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研究成果の概要（和文）： 
 血管ネットワークを有する高次組織の創出は再生医療などの領域で高い期待が寄せられている
ものの、その再構築技術は十分に確立されていない。本研究では、ヒト高次再生組織の創出を目
的として、まずヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）とヒト間葉系幹細胞（hMSC）のフィブロネ
クチンコラーゲンゲルへの 3 次元包埋培養によるヒト型微小血管ネットワークの再構築を in 
vitro で行った。次に、この細胞を包埋したフィブロネクチンコラーゲンゲルの微小片をマウス
頭部観察窓（cranial window）内に移植することにより、in vivo でヒト型微小血管系の再構築を
行い、更にそれを基盤に血管ネットワークを有するヒト高次肝組織の創出を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Creation of the highly functional three dimensional (3-D) tissue with microvascular networks has been 
eagerly waited for regenerative medicine, however, the technology of such reconstitution is not established 
enough. The final goal of our study is creation of human highly functional and complicated tissues. To 
reach this final goal, we first seeded human umbilical-vein endothelial cells (HUVECs) and human 
mesenchymal stem cells (hMSC) in a three-dimensional fibronectin–collagen gel and reconstituted human 
3D microvessels in vitro. Next, we reconstituted this human microvessls in vivo by transplanting a small 
piece of this fibronectin-collagen gel embedded HUVEC and hMSC in mouse cranial windows and aimed 
at the creation of human 3D hepatic tissue with microvascular network.  
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ネットワークを有する高次肝組織の生体内での再構
築」を実現化するための研究計画である。肝臓は生
命の維持に必須の臓器であり、臓器不全の際には肝
移植が唯一の治療方法である。一般論として幹細胞
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を用いた再生医療に期待はあるものの、現実的には
肝細胞移植の臨床的有効性は低く、細胞移植という
方法論には医療技術的に限界がある。したがって、
肝臓領域における再生医療は高次肝組織そのものを
再構成することが最終的に有効な方法だと思われる。
肝臓のような大型臓器を再構成する試みを達成する
ためには、その前段階として、血管網構築を伴った
微小組織の再構築研究が必要となる。生体外で肝組
織を再構成する研究は、いわゆるバイオ人工肝臓の
開発研究として実施されており、肝細胞や共培養す
る間葉系細胞、それらを3次元に構築する際に必要な
細胞足場材料等に様々な工夫を加えながら行われて
いる。しかし、高次機能を有する肝組織を生体内に
おいて再構成するための研究は、これまでは主に大
型組織の再構築に必須とされる血管化技術の未熟性
のため阻まれてきた。本研究は、この主要な問題点
を克服するために最先端の血管網再構築技術を取り
入れるものであり、肝臓だけにとどまらず様々な組
織の再構築のための基盤技術となることが期待され
た。_ 
 
２．研究の目的 
 血管ネットワークを有する高次肝組織を生体内に
おいて再構築する手法を確立することにより、組織
再構築における細胞間相互作用や血流因子の解析を
行い、血管ネットワークの再構成を伴った高次機能
を発揮可能な移植用組織を開発するための基盤技術
を創出することを目的とする。 
(1) 生体下で組織をライブ観察するための細胞の蛍
光標識技術の確立：Enhanced green fluorescence protein 
(EGFP) やKusabira orange (KO) retrovirus vector を使用
することにより、少なくとも2 種類以上の異なった細
胞群を別々に蛍光標識することを試みる。本研究で
は肝細胞、内皮細胞、間葉系細胞と血流を含めると4 
種類の異なった要素を別々に可視化する必要がある。 
(2) 微小肝組織を維持する為の新たなヒト型微小血
管ネットワークの開発：ヒト型組織の構築を目指し、
マウス由来のC3H10T1/2からhuman Mesenchymal 
Stem Cell (hMSC)に変更しNature誌(Koike N et al., 
Nature 2004)でCranial window内で構築したものと同
様な微小血管網の構築を試みる。微小血管ネットワ
ーク構築のプロセスはライブ観察を行い、Nature誌と
同様な定量化を試みる。 
 (3) 肝組織構築過程の観察とその過程における血管
内皮細胞や間葉系細胞の意義の評価する：本研究は
肝組織の構築過程をライブ観察する世界初のモデル
である。肝細胞のみの移植と、肝細胞と内皮細胞・
間葉系細胞を共に移植した場合とで、この再構築過
程で構造や生体内での組織生存期間に差がでるかを
計時的にライブ観察する。 
 
３．研究の方法 
(1) Cranial window の作製 
 NOD/SCID マウス (Sankyo Labo Service Co., Tokyo, 
Japan)を用い、Cranial window 作製は Dellian らの方法
(Dellian M et al.,Am J Pathol 1996)に従い行った。 
(2) 細胞培養 
 ヒト臍帯静脈血管内皮細胞  (Human Umbilical 

Vascular Endothelial Cells:  HUVEC) (Cambrex CL 
CC-2517-NZ)、ヒト間葉系幹細胞 human Mesenchymal 
Stem Cell (hMSC) (Cambrex CL PT-2501)、ヒト胎児肝
臓細胞 (ACBRI CS-ABI-3716)を用いた 
(3) 移植細胞への蛍光色素遺伝子導入 
 モロニーマウス白血病ウイルスの LTR 部分に改変
が加えられた pGCDΔNsamEGFP 及び pGCDΔ
NsamKO ベクターを用い、pGCDΔNsam-EGFP 及び
pGCDΔNsam-KO レトロウイルスベクターの作製を
作成した。 
(4) ゲル包埋培養法及びクラニアルウインドウへの
移植法 
 hMSC の微小血管ネットワーク構築における意義
を探るために HUVEC のみと HUVEC+hMSC の混合
培養をゲル包埋培養で行い比較検討した。次に、血
管ネットワークの肝組織構築における意義を探るた
めに、ヒト胎児肝臓細胞のみとヒト胎児肝臓細胞
+HUVEC+hMSCの混合培養をゲル包埋培養で行い比
較検討した。この際の条件は Nature 誌に掲載したと
おりとした。 
(5) in vitro での観察 
 37℃5%CO2条件下にて 3 次元包埋培養を行い、定
時的に蛍光顕微鏡下にて毎回できる限り同じ部位の
写真撮影を行い、定点観測とした。 
(6) in vivo での観察 
 移植後のライブ観察は、ケタミン・キシラジン混
合麻酔下でマウスを仰臥位固定し、倒立蛍光顕微鏡
を用いて cranial window 内の微小肝組織や血管網の
血流状態の計時的変化を観察した。血流を観察する
際 に は 、 PBS に よ り 10 mg/ml と し た 
Rhodamin-Dextran MW 2 million (Molecular probes)を
トレーサーとし尾静脈から注射し、ホスト血流を蛍
光色素で可視化することにより観察を行った。 
(7) 微小血管網の定量化 
 撮影した画像を用い、ソフトウエア NIH image で
必要な計測を行い、そのデータから MGH Dr.Jain の
研究室で作製されたマクロプログラムで、移植後 1
週目より 8週目までの血管の密度、平均径を算出し、
グラフとして表示した。 
(8) 組織学的解析 
 計測終了時に 4% paraform aldehyde/PBS により還流
固定後移植組織を脳とともに摘出、パラフィン切片
を作成した。Hematoxylin & Eosin (HE) 染色を行い形
態観察を行った。免疫染色は、上記の切片を用い、
蛍光抗体免疫染色と酵素抗体免疫染色で行った。一
次 抗 体 は Monoclonal Rat Anti-Mouse Ki-67 
Antigen:DAKO、Monoclonal Mouse Anti-Human 
CD31:DAKO、Polyclonal Rabbit Anti-Cow Keratin 
(MW : 58 kD:Cytokeratin 5,Cytokeratin 7 , 56 
kD:Cytokeratin 6 、 52 kD:Cytokeratin 8 、
Cytokeratin 17):DAKO 、 Monoclonal Anti-α 
Smooth Muscle Actin:SIGMA、PECAM-1:Santa 
Cruz Biotechnology を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)細胞の蛍光標識技術の確立 
 細胞標識のため、HUVEC および hMSC に pGCDΔ
Nsam-EGFP及び pGCDΔNsam-KOレトロウイルスベ



 

 

クターを各々4 日間感染させ、フローサイトメーター
により感染率を測定した。感染率が 99.9%となった
HUVEC-EGFPと、感染率が 82.7%であった hMSC-KO、
感染率が 88.7%であったヒト胎児肝臓細胞-KO を以
後の移植実験に用いた。これらの細胞に形態的異常
は観察されなかった。 
 
(2)微小肝組織を維持する為の新たなヒト型微小血
管ネットワークの開発 
 HUVEC と hMSC のフィブロネクチンコラーゲンゲ
ルへの 3 次元包埋培養による微小血管ネットワーク
再構築を試みた。hMSC がマウス C3H10T1/2 同様、
新生血管の成熟安定に関わるかどうかを、
HUVEC-EGFP の み の 群 と HUVEC-EGFP と
hMSC(-KO)の混合培養群とで比較した。 
(A) in vitro 
 微小血管網の形態形成と微小血管網におけるhMSC
の分布を倒立蛍光顕微鏡にて経時的に観察した。培
養0日目では各細胞が散在しているが、培養2日目で
はspindle shapeに形態を変えたHUVEC-EGFPの連結
することにより血管ネットワーク様の構造が観察さ
れた。培養4日目ではHUVEC-EGFPで形成されたネッ
トワークに管腔構造が確認され、 hMSC-KOが
HUVEC-EGFPで形成されたネットワーク周囲を覆う
ように存在する様子が観察された。このように混合
培養群では、培養0日目から培養6日目にかけて多数
の血管ネットワークの形成が確認された。一方、単
独培養群では、培養0日目では多数のHUVEC-EGFP
の生存が確認されるものの、培養6日目では殆どの
HUVEC-EGFPが死滅し、血管ネットワークの形成は
全く確認出来なかった。 
 (B) in vivo 
(a) 微小血管ネットワークの構築過程と細胞の局在 
 HUVEC-EGFP、hMSC-KO を混合包埋培養したフ
ィブロネクチンコラーゲンゲルをマウス cranial 
window 内へ移植し、蛍光顕微鏡により経時的に観察
を行った。その結果、in vitro 同様に移植直後では
HUVEC-EGFP と hMSC-KO は散在しているが、移植
後 1週目よりHUVEC-EGFP同士によるネットワーク
形成とともに管腔構造が見られ、移植後 2 週目では
形成されたネットワークがより高密度となることが
明らかとなった(Fig.1, a, b, c)。移植後 3 週目では
HUVEC-EGFP からなるネットワーク周囲を包み込
むような hMSC-KO の局在が観察され(Fig.1, d)、この
局在は日数経過とともにより高頻度に確認され
(Fig.1, e, f, g, h, i)、移植後 8 週目まで維持された。こ
の混合培養群に対し単独培養群では移植後 0 週目で
は多数の HUVEC-EGFP の生存が確認されるものの、
移植後 3 週目では殆どの HUVEC-EGFP が死滅し、血
管ネットワークは認められなかった。 
(b) 微小血管ネットワークの定量化 
 cranial window 内移植後に形成されたヒト血管ネッ
トワークの定量化を行うため、再構成された血管ネ
ットワークの画像解析を行い、総ての血管、
HUVEC-EGFP のみで構成される血管、hMSC-KO を
有する血管の三群に分類して、単位面積当りの血管
密度・総血管長・平均血管径を定量解析した。その
結果、移植後 3 週目までは HUVEC-EGFP のみから成

るヒト血管が形成されており、その後、ほぼ全ての
血管が hMSC-KO に接触していることが示された
(Fig.2, a, b, c)。この、hMSC-KO と接触した血管の血
管密度は、移植後 5 週目から移植後 8 週目まで単位
面積の 30% (SE±0.5%)で維持され、そのとき平均血
管径は直径 8µm (SE±0.45µm)で維持された (Fig.2, a, 
b, c)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1  in vivo における HUVEC-EGFP、hMSC-KO によ
るヒト血管ネットワークの再構築 
 (a)移植後 0 週目(b)1 週目(c)2 週目(d)3 週目(e)4 週目
(f)5 週目(g)6 週目(h)7 週目(i)8 週目経過観察像。移植
後 0 週目では HUVEC-EGFP、hMSC-KO は共に散在
して認められるが、移植後 1 週目より HUVEC-EGFP
細胞同士が集積したネットワーク構造が見られるよ
うになり（白矢頭）、日数経過に伴って形成されたネ
ットワークは更に密度を増していった。移植後 3 週
目では HUVEC-EGFP からなるネットワークを取り
囲むように hMSC-KO の局在が観察された（黒矢頭）。
hMSC-KO に周囲を支持された HUVEC-EGFP ネット
ワーク接着は移植後 8 週目まで維持されることが確
認された（灰矢頭）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2  再構成されたヒト血管ネットワークの定量化 
 
(c) 微小血管ネットワークでの血流観察 
 再構成された血管の機能を確認するため、
HUVEC-EGFP 及び、hMSC-KO を移植後、マウスの
尾静脈より蛍光色素 (Rhodamin-Dextran) を注射し、
cranial window内で再構築された血管ネットワークが
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宿主の循環系と連結し、血流を有するようになるか
を観察した。その結果、移植後 2 週目に構築された
血管の一部で血流が認められた。また、移植後 8 週
目まで維持された血管においては、ほぼ全ての血管
で血流が確認された。 
(d) 微小血管ネットワークの組織解析 
 vivo で形成された微小血管網の組織学的解析を行
った。移植後 1,2,8 週目の cranial window 内のゲルを
摘出して作成した HE 染色標本では、移植後 1 週目よ
り血管様管腔構造が確認された。再構築された管腔
構造は移植後 2 週目および 8 週目においても確認さ
れた。さらに、移植後 8 週目の組織について血管内
皮細胞マーカー (PECAM-1)と平滑筋マーカー (α
-SMA)の発現を検討したところ、再構成された血管
様構造内で PECAM-1陽性細胞がα-SMA陽性細胞に
囲まれて存在していることが確認された。 
 
 以上の結果より、HUVEC と hMSC の混合培養でも
Nature 誌に掲載された HUVEC とマウス C3T101/2 の
混合培養時と同様に、長期安定した完全ヒト型微小
血管ネットワークが再構築できることが証明された。
また、hMSC は混合培養後、微小血管の壁細胞に分
化し、微小血管の成熟安定化に重要な役割を果たす
ことが示唆された。 
 本研究により確立した生体内への血流を有するヒ
ト型微小血管ネットワークの再構築技術は、大型臓
器の創出に向けた要素技術として必須であると考え
られ、再生医学の発展に大きく貢献できると考えら
れる。さらに、Cranial window 法は移植後の細胞挙動
を追跡観察することが可能であるため、血管ネット
ワークを有する高次組織の再構築過程を明らかにす
ることで、組織の機能維持に働く組織幹細胞のニッ
チと言われる”vascular niche”の解明が出来ると考え
られる。現在までに、各組織の幹細胞と”vascular 
niche”の関係は有用な解析系が存在しなかったため
殆ど明らかとされておらず、本研究で開発されたヒ
ト血管ネットワーク再構成法はこれらの未解明な事
象の研究基盤となりうると考えられる。 
 
(3)微小血管ネットワークを有するヒト型微小肝組
織の再構築 
 確立したヒト型微小血管ネットワーク再構築法を
用いて、高次構造を有するヒト肝組織の再構成を試
みた。各移植細胞の動態を明確にするため、移植に
先立ち、レトロウイルスベクターを用いて各移植細
胞に異なる蛍光タンパク質の発現を誘導した。その
際、HUVEC には pGCDΔNsam- EGFP を導入し、ヒ
ト胎児肝臓細胞に pGCDΔNsam- KO を導入した。こ
のとき、遺伝子導入の前後でヒト胎児肝臓細胞の形
態 や 増 殖 性 に 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。
HUVEC-EGFPを 8.0×105個/ml、hMSCを 2.0×105個/ml、
ヒト胎児肝臓細胞-KO を 1.0×107個/ml の細胞密度で
1ml の I 型コラーゲンゲルにて包埋し、クラニアルウ
インドウ内へ移植し、経時的に観察を行った。移植
直後ではヒト胎児肝臓細胞と HUVEC は散在して認
められたが、移植後 1 週目には微小血管ネットワー
クの構築が確認され、移植後 5 週経過した観察像か
らはヒト胎児肝臓細胞は集塊となって観察され 

(Fig.3a)、その中に EGFP 陽性の HUVEC からなる血
管網が認められた(Fig.3b)。次に、ヒト肝組織創出再
構成系においてヒト胎児肝細胞の存在が及ぼす影響
を検討するため、HUVEC・hMSC のみの移植群と
HUVEC・hMSC・ヒト胎児肝臓細胞の移植群間で、
移植後構築された血管の単位面積あたりの血管密
度・平均血管径・総血管長を比較検討した。その結
果、移植後 5 週目の組織において HUVEC・hMSC・
ヒト胎児肝臓細胞移植群での血管密度の増加が確認
された (Fig.4)。さらに、組織学的解析の結果、
HUVEC・hMSC・ヒト胎児肝臓細胞移植群において、
血管様構造とともに、上皮様細胞から構成される管
腔構造が確認され、このうちの一部では胆管様構造
が観察された。このとき、再構成された組織中では、
血管様構造とともにサイトケラチン陽性細胞から構
成される細胞クラスターやアルブミン陽性細胞集団
が多数観察され、血管構造を有する肝組織が再構成
されたと考えられた。本研究により、生体内におけ
る血管ネットワークを有するヒト肝組織の再構成法
の基礎が確立され、肝臓組織の再構成過程を動的に
解析するための基盤技術が開発されたといえる。し
かしながら、形態的には細胞の異型、組織の構造異
型がやや強く、移植肝細胞が transform している可
能性が否定できなかった。今後、安定した正常な肝
組織の構築とその成熟過程の定量化を試みる予定で
ある。 
 
以上の成果は第 8 回、及び 9 回日本再生医療学会総
会にて発表した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3  HUVEC-EGFP、hMSC、ヒト胎児肝臓細胞-KO
同時移植後の微小血管ネットワークを有するヒト肝
臓組織 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 ヒト胎児肝臓細胞内の微小血管網の血管密度 
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