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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体内環境を模した人工血管の開発のための第一歩とし

て、基底膜の網目骨格を形成する Ⅳ型コラーゲン会合体上で血管内皮細胞を長期培養し、その
形態、機能について検討した。その結果、血管内皮細胞は非酵素抽出 IV 型コラーゲン再会合
体上では敷石状の形態を維持し、細胞間結合に寄与するタンパク質や 1次止血の因子の発現な
どの機能を長期間にわたり維持していた。 
	
 本研究より、HAEC は非酵素抽出 IV 型コラーゲン再会合体上で培養することで、生体内環
境に近い形態、機能を長期間維持できることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：In	
 this	
 study,	
 as	
 the	
 first	
 step	
 of	
 the	
 development	
 of	
 artificial	
 
blood	
 vessel	
 that	
 mimics	
 in	
 vivo	
 environment,	
 Endothelial	
 cells	
 (ECs)	
 were	
 cultured	
 in	
 
long-term	
 on	
 the	
 aggregates	
 of	
 type	
 IV	
 collagen	
 that	
 is	
 similar	
 to	
 meshwork	
 structure	
 
found	
 in	
 the	
 basement	
 membrane,	
 and	
 their	
 morphology	
 and	
 function	
 were	
 evaluated.	
 The	
 
ECs	
 in	
 long-term	
 culture	
 on	
 type	
 IV	
 collagen	
 aggregates	
 formed	
 a	
 “paving-stone”	
 sheet	
 
more	
 stably	
 than	
 those	
 on	
 reconstituted	
 type	
 I	
 collagen	
 fibrils.	
 In	
 addition,	
 the	
 
expression	
 of	
 von	
 Willebrand	
 factor	
 that	
 is	
 involved	
 in	
 blood	
 coagulation	
 and	
 several	
 
proteins	
 that	
 are	
 involved	
 in	
 cell-cell	
 adhesion	
 was	
 found	
 in	
 the	
 ECs	
 cultured	
 on	
 type	
 
IV	
 collagen	
 aggregates. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)本研究に関連する国内・国外の研究動向
及び位置づけ	
 
	
 人工血管は、生体内の病的な血管を置換す

るために用いられる、一種の人工臓器である。
人工血管によって置換されるべき病的血管
とは、動脈硬化症等によって発症する動脈瘤、
血管狭窄部位を指す。動脈が局部的に嚢状に
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膨張した動脈瘤は将来破裂すれば、出血によ
って重篤な状態になるであろうことは容易
に想像される。また、血管狭窄は将来易血栓
形成部位となり生体にとって危険部位とな
ると考えられる。現在、一般的に用いられて
いるのはテフロン製の人工血管である。テフ
ロン製人工血管は生体内の劣化も少なく、生
体内で異物反応、毒性、発癌性が少ない。こ
れまでの国内外の研究からテフロン等を用
いた人工血管では血小板による血栓形成が
みられた。血栓形成を抑制するため、いくつ
かのテフロン製樹脂の修飾等を行った。テフ
ロンを荷電側鎖にて修飾させることにより
抗血栓形成を有する血管内皮細胞の接着を
試みた例も報告されている。また、I 型コラ
ーゲンを人工血管内部にコーティングし、内
皮細胞を付着させた例もある。しかしながら、
血栓形成を抑制するには至っておらず、より
生体内の環境に近い人工血管の作製が望ま
れている。	
 
	
 
(2)これまでの研究成果を踏まえ着想に至っ
た経緯	
 
	
 これまでに研究代表者は血管内での血栓
形成機構の研究を行ってきた。血管では傷害
等によって生じる出血を防ぐため、血小板を
中心に血栓が形成される。一方、止血後は過
剰に血栓が形成されるのを抑制する。このよ
うに血栓形成機構は、細胞（主に血小板）と
蛋白質（コラーゲン等の細胞外マトリックス、
凝固因子、線溶因子等）間の協調的な相互作
用（ネットワーク）を通じて巧妙に制御され
ている。研究代表者は血管周囲に存在し、血
栓形成の開始の開始点となるコラーゲンに
よる血小板凝集に焦点をあて研究を行って
きた。特に、コラーゲンレセプターの解析、
コラーゲン惹起血小板凝集の調節因子に着
目し研究を行ってきた。一方、研究分担者は
コラーゲンの構造と機能に関する研究を行
ってきた。特に生体材料から単離したコラー
ゲン分子を再会合し、生体内でのコラーゲン
の状態を再現することに成功した。一般的に
不溶性のコラーゲンの精製は容易ではない。
通常組織を機械的に破断した後、タンパク質
分解酵素ペプシン等によって処理した後、酸
性溶液に溶解し、コラーゲン分子を得る。し
かし、IV 型コラーゲン等の非コラ—ゲン領域
はペプシンによって分解される。IV 型コラー
ゲンは血管内皮細胞の直下で他のマトリッ
クスタンパク質と共に網目構造をとり、基底
膜を形成していることが知られている。IV 型
コラーゲンの非コラーゲン領域は網目構造
の形成に必須であると考えられており、ペプ
シン処理を伴う精製では、網目構造をした生
体内での IV 型コラーゲンを再現することは
不可能である。研究分担者はこれまでの研究
から、生体組織から IV 型コラーゲン分子を

ペプシン処理を伴わない方法にて精製する
方法を確立している。そして単離した IV 型
コラーゲン分子を単独で再会合し、生体内で
の形態と同様な網目状の会合体を得ること
に成功している。血管の内側に位置し、抗血
栓形成能を担う血管内皮細胞はその直下に
存在する IV 型コラーゲンを主体とした基底
膜に結合することがわかっている。研究分担
者は再会合した IV 型コラーゲンと I 型コラ
ーゲン上で血管内皮細胞を培養すると、IV 型
コラーゲン上での培養速度は I型コラーゲン
上のそれを上回ること、また細胞の生育密度
も IV 型コラーゲン上で培養したときの方が
より高いこと、生体内の血管内皮細胞が呈す
るのと同じ敷石状になることを見いだした。
また、IV 型コラーゲン会合体上で 50 日間連
続培養した血管内皮細胞は形態が変化せず、
血管内皮細胞の分化マーカーである LDL レセ
プターの機能にも変化がないことから、血管
内皮細胞としての構造と機能は失っていな
い事が予想される。一方、I 型コラーゲン繊
維上で培養した場合、長期にわたっての培養
では一部細胞の剥離また形態の変化が見ら
れた。また、IV 型コラーゲンと I型コラーゲ
ンの血小板凝集能を比較したところ、IV 型コ
ラーゲンの血小板凝集能がより低い事を明
らかにした。これらの研究成果をふまえて、
本研究では、テフロン等の人工素材に IV 型
コラーゲンの会合体を付着させ、血管内皮細
胞を生態内環境に近い状態で生育させるこ
とで、抗血栓性の人工血管を作成する事がで
きると考えるに至った。	
 
	
 
	
 
２．研究の目的	
 
我々は生体内環境を模した人工血管の作製
を目標としている。本研究ではその端緒とし
て、IV 型コラーゲン会合体上での培養による
血管内皮細胞の機能に影響するのかを検討
する。	
 
	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)各種コラーゲン溶液の調製	
 
ウシレンズキャプセルをプロテアーゼ阻

害剤を加えた PBS 中で超音波破砕し、遠心法
によって回収した沈澱に 0.5M 酢酸を加え溶
解することで、非酵素的手法により IV 型コ
ラーゲンを抽出した。その溶液中の IV 型コ
ラーゲンを塩析によって回収し、非酵素抽出
IV 型コラーゲン試料とした。	
 
	
 非酵素抽出 IV型コラーゲン(IV-A)	
 と非酵
素抽出ブタ腱由来 I 型コラーゲン(I-A)に終
濃度 0.1mg/mL になるようにペプシンを加え
25℃、1 時間インキュベートしたものをそれ
ぞれペプシン処理 IV 型コラーゲン試料
(IV-Apep)、ペプシン処理 I 型コラーゲン



 

 

(I-Apep)とした。	
 
	
 
(2)各基質上での HAEC の長期培養	
 
IV-A、IV-Apep、ペプシン抽出ヒト胎盤由

来IV型コラーゲン(IV-pep)、I-A、及びI-Apep
を 30µg/Ml に調製し、培養皿に添加後、中性、
37℃の条件で再会合させた。そこに HAEC を
播種し 1〜２ヶ月間培養を行った。	
 
(3)免疫蛍光染色	
 
	
 
	
 各培養基質上で長期培養した HAEC を各種
抗体を用いた免疫蛍光染色を行った。抗体は
抗血小板接着分子-1(PECAM-1)、抗ヒト von	
 
Willebrand	
 factor(VWF)抗体、及びコネキシ
ン 43(Cx43)抗体を用いた。	
 
	
 
(4)Realtime	
 RT-PCR による各タンパク質
mRNA 量測定	
 
	
 各培養基質上で長期培養した HAEC から
mRNA を抽出、逆転写し Realtime	
 PCR によっ
て PECAM-1、VWF、及び Cx43	
 mRNA 量を測定し
た。内部標準として GAPDH を用いた。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)免疫蛍光染色法を用いた細胞の形態の観
察	
 
	
 1 ヶ月間各基質上で培養した HAEC を抗
PECAM-1 抗体を用いて染色した蛍光像を図 1
に示した。非酵素抽出 IV型コラーゲン(IV-A)
上で培養した HAEC は細胞間の隙間が無く、
細胞の大きさも均一であった。（図 1a）。一方、
その他のコラーゲン試料を培養基質とした
場合（図 1b-f）、HAEC の細胞間に隙間が多く、
重層化していた。HAEC ではコートしたコラ
ーゲンの種類にかかわらず、PECAM-1 の発
現が見られた。	
 
	
 PECAM-1は生体内ではEC同士の接合部に多
く発現する。非酵素抽出 IV 型コラーゲン再
会合体（IV-A)上の HAEC でのみ PECAM-1 が細
胞間接合部に局在しており、生体内の状態を
再現していると考えられる。	
 
またその他のコラーゲン試料を培養基質と
した場合、PECAM-1 の局在は、細胞同士の接
合部だけでなく全体的に発現しており、重層
化し細胞同士が集まった部分には強く、細胞
が疎密な部分では弱く発現していた。	
 
IV-A 上で見られた単層で隙間ない敷石状の
EC の配列は生体内の EC の状態を再現してい
ると考えられる。この EC の形態、配列は接
着しているコラーゲンの会合体の形状に起
因していると考えられる。酢酸抽出した IV
型コラーゲン（IV-A）は網目状の平面的な会
合体を再構成することが報告されており、生
体内の基底膜の構造を一部再現していると
考えられ、それを足場としている EC が隙間
なく均一に配列することに関与しているこ

とを示唆している。	
 
	
 

	
 
図 1	
 各種培養基質上の HAEC での PECAM-1 の
局在	
 
a:IV-A 、 b:IV-Apep 、 c:IV-pep 、 d:I-A 、
e:I-Apep、f:コートなし	
 
赤:PECAM-1	
 青:核	
 scale:200µm	
 
	
 
	
 
(2)免疫蛍光染色法を用いた細胞の機能の検
討	
 

1 ヶ月間各基質上で培養した HACE を抗
VWF 抗体を用いて免疫染色し得た蛍光像を
図 2 に示した。VWF は血管での一次止血の
因子であり血管内皮細胞の分子マーカーで
ある。IV-A上で培養したほぼすべての HAEC
が VWF発現能を有していた（図 2a）。一方、
その他の培養基質上では、VWF を発現する
細胞と発現してない細胞が混在していた（図
2b-f）。また、(IV-A)上の HAECでは核の VWF
が局在しており、分泌前の VWF がゴルジ体
へ移動していると考えられる。 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 



 

 

	
 
図 2 各種培養基質上の HAEC での VWF の局在	
 
a:IV-A 、 b:IV-Apep 、 c:IV-pep 、 d:I-A 、	
 
e:I-Apep、f:コートなし	
 
赤:VWF，青:核	
 scale:200µm	
 
	
 
	
 
1 ヶ月間各基質上で培養した HACE を抗

Cx43 抗体を用いて免疫染色した蛍光像を図 3
に示した。Cx43 は IV-A 上では核付近に強い
発現が見られ、ゴルジ体に局在していると考
えている（図 3a）。その他の培養基質では細
胞によって核付近に局在しているもの、細胞
全体に広く分布しているものが認められた
（図 3b-f）。Cx43 がゴルジ体に局在している
細胞や小胞体に存在する細胞が混在してい
ると考えられる。	
 
	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

 
図 3各種培養基質上の HAEC での	
 
Cx43 の局在	
 
a:IV-A 、 b:IV-Apep 、 c:IV-pep 、 d:I-A 、
e:I-Apep、f:コートなし	
 
赤:Cx43	
 青:核	
 scale:200µm	
 
	
 
	
 
(3)	
 Real-time	
 RT-PCR による各タンパク質
mRNA 量測定	
 
	
 	
 2 ヶ月間各基質上で培養した HAEC の
PECAM-1、VWF、Cx43	
 mRNA 量を測定した結果
を図 4に示した。コートしていない培養皿で
培養したHAECの各 mRNA量を 100%とした場合
の相対量で示した。	
 

	
 
図 4.	
 各培養基質上で培養した HAEC の	
 各タ

ンパク質の mRNA 量	
 

A:IV-A、B:IV-Apep、C:IV-pep、	
 

D:I-A、E:I-Apep、F:コートなし	
 

	
 



 

 

まず PECAM-1	
 mRNA 量は IV-A 上で培養した
場合、その他基質と比べ少なかった、IV-A 上
では免疫蛍光染色像から HAEC 同士の接合部
に PECAM-1 の局在が確認された。細胞接合部
に必要十分な量の PECAM-1 があり、過剰な発
現を抑制していると考えている。	
 
VWF	
 mRNA 量は IV 型コラーゲンが培養基質

の場合、I 型コラーゲンやコートなしと比較
し少なかった。HAEC は IV 型コラーゲンと接
着することで VWF の発現を制御しているので
はないかと考えられたが、その機構について
は不明である。	
 
またCx43	
 mRNA発現量は、IV型コラーゲンと
I-Aを培養基質としたとき著減した。免疫蛍光
染色像からCx43量には大きな違いが確認でき
ず、遺伝子レベルでの発現量とCx43タンパク
質量に明確な相関は見られなかったことから、
より詳細な検討が必要と考えられる。	
 
 
(4)結論	
  
	
 ヒト大動脈内皮細胞は、非酵素法により抽
出した IV 型コラーゲン会合体上で培養した
時のみ、長期間その形態を維持することが可
能であった。また、分子マーカーである VWF
の発現も、ほぼ全ての細胞で長期間維持され
ることから、分化能維持にも、非酵素抽出し
た IV 型コラーゲンの会合体が寄与している
と考えられる。	
 
	
 これらの結果から、非酵素的手法により抽
出した IV 型コラーゲンから形成された会合
体は優れた血管内皮細胞の培養基質である
ことが示された。現在一般的に用いられてい
るテフロン性の人工血管では血小板による
血栓が見られるが、抗血栓性を有する血管内
皮細胞を接着させる事により、より生体内環
境に近い新規人工血管の開発に寄与すると
考えられる。	
 
	
 
(5)今後の展望	
 
	
 今後、IV型コラーゲン会合体上での内皮細
胞の機能を検討する一環として、血小板粘着
能に与える影響などを観察する予定である。
さらに、血管内皮細胞の培養を長期間安定に
維持するため、微生物の混入を極力抑えるよ
う努力すると同時に、IV型コラーゲン会合体
と同様な網目サイズを形成できる滅菌可能
な人工線維を入手出来るようつとめたい。 
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