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研究成果の概要（和文）：近年生体組織の代替材料の開発が進んでいるが、弾性や剛性といった高い力学的特性
を求められる血管は生体材料で作製することは困難である。本研究では低酸素下での周期的な超高圧静水圧印加
培養を用いて、ヒト臍帯血管平滑筋のみから構成される移植可能な人工血管の作製が可能であることを示した。
超高圧低酸素培養法により細胞―細胞間接着、細胞―細胞外マトリックス接着、および細胞外マトリックス架橋
が促進されることで細胞を組織化できることが示された。

研究成果の概要（英文）：Although the development of tissue engineering has been progressing in 
recent years, it is difficult to fabricate blood vessels from scaffoldless biomaterials, which 
require high mechanical properties such as elasticity and rigidity. In this study, we demonstrated 
that periodic ultrahigh-pressure hydrostatic pressure culture under hypoxia enabled to fabrication 
of implantable artificial blood vessels composed solely of human umbilical cord vascular smooth 
muscle cells. It was shown that cells were self-organized by promoting cell-cell adhesion, 
cell-extracellular matrix adhesion, and extracellular matrix cross-linking by the ultrahigh-pressure
 hypoxic culture method.

研究分野：循環生理学

キーワード： 再生医療　循環器　メカニカルストレス　細胞・組織　バイオテクノロジー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血管疾患の罹患者は多く、より生体適合性の高い人工血管が求められている。足場材料を使用しない細胞のみか
ら構成される人工血管は、より生理的な細胞外マトリックスが構築される点から高い生体適合性が期待される。
本研究で開発した超高圧低酸素培養法は細胞を自己組織化できる可能性を有することが示されたことから、今後
循環器疾患のみならず他の分野での代替組織の構築にも寄与することが期待される。

※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 
（１） 再生医療や組織工学の進歩により生体組織の代替材料の開発が進んでいるが、弾性や剛

性といった高い力学的特性を求められる血管を生体材料で作製することは非常に困難である。

すなわち、血管グラフトは再生医療では大きく取り残された領域である。臓器は多様な細胞外マ

トリクスの複合体が適切に構築されて本来の機能を発揮することから、現在の人工血管は極め

て非生理的であり、石灰化や成長に伴う狭窄など問題点が多い。また、異種脱細胞組織も細胞外

マトリクス糖鎖の抗原性のため長期耐用性は無いことから、次世代人工血管が求められている。 

（２） 我々は先行研究で、生理的範囲を超えた高圧の静水圧を周期的に細胞に印加することで、

細胞外マトリックスの産生を促して細胞を多層に積層する方法を開発した（引用文献１，２，３，

４）。この周期的静水圧印加培養によりラット血管細胞からはラット大動脈に移植可能な人工血

管が作製できたが、ヒト血管細胞から作製した人工血管の強度は十分ではなかった。血管は胎生

期に発達し、低酸素環境が大きく関与していると考えられることから、低酸素環境と周期的静水

圧印加を組み合わせることによりヒト由来細胞のみから構成される人工血管が作製できるので

はないかと着想した。 

 

２．研究の目的 

本研究は、超高圧低酸素培養法を用いてヒト由来細胞由来の細胞外マトリクスのみから構成

される生理的な人工血管を作製し、動物でその耐用性・成長性を検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１） 超高圧低酸素培養：圧力容器、インキュベーター、コンプレッサー、流量調整器、エア

タンクで構成された装置（JH0133）を株式会社コガネイ（東京）と共同で開発した。マルチガス

インキュベーター内の空気をタンクに集め、流量を調節して加圧空気を圧力容器に供給するシ

ステムで、インキュベーター内の酸素濃度を変えることで、圧力室内の酸素濃度を変えることが

できる。PC制御で任意の圧力と周期の加圧が可能である。 

（２） 臍帯動脈平滑筋細胞：東京医科大学と横浜市立大学倫理委員会の承認を得て（承認番号

T2019-0218、A170126002）、横浜市立大学医学部付属病院にて臍帯を採取して臍帯動脈平滑筋細

胞を単離し、培養に用いた。 

（３） Bulk RNA-sequencing：臍帯動脈平滑筋細胞を 2気圧（血圧換算で 600 mmHg）を高圧と

して 0.002 Hz で周期的圧力印加を 24 時間行い、RNA を抽出して解析を行った。 

（４） コラーゲン産生の定量：Sirius Red Total Collagen Detection Assay Kit (#9062, 

Chondrex)を用いて細胞上清中の総コラーゲン量を測定した。 

（５） HIF-1 alpha の定量：Total HIF-1 alpha/HIF1A DuoSet IC ELISA (R&D System, 

Minneapolis, MN, USA)を用いて測定した。 

（６） 多層細胞シートの作製：臍帯動脈平滑筋細胞をアテロコラーゲン膜に播種して通常酸素

の大気圧で 24 時間培養したのち、2気圧を高圧として 0.002 Hz で周期的圧力印加を 24時間行

った。その後 2層目の細胞を播種し、同様の培養を繰り返すことにより 10層の細胞シートを作

製した。細胞シートはアスコルビン酸入りの培地でさらに 2週間通常酸素の大気圧で培養し、組

織学的検討、力学特性の検討、および移植実験に用いた。 

（７） 電子顕微鏡観察： 3 層の細胞シートを走査型電子顕微鏡で観察した。 



（８） 力学的特性の検討：DMT560 tissue puller (Danish MyoTechnology, Hinnerup, Denmark)

をもちいて応力ひずみ曲線と破断応力を算出した。 

（９） ラットへの細胞シートの移植：F344/NJcl–rnu/rnu ラットの腹部大動脈に 10 層の細胞

シートをパッチグラフト（2.0 × 1.5 mm）として移植した。動物実験は東京医科大学と横浜市

立大学の委員会の承認を得ておこなった（承認番号 R4-078、F-A-16-009）。 

 

４．研究成果 

（１） ヒト血管平滑筋細胞をもちいた高圧力・低酸素培養の検討 

2気圧を高圧として 0.002 Hz で臍帯動脈平滑筋細胞に周期的圧力印加を行うとフィブロネク

チン原線維の形成が促進し、さらにこの高圧力条件を 1%酸素(約 70 mmHg の酸素分圧)の環境で

細胞に印加するとさらにフィブロネクチン原線維の形成が増強することを見出した。この条件

で臍帯動脈平滑筋細胞 2 ロットを 24 時間培養して RNAseq 解析を行ったところ、高圧力・低酸

素培養で、N-myc downstream regulated 1（NDRG1）と複数のサブタイプのコラーゲン、コラー

ゲン架橋酵素 lysyl oxidase の発現が正常酸素濃度の大気圧での培養に比べ増加した。 

高圧力・低酸素培養による NDRG1 の増加は N-カドヘリンの細胞膜へのリクルートを促進し、

細胞間接着を誘導した。また、免疫細胞染色で検討したところ、この培養法によりインテグリン

α5β1 とフィブロネクチンのクラスター化が起こることが示された。さらに、この培養法によ

りコラーゲン線維の産生が増加することが示された。 

（２） 多層細胞シートの作製 

これらの結果より、高圧力・低酸素培養は細胞―細胞間接着、細胞―細胞外マトリックス接

着、および細胞外マトリックス架橋が促進されることが明らかとなったため、細胞播種と本培養

法を繰り返すことで多層細胞シートの作製を試みた。3層の多層細胞シートを作製することがで

き、電子顕微鏡観察でも、細胞間接着と細胞表面の細胞外マトリックスの線維化が観察された。 

さらに同工程を繰り返すと 10 層の細胞シートが安定的にかつ短時間で作製できたため、力学

的特性を検討した。引張破断強度は 2132±228mmHg であり、ラット大動脈に移植可能と判断し

た。 

（３） 多層細胞シートのラット大動脈への移植 

ヌードラットの腹部大動脈に 10 層のヒト臍帯動脈平滑筋細胞グラフトを移植した。17 匹の

うち、1匹が手術直後に死亡したが、残りのマウスはすべて予定の期間生存し、この間に移植部

位の血管狭窄が無いことをエコーで確認した。ラットに血栓形成を疑わせる症状はなかった。移

植後 3週間では血管内腔は完全に内皮化していた。5ヶ月後まで観察したが、いずれも血管は開

存し動脈瘤の形成はなかった。移植細胞は徐々にレシピエント由来の細胞で置き換えられ、移植

後 5か月では完全に移植された細胞は消失していた。 

（４） 結果のまとめと考察 

本研究では低酸素下での周期的な超高圧静水圧印加培養を用いて、ヒト臍帯血管平滑筋のみ

から構成される移植可能な人工血管の作製が可能であることを示した。超高圧低酸素培養法に

より細胞―細胞間接着、細胞―細胞外マトリックス接着、および細胞外マトリックス架橋が促進

されることで細胞を組織化できることが示された。 

血管疾患の罹患者は多く、より生体適合性の高い人工血管が求められている。足場材料を使

用しない細胞のみから構成される人工血管は、より生理的な細胞外マトリックスが構築される

点から高い生体適合性が期待される。本研究で開発した超高圧低酸素培養法は細胞を自己組織

化できる可能性を有することが示されたことから、今後循環器疾患のみならず他の分野での代



替組織の構築にも寄与することが期待される。 
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