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研究成果の概要（和文）：我々は先行研究で、ラット大動脈平滑筋細胞に細胞外基質の薄膜を作ることで細胞を
積層し、高い弾性を有する多層の三次元平滑筋細胞シートを作製することに成功した。先行研究の技術をもと
に、本研究ではヒト臍帯動脈平滑筋細胞を用いて生体素材のみからなる小児用の新規動脈グラフトを開発するこ
とを目的とした。積層の際の細胞密度や培養時間を改良点として、7層で50ミクロン以上の厚みのある細胞積層
体を得ることが出来た。さらに、多層積層体の破断張力は、1874±255 mmHg (718-3138 mmHg)であり、ラット腹
部大動脈にパッチグラフトとして移植を行ったところ、5か月後に長期開存性を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that a layer by layer method using gelatin and 
fibronectin enabled to fabricate three-dimensional multi-layered smooth muscle cells. Based on this 
technique, we aimed to fabricate implantable arterial grafts. We optimized density of cell seeding 
and incubation time and obtained seven-layered multilayered smooth muscle cells that have 0.05 mm in
 thickness. The burst pressure was 1874±255 mmHg (718-3138 mmHg). We implanted the sheet into rat 
abdominal aorta as a patch graft and found graft patency for five month.

研究分野： 循環生理学

キーワード： 再生医療　循環器・高血圧　平滑筋　人工血管
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１．研究開始当初の背景 

先天性心疾患は１％もの児が罹患し、中で

も複雑心奇形には外科的根治術が必要であ

り、人工血管が使用されることが多い。現在

は ePTFE などの人工素材や異種心膜が使用

されているが、異物であることから遠隔期の

石灰化や再狭窄をきたすため問題となって

いる。近年、新岡らは生体吸収性の管腔素材

に自己骨髄細胞を充填した異物の残存しな

い人工血管を開発し、静脈グラフトとして良

好な成績を示している（Shin’oka T, et al., 

N Engl J Med, 2001; J Thorac Cardiovasc 

Surg, 2005）。しかしながら、この手法でも

動脈圧に耐えられる弾性・剛性は得られてい

ない。つまり、現在は動脈圧に耐えられる生

体素材のみからなる人工血管は存在しない。

小児に理想的な人工血管とは、異物の残存や

石灰化がなく、成長する可能性があるものと

考えられている。さらに動脈グラフトには体

血圧に耐えられる高い弾性が必要である。し

かしながら理想的な動脈グラフトは近年の

顕著な再生医学の進歩にも関わらずいまだ

実現していない。 

申請者は先行研究で、高密度で培養して高

度に分化させたラット平滑筋細胞の表面に

フィブロネクチンのナノ薄膜を形成するこ

とで細胞を多層に積層し、わずか 1 週間で高

い弾性を持つ多層の三次元平滑筋細胞シー

トを得ることに成功した（特許第 4919464 号、

特願 2013-212966、J Biomater Sci Polym Ed, 

2012, Adv Drug Deliv Rev, under revision, 

Atherosclerosis, under revision）。先行研

究で得られた技術をもとに、本研究では、血

管平滑筋細胞を用いて、動脈圧に耐えられる

生体素材のみからなる人工血管を開発する

ことを着想した。 

 

２．研究の目的 

我々は先行研究で、ラット大動脈平滑筋細

胞に細胞外基質の薄膜を作ることで細胞を

積層し、高い弾性を有する多層の三次元平滑

筋細胞シートを作製することに成功した。先

行研究の技術をもとに、本研究では血管平滑

筋細胞を用いて生体素材のみからなる小児

用の新規動脈グラフトを開発することを目

的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）平滑筋積層細胞体の作製 

Layer by Layer 法でフィブロネクチンと

ゼラチンをラット大動脈平滑筋細胞表面に

コーティングして、細胞を７層～10 層積層し

て平滑筋細胞積層体を作製した。 

（２）弾性線維形成の評価 

弾性線維の足場蛋白であるフィブリリン

分子を標的とした免疫染色を行い、またエラ

スチカ染色を行い評価した。 

（３）細胞積層体の遺伝子解析 

Agilent 社のマイクロアレイを用いて、平

滑筋細胞積層体と、新生児ラット大動脈平滑

筋細胞、ラット成仔大動脈平滑筋細胞、ラッ

ト大動脈の網羅的遺伝子解析を行った。 

（４）管腔状グラフトの張力測定 

血 管 張 力 計 測 機 器 （ DMT 社 製 

TissuePuller）を用いて、作製した細胞積層

体の引っ張りに対する張力と伸展度を定量

した。伸展速度は 100 m/sec とし、応力・

ひずみ曲線を求め、最大破断張力を求めた。 

（５）細胞積層体の移植実験 

横浜市立大学医学部から承認された動物

実験プロトコールに従って移植実験を行っ

た。平滑筋細胞積層体を 1 ミリ×1.5 ミリの

楕円状にトリミングし、同じサイズのラット

大動脈を切除した部分に、10-0 糸 12 針ほど

で縫合した。手術後は 1週間抗生剤の投与を

行った。抗凝固剤の投与は行わなかった。 

 

４．研究成果 

（１）平滑筋細胞の培養条件及び細胞積層体

作製条件の最適化 



平滑筋細胞の性質は培養経過の中で可逆

的に変化するため、一定の弾性を有する細胞

体を安定的に得ることが課題である。我々は、

大阪大学明石研究室で開発されたフィブロ

ネクチンとゼラチンを交互に塗布する layer 

by layer 法を用いて、平滑筋細胞表面に足場

を作ることで、平滑筋細胞を三次元的に積層

し、平滑筋積層体を作製することが出来てい

る。この方法を改良することで、安定的に平

滑筋積層体を作製することができた。 

①細胞密度を１００％以上に高く保って

３日以上培養したのちに積層培養に供する

こと、②ラット新生児大動脈平滑筋細胞を一

日一層ずつ積層すること、を改良点として、

７層で５０ミクロン以上の厚みのある細胞

積層体を得ることが出来、フィブリリン１抗

体を用いた染色でもラット大動脈に近い弾

性線維構造を確認することが出来た（明石満、

松崎典弥、石川義弘、横山詩子：三次元組織

体 及 び そ の 製 造 方 法 、 出 願 番 号 ：

JP2015-541635 日本出願日 2016 年 4月 8日；

明石満、松崎典弥、石川義弘、横山詩子：三

次元組織体及びその製造方法、出願番号：未

送付 米国出願日 2016 年 4月 10 日）。 

また、血管張力計測機器を用いて、作製し

た細胞積層体の引っ張りに対する張力と伸

展度を定量した。市販の人工物から作製され

たグラフトと同レベルの長軸方向で１．３倍

以上の進展性を有する細胞積層体を作製す

ることを目標とした。ラット新生児大動脈平

滑筋細胞の培養条件と積層体作製のプロト

コール変更することで、長軸方向に１．３倍

以上に伸展可能な平滑筋細胞積層体を得る

ことが出来た（サンプル数＝５）。 

 

（２）細胞積層体の遺伝子発現解析 

細胞から作製された産物はロット間のば

らつきが大きいことが課題となっている。こ

のため、作製した細胞積層体の品質を確認す

るために、マイクロアレイを用いて発現遺伝

子を網羅的に解析した。平面培養した平滑筋

細胞、細胞積層体、生体の血管組織をそれぞ

れ比較・解析することで、細胞積層体に最適

な培養条件を検討した。 

平面培養した平滑筋細胞（n=3）、細胞積層

体（n=5）、生体の血管組織（n=3）の遺伝子

の挙動をマイクロアレイを用いて網羅的に

解析した。クラスタリング解析では、細胞積

層体は平面培養した平滑筋細胞とラット大

動脈の中間の性質を示し、明らかに平面培養

した細胞より、組織に近いことがわかった。

中でも細胞積層体の特定の遺伝子は、組織中

のものと極めて発現量が近く、細胞積層体作

製に重要な役割を果たしていることが明ら

かとなった。 

細胞積層体は本研究の培養条件で適切に

生体組織に近い性質を示したことから、プロ

トコールが現在のところ適切であることが

明らかとなった。 

 

（３）細胞積層体のラットへの移植実験（急

性期） 

ラット新生児大動脈平滑筋細胞を用いて

積層を 1 日 1 層ごとに繰り返し、10 日間で

10 層の積層体を作製した。用手的に張力を検

討したところ、より弾性と剛性が必要である

との結論に至り、アスコルビン酸添加培地で

積層体を 2週間培養する工程を加えた。 

この結果、張力測定

装 置 （ DMT 社 製 

TissuePuller）にて測定

可能な範囲である積層

体が得られたため、オス

ラットの腹部大動脈に

移植実験を行った。図１

に示すように、ラット腹部大動脈を 1ミリ×

1.5 ミリの楕円状に切除し、同部位に同じサ

イズにトリミングした多層積層体を 10-0 の

糸で 12 針ほど縫合し、閉腹した。 

手術後、尾動脈での血圧も保たれ、腸管運



動も阻害されることなく良好な経過であり、

多層積層体は動脈圧に十分耐えられること

が確認できた。 

 

（４）細胞積層体の移植後の組織解析 

移植後のラットは、5か月後に長期開存性

を確認することができた。超音波検査により、

パッチ移植部位より遠位での血流は層流で

あることが確認され、狭窄所見は無かった。

また、組織学的検討では、図２に示すように、

完全に開存が確認できたほか、グラフトとし

て移植した積層体部分では smooth muscle 

actin の発現が認められ、生存性が示唆され

た。また、ホストのラット大動脈から積層体

に連続して、全周性に内皮細胞が被覆されて

いること、線維芽細胞が外周を被覆している

ことが確認できた。 

 

（５）管状グラフトの作製と性能試験 

パッチ移植が成功したため、管状グラフトの

作製を行いその破断張力を測定した。多層積

層体を直径１ミリのガラス管に巻きつけて

アスコルビン酸添加培地で2週間培養したの

ちに張力を測定した。多層積層体の破断張力

は、1874±255 mmHg (718 – 3138 mmHg)であ

り、十分に

動脈圧に耐

えられるこ

とが確認で

きた（図３）。

これは、現在冠動脈バイパス移植に用いられ

ている、生体のヒト伏在静脈と同等以上の強

さであった。 

 

以上、Layer by Layer 法により、ラット

平滑筋細胞から多層積層体を作製し、ラット

への移植実験の結果、これらが動脈圧に耐え

られることが示された。 
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