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研究成果の概要（和文）：脳アミロイド血管症は血管壁に主としてAβ40が蓄積し血管壁が脆弱となり、しばし
ば皮質の大出血を起こす。我々はバイオ3Dプリンターを用いた脳アミロイド血管症のモデル血管を作成し、脳ア
ミロイド血管症が起こるメカニズムを解析した。Aβ40ペプチド存在下では、コラーゲン蛋白にAβ蛋白が沈着し
ておりouter layerのコラーゲン染色性の低下が見られ血管壁の脆弱性が示唆された。Aβ40ペプチドを添加した
tube構造体としていない構造体では伸展の耐久値に差が見られた。張力測定後のtube構造体を内側面を上にして
顕微鏡で観察した所Aβ40ペプチドを添加したtube構造体は大きな亀裂が確認された。

研究成果の概要（英文）：Cerebral amyloid angiopathy (CAA) is a small vessel disease by the 
deposition of amyloid protein (mainly Ab40) in cortical vessels and results in vessel fragility and 
intracerebral hemorrhages. We established a scaffold-free system for assembling cell constructs 
using an automated Bio-3D printer. We aim to create an in vitro model of CAA using a bio-3D printer,
 and analyze the pathophysiology and mechanisms that causes CAA. Immunostaining against a-smooth 
muscle actin (a-SMA) showed the smooth muscle phenotype of cells in the inner layers in control, 
however, decreased SMA stainability in the presence of Ab40. The tensile strength of the tubular 
vessels were tested with a cyclic tension test, applied with a tensometer, revealed decreased 
elasticity and strength in the presence of Ab40. CAA in vitro model showed the different 
stainability of collagen, SMA and CD31, and decreased elasticity and strength of tubular vessels 
compared to control, suggesting vessel fragility.

研究分野： 脳神経内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳アミロイド血管症は血管壁に主としてAβ40が蓄積するため血管壁が脆弱となり、しばしば皮質の大出血を起
こす。最近では脳アミロイド血管症関連の脳炎症状態も報告されているが、その機序は解明されていない。我々
はバイオ3D プリンターを用いた脳アミロイド血管症のモデル血管を作成し、脳アミロイド血管症が起こるメカ
ニズムを解析し、さらに血管壁の破綻による大出血や血管周囲炎症を予防する治療法の開発を目的とした。この
研究により血管壁へのAβ沈着を除去できる治療法の開発や血管壁にAβ沈着するメカニズムも解明し、予防的な
治療法の開発にもつながると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景 
 現在、アルツハイマー病の病態で解明すべき点が多く残されている。脳アミロイド⾎管症
（Ceraebral amyloid angiopathy: CAA）がその 1 つであり、脳アミロイド⾎管症は⾎管壁に主
として Aβ40 が蓄積し⾎管壁が脆弱となり、正常⾎圧でも⾎管が破綻し、しばしば⽪質下の⼤
出⾎を起こす。 
疑問点として Aβ40 蓄積が主で何故 Aβ42 は少ないのか、⽪質出⾎が多く深部⽩質の出⾎は
少ないのか等が挙げられる。また脳アミロイド⾎管症周囲での炎症状態の関与が⽰唆されてい
る。Aβの髄液から⾎管を介してのクリアランス機構が存在し、その破綻が脳アミロイド⾎管
症の発症に関与している事が想定されクリアランス機構の解明も重要な課題である。 
 
２．研究の⽬的 
脳アミロイド⾎管症は⾎管壁に主として Aβ40 が蓄積し⾎管壁が脆弱となり、しばしば⽪質の
⼤出⾎を起こす。最近では脳アミロイド⾎管症関連の脳炎症状態も報告されているが、その機
序は解明されていない。我々はバイオ 3D プリンターを⽤いた脳アミロイド⾎管症のモデル⾎
管を作成し、脳アミロイド⾎管症が起こるメカニズムを解析し、さらに⾎管壁の破綻による⼤
出⾎や⾎管周囲炎症を予防する治療法の開発を⽬的とする。 
 
３．研究の⽅法 
 我々は細胞凝集塊を積み上げることにより、任意の XYZ の位置に複数の細胞を配置するこ
とにも成功し、細胞だけで任意の形状の細胞構造体を作る⼿法(Bio Rapid prototyping system;
以下 BRP)を確⽴した。接着系細胞が有する基本的機能である細胞凝集現象により、細胞を低
接着性の well に置いておくだけで細胞同⼠が融合し球体（細胞凝集塊、スフェロイド）が形成
される。任意の XYZ の位置に複数のスフェロイドを配置するロボットシステム“バイオ 3D プ
リンター”により 3次元デザインデータを基にスフェロイドを剣⼭に重ねていくことで、⽣きた
細胞によるより複雑な⽴体構造を精密かつ簡便に作成することが可能となった。細いノズルで
吸い上げたスフェロイド（直径 400-500 mm）を 3D デザイン通りに移送し、剣⼭の針に刺し
て固定する。暫く培養するとスフェロイド同⼠が融合するので、融合後に剣⼭を引き抜くと
scaffold free の⽴体構造が得られる。Bio Rapid prototyping system とバイオ 3D プリンターを
⽤いて、脳アミロイド⾎管症のモデル⾎管を in vitro において作成した。 
ヒト線維芽細胞（Normal Human Dermal Fibroblast；NHDF）と平滑筋細胞(Smoots Muscle 
Cell ;SMC)を⽤いてスフェロイドを作り Aβが細胞に付着するか実験を⾏った。
NHDF(40%)/SMC(60%)の⽐率でスフェロイドを融合させコンストラクトを形成し、これを各
種濃度の Aβ40 を含む培養液に⼊れ 24時間培養し細胞表⾯に付着した Aβを免疫染⾊で確認
した。Aβ40 の濃度の 0.25, 0.5µMでは Aβの付着は観察できなかったが、1.0µM濃度ではス
フェロイド表⾯に Aβの付着を確認できた。次に、管腔構造を持つコンストラクトのチューブ
型を作り Aβが細胞に付着するか実験を⾏った。NHDF(40%)/SMC(60%)のスフェロイドを剣
⼭に挿⼊し細胞を融合させ管腔構造のチューブを作成した。⼀⽅、神経芽細胞株 SHSY-5Y に



アミロイド前駆蛋⽩遺伝⼦(APP)を安定発現させた細胞株を作成した(SHSY-APP)。この細胞
株の培養上清中には Aβ40 は 600.6pg/ml, Aβ42 は 46.4pg/ml の濃度で含まれている。管腔構
造のチューブを SHSY-APP の培養上清の中で 1〜5週間培養し細胞表⾯に付着した Aβを免疫
染⾊で確認した。 
 
４．研究の成果 
ヒト線維芽細胞（Normal Human Dermal Fibroblast；NHDF）と平滑筋細胞(Smoots Muscle 

Cell ;SMC)を⽤いてスフェロイドを作り Aβが細胞に付着するか実験を⾏った。
NHDF(40%)/SMC(60%)の⽐率でスフェロイドを融合させコンストラクトを形成し、これを各
種濃度の Aβ40 を含む培養液に⼊れ 24時間培養し細胞表⾯に付着した Aβを免疫染⾊で確認
した。基底膜の主な構成蛋⽩はコラーゲン 4 なので tube 構造体をコラーゲン 4免疫染⾊し
た。 
⾎管中膜の Elastica van Gieson（EVG）染⾊ではコントロールと⽐較して Aβ40ペプチド存在
下では、outer layer のコラーゲン染⾊性の低下が⾒られ⾎管壁の脆弱性が⽰唆された。コント
ロールは⾎管壁の内側に SMC の反応が強く⾒られるが、Aβ40ペプチドが⼊っている⾎管は
SMC の inner layer での染⾊性が低下している。CD31免疫染⾊（内⽪細胞）の⽐較ではコン
トロールは inner layer に集中しているが、Aβ40ペプチドでは中膜、外膜にも CD31 の反応が
⾒られる。基底膜の主な構成蛋⽩はコラーゲン 4 なので tube 構造体をコラーゲン 4免疫染⾊
したところ、Aβ40 とコラーゲン 4 の染⾊が同じ部位に⾒られた。これによりコラーゲン蛋⽩
に Aβ蛋⽩が沈着している事が判明した。通常の⾎管には強度を保つためにエラスチンが発現
し、⼼臓付近や動脈など⾎流の多い部分ではエラスチン多く⾒られる。Aβ40ペプチドや
SHSY-APP を添加した tube 構造体には内側と⼀部の外側にエラスチンの反応が⾒られた。
SMC には Aβ40 の付着は⾒られなかった。⾎管壁の脆弱性について張⼒実験をおこなった。A
β40ペプチドを添加した tube 構造体としていない構造体では耐久値に差が⾒られた。張⼒測
定後の tube 構造体を内側⾯を上にして顕微鏡で観察した所 Aβ40ペプチドを添加した tube 構
造体は⼤きな⻲裂が確認できるが、添加していない tube 構造体では細かい⻲裂が確認できた。
このように Aβ40 が沈着した⾎管 Tube 構造体の強度はコントロールと⽐較して低下してい
た。 
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