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研究成果の概要（和文）：溶液中のコラーゲンは 24 時間以内に細線維となって沈澱する。その

コラーゲン細線維を生分解性のポリ乳酸織布上に集積するとゲル状構造が出来る。その過程に

培養細胞を共存させると細胞がちりばめられた 1 グラム以上の人工組織を作り出すことが出来

る。生体細胞や万能細胞など多種の細胞と細胞成長因子をゲル内に組み込むことにより皮膚と

血管の構造を再構成した。この結果は再生医療に新たな治療法をもたらすと期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：We have designed a new device to form artificial tissues from culture 

medium supplemented with collagen I and various cells less than 24 hours. Moreover, we 

stack up 3 different tissue layers in the same bioreactor by supplementing newly prepared 

culture medium containing various extracellular matrices, such as collagen and 

proteoglycans, and different types of cells. Embedded cells restore their specific functions of 

original tissues, i.e. up-regulation of smooth muscle type myosin the tissues. Using this 

technique, we can supply artificial tissues applicable to clinical use with relative ease.  

 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007年度 4,100,000 1,230,000 5,330,000 

2008年度 2,100,000 630,000 2,730,000 

2009年度 2,300,000 690,000 2,990,000 

年度    

  年度    

総 計 8,500,000 2,550,000 11,050,000 

 

研究分野：総合領域 

科研費の分科・細目：人間医工学・医用生体工学・生体材料学 

キーワード：高密度培養法、コラーゲン、人工皮膚、表皮細胞、人工血管、平滑筋細胞 

 
１．研究開始当初の背景 

（１）本申請では細胞を培養皿から３次元
の細胞外マトリックス内に配置することに
より細胞の機能発現を促すことを目指した。 

この当時は ES 細胞や iPS 細胞など様々な
機能や組織に分化できる万能細胞に再生医
療への応用が期待されていた。これらの万能
細胞にアザチオプリンやレチノイン酸など

の薬剤や上皮成長因子(EGF)などのサイトカ
インを作用させて目的とする細胞あるいは
組織に分化誘導する手法の開発に期待が掛
けられていた。しかしこれらの手法では分化
誘導できる細胞数に限りがあり、また細胞活
性化の結果腫瘍性細胞に変化することが明
らかとなった。これらの諸問題に遺伝子工学
的なアプローチから解決していこうとして
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図１．高密度培養装置全体像 

図２．バイオリアクター模式図 

いた。細胞外マトリックスは様々な薬剤やサ
イトカインと比べてマイルドな細胞活性促
進あるいは抑制作用であること、また会合し
て構造体となって機能する。これらの理由に
より再構成細胞外マトリックス内に細胞を
組み込んで行った本研究は独創的な内容を
持っていた。 

（２）代表研究者はコラーゲン分子種の傾斜
構造を明らかにした。例えば血管壁は組織学
的に外膜、中膜、内膜と呼ばれる三層構造を
基本とし、各層を構成する細胞と細胞外マト
リックスには違いがある。このように傾斜構
造内には様々な細胞に適した細胞外微小環
境が提供されている。すなわち細胞外空間に
おいても細胞外マトリックス成分の一定の
秩序だった分布がある。その細胞機能に及ぼ
す効果の解析が緒に就いた時代であった。 

 

２．研究の目的 

（１）本研究計画は細胞が本来の機能を発現
するにふさわしい環境を in vitro において
実現することにより、組織内における細胞本
来の機能を解明し、移植医療への応用を目指
すことを目的とした。 

（２）上記の目的達成のため、本研究計画の
基盤技術である細胞外マトリックスの再構
成と細胞の組み込みを同時に行う高密度培
養法を改良して尐なくとも３層の異なる人
工組織の積層化技術を開発した。 

①人工血管のモデル組織として結合組織、平
滑筋、結合組織の３層からなる血管壁構造の
再構成を目指した。血管のような円筒形をな
していないとは言え、平滑筋細胞は培養によ
り脱分化して線維芽細胞特別のつかない細
胞となってしまう。これをマトリックス構造
によって再分化出来ないか検索した。 

②人工皮膚は従来の方法では線維芽細胞に
よる収縮コラーゲンゲル (10-20mg/cm3)上
に表皮細胞を播種する。本研究では高密度培
養放により 30mg/cm3以上の高密度コラーゲ
ンゲルを作成できる。この高密度コラーゲン
ゲル上に表皮細胞を播種して重層化表皮層
の再構成を目指した。 

（３）さらに本研究計画発展のシーズとして
コラーゲン細線維の高密度コラーゲンゲル
の高機能化を目指す。そのためサイトカイン
や細胞機能性物質の持続的作用を目指して、
高密度ゲルへの固相化、徐放化による人工組
織の可能性を検索した。 

 

３．研究の方法 

（１）人工血管壁モデル組織作成のため、高
密度培養装置(図１)を用いた。同装置全体を
37℃のインキュベーター内に格納し、培養液
ビン内に I型コラーゲン(0.5mg/ml)、線維芽
細胞(1.0×107cells)を含む培養液(DMEM: 
50ml)を 3時間還流することによりリアクタ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ー内に配置した PLAシート上に血管外膜組織
を作成した（図２）。 
次いで 0.1%Matrigel添加培養液（10g/ml

の基底膜成分を含む）を 1 時間還流した後、
増殖のための継代培養により脱分化した平 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

滑筋細胞(2×107 cells )を播種した。第 3層
として内膜に相当する結合組織を I型コラー
ゲンと線維芽細胞を含む培養液を還流した。
作成した血管壁モデルについて形態学的、生
化学的に解析し、平滑筋細胞の再分化程度を
検索した。 
（２）人工皮膚モデルは以下の２方法により
作成した。 
①収縮コラーゲンゲルによる皮膚の試作 

酢酸抽出 I 型コラーゲン(1mg/ml)、5％牛
胎仔血清、線維芽細胞(1.0X106)を含む培養液
(DMEM: 35ml)を調整した。同培養液を培養皿
(直径 6cm)に 10ml分注し、37℃にて 3日培養
して約 1/100まで収縮した直径 1.5cmほどの
高密度コラーゲンゲル(10mg/cm3)を作成した。
同ゲル上に直径 12mmのガラス製円筒を置き、
円筒内に表皮細胞の基底膜に模した層を作
成するため IV 型コラーゲン溶液(100g/ml)
を 100-400l注入した。次いで同ガラス製円
筒内に培養表皮細胞(1.0X104)を播種して 14
日間培養した。 
②高密度培養法による皮膚モデルの試作 

人工皮膚モデル組織作成のため、高密度培
養装置を用いた。同装置全体を 37℃のインキ
ュベーター内に格納し、レザーバーボトル内
に I 型コラーゲン(0.5mg/ml)、線維芽細胞
(1.0×107cells)を含む培養液(DMEM: 50ml)



 

 

図３．表皮細胞の播種法 

図４．再構成した血管壁モデルの組織像 
図６．人工皮膚の免疫蛍光像と組織像 
IV 型コラーゲンに特異的な蛍光が表皮真皮境
界部に観察される。IV 型コラーゲンを加えた
場合表皮層はほぼ 2倍の厚さとなっている。 

を還流することにより人工真皮組織を作成
した。本実験には人工組織をポリ乳酸シート
(PLA sheet)上に集積した。 

同ゲルを培養皿に移しゲル上に直径 12mm
のガラス製円筒を置き、ガラス筒内に細菌性
コラーゲナーゼのコラーゲン結合ドメイン
と上皮細胞成長因子の融合たんぱく質
(CBD-EGF；0.95g/ml)を含む培養液 0.4mlを
分注した。30分後同ガラス円筒内に培養表皮
細胞(1.0X104)を播種して 14 日間培養した
(図４)。 

作成した人工皮膚モデルは形態学的、生化
学的に解析した。 

 
 

 
４．研究成果 
（１）人工血管壁モデル組織の試作 
閉鎖型循環式高密度培養装置を用いて血

管壁モデルの作製を試みた。 

この装置を用い、線維芽細胞とⅠ型コラ
ーゲンを含む溶液を循環し、血管壁外膜に
相当するコラーゲン線維層を形成した。次
いで平滑筋細胞とマトリゲルを含む溶液を
循環し、コラーゲン線維層の上に血管壁中
膜に相当する構造を形成した。最後に線維
芽細胞とⅠ型コラーゲンを含む溶液を循環
し、血管壁の 3 層構造に相当する結合組織-

平滑筋層-結合組織の積層型人工組織を作
成することができた（図４）。 

 この人工血管壁において培養平滑筋細胞
が再分化したかどうか-smooth muscle actin

の発現を蛍光免疫染色したところ中膜に相
当するレイヤーに特異蛍光を観察すること
ができた（図５）。 

 
 
 
（２）人工皮膚モデルの試作 
①収縮コラーゲンゲルによる皮膚の試作 
 酢酸抽出法によって精製した I型コラーゲ
ンは 37℃、中性溶液中では 30-60分で細線維
となりゲル状物質を形成する。そのコラーゲ
ン濃度は 1.0mｇ/cm3 であるが、ゲル中に包
埋した線維芽細胞により 3 日間で約 10 倍に
濃縮される（ゲルは収縮する）。表皮組織の
下層にある基底膜を再構成することによっ
てより実物に近い皮膚を再構成できないか
検討した。豚レンズ包より 0.5M 酢酸にて抽
出・精製した IV 型コラーゲン(1.8mg/ml)を用
いた。IV 型コラーゲン溶液 400l をコラーゲ
ンゲル上に配置した径 12mmのガラスリング
内に分注することにより、収縮コラーゲンゲ
ル上に IV 型コラーゲンが沈着していた。IV

型コラーゲンを添加した収縮ゲル上では表
皮細胞層約 60m で、コントロールのそれの
約 2 倍であった（図６）。 

 

これらの結果から本申請の最初の目的は達
成されたが、動物移植モデルは研究期間中に
成果を得ることはできなかった。血管壁モデ
ルは円筒形の高密度培養装置を用いて血管
として再構成し、マウス大動脈への移植を試
みる。 

図５．平滑筋型アクチンの発現 



 

 

図７．ヌードマウス皮下に移植した再構成ス
キルス胃がん組織 

線維芽細胞とスキルス癌細胞をPLAシート
上のコラーゲンゲル内に封入してマウス背
部皮下に移植したところ生着した。 

図８．細菌性コラーゲナーゼのコラーゲン
結合ドメインと上皮細胞成長因子融合タン
パク質の概念図 

一方、高密度培養法を用いて再構成したヒ
トスキルス胃癌をマウス皮下への移植術を
施したところ、生着した（図７）。 

本研究支援事業終了後も皮膚モデル組織
の移植を試みていく予定である。 

 
（３）サイトカイン固相化高密度コラーゲン
ゲルの開発 

 本研究期間中にサイトカインの固相化技術
を着想し実験を行った。北里大学の松下はク
ロストリジウム属細菌の分泌するコラゲナー
ゼのコラーゲン結合ドメインとEGFの融合蛋
白質(CBD-EGF)を作成した（図８）。 

 CBD-EGFを用いて表皮細胞の分化・増殖を誘
導して重層化表皮の誘導ができるかどうか検
討した。真皮層に相当する人工結合組織の表
面を、CBD-EGF (0.95 μg/ml)とヒト表皮細胞
(HFO, 4x 105個)を含む培養液 (0.4 ml)で覆

い、24時間静置した。その後、通常の培養液
に置換して14日間培養した。その結果図9にあ
るように重層化表皮層を持った人工皮膚を再
構成することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これはCBD-EGFが高密度コラーゲンゲルを
構成する細線維に結合し、持続的に培養表皮
細胞を活性化したものと考えられる（図10）。 

 
 
 
 
 
（４）人工組織への血管誘導技術開発 

組織工学の発達により多様な人工組織を作
成することができるようになった。しかしな
がら人工組織の生着には血管網が誘導される
ことが最も重要である。そこで人工皮膚の生
着促進を期待してコラーゲン結合型VEGF-A 
(CBD -VEGF-A)の作製を試みた。横紋筋肉腫細
胞由来のcDNAを鋳型として、PCRによりマウス
VEGF-A164断片を得た。これにCBDおよびHis
タグをコードする断片を付加し、レトロウイ
ルスベクター, pMCs-IGに挿入した(図１１)。
Cos-1細胞にDEAE-デキストラン法により遺伝
子導入し、その培養上清よりCBD -VEGF-Aを分
離・精製する。 

図９．高密度培養装置を用いて作成した人
工真皮上に CBD-EGF と表皮細胞を播種し
て作成した人工皮膚の組織像 
E:表皮 D:真皮 

図 10 ． CBD-EGF の 局 在 ( 仮 説 ) 
CBD-EGF は真皮層上層のコラーゲン細
線維に固相化されて持続的に細胞生理活
性を発現していると考えられる。 

図 11．CBD-VEGF-A発現用プラスミド 



 

 

CBD -VEGF-A固相化コラーゲンゲルには血
管誘導作用が認められた。これらの研究につ
いては本研究支援事業終了後も継続し、事業
化を目指す。 
 
（５）人工肝組織の再構成 
 人工血管壁の再構成モデルは様々な組織に
応用できることから、初代培養肝細胞あるい
は肝前駆細胞を人工結合組織に組み込むこと
により肝組織が再構成できるのではないかと
考えた。実験手順は『（１）人工血管壁モデ
ル組織の試作』で行った方法を踏襲した。そ
の結果、図12に示すように湿重量約1gの人工
組織を再構成することができた。 

今後は①肝機能発現の変化を検索し、②iPS
細胞などの多能性幹細胞を用いた高密度肝組
織の再構成を試みる。 
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