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研究成果の概要（和文）：  

血管弾性線維は動脈の構造を保つ上で極めて重要な要素であり、その破綻は老化や血管病
と密接に関係している。血管特有のなんらかの機械的刺激が弾性線維形成に影響を及ぼす
ことが推定される。そこで本研究では機械的刺激の種類や強度などの変化が血管弾性線維
形成に及ぼす影響について解明することを目的に研究を行った。ラット胎仔から採取した
大動脈血管平滑筋細胞を用いた実験では、細胞の積層化や伸展刺激によって、平滑筋細胞
分化がより亢進し、血管弾性線維形成が促進されることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Vascular elastic fibers play a very important role in maintaining the structure of the 
arteries. The impairment of elastic fiber formation is closely related with aging and 
vascular diseases. We hypothesized that mecanical stresses onto the arteries would 
affect elastic fiber formation. Therefore, we tried to perform the quantitative analysis 
of the relation between elastic fiber formation and the types and strength of 
mechanical stresses. We found that elastic fiber formation was promoted in 
multi-layers of smooth muscle cells or by cycle stretch.  
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１．研究開始当初の背景 

  血管は常に血流や圧力など機械的刺激
に曝されながら、その構造を変化させ適応し
ている。これまでにも国内外の研究者によっ
て拍動血流が血管平滑筋細胞や内皮細胞の

性状を変化させるという報告は数多くなさ
れている。弾性血管には常に周期的な血流や
圧力変化が生じている。しかし機械的刺激の
種類や強度などの変化が、血管弾性線維の形
成と維持に及ぼす影響については、弾性線維
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形成を定量的に評価するための良い実験系
がなかったことなどから、今だに明らかにな
っていない。 

  Tissue Engineering の革新的技術開発
によって、より生体に近い人工血管の作成が
試みられている。「より生体に近い」の意味
するところは、単に血流を保つためだけの管
腔構造ではなく、血管機能を維持するために
特殊化された複合機能を有する三次元的構
造物と言い換えられる。研究分担者の岩﨑ら
は、動脈血管を構成する 3 種の細胞（内皮細
胞、平滑筋細胞、線維芽細胞）と人工の高分
子シートを材料に、培養液の流量や圧力など
の機械的刺激、pH、二酸化炭素濃度などの化
学的刺激を自由に制御できる独自の拍動循
環培養システムを用いて、動脈と類似した層
構造、強度、弾性を兼ね備えたハイブリッド
血 管 の 原 型 を 作 る こ と を 成 功 さ せ た
(Circulation 118:S52-S57. 2008)。この研究
によって、拍動循環という機械的刺激の加わ
ることが弾性線維を形成させ、弾力のある血
管を再構築するために必要であることが判
明した。 

 

２．研究の目的 

  本研究では血管特有の機械的刺激（血流
や圧など）が血管弾性線維形成に及ぼす影響
について、分析的及び演繹的に解明すること
を目的とした。細胞積層化技術、独自に開発
した拍動循環培養システム、培養細胞伸展装
置を用いて、血管を構成する細胞・組織とそ
の機械的刺激を定量的に操作し、血管弾性線
維形成に重要な因子へ、細胞構成や機械的伸
展が及ぼす影響を検討した。これら分析的研
究から得られた因子群から、血管弾性線維の
形成を決定する数理モデルの構築へ導くこ
とを目標にした。本研究によって、弾性線維
形成における機械的刺激の重要性を検証し、
弾性線維形成の機序解明への基盤技術と理
論の確立することを最終目標とした。血管弾
性線維は動脈の構造を保つ上で極めて重要
な要素であり、その破綻は老化や血管病と密
接に関係している。従って、本研究は血管生
物物理学のみならず、医学的・社会的にも極
めて意義が高く、より生体に近いハイブリッ
ド人工血管を創出する基盤研究へ導くため
の挑戦となる。 

 

３．研究の方法 

(1) 機械的刺激の変動によるハイブリッド
血管での弾性線維形成の変化 

① ラット培養細胞系の確立 
   既に研究分担者・岩崎らによって確立
された拍動循環培養システムを用いて、ハイ
ブリッド血管の作成を試みた。オリジナルの
論文では、ウシ平滑筋細胞が使われているが、
本研究においては既に公表されている遺伝

子情報を活用すること、細胞自体への遺伝子
操作を加えること、今後生体内にハイブリッ
ド血管を移植して評価する可能性があるこ
と、などを考慮し、ラット動脈を細胞の供給
源と変換した。胎生 21 日の Wistar ラットを
帝王切開で取りだし、速やかに下行大動脈を
剥離して、初代培養を行った。継代による細
胞固有の特性変化を考慮して、6 継代目まで
の大動脈血管平滑筋細胞を実験に使用した。 
② 機械的刺激（伸展）による弾性線維形成
の変化 
  培養細胞伸展刺激システムにラット大
動脈平滑筋細胞を培養し、伸展刺激の種類や
強度を変化させ、培養平滑筋での弾性線維形
成の程度を測定した。弾性線維形成の程度は
組織学的検討や弾性線維形成過程で重要と
考えられている既知の遺伝子や蛋白の発現
などを調べることによって判定した。 
③  ハイブリッド血管の構成成分の変化に
よる弾性線維形成への影響 
 血管再構築の過程で、平滑筋層や外膜層の
厚さや性状を変化させることや、弾性線維形
成を促進する遺伝子（Lox など）を培養平滑
筋細胞に導入したものを使って、ハイブリッ
ド血管を作成した。 
（２） 弾性線維形成に関与する遺伝子・蛋
白プロファイル変化の網羅的解析 
 弾性線維形成に影響を及ぼす因子が判明
した場合、その刺激の与えた時に生じる遺伝
子・蛋白の変化を DNA マイクロアレイや
nano-LC-MＳ/MS などの質量分析を使って解
析した。本研究期間内ではプロスタグランジ
ン E刺激が弾性線維形成不全を生じることが
判明したので、プロスタグランジン E刺激を
血管平滑筋に与えた段階での網羅的解析を
行った。 
 
４．研究成果 
(1) 機械的刺激の変動によるハイブリッド

血管での弾性線維形成の変化 
① ポリグリコール酸シートへのラット培
養細胞の播種 
   胎生 21日の Wistar ラットの大動脈平
滑筋細胞をポリグリコール酸シートへ播種



 

 

し、約４週間培養を行ったところ、図１のよ
うにシート外側部分への平滑筋細胞の生着
が認められた。その部位はエラスチン染色で
染まる部分が存在し、弾性線維形成が行われ
ていることが示唆された。しかし、内側には
殆ど細胞を認めず、内側面への酸素・栄養供
給不足によって細胞が死滅する可能性が示
唆され、解決すべき問題として残った。 
 
② 機械的刺激（伸展）による弾性線維形成
の変化 
  培養細胞伸展刺激システムにラット大
動脈平滑筋細胞を培養し、10%の伸展刺激を
１Hz で与え、14 日間を行ったところ、伸展
刺激のないものに比べ、10%の伸展刺激を与
えたものは弾性線維形成が有意に亢進して
いた。さらにエラスチン mRNA 発現が 10%の伸
展刺激を与えた群では伸展開始から５日目
より増加し、徐々に発現が増加していた（図
２） 

今後はさらに伸展頻度や強度を変えて、弾性
線維形成の程度を比較検討する予定である。 
 
③  血管平滑筋積層化よる弾性線維形成へ
の影響 
  平滑筋培養細胞の積層化技術を用いて、
ラット胎仔から採取した大動脈血管平滑筋
細胞を順次積層化し、７層まで細胞生存性を
保ったまま、重層化することに成功した。こ
の大動脈血管平滑筋細胞層の再構築系を用
いて、血管弾性線維形成に影響を与える要素
の検討を行った。その結果、１）血管平滑筋
培養細胞は単層に比べて重層化する方が血
管弾性線維の形成が促進されること、２）細
胞培養液のウシ胎仔血清濃度を１０％から
１％へ低下させる、もしくは血清を除去する

と血管弾性線維の形成が促進されること（図
３）、３）プロスタグランジン E 刺激を行う
と血管弾性線維の形成が有意に抑制される
こと、を見出した。本結果に基づき、より定
量的な解析のための準備を整えることが出
来た。 
 
（２） 弾性線維形成に関与する遺伝子・蛋
白プロファイル変化の網羅的解析 
 本研究と関連して行われているラット動
脈管の研究結果から、プロスタグランジン E
刺激が弾性線維形成不全を生じることが判
明したので、プロスタグランジン E 刺激を血
管平滑筋に与え、その培養上清を nano-LC-M
Ｓ/MS 質量分析を使って解析した。その結果、
プロスタグランジン E 刺激によって、Nov と
いう分泌タンパクがより多く分泌されるこ
とが判明した。今後、さらに Nov が弾性線維
形成に及ぼす影響について検討を進める予
定である。 
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