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1. 序論  

 心血管疾患は成人の世界的な死因のトップである．心血管疾患の 60%以上は冠動脈

や末梢動脈，大血管などの血管病変に起因している（Virani et al., 2020）．先天性心

血管系疾患は，生存する新生児の約 1%に発症し，新生児死亡の主な原因となっている

（Linde et al., 2011）．複雑な奇形を伴う先天性心疾患系疾患の治療には複数回に及

ぶ手術が必要である．成人では病変血管を自家移植や人工血管で置換し，小児では人

工血管を使用して異常血流を修正する．しかし，これらの治療には自家移植に用いる

ことができる健康な血管の数が限られていることや，血栓形成のリスクがあること，

小児患者では移植血管に成長性が望めないことなどの制約がある（Taggart et al., 

2013; Lee et al., 2014）．そのため，生体適合性のある組織工学的人工血管が成人・

小児患者ともに望まれている． 

 多層血管壁の自己組織化は細胞が細胞-細胞，細胞-マトリックス接合や自然な細胞

外マトリックスネットワークを形成することを容易にするなどの利点をもたらすと考

えられている．そのため，足場材料のない人工血管の作製には簡便な方法が望まれて

いる． 

 胎児期に血管は他の臓器と同様に低酸素環境で発達し（Simon et al., 2008），特に

機械的な力に暴露され始めると，血管平滑筋層が肥厚し，血圧に耐えられる細胞外マ

トリックスが形成される（Wagenseil et al., 2009）．潅流を伴うバイオリアクター

（L'Heureux et al., 1998; L'Heureux et al., 2006; McAllister et al., 2009）や静水

加圧（Saito et al., 2021; Yokoyama et al., 2017）など機械的負荷を利用した組織工

学によって，移植可能な足場材料を必要としない組織工学的人工血管の作製が可能と
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なった．しかし，組織工学的人工血管の作製には細胞外マトリックスの成熟と充分な

機械的強度を得るのために長時間の培養が必要である（Mohapatra, et al., 2022）．近

年低酸素条件が組織工学的人工血管の作製に導入され，ヒト真皮線維芽細胞を足場材

料に播種し培養すると，移植のための強度を得るまでの作製時間が短縮された． 

 本研究では低酸素環境と組み合わせた超生理範囲の静水圧が，生理的細胞間接着，

細胞-細胞外マトリックス接着，天然細胞外マトリックスネットワークを含む血管構造

の自己組織化を促進するかを検討した． 

 

2. 方法  

臍帯動脈から分離培養した臍帯動脈平滑筋細胞や，ScienCell 社から入手した臍帯

動脈平滑筋細胞を用いて多層細胞シートの作製と，RNA シークエンスや定量 PCR，ウエ

スタンブロッティング，免疫細胞化学染色を行った． 

細胞は（1）大気圧/通常酸素分圧（AP/NOR），（2）大気圧/低酸素分圧（AP/HYP），（3）

静水圧/通常酸素分圧（HP/NOR），（4）静水圧/低酸素分圧（HP/HYP），の 4 種類の刺激

を行った． 

フィブロネクチンで被覆したアテロコラーゲン膜上に 1 層目のヒト臍帯動脈平滑筋

細胞を播種し静置した．24 時間後に静水圧/低酸素分圧（HP/HYP）を 24 時間印加した．

その後，1 層目の細胞の上に 2 層目の細胞を播種する．この操作を 10 回繰り返すこと

で 10層の多層細胞シートを作製した． 

 ヒト臍帯動脈平滑筋細胞で作製した細胞シートの移植実験には雄ヌードラット

（F344/NJcl–rnu/rnu, 体重:200-250 g）を使用した．2.0×1.5 mm大に加工した細胞

シートを腎動脈下の腹部大動脈に縫合した．移植手術の 3 週間後，3 ヶ月後，5 ヶ月後

に開腹手術を行い，移植部位の組織学的評価を行った． 

 

3. 結果  

 ヒト臍帯動脈平滑筋細胞を用いた RNA シークエンスの結果より，静水圧/低酸素分圧

（HP/HYP）によって 20 遺伝子の発現が 2 倍以上増加することがわかった．これらの遺

伝子のうち細胞接着を強化することで知られている NDRG1 が静水圧/低酸素分圧

（HP/HYP）で増加した．静水圧/低酸素分圧（HP/HYP）で培養したヒト臍帯動脈平滑筋

細胞の接合部では N-cadherin が集簇し，NDRG1 を標的とした siRNA によって N-

cadherinの集簇は抑制された． 



 
  

 フィブロネクチン結合に必要な integrin α5および integrin β1の発現は静水圧/

低酸素分圧（HP/HYP）によって増加した．またヒト臍帯動脈平滑筋細胞を静水圧/低酸

素分圧（HP/HYP）下で培養することでフィブロネクチンの線維形成が促進された． 

 RNAシークエンスのデータを用いた Gene Set Enrichment Analysis では静水圧/低酸

素分圧（HP/HYP）と細胞外マトリックスと関連のある GOCC_COLLAGEN_TRIMER，および

コラーゲン架橋に必須である LOX の間に正の相関があることがわかった． 

静水圧/低酸素分圧（HP/HYP）で培養したヒト臍帯動脈平滑筋細胞は大気圧/通常酸素

分圧（AP/NOR）や大気圧/低酸素分圧（AP/HYP），静水圧/通常酸素分圧（HP/NOR）で培

養したときと比較して NDRG1と LOXの発現量が増加した．NDRG1と LOXの増加はそれぞ

れ CEBP/αと HIF-1αによって媒介されていた． 

 静水圧/低酸素分圧（HP/HYP）下培養によっておよそ 5 週間で 2132±228 mmHg の破

断応力を有する血管平滑筋細胞グラフトを作製することができた．これらのグラフト

をラットの腹部大動脈に移植したところ，17 例中 16 例が生存した（3 週間；n = 6/7

例，3ヶ月；n = 6/6，5ヶ月；n = 4/4）．移植後のグラフトは 3週間後には内皮化し，

5 ヶ月後でも開存しており，ヒト由来の細胞はラット由来の平滑筋細胞に置換されて

いた． 

 

4. 結論  

本研究により，静水圧/低酸素分圧（HP/HYP）培養によって，細胞-細胞間，細胞-細胞

外マトリックス間の接着を高めることによって，強度が高く且つ足場材料を必要としな

い移植用のヒト血管平滑筋細胞グラフトを短時間で作製できることと，静水圧/低酸素分

圧（HP/HYP）培養によって強固な細胞外マトリックスネットワークの構築ができること

が示唆された． 
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