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研究成果の概要（和文）：マウス背部微小循環観察チャンバー法を用い、低酸素環境下と通常酸素環境下における再生
組織部位での新生毛細血管数を比較した結果、低酸素環境下のほうが通常酸素よりも新生血管数は多かった。一方、組
織再生面積は通常酸素のほうが大きく、再生初期においては組織周囲からの拡散による酸素供給が有効であることが判
明した。これは、血管壁での酸素消費が大きく、組織再生初期における過多な血管新生は組織への酸素供給に不利とな
ることが考えられる。そのため再生初期には高酸素環境で、その後再生組織の大きさが周囲からの拡散可能距離を超え
てからは低酸素環境に置き毛細血管新生を亢進させることが有効であるのではないかと考えれる。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the microcirculatory responses during the wound healing process by in
 vivo mice models. Mice with dorsal skinfold chambers were used to observe the tissue regeneration and cap
illary angiogenesis. The progress time for the recovery and the total numbers of new born capillaries were
 evaluated with different oxygen groups. The progress time for the tissue regeneration was faster under hi
gh oxygen conditions rather than low oxygen conditions. The recovery time under high oxygen and low oxygen
 groups averaged 6 days and 10 days, whereas the total numbers of new born capillaries under low oxygen co
ndition were greater than high oxygen condition. From these results, high oxygen condition would be advant
aged for the wound healing in the early stage since oxygen can be supplied from atmosphere. On the other h
and, new born capillaries would be required after when the regenerative tissues have grown up to the size 
larger than oxygen cannot be supplied by diffusion from atmosphere. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

再建医学領域における有効な治療法として

自己組織再生と細胞工学的再生組織の移植

が考えられる。これらにとって共通の問題

点は再生組織を栄養するための微小循環血

行の確立が難しいことである。試験管内に

おいていかに高機能な再生組織であっても、

生体内でその機能を長期に亘り維持するに

は、栄養血管系の構築が不可欠であること

は自明である。しかし培養細胞系により目

的とする組織を構成する細胞工学プロジェ

クトの多くは栄養血管についての配慮が欠

けている。本研究では、血管新生を組織酸

素環境に対する生体固有の適応反応として

理解することにより、上記問題点の克服、

すなわち自己および細胞工学的再生組織へ

の栄養供給のための in vivo微小血管誘導

法の確立を目指す。具体的には、①生体制

御システムの一環としての血管新生メカニ

ズムを明らかにする、②このメカニズムに

基づき機能的血管化組織構築のための最適

酸素環境を決定する、③この血管化組織構

築法を、生体システム固有の適応反応を利

用した新しい血管新生療法として確立させ

る。 

２．研究の目的 

低酸素に対応する生体制御システムの一環

としての血管新生メカニズムを検証する。

そのため、生体内血管新生観察モデルとし

て、ラット・マウス背部皮膚の全層欠損に

よる創傷治癒モデルと背部皮膚透明窓装着

血管新生モデルを作製する。開発モデルを

用い、生体顕微鏡下に組織酸素分圧を変化

させたときの微小循環血行と血管壁での酸

素消費の応答を分析し、生体適応としての

血管新生に対する至適酸素環境を決定する。

その後は、組織再生のための血管新生を最

大効率にする酸素環境を整えた状態で、自

己骨髄細胞を利用した強力な血管新生療法

を確立する。骨髄細胞から分離した内皮前

駆細胞を蛍光標識し、初年度に開発した酸

素分圧可変血管新生モデルに投与して蛍光

生体顕微鏡下に血管新生部位への動員・分

化の関連を追及する。血管新生誘導に最適

な酸素分圧を決定し、自己再生組織の血管

構築と細胞工学的再生組織への微小循環系

および血管柄の確立を目指す。さらに最適

状態に設定した生体材料内に主細胞と骨髄

細胞、内皮細胞の共培養を行った微小循環

形成準備状態の複合体を組み込むことによ

り、体循環血管からの新生血管を誘導した

微小循環血行を有する機能的組織を構築す

る。 

３．研究の方法 

(1) 血管新生メカニズムの解明 

低酸素に対応する生体制御システムの一環

としての血管新生メカニズムを検証する。

ラット・マウス背部皮膚の全層欠損による

創傷治癒モデルと背部皮膚透明窓装着血管

新生モデルを用い、生体顕微鏡下に組織酸

素分圧を変化させたときの微小循環血行と

血管壁での酸素消費の応答を分析し、生体

適応としての血管新生に対する至適酸素環

境を決定する。 

(2) 生体内血管新生モデルの確立 

これまで対象としてきた骨格筋微小循環モ

デルに加え、マウス背部皮膚を対象とした

皮膚軟部組織の微小循環を可視化する実験

モデルを開発する。このモデルを基に創傷

治癒過程の血管新生を慢性的、定量的に解

析できる血管新生モデルを確立する。 

(3) 酸素分圧と血行動態・血管新生の関連 

酸素分圧変化によって血行動態と血管新生

が如何に影響を受けるかを観察・解析する。

血管新生モデルに独自に開発した組織内酸

素分圧分布計測システムを適用する。組織

酸素分圧の調整は、当初は酸素濃度を調整

したガスをチャンバー内に誘導することに

より行うが、その後は微小循環可視化モデ

ルの透明窓に異なる酸素透過性を有する素



材を用いることで観察領域の酸素分圧を

1-2mmHgから数10mmHgまで変化させられる

ようにする。この素材としては酸素透過性

コンタクトレンズ素材を使用する予定であ

る。種々の酸素分圧における血行動態と血

管新生を定量し、それらの関連を見出す。

血行動態は現有の動的微小循環血流測定シ

ステム（CapiflowⓇ）により微小循環ビデ

オ信号波形をコンピューター上で解析する。 

(4) 骨髄細胞挙動の解明 

血管新生に関与する内皮前駆細胞など骨髄

中の幹細胞は低酸素刺激により末梢血中に

動員され、血管新生部位に取込まれ分化す

るといわれているが、in vivo での動態は

十分に解明されていない。申請者は新鮮骨

髄 か ら 内 皮 前 駆 細 胞 を 豊 富 に 含 む

EPC-enriched fraction を分離・標識する

手法をほぼ習得している。前記の酸素分圧

可変血管新生モデルに蛍光標識した抽出骨

髄細胞を投与して蛍光生体顕微鏡下にその

動態を追求する。その画像を基に酸素分圧

と骨髄細胞の創傷部位への動員・分化の関

連を調べる。 

(5) 血管壁における酸素消費の推定 

種々の組織酸素レベルにおける血管内外で

の酸素分圧を計測し、その実測値を基に、

独自の微小循環酸素拡散モデルを用い、血

管壁での酸素消費を定量化し、新生血管密

度と組織への酸素供給効率の関連を検討す

る。 

(6) 最適酸素状態の検証 

低酸素が血流増加、骨髄細胞の動員を惹起

して血管新生を誘発するという経過を予

想しているが、いかなる程度の低酸素が血

管新生にとって有利かは不明である。酸素

がなければすべての生命活動は不能のた

め低酸素も過度になると細胞の活動は抑

制され創傷治癒・血管新生が阻害されるこ

とは理論的、実験的、臨床的にも明らかで

ある。再生組織内の血管密度とそれらが消

費する酸素量と再生組織酸素分圧の関連

を詳細に解析し、周囲からの拡散による酸

素供給が可能な組織容積を求め、低酸素環

境に変更し血管新生を誘導させる最適ポ

イントを決定する。これらの結果から組織

再生のための至適酸素状態を決定する。 

(7) 血管新生療法の開発 

組織再生のための血管新生を最大効率にす

る酸素環境を整えた状態で自己骨髄細胞を

利用した強力な血管新生療法の開発を行う。

生体適合材料に骨髄細胞を組込むと同時に

酸素分圧を調節する技術を開発する 

(8) 骨髄細胞 carrier material の検索 

採取した骨髄細胞を保持し、生体外で活動

度を維持するための環境設定や適切な素材

を検討する。血管新生のためには血管が伸

展するための細胞足場が必要なため、その

役割も兼ねて現時点ではコラーゲンマトリ

ックスの利用を考えているが、それ以外の

biodegenerative な素材についても最適な

ものを探求していく。 

(9) 酸素分圧コントロール法の開発 

骨髄細胞を組み込んだ生体素材の酸素分圧

を制御する方法を考案する。前年度研究計

画 5で見出した至適酸素分圧をセットポイ

ントとして酸素環境測定システムを作成し、

最適酸素環境を維持する方法を探る。酸素

分圧測定法としては Pd-ポルフィリンなど

の酸素感受性プローブの蛍光寿命測定また

は Clark 型電極のような酸化還元の化学反

応を利用したシステムを用いる予定である。

酸素状態調節には外部からの酸素供給量を

調整する方法に併せ、酸素透過性の異なる

生体適合素材を使用する。 

(10) 血管新生療法の確立 

ここまでの成果を総括して酸素分圧をコン

トロールでき、前駆細胞やサイトカインを

豊富に含む自己骨髄細胞入りの生体適合材

料を欠損部に移植することで生理的に最適

な条件での血管新生誘導を行い、自己再生



組織への血管誘導を確実にする手法を確立

する。 

(11) 機能的組織の構築法の創製 

本研究の最終段階では組織工学的再生組

織への微小循環系および血管柄の確立を目

指す。血管新生最適状態に設定した細胞足

場を兼ねた生体材料内に主細胞と骨髄細胞、

内皮細胞の共培養を行い、ハイブリッド幹

細胞として組込む技術を開発する。この微

小循環形成準備状態の複合体に対して種々

の条件・環境を整備することにより体循環

血管からの新生血管を侵入・結合させ血管

柄付きで微小循環血行を有した機能的組織

の構築法の創製を目指す。 

 (12) 総合評価 

以上の研究成果に基づき、最適酸素供給効

率に基づく機能的血管化組織の構築法に関

する統合的な知識を提供する。 

４．研究成果 

(1) 局所酸素環境と毛細血管新生の関連 

まず、異なる酸素環境下での微小循動態を

比較するために、酸素不透過性透明窓（カ

バーガラス）を装着したモデルと酸素を透

過する透明窓を装着したモデル透明窓を装

着したモデルを用意した。各モデルにおい

て、透明窓装着後 0,3,5,7 日目の窓内酸素

分圧を計測するとともに、微小循環動態を

顕微鏡システムで観察・記録した。酸素分

圧の計測は、酸素感受性蛍光プローブの消

光時間から求める非接触・光学的手法

(Fibox3: PreSens）により行った。観察視

野内に存在する微小血管面積の定量化は、

観察窓装着直後（観察 0日目）と 7 日目の

微小循環画像内の血管占有面積を Image J

（NIH）により二値化処理し、0日目に対す

る増加率として表した。 

酸素不透過性窓と酸素透過性窓を装着し

7 日経過後の血管占有面積の増加率は、そ

れぞれ 77±24%と 11±3%で両者には有意な

違いが見られた（図 1）。一方,同時に計測 

 

図１酸素不透過性窓と酸素透過性窓を装着

し 7日経過後の血管占有面積の増加率 

 

 

図２ 酸素不透過性窓と酸素透過性窓装

着時の窓内組織酸素分圧の経時変化 

 

した観察窓内組織酸素分圧は酸素透過性窓

内では、装着直後から７日目までほぼ 30～

40mmHg の範囲に留まっているが、酸素不透

過性窓内は、装着直後は 20mmHg 以下と低酸

素状態にあるが、その後は血管面積の増加

と共に 30mmHg まで増加していることが分

かる（図 2）。 

(2) 毛細血管新生と組織再生能 

毛細血管新生と組織再生能の関係を明らか

にするため、異なった酸素環境下での創傷

治癒過程の微小循環動態観察を行った。創

傷の作成は透明窓内組織中央部に生検用パ

ンチ（Kai Industries Co.,Ltd.）で直径

1mm の組織欠損を作成した。その後、酸素



不透過性窓または透過性窓を装着すること

で酸素環境を調整しながら欠損修復部位に

浸潤する新生血管の違いを中心に 7日間観

察した。図３に透明窓装着後 0,5,7 日目の

創傷治癒観察例を示す。図中上下段は、そ

れぞれ酸素不透過性窓と透過性窓を装着し

たモデルの観察結果である。酸素不透過性

窓内で治癒したモデルは、酸素環境制御直

後から欠損に向かって血管が新生し始め、

欠損を修復する再生組織に血管を誘導させ

ながら治癒した。それに対し、酸素透過性

窓内の欠損は、血管のない組織のみで欠損

を塞ぎ、その後に組織内への血管誘導が起

こった。生体内の組織酸素分圧は通常、安

静状態では 40mmHg 前後である。そのためそ

れ以下の酸素状態に陥った場合、代謝機能

維持のため組織自身の適応反応が働き、血

管新生が亢進すると考えられるが、この適

応反応が in vivo 微小循環の経時観察によ

り直接確認できた。さらに創傷治癒時では

組織での酸素消費は通常より多くなるため、

この血管新生亢進による適応反応はより顕

著に表れるのではないかと考えられる。図

３上段の低酸素環境下での創傷治癒過程観

察結果で見られた欠損部位への新生血管の

浸潤は、本仮説の妥当性を示すもので,早急

に酸素を必要とする創傷組織がまずライフ

ラインの血管を構築し、そこから組織再生

に必要な酸素を確保しているのではないか

と考えられる。一方、高酸素環境では拡散

により外気から直接酸素を取り入れられる

ため、再生初期段階においては必ずしも血

管を必要としない。しかし拡散による酸素

供給には距離的制限があるため、再生組織

が成長していく過程においては限界がある。

以上、本研究結果をまとめると、再生医療

への応用まで考慮した長期的な血管誘導法

としては、早い段階で再生組織に血管網を

構築することのできる低酸素環境が有利で

あるのではないかという結論に至った。 

 

図３ 透明窓装着後 0,5,7 日目の創傷治癒

観察例。図中上下段は、それぞれ酸

素不透過性窓と透過性窓を装着した

モデルを示す。 
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