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研究成果の概要（和文）：任意の形状の人工血管を作製するために、脂質でできた微小気泡で囲まれた血管内皮
細胞を流路内壁に音響放射力で保持し、そのままの状態で細胞を培養する可能性を検証した。まず、超音波曝露
中の脂質バブルの破壊を調査して、細胞の損傷を決定した。次に、超音波を照射せずに微小気泡の存在下で細胞
を培養したところ、細胞培養における脂質濃度の限界が明らかになった。その後、時空間分割放射法や時間反転
法を用いて、音響強度の類似した単焦点音場、多焦点音場、棒状音場を設計した。 最後に、細胞捕捉から培養
までの一連の過程を検証し、壁面上の細胞の培養面積を比較したところ、棒状音場で有意な細胞生着が確認され
た。

研究成果の概要（英文）：In order to fabricate artificial blood vessels with arbitrary shapes, 
vascular endothelial cells surrounded by lipid bubbles were retained on the inner wall of a flow 
path using acoustic radiation force to verify the possibility of in situ cell culturing. First, the 
destruction of lipid bubbles during exposure to ultrasound was investigated to determine the cell 
damage. Next, by culturing the cells in the presence of lipid bubbles without exposure to 
ultrasound, the results revealed a limitation in lipid concentrations for cell culturing. 
Thereafter, we designed single focal, multifocal, and bar-shaped acoustic fields with similar 
acoustic intensities by using tempo-spatial division emission or time-reversal method.  Finally, 
cell retention was performed to compare the cultured areas of the cells on the wall. Significant 
cell engraftment was confirmed with the bar-shaped acoustic fields.

研究分野： 医用超音波工学

キーワード： 音響放射力　人工血管　微小気泡　音場　血管内皮細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により複雑な形状や壁厚の変化、形態異常に対応可能な人工血管の生産技術に発展すれば、様々な治療法
を検証する手段として、動物実験の代替となる可能性が高く、医薬品や治療機器等の検証、新たな治療方法の開
発手段として利用することができる。現状では動物実験や生体実験に様々な制限がかけられる傾向にあるため、
本研究により、病態血管そのもの、あるいはそれらの周囲に培養した臓器実質も含めた実験臓器系を用いること
ができるため、血管内治療の開発研究に寄与し、コスト面・倫理面で大きな変革をもたらすことが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
バイオプリンタに代表される細胞の 3 次元構造構築に関する分野の発展は目覚ましく、肝組織

や人工膵島、靭帯等の組織再生を目的とした細胞凝集体（スフェロイド）形成、薬剤の効果検証
のための組織や器官（オルガノイド）の形成などが数多く報告されている。細胞は、同種・異種
の細胞を介して集積することで、単体の細胞では得られない多様な機能を発現することが知ら
れており、細胞の 3 次元配置の制御が、構造体の機能を左右する重要なファクターであると考
えられている。細胞の 3 次元構造体の生産方法としては、非接着性培養基板を利用した浮遊培
養法、細胞懸濁液の液滴中で重力を利用したハンギングドロップ法、回転する細胞培養チャンバ
ーを用いたロータリー法などが既に実用化されており、これらの方法の発展により、実際の生体
の組織構造を再現した人工臓器の構成が期待されている。一方で上記の手法では、以下の通りの
技術的限界があるため、所望の臓器の形状を構成できないという問題点があり、学術的なブレー
クスルーが求められている。 
・血管や腸管に応用可能な管腔構造体の形成が困難： 3 次元的に張り巡らせた針上に細胞を配
置する手法はあるが、強度調整の観点から壁厚 1mm 以下の管腔構造作成は困難である。また現
状では、直線状の管腔構造体しか製作できない。 
・細胞間接着を物理的に促進する手段がない： 細胞自体にストレスを与えたり、接着因子など
により分子的な接着促進技術は数多く研究されているが、構造体の成長は細胞間の受動的な融
合に頼っているため、所望の構造体の構成には日単位の時間がかかる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、応募者がこれまで研究してきた音響放射力による微小物体の動態制御技術を応用

し、血管内皮細胞や腸管上皮細胞と微小気泡を用いて、多層構造を有する 3 次元管腔構造体を
構成するための基盤技術を創生することを目的として、本研究を提案する。 
 応募者らの先行研究により、細胞の周囲に微小気泡（直径 0.5~数ミクロンの脂質膜）が数多
く取り付いた細胞−微小気泡凝集体（以下、凝集体）は、細胞のみの場合に比べて音響放射力に
よる制御性が向上する。微小気泡には、予め目的の細胞に特異的に接着するリガンドが修飾され
ており、撹拌による物理的な接近により、凝集体が構成される。微小気泡の音響特性（音響イン
ピーダンス）は細胞や周囲媒質（生理食塩水や血液）と大きく異なるため、細胞のみの場合は音
波のエネルギーの多くが透過するのに対し、凝集体では微小気泡によって音波の反射係数が増
大し、音響放射力の伝達効率が向上し、音波の進行方向に推進力が発生する。この原理を応用し、
予め用意した所望の形状の流路内壁に、異なる種類の細胞が積層した構造体を形成する。 
 
３．研究の方法 
パーフルオロプロパン(PFP、C3F8)ガスを含む脂質バブルを調製し、細胞に共有結合する cRGD

ペプチドを結合させて修飾した。コラーゲン膜の基底膜を有する PDMS で作られた流路内の細胞
の分布を評価するために、細胞を事前に Calcein-AM 溶液を用いて染色した。中心周波数 3MHz、
素子数 128 個の 2 次元アレイトランスデューサを用いて、時間反転法を用いて任意の形状の音
場を生成した。超音波曝露下での細胞の挙動は、蛍光顕微鏡(オリンパス、DP74 付き BXFM)を使
用して観察された。細胞の保持後、24 時間培養した。 
 
４．研究成果 
図 1 の上段は、ハイドロフォン(Onda HNR-1000)を用いて測定した多焦点(MF)と棒状(BS)の音

場の正規化分布である。MF と BS の最大音圧をそれぞれ 400kPa-pp と 250kPa-pp に調整すること
で、SATA(空間平均時間平均)の音響強度はほぼ同じ(143mW/cm2)になった。細胞濃度 1.0 x105/mL、
LBs 濃度 0.3 mg/mL の BSC 懸濁液を流速 10mm/s、照射時間 60 秒で流路内を通過させた。 
図 1 の中段と下段は、それぞれ細胞の保持分布と培養分布の蛍光画像を示す。捕捉された細胞の
分布に有意差は認められなかったが、MF では培養細胞はほとんど見られず、細胞がほぼ絶滅し
たか、剥離したかのどちらかであったことが示唆された。一方、BS では培養細胞が広く広がっ
ていた。その結果、音場の傾きが細胞の保持から培養までの連続的な手順で支配的であることが
明らかとなった。 
 



 
 
図 1 設計した音場分布（上段）、捕捉された細胞分布（中段）、培養 24 時間後の細胞分布（下

段） 
 
図 2 は実験装置を示す。気泡を細胞に接着させるために、0.5 mg/mL の濃度の修飾気泡の懸濁

液で流路内を満たし、基底の生着細胞への気泡の接着を進行させた。次に、浮遊気泡の懸濁液を
0.5mg/mL の濃度で注入し、超音波バースト波を照射し、生細胞を染色することにより、カルセ
イン AM 溶液を用いて細胞生存率を評価した。超音波照射の条件は、周波数 3MHz、最大照射時間
60 秒とした。 
図 3 は、接着気泡の有無と最大音圧の印加による細胞生存率の比較である。最大音圧が 300kPa-

pp を超えると、細胞生存率の有意な向上が確認された。これらの結果は、細胞上の接着気泡が、
超音波照射と浮遊気泡の存在によって引き起こされる細胞損傷から細胞を保護する可能性があ
ると推測される。細胞に付着した気泡が振動し、接着気泡と細胞周囲に浮遊する気泡との間に反
発力を生じさせ、さらに浮遊気泡を分散させ、気泡の破壊効果を最小限にとどめるという、細胞
保護のメカニズムの可能性がある。今後、さらなる実験を通じて、より詳細な調査を行う予定で
ある。 
 

 
 
図 2 超音波照射対象となる流路を含む実験状況  図 3 照射超音波の音圧に対する細胞生存率

の比較 
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