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研究成果の概要（和文）：我々はバイオ3Dプリンターを用いて、ヒト由来の細胞から成る血管構造体を作成し、
血液脳関門の構造・機能を持った脳アミロイド血管症モデルを作成した。線維芽細胞、臍帯静脈内皮細胞、アス
トロサイト､ペリサイト細胞を培養し、バイオ3Dプリンターを用いて、スフェロイドを剣山上に積層しチューブ
型に形成して還流培養を行い、7日後に構造体を剣山から外し、蛍光ラベルAβ40を添加した。蛍光免疫染色で
は、Aβ40は大動脈平滑筋細胞内部やその周囲に多く見られた。大動脈平滑筋細胞・内皮細胞の構造は保たれて
いた。この血管状構造体を、張力計を用いて引張試験を行ったところAβ投与により組織が硬化して弾力が失わ
れていた。

研究成果の概要（英文）：We established a scaffold-free system for assembling cell constructs using 
an automated Bio-3D printer with the Kenzan method. We aim to create an in vitro model of CAA using 
this method, and analyze the pathophysiology and mechanisms that causes CAA. We assemble 
multicellular spheroids composed of normal human dermal fibroblasts, smooths muscle cell and human 
umbilical vein endothelial cell to construct tubular vessels and cultured in the presence of Abeta 
40 peptides. Immunostaining against Abeta 40 showed the amyloid deposition on the outer layer of 
vessel wall at the site that matches collagen IV positive extracellular matrix, but not coincident 
with SMA. The tensile strength of the tubular vessels revealed decreased elasticity and strength in 
the presence of Abeta 40. 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：神経内科学

キーワード： 脳アミロイド血管症　バイオ3D プリンター　スフェロイド　Aβ40/42　アミロイド前駆蛋白遺伝子
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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の病態機序や治療法は未だ解明されていない。この研究により脳アミロイド血管症のモデル
血管をin vitroで作成することにより、血管壁のAβ沈着を除去できる様々な治療法の開発に応用できると考え
られる。また血管壁にAβ沈着するメカニズムも解明できた場合には、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、研究者個人に帰属します。
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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。最近では高齢

者の頭部 MRI 検査で皮質下白質の T2 高信号が認められ、Cerebral amyloid 

angiopathy-related inflammation として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。また高齢者の一部に急性または亜急性に認知機能

低下、痙攣、頭痛や脳卒中様エピソードなどの症状が報告されている。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

ば大脳皮質での大出血を起こす。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。 

 
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 
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 において作成する。 



 我々は細胞凝集塊を積み上げることにより、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。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。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。次に、ヒト臍帯静

脈内皮細胞(Human Umbilical Vein Endothelial Cell; Huvec)も追加して管腔

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。 

 

４．研究成果 

（1）ヒトの脳毛細血管を模した血管構造体の作成 

 HUVEC: Astrocyte: Pericyte：NHDF=2 :3.5 :3.5 :1 の割合で細胞凝集塊

（スフェロイド）を作製し、バイオ 3D プリンターを用いて、剣山上にチュー

ブ型に積層した。7日間剣山上で還流培養し、PDMS チューブ上でさらに２週間

還流培養を継続した。その後、構造体の両端をサーフローで支持するブリッジ

ング形式で培養を継続した。 

  
 管状構造は保たれ、構造体表面のスフェロイドは滑らかに癒合した。 

血管状構造体を作製することが可能であった。 

 

（2） 血管構造体へのアミロイドβタンパクの投与実験 

上記で作製した血管状構造体に Aβ40を投与すると、生体の脳内と類似した A

βクリアランスが見られるかどうか検討した。この実験では、蛍光色素が結合

した Aβ40（Aβ40, HiLyte FluorTM555-labeled）を使用した。アストロサイト細

胞質内に Aβ40の貪食が見られた。 



 
Aβ40はスフェロイド表面に多く存在し、一部でアストロサイトへの貪食も認め

た。 

 
・アストロサイト：強拡大写真では、GFAP 陽性アストロサイトの Aβ40貪食を

確認できた。 

 

(3) Aβは血管のどの部位に付着するか 

生体内では、Aβが血管へ付着し、脳アミロイド血管症等の疾患の原因とな

る。動脈を模した血管構造体を作製し、Aβ40を投与してその挙動を確認した。 

平滑筋（α-SMA 陽性細胞）内に Aβ40 の共局在が確認できた。 



 
 

（4）血管状構造体 

・引張試験：Aβ投与群は、組織の硬化が示唆された(displacement を測定する

と、Aβ投与群は非投与群より 800μm 伸長が少なかった)。 

 
 

我々はバイオ 3D プリンターを用いて、ヒト由来の細胞から成る血管構造体を

作成し、血液脳関門の構造・機能を持ったモデルを作成した。 

この血管状構造体に Aβ40 を投与すると、平滑筋細胞内部や周辺の組織に沈

着することが確認できた。これによりアミロイド血管症の状態に近いモデル

を作成することが出来た。また、Aβ40 が沈着した血管状構造体は、組織が硬

化し弾力が失われた。これは、生体での脳血管脆弱を再現している可能性が

あると考えられた。これまでの実験結果から、BBB の構造(内皮細胞タイトジ

ャンクション形成)を模倣した血管状構造体の作製は可能であった。 
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