
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２２７０１

挑戦的萌芽研究

2013～2012

三次元多層細胞構築による動脈硬化における炎症の慢性化機構の解明

Three-dimensional multilayers of smooth muscle cells as a new experimental model for
 vascular biology

７０４０４９９４研究者番号：

横山　詩子（YOKOYAMA, Utako）

横浜市立大学・医学部・講師

研究期間：

２４６５９１００

平成 年 月 日現在２６   ６ １９

円     3,000,000 、（間接経費） 円       900,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、新規実験系「三次元多層細胞」を構築して動脈硬化の病態を解明し、効果的な治
療の基礎を確立することを目的とした。ラットの新生仔の大動脈から単離した血管平滑筋細胞を用い、フィブロネクチ
ンとゼラチンの細胞表面の薄膜形成により７層の三次元血管モデルを構築した。７層の積層構造と弾性線維の形成が確
認され平滑筋の分化度が高いことが明らかになった。さらに、三次元平滑筋細胞積層体にマクロファージが浸潤し弾性
線維を分解している様子をとらえることができた。本研究による三次元血管モデルは血管疾患解明の新たなツールとな
ることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Elastic fiber formation is disrupted with age and by health conditions including a
neurysms and atherosclerosis. Despite considerable progress in the understanding of elastogenesis using th
e planar culture system and genetically modified animals, it remains difficult to restore elastic fibers i
n diseased vessels. To further study the molecular mechanisms, we created in vitro three-dimensional vascu
lar constructs. Three-dimensional cellular multilayers (3DCMs), which consisted of seven layers of neonata
l rat aortic SMCs cultured in 1% fetal bovine serum in DMEM medium, exhibited layered elastic fibers and d
ifferentiated smooth muscle cell phenotype within seven days of being in a static culture condition. Furth
ermore, infiltration of THP-1-derived macrophages decreased the surrounding elastic fiber formation in 3DC
Ms. 3DCMs may offer a new experimental vascular model to explore pharmacological therapeutic strategies fo
r abnormal vascular remodeling.
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１．研究開始当初の背景 
 
動脈硬化は血管の慢性炎症が主たる原

因であると考えられているが（Ross R. N. 

Engl. J. Med. 1999）、その機序は解明されて

いない。特に血管壁の大半を占める平滑筋細

胞が慢性炎症に果たす役割、という視点での

研究はない。その理由は、平滑筋細胞が免疫

細胞と内皮細胞に及ぼす作用を検討でき、ヒ

トの病態を反映する実験系が存在しないた

めと考えられる。申請者は、新規実験系であ

る、ヒトの免疫‐内皮‐平滑筋細胞からなる

三次元多層細胞を ex vivoで構築し、生理的

血管壁構造を再現することで、ヒトの動脈硬

化における炎症の慢性化機構を解明できる

可能性があると着想した。 

 
２．研究の目的 
 
新規実験系 「免疫‐内皮‐平滑筋細胞

からなる三次元多層細胞」 を構築して動脈

硬化の病態を解明し、効果的な治療の基礎を

確立することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

（１）三次元積層体の構築 

ウィスターラットの新生仔の大動脈か

ら単離した血管平滑筋細胞を用いた。平滑筋

細胞の表面にフィブロネクチンとゼラチン

を交互に９回コーティングし、細胞表面にナ

ノレベルの薄膜形成を４日間かけて行い、合

計７層の平滑筋細胞積層体を構築した。その

後 10%もしくは 1%の FBS を含有した DMEM, 

DMEM/F-12 を用いて２日間培養し、培地条件

が弾性線維の形成や平滑筋細胞の特性に与

える影響を検討した。 

 

（２）弾性線維形成の解析 

弾性線維の染色・定量：エラスチカ・ワ

ンギーソン染色を行い、ソフトウェアを用い

て、輝度抽出により定量した。また、タンニ

ン酸含有の固定液で処理した積層細胞体を

電子顕微鏡で観察し、弾性線維形成の存在を

確認した。 

 

（３）平滑筋細胞の分化の評価 

平滑筋細胞積層体と、既存の三次元細胞

培養としてスフェロイドを平滑筋細胞で作

成し、平滑筋の分化の比較・検討を行った。

平滑筋分化マーカーとして、SM1, SM2, alpha 

SMA, SM22, calponin, high caldesmon, 

myocardin を定量 PCR または免疫染色、ウェ

スタンブロットで行った。未分化マーカーと

しては SMemb を定量 PCRとウェスタンブロッ

トで評価した。 

 

（４）マクロファージとの共培養 

三次元平滑筋細胞積層体に単球系細胞

株（THP-1）を PMA を用いてマクロファージ

に分化させて共培養し、マクロファージの平

滑筋細胞体への影響を検討した。マクロファ

ージの平滑筋細胞積層体への浸潤は、パラフ

ィン切片による蛍光免疫染色で評価し、弾性

線維の断裂の評価はエラスチカ染色で行っ

た。 

 

４．研究成果 

 

（１）血管中膜を模した平滑筋細胞積層体の

構築法の確立 

血管の生理学的特性において弾性線維

の構築は必須である。動脈硬化は大動脈など

の大血管から冠状動脈などの中血管に好発

し、脂質の沈着に端を発した持続する炎症に

よって、内膜肥厚形成の促進と、弾性線維形

成の低下が起こる。動脈硬化など血管リモデ

リングを解析するために、三次元細胞積層体

の中での弾性線維の構築を可能にするよう

な培養法の検討を行った。 

エラスチン蛋白がリシルオキシダーゼ



により架橋結合することで機能的な弾性線

維が形成される。DMEM/F-12 には、リシルオ

キシダーゼの活性に必要な銅が含有されて

いるため、DMEM/F-12 での培養が弾性線維形

成に有利ではないかと考えた。しかしながら、 

DMEM/F-12 により培養された三次元血管モデ

ルでは細胞の生着が悪く７層の構造が形成

されなかった。一方、DMEM により培養された

ものでは７層の積層構造と弾性線維の形成

が確認された。次に血清の条件を変えてさら

に検討したところ、1%の FBS の条+件では 10%

と比較し、弾性線維の形成が有意に増加した。

DMEM+１％FBS の条件では、エラスチカ染色に

より層状の弾性線維が形成されていること

がわかり、さらに電子顕微鏡でも平滑筋細胞

の層の間に弾性線維が形成されていること

が確認され、生化学的にもトリチウムラベル

したバリンの取り込みが、ほかの培養法や平

面培養の平滑筋細胞より多かったことから、

この平滑筋細胞積層体では弾性線維形成が

行われていることが証明された。また、弾性

線維を形成する構成分子のうち特に、

tropoelastin と fibrillin-2 の mRNA 発現が

単層の平面培養より有意に高かった。これま

で、３次元細胞体の中で１週間で弾性を形成

させるといった報告はなく、本研究での短期

間での弾性線維構築の確立は新規であると

考えられたため、特許申請（後述）を行った。 

 

（２）平滑筋細胞分化の検討 

従来の培養法である単層培養では、平滑

筋細胞を生体内のように高度に分化させた

状態で保つことは困難であった。このため、

単層培養法を用いた in vitro の実験から得

られた知見は、しばしば生体内の現象を反映

していないといった問題点がある。そこで本

研究では、三次元平滑筋細胞積層体の平滑筋

細胞の分化度を、従来の単相培養法と比較検

討した。 

単層の細胞と比較し、三次元血管モデル

においては収縮型の平滑筋マーカーである

SM1 と calponin の mRNA 発現が有意に多く、

合成型のマーカーであるSMembの発現が少な

かった。また、既存の三次元培養として、平

滑筋細胞をスフェロイド状に培養したもの

とも平滑筋細胞の分化度を比べた。他の細胞

腫では多く報告のあるスフェロイド培養だ

が、平滑筋細胞をスフェロイド状に培養した

報告は少なく、平滑筋細胞の分化度を評価し

たものはなかった。スフェロイド培養の方が

単層培養より分化度が高いことが予測され

たが、予想に反して、スフェロイド培養は単

層培養より全てのマーカーにおいて平滑筋

細胞の分化度が低かった。つまり、三次元平

滑筋積層細胞体は、単層培養とスフェロイド

培養に比べて平滑筋の分化度が高いことが

わかった。 

 

（３）マクロファージ浸潤の影響の検討 

三次元平滑筋細胞積層体にマクロファ

ージに分化させた THP-1 細胞を添加し、共培

養を行った。７２時間後、マクロファージが

層状に配置された平滑筋細胞部分に浸潤し、

その周囲の弾性線維が分解されていること

をfibrillin-1に対する抗体を用いた免疫染

色とエラスチカ染色でとらえることができ

た。また、三次元細胞積層体自体がマクロフ

ァージの浸潤に伴って断裂し、肉眼的にも著

明な変化を認めた。さらに、マクロファージ

は炎症部位でシクロオキシゲナーゼを高発

現し、プロスタグランディンＥを産生するこ

とが知られている。シクロオキシゲナーゼは

動脈硬化部位でも産生が多いことが知られ

ているため、プロスタグランディンＥを平滑

筋細胞積層体に添加して培養したところ、マ

クロファージの浸潤で見られたものと同様

に、弾性線維の断裂を細胞体のリモデリング

が認められた。 

 

 



（４）結語 

本研究により、弾性線維を含有する分化度の

高い平滑筋細胞で構成される三次元細胞積

層体を作製することができた。マクロファー

ジの浸潤も再現できることが確認できたた

め、この三次元血管モデルは血管疾患解明の

新たなツールとなることが期待される。本研

究は Atherosclerosis（233）p590-600、2014

に掲載された。 
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