわち、
培養初日に間葉系幹細胞を追加した条件で
は、培養 7日目において血管内皮細胞が毛細
血管網を形成し、間葉系幹細胞はペリサイト
に分化し、毛細血管に沿って存在していた
（図 2A）。一方で、血管内皮細胞がある程度
血管を形成した培養3日目の段階で間葉系幹
細胞を追加した条件では、間葉系幹細胞を追
加する前に形成されていた毛細血管網が崩
壊する現象が観察された（図 2B）。 
また、間葉系幹細胞と血管内皮細胞の接触

状態が、血管形成プロセスにおいて重要な役
割を持つことを見出した。 
(4) ペリサイト被覆毛細血管の構造解析 
これまでの実験によって決定された条件

においてペリサイトに被覆された毛細血管
が構築されることを立証した。特に、共焦点
レーザー顕微鏡による血管構造の三次元的
な解析を行い、内腔の連続した毛細血管が構
築されていること、および間葉系幹細胞から
分化したペリサイトが毛細血管を外側から
被覆し血管を安定化することで少なくとも 3
週間は培養可能であることを確認した（図 3）。
さらに、両細胞の相互作用によって形成され
る血管径が異なることを見出した。 
(5) ペリサイト被覆毛細血管の構築プロセ
スにおける間質流の影響 
間質流を負荷すると血管の安定化が促進

されるため、血管形成の初期段階では間質流
を負荷しない条件の方が、血管形成が促進さ
れることを見出した。 
(6) まとめ 
研究期間全体の成果をまとめると、血管内

皮細胞と間葉系幹細胞の相互作用を定量的

に評価することで血管形成を促進する条件
を見出し、ペリサイトの被覆によって安定化
された毛細血管網を効率よく構築する組織
工学的手法を確立した。この成果は血管網を
含む組織再生を目指す組織工学において重
要な足がかりとなる。 

 
図 2 血管内皮細胞と間葉系幹細胞の共培養
における細胞配置の検討。培養 7日目に細胞
を固定し、免疫蛍光染色を行い血管構造を可
視化した。A: 培養初日に間葉系幹細胞を血
管内皮細胞と同じ流路に追加した。B: 血管
形成後（培養 3日目）に間葉系幹細胞を追加
した。矢頭は、ペリサイトに分化した間葉系
幹細胞、点線は崩壊した血管を表す。 
 

 
図 3 本研究において構築された培養 21 日目
の安定化毛細血管。赤：血管内皮細胞、緑：
ペリサイト、青：細胞核。 
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