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研究成果の概要（和文）：細胞シート移植においては宿主とシート間の充分な血液循環がその高い生着性を可能にする
が、その血液循環形成の詳細なメカニズムは不明である。今回、ラット心室壁を材料に細胞シートを作製し、モデルラ
ット背筋に移植した一連の実験からは、移植後早期に細胞シートと宿主の境界部に動員された周皮細胞が基底膜成分を
産生・分泌する事により内皮細胞に分子的「足場」を提供し、宿主由来の血管内皮細胞と細胞シートに内在する血管の
内皮細胞の遊走、および相互の接着を促進して血管吻合をさせることで移植早期の血流開通が可能になることが強く示
唆される研究成果を得た。

研究成果の概要（英文）：A high viability of grafted cell sheets is likely due to a sufficient blood 
circulation between grafts and hosts. However, the cellular mechanism of the sufficient circulation is 
still enigmatic. In this study, we used the cell sheets fabricated by rat heart wall, which contain 
vascular endothelial cells beforehand and usually develop intrinsic vascular network before grafting on 
host rat muscles. Early after grafting, blood inflow from the hosts into the grafts was confirmed by a 
tracer experiment. Vascular anastomosis between hosts and grafts was also observed. The anastomosed 
vessels were already distributed with pericytes and entirely covered by a vascular basement membrane. 
Moreover, it turned out that the pericytes had an ability to produce vascular basement membrane 
constituents. We conclude that pericytes promote vessels of hosts and grafts by producing vascular 
basement membrane, that functions as a scaffold for migrating vascular endothelial cells to anastomose 
each other.

研究分野： 組織学
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療分野において、細胞シート工学
を用いた移植技術が従来の臓器および細胞
移植に優る有用な技術として注目を集めて
いた。この手法では、温度応答性培養皿を
用いて培養した細胞シートを培養皿から剥
離して順次重ねることにより(積層化)、生
体内の組織と同様の三次元的人工「組織」
を作製できる。この人工組織は宿主組織へ
の生着性に優れており、臨床応用において
も成功をおさめていた(日本経済新聞 2010
年 10 月 20 日)。しかしながら、研究開始当
初においては移植した細胞シートが生着性
に優れている理由について細胞レベルでの
検証が不十分であった。すなわち、一般に
移植組織の生着には移植組織と宿主間の血
流の開通が必須であるが、特に移植した細
胞シートに宿主側からの血流がいかにして
流入するのかという点については不明の部
分が多く残されていた。この血流開通の機
序を細胞レベルで検証して明らかにするこ
とは、この移植技術をより精密なものとし、
また将来の移植医療の発展にもつながるも
のと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 我々は、過去の研究において、微小血管
の内皮細胞外壁に分布する周皮細胞が、「腫
瘍発達や創傷治癒に伴う血管新生過程にお
いて血管新生を促進する可能性を明らかに
してきた。また今回、予備的な細胞シート
移植実験において、細胞シート内および宿
主とシートの境界領域に周皮細胞が多数分
布することから、移植シート内の血管新生
や移植シートと宿主の血管吻合過程におい
ても周皮細胞が何らかの重要な機能を担う
のではないかと推測し、その機能的役割の
詳細について形態学的手法を駆使した検索
を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
 ラットを用いた心室壁由来細胞シート移
植モデルを用い、移植前細胞シート、移植
後 24 時間、48 時間の時点で組織サンプル
を採取した。その後、各時点における細胞
シート内の血管成熟過程や細胞シートと宿
主組織の血管吻合について、レクチン静脈
注入法・多重免疫染色法を組織サンプルに
施して可視化し、共焦点レーザー走査顕微
鏡および透過型電子顕微鏡を用いて周皮細
胞の機能的役割を追跡した。 
 
４．研究成果 
 細胞シート移植モデル動物に血管内皮細
胞内腔面の糖鎖に結合するトマトレクチン
を静脈注射して血流の開通時期について検
討した結果、細胞シートと宿主との血流開
通が移植6時間後から12時間後までの間の
極めて早期に起こることがあきらかとなっ
た。また移植後早期には細胞シートが浮腫

状に厚い組織構築を呈するものの、時間の
経過とともに組織間隙が狭まり、シートの
厚みも減じていったが、静脈注射したレク
チンが、移植早期の細胞シート内で多量に
血管外に漏出しており、時間の経過ととも
にその漏出が減じていく事から、移植早期
の段階で細胞シートと宿主組織との血流は
開通するが、細胞シート内の血管壁が移植
早期には未だ未熟であり、時間の経過とと
もに成熟していくものと考えられた。また、
細胞シートの材料となる左心室壁由来細胞
には血管内皮細胞も含まれるため、細胞シ
ート内には移植前の培養時に血流の無い環
境下で原始的血管網が形成されるが、これ
ら原始的血管では内皮細胞が肥厚し、血管
内腔も非常に狭く、壁には周皮細胞を欠き
血管基底膜も不連続であったが、移植後24
時間〜48時間での細胞シートでは血管内皮
細胞が扁平化し、血管内腔も広がっていた。
また血管壁にはNG2 proteoglycan等のマー
カーに陽性の周皮細胞も分布するようにな
り、かつ血管基底膜も連続するように変化
した。中枢神経系の微小循環系では周皮細
胞による血管壁の安定化作用や血管壁透過
性の制御作用が知られている事から、移植
前シートにおける原始的血管壁に移植後周
皮細胞が導入され、その後時間の経過とと
もに内皮細胞間の接着の強化を促していく
事で細胞シート血管の成熟がもたらされる
ものと推測した。 

 移植後早期における細胞シートと宿主の
境界部結合組織を詳細に観察した結果、こ
の部位に両組織を結ぶ吻合血管が形成され
ている事が明らかとなった（図1）。この吻
合血管が移植後早期に形成される事で、両
者間の極めて早い血流開通が可能となる。
これらの吻合血管は、早期に形成されるの
にも関わらず、type-IV collagen/laminin/ 
griffonia simplicifolia lectin I陽性の
血管基底膜に連続的に覆われ、また
NG2/PDGFR beta/alpha smooth muscle actin
陽性の周皮細胞の分布も確認された。宿主
にGFP発現動物を用いた解析からは、この時
点で多数のGFP陽性の宿主由来細胞が細胞
シート内に侵入する事が確認された。また、
細胞シートと宿主間の吻合血管に分布する
周皮細胞に関しては、これらは宿主組織に
由来せず、細胞シート内細胞に由来するこ
とも明らかとなった。 

 さらに、吻合血管内においては宿主と細
胞シートの異種の内皮細胞がキメラ状に接
する部位が観察されたがが、その部位では
両者の内皮細胞がadherence junction様の
接着装置を介して強固に接着することが電
子顕微鏡的に確認された。また、移植早期
の24時間の時点でのレクチン静注実験から
は、この部位からのレクチン漏出は認めら
れない事が明らかとなり、未熟な血管が多



くレクチンの大量漏出が認められた細胞シ
ート内の血管とは対照的な結果となった。 

 この吻合血管形成を担うシグナル経路を
明らかにするため、先ず血管形成に一般的
である血管内皮成長因子VEGF(Vascular 
Endothelial Growth Factor)シグナルを免
疫組織化学的に追跡したところ、吻合血管
周囲には免疫反応に乏しく、その関与は少
ない事が明らかになったものの、改めて、
発生時に神経や血管、造血等の分化過程に
重要な働きを担うNotch経路に注目して検
索を行なったところ、その受容体Notch-1
が架橋血管や細胞シート内に広く分布する
ことが明らかとなった。このNotch経路は周
皮細胞遊走の経路であるPDGFBとその受容
体PDGFR beta(platelet-derived growth 
factor B/platelet-derived growth factor 
receptor-beta)経路を制御すると示唆され、
それに呼応するように吻合血管壁に分布す
る周皮細胞がPDGFR betaを胸発現していた
事から、細胞シート移植後早期にNotch経路
を介してPDGF経路が働き、周皮細胞を動員
して吻合血管形成を促す可能性が強く示唆
された。 

 さらに、移植後早期に観察される吻合血
管が既に周皮細胞を備え、かつ連続する血
管基底膜で包まれる事から、PDGF経路を介
して動員された周皮細胞が、基底膜をはじ
めとした細胞外マトリクスを産生・分泌す
る事により内皮細胞に分子的「足場」を提
供し、血管内皮細胞の遊走と相互の接着を
促進して血管吻合をさせることで移植早期
の血流開通が可能になるものと我々は推測
し、この部位における周皮細胞の基底膜制
分産生能をさらに追跡した。 

 基底膜の主要な成分であるIV型コラーゲ
ンは細胞内でコラーゲン特異的分子シャペ
ロンHSP47(Heat Shock Protein 47)の作用
を受けてから分泌されるため、HSP47の細胞
内局在はその細胞のIV型コラーゲン産生能
を示すものと考えられるが、HSP47に対する
抗体を用いた検索からは、吻合血管壁にお
ける周皮細胞がHSP47抗体に強陽性を示し
た事から、これら周皮細胞による血管基底
膜の産生が裏付けられ、足場を提供する事
による周皮細胞の吻合血管形成促進機能が
強く示唆される成果が得られた。 

 さらに周皮細胞における吻合血管の形成
促進機能を検証するため、PDGF経路の遮断
実験を行なった。血管壁への周皮細胞の動
員時、血管内皮細胞はPDGFBを自身の細胞外
表面近くに分泌して保持するが、周皮前駆
細胞はこの受容体PDGFRβを介して内皮細
胞に接着し、その後、PDGFRβの細胞内領域
がリン酸化されることで周皮細胞に分化す
る。tyrphostin AG1295という薬剤は、この
PDGFRβのリン酸化を阻害して前駆細胞を
周皮細胞に分化できなくし周皮細胞の動員

を遮断する。先ず移植前の細胞シート培養
段階で、培養液中にAG1295を添加して作製
した細胞シートを動物に移植して、24時間
後に組織サンプルを採取したところ、通常
の場合の移植実験では、移植後24時間の段
階で細胞シートは宿主組織に強固に接着し
ていたのに比べて、AG1295処理細胞シート
を移植した場合には、細胞シートは宿主組
織から極めて剥がれ易く、しっかりと生着
していなかった。また、レクチンの漏出実
験でも示したが、移植後24時間の細胞シー
トではシート内の血管透過性が高く、動物
を灌流固定して血液を除去した後にも、移
植細胞シート内には漏出した血液成分が残
存し、組織採取時には細胞シートが肉眼的
に赤く観察される。しかしながら、AG1295
処理細胞シートではシートに血液の残存は
確認されず、細胞シートと宿主組織間の血
管の吻合形成、および血流の開通が成立し
ていないものと考えられた。 

 また、上述のように、移植前の細胞シー
トでは、シート内にCD31等の血管内皮マー
カーで染色される内皮細胞が原始的血管網
を形成して観察されるが、AG1295投与シー
トではCD31陽性内皮細胞は数に乏しく、ま
た網状構造は形成されず、断片的に内皮細
胞が分布するのみであった。移植前のシー
ト内血管には典型的な周皮細胞はあまり確
認されず、代わりにSMAやNG2等の周皮細胞
マーカーを発現するが血管壁には密着せず、
その近傍に分布する周皮前駆細胞と考えら

図1 移植後24時間の時点における細胞シートと宿主
の境界部模式図。宿主由来構造をグレー、細胞シート
由来構造を白で示す。細胞シート内にサイズの様々な
洞様の血管網が認められるが、これらの血管は、宿主
との境界部で宿主から伸びると共に吻合血管を形成す
る（矢印）。細胞シート/宿主の双方の血管壁に周皮細
胞の分布が認められるが、吻合血管壁には細胞シート
由来の周皮細胞が分布する（*）。この時点では、吻合
血管の形成に加え、細胞シート内への宿主細胞の侵入
も併せて観察される（矢尻）。 



れる細胞が多数観察されたが、以上の結果
から、移植前におけるシート内の血管網構
築メカニズムにこれらの周皮前駆細胞が何
らかの重要な機能を持つ事が強く示唆され
る結果となった。 
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