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1 序論 

1-1 心疾患と現存の治療法 

 心疾患は本邦における死因の第二位であり、年間死者数は 20 万人以上

（Fig.1-1A）、全死亡者数の約 15％1)である。心疾患全体の死亡率は 1950 年から

現在まで年々増加傾向にある（Fig.1-1B）。高齢化の影響を除外した年齢調整死

亡率は 1970年代以降年々低下している（Fig.1-1C）。つまり、同じ年齢であれば心

疾患で死亡する確率が低下傾向にあるが、心疾患によって死亡する年齢が高齢

へとシフトしていることの現れである 2)。心疾患は心臓に起こる病気の総称で、心

疾患の大部分が虚血性心疾患である。虚血性心疾患は、心筋に血液を送る冠動

脈の血流が悪くなり、心筋が酸素、栄養不足に陥ることをいう。代表な病気に狭心

症や心筋梗塞があり、どちらも冠動脈の動脈硬化による血管の狭窄や、血栓によ

る閉塞が原因である。主な治療法は、カテーテル治療や外科的バイパス術、薬物

治療が主流である。 

Fig.1-1 わが国における心疾患の死亡率の推移 

（A）日本の死因別死亡率の年次推移 1)、（B）粗死亡率 2)、（C）年齢調整死亡率 2) 

（Aは参考文献 1 より、B,Cは参考文献 2 より引用改変） 
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 カテーテル治療は経皮的冠動脈形成術（Percutaneous coronary intervention：

PCI）とも言い、近年の技術発達により冠動脈疾患の主流となった手術法である。

特徴は、手首や足の付け根からカテーテルを血管内に挿入、狭窄部を押し広げ

るもので、低侵襲かつ入院日数が短い。Fig.1-2 左図のように、押し広げた部分が

再狭窄しないようステントと組み合わせて治療を行うことが多いためステント治療と

も言われる。デメリットは、ステントを使用しても、一度狭窄した部分は元の血管機

能を保持していないため、再狭窄する可能性が高いことが挙げられる。ステント未

留置の場合は 3か月以内で 30 %～40 %、ステント留置の場合は 6か月で 20 %

の再狭窄が起きると言われる。 

外科的バイパス術は、Fig.1-2 右図のように上腕の橈骨動脈や、下肢の大伏在

静脈、内胸動脈、胃大網動脈といった血管（グラフト）を摘出して、狭窄した冠動

脈の先と大動脈をグラフトでバイパス的に結ぶ方法である。かつて心疾患治療の

主流であったが、開胸手術のため患者への負担が大きく、入院が 2週間程度かか

るため経済的な理由から PCIが主流となった。しかし、左冠動脈主幹部や、前・後

下行枝・回旋枝の全てに狭窄、閉塞がある場合はこちらが選択される。また、PCI

が極めて困難と思われる場合にも選択される。5年間の開存率はPCIよりも若干高

いことが調査によって判明している 3)。 

Fig.1-2 カテーテル治療（Percutaneous coronary intervention:PCI）と 

外科的バイパス術（Coronary Artery Bypass Grafting:CABG）の概略図 

（参考文献 3 より引用） 

 

 どちらの治療法も有効な手段であることを認められているが、再狭窄の可能性を

拭い切ることは不可能であり、経済的、患者の身体的負担を加味すると未だ完全

な治療法とは言い難い。そこで、様々な解決策が提案されているが、その中の一

つとして冠動脈の代替としての人工血管の開発が進められている 4)。 
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1-2人工血管と組織工学 

生体には自身の損傷部分を復元する能力があるが、その自己再生能力では補

いきれないような重篤な疾患、例えば、動脈硬化を代表とする血管疾患の場合、

移植などの治療法が必要となる。しかし、移植療法ではドナー不足、免疫的拒絶

など様々な理由によって、実際に治療を受けられる患者は現在でも多くない。そ

のため、古くから代替となる人工血管の開発が進められてきた 5)。 

合成材料製人工血管を動物（成犬）実験にて世界で初めて成功させたのは、

1952 年 Voorhees らで、人体への移植に成功したのは 1954 年 DeBakey である。

DeBakeyの開発したDacron（合成繊維ポリエステル）製人工血管（Fig.1-3左）はそ

れ以降主流となって開発が進められた。また、それとは別に 1970 年代初頭から

ePTFE（expanded polytetrafluoroethylene）製の開発も進められ、現在でもこの二

つの人工血管が主に使用されている（Fig.1-3右）。 

Fig.1-3 （A） Dacron製人工血管 7）、（B） ePTFE製人工血管 8） 

 

しかし、これらの合成材料製人工血管は大口径（内径 8 mm以上）、または中口

径（内径 6 mm~8 mm）で使用されており、小口径（内径 6mm未満）のものは未だ

存在していない。その理由として、現在使用されている人工血管の機能発揮の原

理が関わっている。人工血管は、Fig.1-4 のように、移植後初期に形成される血栓

内膜とその上に増殖する血管内皮細胞で偽内膜化することによって長期間安定

して機能する。よって、人工血管の径を小さくすると、血管内皮細胞が増殖する前

に血栓膜が積層して閉塞するため、冠動脈、末梢血管のような小口径の人工血

管は未だ臨床化に至っていない 9)。 

 

Fig.1-4 現存の人工血管における偽内膜形成過程 9) 
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 そこで、このような問題を解決する方法の一つとして再生医療が注目されている。

再生医療とは、患者自身の組織から細胞を取り出し、生体外で増殖・活性化、ま

たは遺伝子導入などを行った後に再び生体に戻すものである。この医療法は、生

体外で増殖させた細胞だけを直接移植する方法と、細胞が生着し、機能を発現で

きる足場と一緒に移植する方法の二つがあり、後者を組織工学という。組織工学

は、細胞の育つ足場となる基質（マトリックス）の空間的・時間的情報伝達を適切に

制御する工学的な手法を用いることで、高性能な人工臓器・組織を作製する技術

である 5)。 

 

組織工学によって作製した人工血管は、足場として生体に存在する基質を用

いるので抗血栓性に優れており、生体内で分解、吸収されるという利点を持つ。ま

た、細胞によって生理的機能を発現させるため、小口径血管にも代替できると考

えられている。高分子人工血管との大きな違いとして、力学的特性がある。高分子

血管は強度が非常に高いが柔軟性が低く、硬く伸びにくいことが特徴である。逆

に、組織工学的な人工血管は生体適合性の高い足場を使用するため、高分子よ

りも強度が低くなることが多い。組織工学的な人工血管を開発するには、以上の

生理的機能と優れた力学的特性を加味することが非常に重要と言える。 

 

また、想定されるリモデリングについても課題がある。最も古く著名な組織工学

的人工血管は、1998年 Niklason らによって作製されたものである 10)。この人工血

管は、生分解性ポリマーであるPGA（poly glycolic acid）にブタ大動脈由来平滑筋

細胞を播種して拍動培養を行った後、内皮細胞を内腔面に播種したものであった。

これをさらに、ミニブタに移植したところ 4 週間開存したと報告した（Fig.1-5）。今か

ら 20年ほど前に動物への移植が可能となるほどの組織工学的な人工血管が開発

されたが、未だ臨床に使用されないのは、おそらく移植後のリモデリングが不完全

なためである。現在もリモデリングが促進され、力学的強度を保ち続ける組織工学

的な人工血管の開発が求められている。 

Fig.1-5  Niklason らの研究で使用された（左）拍動培養装置と 

（右） ミニブタへ移植した際の血管造影 10) 
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1-3 血管 

血管はヒトにおいて、全長約 10万 kmにおよぶ、身体の様々な細胞に栄養素、

酸素を送り込み、細胞から出た老廃物や二酸化炭素などを運ぶ血液が流れるパ

イプのような組織である。その構造は主に三層からなっており、外膜、中膜、内膜

である（Fig.1-6 左）。内膜は、主に単層扁平の薄い内皮細胞から、中膜は血管平

滑筋細胞とエラスチンとフィブリリンからなる弾性線維、コラーゲンを主成分とする

膠原線維から、外膜は膠原線維と弾性線維（血管の大きさによっては線維芽細胞

も含まれる）からなる。内膜と中膜、中膜と外膜の間はそれぞれ内弾性板、外弾性

板が存在する 11)。 

血管は血管壁内の平滑筋を収縮・弛緩させることで内径を変化させ、血圧や血

流速度の調整を行って、恒常性（ホメオスタシス）を保っている。収縮や弛緩の指

示は血液から得られる場合と外膜から中膜にかけて存在する神経から得られる場

合がある。どちらにおいても最終的に中膜の平滑筋へと指示を出す。 

この指示に組織内で時間差があると内径に微妙な差が生まれ、血流が乱れる

恐れがある。即ち、血管全体を収縮・弛緩刺激に対応させる必要があるため、血

管中膜に存在する平滑筋細胞は全てギャップ結合という細胞間連絡によって接

合しており、組織全体を同調、連動させている 12,13)。また、平滑筋だけでなく、内

膜の内皮細胞と中膜の平滑筋細胞がギャップ結合によって接続していて、血液か

らの情報を内皮細胞が受け取り、隣接する平滑筋細胞へと伝達して中膜全体へと

伝達する（Fig.1-6 右）。神経伝達の場合も同様に刺激を受けた平滑筋細胞がギャ

ップ結合を媒介し全体へと伝達する。 

 

Fig.1-6 血管構造の概略と血管壁のギャップ結合 13) 
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1-4 血管平滑筋細胞 （Vascular smooth muscle cell） 

血管平滑筋細胞は血管中膜に多く存在する細胞で、後述のエラスチンを主成

分とする弾性層板に沿って、かつ円周方向（血流と垂直な方向）に沿って配向し

ている。血圧の調整、血管障害時の修復など、循環器系の恒常性維持を担うが、

その一方で動脈硬化のような血管疾患の発症に関与し、研究対象として注目を浴

びている 14)。 

血管平滑筋細胞の大きな特徴は形質転換を示すこと（細胞が異なる形状、性

質へと分化、または脱分化を行うこと）である。表現型は一般に通常の血管に存在

する収縮型と、血管新生時に存在する合成型の二つの表現型があると言われて

いる。収縮型は分化型とも言い、細胞質内にアクチン、ミオシンで形成されたミオ

フィラメントを多く含み収縮能を持つ。収縮という機能に特化しているため、基本的

に細胞増殖や遊走、細胞外基質の産生などは行わない。逆に合成型は脱分化型

とも言い、粗面小胞体、ゴルジ体、リボソームなどの細胞小器官に富み、タンパク

合成や細胞増殖が盛んである。形質転換のメカニズムというのはまだ解明されて

いないが、炎症、脂質、酸化ストレス、低酸素刺激などの環境の変化によって、通

常の収縮型から合成型へと転換する 3)。特に、動脈硬化時など、血管が障害を受

けて血管内のコラーゲン線維が分解されコラーゲンが平滑筋に作用すると、合成

型へと転換しタンパク質の過剰産生が行われる。また、逆に合成型から収縮型へ

は、拍動やエラスチンといった生体血管内で平滑筋細胞が存在している環境に近

い刺激を与えると転換する 15)。 

 

Fig.1-7 血管平滑筋細胞の表現型 
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1-5 弾性線維 

 血管に弾性を持たせる細胞外基質の機能複合体は弾性線維と呼ばれる不溶性
の線維である。弾性線維の定義としては、弾性線維に特異的な染色法で染色さ

れ、その他の膠原線維などからその染色性で区別される線維のことである 16)。弾

性線維は弾性作用の芯になるタンパク質、エラスチンと線維のネットワークを作る

微細線維のマイクロフィブリルからなる。 

血管壁においては、平滑筋細胞が水溶性のトロポエラスチンを産生し、エキソ

サイトーシスによって細胞外に分泌される。その後、リシルオキシダーゼによって

エラスチンの配列にあるリシン残基を中心に分子間架橋が進んでエラスチンに特

有のデスモシン、イソデスモシンなどが形成されて不溶性のエラスチンとなり、マイ

クロフィブリルと共に弾性線維を形成していく。エラスチンとマイクロフィブリルの弾

性線維形成メカニズムは明らかになっていないが、平滑筋細胞の弾性線維形成

は次のようになっていると考えられている（Fig.1-8）。 

 

Fig.1-8 （左）活性化線維芽細胞と平滑筋細胞の弾性線維形成過程 17) 

（右）弾性系線維の種類 18) 

O：オキシタラン線維、E：エラウニン線維、EF：弾性線維 

 

オキシタラン線維とは、マイクロフィブリルのみからなる線維であり、弾性線維を

形成する場合、糖タンパク質のフィブリリンが主成分となる。少量のエラスチンの周

囲と内部に多数のマイクロフィブリルが存在するものをエラウニン線維、多量のエ

ラスチンと少数のマイクロフィブリルを持つものを弾性線維という。 
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1-5-1 エラスチン 

エラスチンは約67kDaの線維状タンパク質で、ほかの様々なタンパク質（フィブ

リリンやフィブリンなど）と共に弾性線維と呼ばれる、弾性、伸縮性に富んだ線維を

形成する。その特徴から、肺、腱、靭帯、血管などの大きな伸縮や弾性を受ける組

織に豊富に含まれている。特に血管の中膜において、エラスチンは前述の血管平

滑筋細胞とともに、血管の収縮、弛緩や血圧に耐えうるだけの強度を保つといっ

た重要な役割を担っている。 

アミノ酸配列はFig.1-9のようになっており、疎水性側鎖を持つアミノ酸が約 92％

を占めている。エラスチンの特徴的なアミノ酸配列として、VGVAPG

（Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly）配列を有していることが分かっており（Fig.1-9左）、また、

側鎖のリシンとデスモシンがリシルオキシダーゼによって結合し、架橋される

（Fig.1-7右）。この架橋されたエラスチンが線維を形成し不溶性エラスチンとなっ

て、先に述べたような弾性、伸縮性を生み出す。 

Fig.1-9 ブタエラスチンのアミノ酸配列 19)と 

エラスチンの架橋部位の構造（参考文献 20 より引用） 

 

 

1-5-2 フィブリリン 

マイクロフィブリルを構成するものの一つで、350kDaの糖タンパク質である。フ

ィブリリンには、フィブリリン-1とフィブリリン-2が存在し、このうちフィブリリン-1はトロ

ポエラスチンと直接作用することが報告されている。分子そのものは160 nmである

が、折りたたまれている。折りたたみ部位はビーズ状構造であり、ビーズ状構造の

周期は 56 nm-100 nmである。これによって、フィブリリンからなるマイクロフィブリル

は可逆的に伸長、収縮が可能になっている。前述のとおり、弾性線維形成の初期

に発現し、弾性線維となるためにトロポエラスチンの沈着する足場になる 21)。 
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1-6 ギャップ結合（Gap junction） 

隣接細胞間の情報伝達を担う、細胞間接合の一つ。隣接細胞の細胞間の間隙

（ギャップ）をトンネルのような構造（Fig.1-10 A）で結ぶことから 1967 年 Revel と

Karnovsky によって定義された 22)。間隙の大きさは 2～4nm 程度であり、トンネル

の孔の大きさは約 1.5 nm、ATP や cAMP、IP3、カルシウムイオンなどのセカンドメ

ッセンジャーや、分子量 1200 以下の小分子を透過させる（Fig.1-10 B）。 

Fig.1-10 （A） ギャップ結合の構造 23) と（B） ギャップ結合の透過性 24) 

 

骨格筋や血液細胞などを除いたすべての組織の細胞に存在して、組織全体の

小分子濃度の細胞ごとのばらつきをなくすのに役立っている。特に、神経や心筋

といった電気的な刺激の伝搬が重要となる組織では、活動電位を迅速に隣接細

胞に伝えて組織全体を連動させるためにギャップ結合が必要とされる 12)。前述の

ように血管の収縮弛緩応答にも必須である。 

 

ギャップ結合はコネキシン（Connexin）と呼ばれるタンパク質が六量体となり、そ

れが細胞膜の密接する部分で向い合ってできたものである。コネキシンは、4回膜

貫通タンパク質であり、六量体をコネクソンとも言い、コネクソンは細胞膜上ではヘ

ミチャネルという主に ATP の流出入を担うチャネルとして働く。コネクソンは、細胞

が密接する部分で対になってギャップ結合を形成する。コネキシンが発現されて

からギャップ結合に至るまでの過程は Fig.1-11 のようになっている。ギャップ結合

は組織全体の情報伝達が均一となるような役割を持つため、異常なく常に働くよう

に半減期（この場合はコネキシンの発現からコネクソン、ヘミチャネル、ギャップ結

合を経てエンドサイトーシスによって取り込まれる、またはプロテオームによって分

解され、タンパク質量が半分となる時間）が非常に短いことが特徴の一つである。

例えば、心筋細胞におけるコネキシン 43の半減期は 1-2時間と言われている 25)。 
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Fig.1-11 コネキシン 43の構造 26)とコネキシンからギャップ結合の形成過程 27) 

 

コネキシンはその分子量によって様々なアイソタイプが存在し、ヒトでは 20種類

以上あるとされる 23)。ヒトの体内において最も多く存在するコネキシンはコネキシン

43（Connexin43：Cx43）である。一つの組織細胞でも様々なタイプが発現し、例え

ば、正常血管平滑筋細胞では、Cx43 と Cx45、Cx40 が発現することが知られてい

る 28)。 

 

1-7 今までの成果 

本研究室では、組織工学的小口径人工血管を目指し様々な研究成果が得られ

ている。平成 28 年度堀川はエラスチン足場を用いた人工血管を拍動培養させて

その有用性を測った 15)。静置培養を 30日間行ったものと、拍動培養を 30日間行

ったものを比較すると、弾性率が 1.5 倍に上昇し、高濃度塩化カリウム溶液にて浸

漬させると収縮応答が見られたと報告した（Fig.1-12）。 

 

Fig.1-12 30日間の拍動培養を行った際の弾性率結果 15) 
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また、平成 29年度石﨑は生体血管に存在するギャップ結合に着目した 29)。エラ

スチンシート上で 30 日間培養した平滑筋細胞のカリウムによる収縮応答が、シー

ト上に密集した平滑筋細胞間のギャップ結合によることを示唆した（Fig.1-13）。 

Fig.1-13 (A) エラスチンファイバーシート上平滑筋細胞の収縮応答 

(B) シート上平滑筋細胞のコネキシン 43の観察 29) 

 

平成 30 年度三田は、エラスチンとフィブリリン、コラーゲンを複合化した人工血

管を作製した 30)。作製した人工血管は、弾性率、血管コンプライアンス、縫合保持

強度、バースト圧において生体血管に類似、それ以上の値を示し（Fig.1-14）、実

用化が期待できる人工血管の作製を報告した。 

Fig.1-14 エラスチンとフィブリリン、コラーゲン足場を複合化した 

人工血管の力学的特性 

（参考文献 30 より引用） 

Time(s) 

KCl添加 

KClなし 
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1-8 本研究の目的 

今までの成果では、収縮応答のみに着目しており、もう一つの重要な血圧調節

機構である弛緩応答に着手していない。ギャップ結合との関連性が示唆されたが、

人工血管内で実際に機能を果たしているかを調査していない。また、生体血管に

類似した人工血管という報告は示されているが、目標となる実際の冠動脈との比

較を行った例はない。 

そこで、本研究では作製した人工血管を生体冠動脈との比較を行うと共に、次

のような条件を満たす人工血管の開発を目指した。 

① 収縮弛緩応答が可能な人工血管であること 

② 生体冠動脈に近い力学的特性を持つこと 

③ ギャップ結合を介した応答が確認できること 
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2 実験方法 

2-1 培養足場の作製 

2-1-1 水溶性エラスチンの抽出 

四日市畜産公社(株)から頂いたブタ大動脈から中膜層以外の脂肪、血塊、外

膜を除去し、細かくミンチした後、エタノールで脱水を行い乾燥し、不溶性エラス

チンを得た。得られた不溶性エラスチンを熱シュウ酸処理し、上澄み液を透析チュ

ーブに入れ、透析外液の pHが 4.5以上、浸透圧が 0 mOsmになるまで透析を行

った。チューブから取り出した液を遠心し、上澄み液を凍結乾燥させて水溶性エラ

スチンを精製した。 

 

2-1-2 水溶性エラスチンの分画 

   2-1-1 で抽出した水溶性エラスチンを 2-1-4,5 に示す方法でゲルの弾性率、凝

集温度を測定して、分類分けを行った。本研究ではエラスチン A~Eの 5種類にク

ラスを分けた。以下のTable 2-1にクラス分けしたエラスチンの凡その分子量と物性

を記した。 

 

Table 2-1 エラスチンの各クラスと分子量、物性 

Elastinのクラス A B C D E 

弾性率(kPa) 50 25~50 5~25 測定不可 

～5 

ゲル化× 

凝集温度(℃) 20~22.5 22.5~25 25~30 30~35 35~ 

数平均分子量 31) 25.2 21.4 18.7 10.3 10.1 

 

 

2-1-3 コラーゲンの抽出 

四日市畜産公社(株)から頂いたブタ大動脈から外膜以外の部分を除去した。

5 % クエン酸溶液に 1 mg/mL となるようにペプシンを添加した酵素溶液を作製し、

外膜を入れて 2 週間溶解させた。酵素溶液にて溶解した部分をろ過し、ジエチル

エーテル処理を行った。エーテル層を遠心分離で除去し、1.7 M NaCl を加え、生

じた沈殿を透析チューブに入れ、外液の塩濃度が 0 になるまで透析を行った。チ

ューブから取り出した液を凍結乾燥させてコラーゲンを得た。このコラーゲンはⅠ型

コラーゲンとⅢ型コラーゲンを含んでおり、本研究では特筆しない限り、この二つ

のコラーゲンを混合したものをコラーゲンとして使用した。 
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2-1-4 水溶性エラスチンの弾性率による分画方法 

  エラスチン濃度 40 %、架橋倍率 2倍となるように水溶性エラスチン、架橋剤であ

る Dode-DSP、milli-Q 水をアシストチューブ内で混合、完全に溶解させて遠心分

離を行った。脱気したエラスチン溶液をキャピラリーチューブに注入し、栓をして

密封した後、ねじ口試験管に入れて 15000 rpm, 3 minの遠心分離を行った。遠心

後、キャピラリーチューブの入った試験管を脱イオン水で満たし、70℃のウォータ

ーバスで 30分間加熱した。その後、試験管をアルミホイルで包み、オートクレーブ

で 121℃、30 分間加熱した。加熱後、キャピラリーチューブからエラスチンゲルを

取り出して、脱イオン水に浸した後、インキュベーター内で一晩静置し、翌日各サ

ンプルの弾性率を測定した。 

 

【弾性率(ヤング率)の求め方】 

断面積 A(m2)の物体を一軸方向に力 F(N)で引き伸ばし、物体の長さが I0(m)から

I(m)へと変形したとき、その時の応力σ(Pa)と歪みγは次式で求められる。 

σ＝F/A 

γ=(I0-I)/I0 

フックの法則より、応力の大きさが限界内にあるときは、応力と歪みは比例関係

にあるので、弾性率 E(Pa)は次式で求められる。 

E=σ/γ 

Fig.2-1 弾性率測定装置 
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2-1-5 水溶性エラスチンの凝集温度による分画方法 

サンプルチューブに、水溶性エラスチンが濃度 1 % (v/v) になるように milli-Q

を加えて調整した。溶液を試料セルに移し変えて透過光測定装置にセットした。

恒温槽で溶液の温度を少しずつ上昇させ、その時の透過光強度を測定すること

で分画した。 

Fig.2-2 凝集温度測定装置 

 

2-1-6 エラスチン、コラーゲンファイバーシートの作製 32) 

血管中膜に存在するエラスチンは弾性線維として、コラーゲンは膠原線維とし

て線維状に存在することが知られるため、この構造を模倣するためにエレクトロス

ピニング法を用いてファイバーを作製した。また回転電極を用いてこのファイバー

を配向したシート状にしてものを足場として用いた。 

分画エラスチン A または、水溶化コラーゲン 200 mg、glycidylglycerol ether 

(Polysciences Inc.) 20 mgを trifluoroethanol(ECM Lab.) 2 mLに溶解したものをシ

リンジに入れて、次の条件でファイバー状にした。※条件：印加電圧 15 kV、注入

速度 1.8 mL/h、注入時間 6000 sec、空隙距離 15 cm、電極 Al、電極直径 10 cm、

面積約 94  cm2、シリンジ針：23G 

Fig.2-3 エレクトロスピニング法によるエラスチン・コラーゲンファイバーシートの作製 

 

分画エラスチン A 

またはコラーゲン溶液 
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2-1-7 多孔質エラスチンゲルの作製 

人工血管を構成する足場の一つとして、多孔性のエラスチンゲルを選択した。

後述のゲル接触培養等で用いる多孔性エラスチンゲルは次のように作製した。 

1.5 mLアシストチューブに、分画エラスチン Aとエラスチン Eを 50 %ずつ混合

した水溶性エラスチン、Dode-DSP、反応加速剤である 80 mM Na2CO3 (Wako)、

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich) を全て混合して遠

心分離を行い、37 ℃で 2時間インキュベートさせてゲル化を行った。作成したエ

ラスチンゲルの多孔性は、共焦点レーザー顕微鏡によって確認を行った。以降

の実験で用いたエラスチンゲルは全て確認作業によって多孔性が確認されたも

のを使用した。 

Fig.2-4 多孔質エラスチンゲルと共焦点レーザー顕微鏡による多孔性確認 

 

2-2 エラスチン足場の血管平滑筋細胞に対する影響調査 

2-2-1 ブタ大動脈由来平滑筋細胞の単離と初代培養 

四日市畜産公社(株)から頂いたブタ大動脈から細胞単離を移植片培養法にて

行った。まず、頂いた大動脈から脂肪や、血塊、外膜を取り除いて、2 mm～3 mm

程度の大きさの組織片に切り分けた。切り分けた組織片を細胞培養シャーレに静

置して、37℃/5%インキュベーター（池本理化工業）内で 2時間静置した。 

Fig.2-5 外膜、脂肪などを除去したブタ大動脈 

 

組織片がシャーレ表面に付着したのを確認後、組織片が剥がれないように慎

重に 10 % FBS (Fetal Bovine Serum)含有 DMEMを添加し、培養を開始した。数

日後、組織片から細胞が十分に遊出したことが確認出来たら（passage 0 と定義）、

組織片を除去した後、トリプシン処理にて細胞を剥離させ、得られた細胞の継代

培養を行なった。3日に 1度培地交換を行ない、コンフルエント（80 %～100 %）ま

で細胞が増殖した時点で継代を行った。以降の実験には passage 3 ~ 6の細胞を

用いた。 



17 

三重大学大学院 工学研究科  

2-2-2 血管平滑筋細胞の確認 

前項で得られた細胞の特定を行うために、平滑筋細胞に特異的な smooth 

muscle α-actin (α-SMA)を免疫蛍光染色によって確認した。 

2-2-1 で得られた細胞を 12 well プレート（住友ベークライト）に、滅菌済みの丸

型カバーガラス（松浪硝子工業）上に播種し培養した。その後、培地を抜き取り

2%パラホルムアルデヒド（東京化成工業）/ 0.2% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) / 

PBSを 15分浸して固定し、PBSで 5分間の洗浄を 3回行った。カバーガラスを取

り出し、細胞のない面の水分をふき取り側面にワセリン（健栄製薬株式会社）を薄

く塗った。1% goat serum (Life Technologies) / PBS（以下ブロッキング液と記載）を

加え 15 分間,室温でブロッキングした。その後、一次抗体をブロッキング液で希釈

し、冷暗所で一晩静置した。静置後 PBSで 5分間の洗浄を 3回行った。二次抗体

を PBSで希釈し、2時間、室温で抗体処理を行った。処理後、PBSで 5分間の洗

浄を行い、2回目と 3回目は 20 ng/mL DAPI（同仁化学研究所）/ PBSで洗浄と核

染色を行った。その後、スライドガラス（アズワン）に、蛍光試薬封入剤である

SlowFade®Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher)で封入しトップコートによ

ってカバーガラス淵をコート後、共焦点レーザー顕微鏡（Carl Zeiss, LSM710）を

用いて蛍光観察を行った。用いた抗体と各希釈倍率は次の Table 2-2に示した。 

 

Table 2-2 大動脈由来細胞の確認に用いた抗体 

抗体名 希釈倍率 

Anti-alpha smooth muscle Actin mouse 

monoclonal antibody(Novusbio) 
1:200 

Goat anti-mouse IgG(H+L),FITC 

conjugate(Merck Millipore) 
1:200 
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 2-2-3 エラスチン添加培養による血管平滑筋細胞の ECM産生 

材料として用いる水溶化エラスチンによる血管平滑筋細胞の ECM 産生への影

響をタンパク質発現によって調査した。調査方法は、水溶化エラスチン添加条件

で血管平滑筋細胞を培養し、ECM のタンパク質発現を免疫蛍光染色によって観

察した。観察したECMには弾性線維形成初期に産生されるFibrillinを選択した。 

分画エラスチン A と E を DMEM 10 mL に対して 11.1 mg 溶解し、10 % 

FBS/DMEMの完全培地にした際エラスチン濃度が 1.0 mg/mL となるよう調整した。

継代培養によって懸濁液とした血管平滑筋細胞を 12 well プレートに予め設置し

た滅菌済みの丸型カバーガラス上に播種し、エラスチン添加培地にて 2週間培養

を行った。2週間培養後、培地を慎重に取り除き PBSにて洗浄後、2 %パラホルム

アルデヒド/ PBS溶液にて 15分間固定を行った。PBSにて 5分間洗浄を 3回行い、

カバーガラスを取り出し、細胞のない面の水分をふき取りガラスの淵にワセリンを

薄く塗った。ブロッキング液を 200 µL加え 15分間,室温でブロッキングした。ブロッ

キング液を除去後、一次抗体/ブロッキング液を 100 µL ずつ全体に滴下し、暗冷

所（4℃冷蔵庫）にて一晩静置した。PBS にて 5 分間洗浄を 3 回行った。その後、

カバーガラスを取り出して異なる12 well プレートに移し替えて、二次抗体/ PBSを

200 µLずつ全面に滴下し、室温にて 2時間静置した。抗体処理後、PBSで 5分

間の洗浄を行い、2回目と 3回目は 20 ng/mL DAPI/ PBSで洗浄と核染色を行っ

た。その後、スライドガラスに、SlowFade®Diamond Antifade Mountantで封入した

後、蛍光観察を行った。用いた抗体と各希釈倍率は以下のとおりである。 

 

Table 2-3 エラスチン添加培養に用いた抗体 

抗体名 希釈倍率 

Anti-Fibrillin 1 mouse monoclonal 

antibody (Novusbio) 
1:200 

Goat anti-mouse IgG(H+L),FITC 

conjugate (Merck Millipore) 
1:200 
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2-2-4 多孔質エラスチンゲル接触による血管平滑筋細胞への影響 

2-1-6項で記載した多孔質エラスチンゲルを接触させた場合に血管平滑筋細胞

にどのような影響があるかを、Fibrillinの発現によって観察した。 

継代培養によって血管平滑筋細胞を懸濁液としたものを、12 wellプレートに予

め設置した Φ18mm カバーガラス上に 5 ×104 cells/cm2 となるように播種した。播

種後、37℃/CO2下で 1 日インキュベートし細胞をガラス面に接着させた。続いて、 

2-1-6 項と同様にエラスチンゲルを作製し、12 well プレートに予め設置した Φ18 

mmカバーガラス上に 20 µLずつ塗布した。そこに細胞を播種して１日静置したカ

バーガラスを細胞面とゲルが接触するように、ゲルの上に置いてゲル化するまで

約 40分静置した（Fig.2-6）。 

Fig.2-6 血管平滑筋細胞の多孔質エラスチンゲル接触の実験手順 

 

ゲル化後、DMEM を導入して 37℃/CO2 下で 1 日インキュベートした。翌日、

DMEMを除いて 10% FBS / DMEMを導入して 2週間培養を行った。2週間後、

カバーガラスを取り外して PBS にて洗浄を行い、2 %パラホルムアルデヒド

/0.2 %Triton X-100/PBSで固定後 2-2-3 と同様の手順で染色作業を行った。用い

た抗体は 2-2-3 と同様である。 
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2-3 ブタ冠動脈と組織工学的人工血管の評価 

 2-3-1 ブタ冠動脈の単離 

四日市畜産公社(株)から頂いたブタの心肺（心臓、気管支、両肺、大動脈弓）

から心臓だけを切断し、心臓から冠動脈を切除した（Fig.2-7）。取り出した冠動脈

は冷却した PBS に浸し、後述の収縮弛緩試験にて用いる場合は 48 時間以内に

使用した。組織学的評価を行ったものは 10 % ホルマリン/PBSにて浸漬させて、2

日間固定を行った。力学的評価を行ったものは、PBSにて十分洗浄して PBSにて

保存した。単離した冠動脈の種類と用いた実験の対応を Table 2-3に示す。 

 

Fig.2-7 ブタ冠動脈の摘出。 

（A）ブタ心肺：気管支、肺、心臓、大動脈弓が一体となっている 

（B）摘出したブタ心臓、（C）ブタ左冠動脈 

 

Table 2-3 摘出した冠動脈の種類と使用した実験 

冠動脈の種類 実験 

左冠動脈主幹部 

（Left main trnk： LMT） 
H&E染色、収縮弛緩応答試験 

左前下行枝 

（Left anterior descending branch: LAD） 
組織染色、力学的試験 

回旋枝 

（Circumflex artery: Cx） 
組織染色、力学的試験 

右冠動脈 

（Right coronary artery: RCA） 
収縮弛緩応答試験 

 

A B C 
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2-3-2 組織工学的人工血管の作製 

 継代培養によって懸濁液とした血管平滑筋細胞を 80 ×104 cells/sheet となるよう

にエラスチンファイバーシート 2.5 cm × 2.5 cmに播種した。エラスチンシートのみ

を用いる場合はこれを計 8 枚、コラーゲンシートを含める場合は計 7 枚用意して

37℃/CO2下で 2時間インキュベートした。静置後、一枚のシートを外径 4 mmのシ

リコンチューブに 3 回巻き付けた。その後、2-1-6 と同様の手順で作製した多孔質

エラスチンゲルをシートに 20 µLずつ塗布してシートを巻き付けておいたチューブ

に重ねて巻き付けた。これを 7 度繰り返して人工血管を作製し、一週間培養後、

評価を行った。コラーゲンシートを用いる場合は、最外側に配置した（Fig.2-8）。 

 

Fig.2-8 組織工学的人工血管の作製方法 
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2-3-3 人工血管と冠動脈の組織学的評価 

作製した人工血管と冠動脈の構造的な評価を行うために、H&E 染色、EVG 染

色、免疫蛍光染色を行った。固定を行ったブタ冠動脈と人工血管をパラフィン包

埋、または OCT コンパウンド（サクラファインテックジャパン）を用いた凍結包埋を

行って、滑走式ミクロトームによって切片化した。切片化したサンプルを脱パラフィ

ンさせて、各種染色を行った。簡単に説明すると、H&E 染色はヘマトキシリン 10

分、エオジン Y 5分の染色時間で行い、EVG染色はレゾルシンフクシン 5分、鉄

ヘマトキシリン 10分、ワンギーソン液による染色は 5分間行った。免疫蛍光染色は、

脱パラフィンの後、10 mMクエン酸ナトリウム緩衝液に浸けてマイクロウェーブ法に

よって賦活化処理を行った。賦活化後ブロッキングを 15 分間行った。一次抗体/

ブロッキング液を添加して、冷暗所にて一晩静置した。PBSによる洗浄後、二次抗

体/PBS を 200 µL ずつ全面に滴下し、室温にて 2 時間静置した。抗体処理後、

PBSで 5分間の洗浄を行い、2回目と 3回目は 20 ng/mL DAPI/ PBSで洗浄と核

染色を行った。その後、スライドガラスに、SlowFade®Diamond Antifade Mountant

で封入した後、蛍光観察を行った。用いた試薬は Table 2-4に示した。 

 

Table 2-4 人工血管と冠動脈の評価に用いた試薬 

試薬・抗体名 備考・希釈倍率 

Anti-Fibrillin 1 mouse monoclonal 

antibody (Novusbio) 
1:200 

Goat anti-mouse IgG(H+L),FITC 

conjugate (Merck Millipore) 
1:200 

ヘマトキシリン 武藤化学 

エオジン Y 武藤化学 

塩化第二鉄 Wako 

ヘマトキシリン一水和物 武藤化学 

レゾルシンフクシン液 武藤化学 

ワンギーソン液 武藤化学 
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2-3-4 人工血管と冠動脈の弾性率測定 

作製した人工血管と冠動脈の力学的評価を弾性率測定にて行った。PBS 中に

保存した冠動脈を、適当な幅に切断してねじ口試験管に移し milli-Q 水を導入し

た。試験管をアルミホイルで包んでオートクレーブ（121℃、2気圧、20分）を行い、

コラーゲン成分を可溶化させた後、milli-Q水でよく洗浄した。洗浄したサンプルを

切ってシート状にし、線維方向と血流方向の幅と、厚さを測定した。これをシート

用弾性率測定装置に取り付けて、37℃ 恒温槽中で 500 µm/sの速さで引張り、応

力の変化を記録した。計測値から応力と歪みを計算して、応力-歪み曲線から弾

性率を測定した。また、自然長に対する破断時の伸び（⊿L）から伸長率を算出し

た（以下の式参照）。 

2-3-2で作製した人工血管の弾性率測定は、リング状の人工血管を切り開いて 

シート状にして冠動脈と同様に測定を行った。 

 

2-3-5 人工血管と冠動脈の血管コンプライアンス測定 

ブタ冠動脈と人工血管の生理的血圧時における伸展しやすさを評価するため

に血管コンプライアンス測定を Fig.2-9 に示す装置で測定を行った。シリンジポン

プを通し、圧力検知器（Keyence 社）で任意の圧力に調製した PBS をサンプルに

向けて流し込んだ。圧力は、生理条件下における平均的な拡張期、収縮期血圧

の 80 mmHg, 120 mmHgに設定し、各圧力をかけた時のサンプルをカメラで撮影

して ImageJ を用いて外径（d80,d120）を測定した。外径の値を用いて以下の式から

血管コンプライアンスを算出した（⊿P = 120 mmHg - 80 mmHg = 40 mmHg）。 

 

 

 

 

Fig.2-9 血管コンプライアンス試験器 
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2-3-6 収縮弛緩応答試験 

ブタ冠動脈と人工血管の血管としての機能を調査するために、収縮弛緩を

Fig.2-10に示す装置と手順で測定を行った。緩衝液の組成は Table 2-8に示すよ

うに参考文献 33、34を参照して作製した。脱分極、過分極の影響を調査するため

に、高濃度塩化カリウム溶液（118 mM）と低濃度塩化カリウム溶液（5.9 mM）を収

縮・弛緩剤として用いた。また、臨床で用いられ、内皮細胞非依存性収縮・弛緩を

示すフェニレフリンとニトロプルシドナトリウムを収縮・弛緩剤に選択した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2-5 収縮弛緩試験で使用した緩衝液の組成 33,34) 

（LP：Low potassium ion buffer、HP：High potassium ion buffer） 

 

ブタ冠動脈は摘出後 48時間以内に 5 mm幅に切断し、ステージヒーターによっ

て 37℃に加温した低濃度カリウムイオン緩衝液（Low potassium ion buffer :LP）に

浸漬させた。その時の血管の断面をカメラによって 20 分間撮影した。その後、高

濃度カリウムイオン緩衝液 High potassium ion buffer :HP）に溶液を入れ替えて浸

漬し 20分撮影した。同様にニトロプルシドナトリウム/HP （SNP）、HP、LPと順に 20

分ずつ撮影を行った。これとは別に、LP に浸漬したサンプルを 20 分間撮影に続

いて、フェニレフリン塩酸塩 /LP （PE）に置換し同様に撮影を行った。その後、再

び LPにて断面変化を 20分間撮影した。撮影した動画を 1分ずつの画像にして、

それぞれの時点の内腔面断面積を ImageJによって測定した。撮影直後 0分の内

腔面断面積を 100 % としたときの断面積変化をそれぞれ算出し、収縮弛緩の様

子を数値化した。 

   LP HP 

 分子量 mM (mmol/L) mM (mmol/L) 

NaCl 58.44 123 11 

KCl 74.55 4.7 116.8 

CaCl2 110.98 1.25 1.25 

MgCl2 203.3 1.2 1.2 

KH2PO4 136.09 1.2 1.2 

NaHCO3 84.01 15.5 15.5 

D-glucose 180.16 11.5 11.5 
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Fig.2-10 収縮弛緩応答試験の手順概略図 

 

 

2-4 人工血管内のギャップ結合機能調査 

 2-4-1 血管平滑筋細胞におけるギャップ結合の観察 

血管平滑筋細胞においてギャップ結合がどのように存在しているかを免疫蛍光

染色によって観察した。 

継代培養によって懸濁液とした血管平滑筋細胞を 12 wellプレートに予め設置

した滅菌済みの丸型カバーガラス上に播種し、コンフルエントとなるまで培養を行

った。培養後、培地を慎重に取り除き PBSにて洗浄後、2 %パラホルムアルデヒド

/PBS溶液にて 15分間固定を行った。PBSによる洗浄を 5分 3回行った後、0.2 % 

TritonX-100/PBS を添加して 15分間膜透過処理を行った。PBSにて 5分間洗浄

を 3 回行い、カバーガラスを取り出し、細胞のない面の水分をふき取りガラスの淵

にワセリンを薄く塗った。その後、ブロッキング液を用いて 15 分間,室温でブロッキ

ングした。ブロッキング液を除去後、一次抗体 /PBSを 100 µLずつ全体に滴下し、

暗冷所（4℃ 冷蔵庫）にて一晩静置した。PBS にて 5 分間洗浄を 3 回行った。そ

の後、カバーガラスを取り出して異なる 12 well プレートに移し替えて、二次抗体

/PBSを 200 µLずつ全面に滴下し、室温にて 2時間静置した。抗体処理後、PBS

で 5分間の洗浄を行い、2回目と 3回目は 20 ng/mL DAPI/ PBSで洗浄と核染色

を行った。その後、 0.5% CellBriteTM Orange Cytoplasmic Membrane Dye 

(Biotium) /PBSにて 10分間処理して細胞膜染色を行った。PBS洗浄を 3回行っ

て、PBSによって封入を行い、共焦点レーザー顕微鏡で観察を行った。 
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2-4-2 組織工学的人工血管におけるギャップ結合の機能試験 

人工血管におけるギャップ結合の機能を調査するため、参考文献 35 を参考に

してギャップ結合の阻害剤を用いて収縮弛緩試験を行った。 

   2-3-2 のように作製し一週間培養した人工血管を幅 5 mm 程度に切断し、100 

µM カルベノキソロン（Cayman Chemicals）/PBS溶液に 20分間室温で静置した。

その後、2-3-6で記載した手順と同様に収縮弛緩応答試験を行った。 

＜カルベノキソロン＞ 

2-5 統計処理 

 統計的な有意性は解析ソフト StatView®-J 5.0（SAS 社）を使用した。解析には

Tukey-Kramer法を用いた。p値＜0.05 を有意とした。有意な差が認められた結果

のグラフには、 *：p<0.05 と表記した。 
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3 結果 

3-1 ブタ冠動脈の特徴調査 

3-1-1 ブタ冠動脈の組織学的評価 

   本研究で目標とする血管の構造を決定するため、ブタ冠動脈を病理染色によ

って観察した。 

まず H&E 染色によって冠動脈切片を観察し層の数、細胞密度を測定した

（Fig.3-1-1, Table 3-1）。層の数、密度の測定には冠動脈を 3つ染色して無作為に

10 箇所測定した。層の数は平滑筋層、または弾性層板に挟まれた層を一つの層

として数えた。 

 

Fig.3-1-1 ブタ冠動脈の H&E染色（青紫：細胞核、ピンク：その他組織、L：内腔面） 

（A） 全体、（B） 拡大図 

Table 3-1 H&E染色によるブタ冠動脈の特徴（n=10） 

 

H&E染色の結果、ブタ冠動脈の層数は約 30層であり、細胞密度は 

約 5 ×104cells/mm2  であることが分かった。この結果より、今後作製する人工血管

の層の数を 25～30層、細胞密度は 5 ×104cells/mm2となるように実験を行うことに

した。 

サンプル 層の数（外膜は除く） 細胞密度(×104cells/mm2) 

ブタ冠動脈 33.7 ± 4.2 5.6 ± 0.8 

A 

L 

 

B 

一層 
一層 



28 

三重大学大学院 工学研究科  

続いて、弾性線維と膠原線維を染め分けできる EVG染色によってブタ冠動脈

内の大まかなタンパク質の構成を調査した（Fig.3-1-2）。 

Fig.3-1-2 ブタ冠動脈の EVG染色結果 

（黒～黒紫：弾性線維、赤紫～赤：膠原線維、薄黒：細胞核、黄：細胞質） 

 

EVG染色の結果、生体の冠動脈には弾性線維と膠原線維が存在していること

が確認された。特に、内膜、中膜には弾性線維が、外膜には膠原線維が多く分布

していた。また、中膜層に存在する細胞が円周方向に配向し、密になっていること

も確認できた。このことから、目標とする人工血管は弾性線維を構成するタンパク

質のエラスチンを内側に、膠原線維の主成分であるコラーゲンを外側にしたような

ものが望ましいと判断した。また、細胞は円周方向に配向してできるだけ密になる

ような構造を目標とした。 

最後に、ブタ冠動脈に存在する細胞を特定するために、平滑筋細胞特異的マー

カーである α-SMAの免疫蛍光染色を行い評価した。 

Fig.3-1-3 ブタ冠動脈の免疫蛍光染色の結果 

（A）全体像、（B） 拡大図 （青：細胞核、緑：α-SMA、両矢印：円周方向） 

 

α-SMAの免疫蛍光染色の結果、中膜部分に存在する細胞は平滑筋細胞であ

ることがわかった。また、内膜、外膜部分に存在する細胞は平滑筋細胞ではなく

他種の細胞であることが示唆された。加えて、最内腔側にある内弾性板の直近ま

で平滑筋細胞が迫っており、中膜に存在する平滑筋細胞のほとんどが、血流方

向に対して円周に配向していることが確認できた。 

A B 

弾性線維 

膠原線維 

細胞質 
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3-1-2 冠動脈の力学的評価 

目標の冠動脈の力学的特性を知るために弾性率と血管コンプライアンスを測

定した。 

Fig.3-1-4 ブタ冠動脈の弾性率結果 

（A） オートクレーブ処理後の冠動脈の応力歪曲線、（B） 弾性率結果（n=4） 

 

オートクレーブ処理前のブタ冠動脈は破断せず測定限界に達したため参考値

であるが、192.6 ± 81.4 kPaであった。オートクレーブによって組織内のコラーゲン

を溶出させた群では、Fig.3-1-4 （A） に示す「Jカーブ」が確認された。正確な弾

性率を算出するため、Jカーブの一つ目のカーブ（①）と、二つ目のカーブ（②）の

値をそれぞれ算出した（Fig.3-1-4 （B））。①は 33.7 ± 16.9 kPa、②が 65.5 ± 33.3 

kPaであった。このことから、エラスチンのみで作製した人工血管の弾性率は約 60 

kPaが最低限必要であることが分かった。 

血管コンプライアンスは、13.1 ± 6.9 %/100mmHgであった（Fig.3-1-5）。参考文

献 35によると、既存の高分子血管の代表である ePTFE製血管は 

1.6 ± 0.2 %/100mmHgであることから、高分子製人工血管よりも血管コンプライア

ンスが遥かに優れていることが分かった。目標とする人工血管の血管コンプライア

ンスはこれと同程度になるようにする必要があることが分かった。 

Fig.3-1-5 ブタ冠動脈の血管コンプライアンスの結果 

ブタ冠動脈：n=6、ePTFE：参考文献 36 より引用改変 

  

A 

① 

② B 
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以上のことをまとめると、目標の人工血管の作製条件は次のようになる。 

 ① 層の数：25～30層 

 ② 細胞密度：5 ×104 cells/mm2 

 ③ 足場に用いる細胞、タンパク質：血管平滑筋細胞、エラスチン、コラーゲン 

 ④ 目標最低弾性率：60 kPa 

 ⑤ 血管コンプライアンス：10～15 %/100mmHg 

 

3-2 エラスチン足場の血管平滑筋細胞に与える影響 

3-2-1 ブタ大動脈由来血管平滑筋細胞の培養 

ブタ大動脈から単離した細胞の細胞種を特定するために、平滑筋細胞の特異

的マーカーである α-SMAの染色を行った（Fig3-2-1）。 

Fig.3-2-1 （A）ブタ大動脈から単離した細胞の α-SMAの免疫蛍光染色の結果 

（B）拡大図 （青：細胞核、緑：α-SMA） 

 

染色結果より、平滑筋細胞に特有の α-SMAのアクチンフィラメントがはっきりと確

認できたことから、大動脈中膜から単離した細胞はブタ冠動脈にも存在した血管

平滑筋細胞と断定して以降の実験に使用することにした。 

 

A B 



31 

三重大学大学院 工学研究科  

3-2-2 エラスチン添加による血管平滑筋細胞の ECM産生 

 エラスチン足場を用いた人工血管を作製するにあたり、エラスチンによる血管平

滑筋細胞への影響を、分画エラスチン添加培養時の ECM産生の違いによって評

価した。ECMの代表として、弾性線維形成の初期に発現が認められる Fibrillinの

免疫蛍光染色の結果を次に示す（Fig.3-2-2）。添加に用いた分画エラスチンのク

ラスは、先行研究 37)に基づいてタイプ A と E（以下エラスチン A、エラスチン E）を

用いた。 

 

 

Fig.3-2-2 （A）無添加、（B）エラスチン A添加 、（C）エラスチン E 添加培養 VSMC

の Fibrillin 蛍光観察結果（青：細胞核、マゼンタ：Fibrillin）、（D）画像当たりの

Fibrillinの蛍光強度（n=3、*:p<0.05） 

 

クラスに関係なく分画エラスチンによって、Fibrillinの発現が誘発され、弾性線

維形成の初期段階をエラスチンによって誘導できることが示唆された。また、エラ

スチン A よりエラスチン Eの方が発現を有意に増加させることが確認された。 

 

(D) 

A B C 

* 
* 

* 
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3-2-3 エラスチン AE混合多孔質ゲルが血管平滑筋細胞に与える影響 

 先行研究から細胞の生育環境に必要な多孔質構造を取ることが分かっている、

エラスチンAと Eの混合ゲルとVSMCを接触させて培養した場合の Fibrillinの蛍

光観察をすることで、どのような影響があるかを評価した（Fig.3-2-4）。なお、接触さ

せた群は、培養後ゲルから細胞を剥がしたものを観察した結果である。 

Fig.3-2-3 （A）エラスチン AE混合ゲルの多孔質の様子、 

 （B） エラスチンAE混合ゲルを接触させて培養したVSMCの Fibrillinの免疫蛍光

染色の結果（青：細胞核、マゼンタ：Fibrillin）、（C）シャーレ培養との蛍光強度比較 

 

 エラスチン AE混合ゲルに接触させて 2週間培養を行った群の蛍光強度は、画

像面積当たり 2.1 ± 0.04 %であり、シャーレ培養（0.93 ± 0.08 %）に比べて増加して

いた。このことから、エラスチン AE混合ゲルによって VSMCの Fibrillin産生を促

進することが示唆された。 

 

 

 

 

 

A B 

(C) 

C 
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3-3 組織工学的人工血管の評価と特徴 

3-3-1 組織工学的人工血管の組織学的評価 

 3-2にて有用性が示されたエラスチンファイバーシートとエラスチン AE混合ゲル、

血管平滑筋細胞を組み合わせて人工血管を作製した。作製した人工血管をH&E

染色と免疫蛍光染色によって構造解析を行った。染色によって観察し得られた画

像から、層の数、細胞密度を測定した（Fig.3-3-1, Table 3-2）。層の数については、

エラスチンシートと平滑筋細胞層を一つの層として測定した。 

 

 

Fig. 3-3-1 組織工学的人工血管の染色結果 

(A) H&E染色（青紫：細胞核、ピンク：その他組織、L：内腔面）  

(B) α-SMAの免疫蛍光染色（青：細胞核、緑：α-SMA、L：内腔面） 

 

Table 3-2  染色で得られた組織工学的人工血管の特徴（n=10） 

 

作製した人工血管の層の数は 20.6 ± 3.2層であり、作製法のシート 8枚×3回巻

き＝24層を概ね満たしていた。細胞数は 1.3 ± 0.3 ×104 cells/mm2で目標としてい

た 5 ×104 cells/mm2に及ばなかった。1層の厚みは 17.9 ± 5.6 µmと、ブタ冠動脈よ

りも一層が薄くなっていることが分かった。内径はおおよそ 4 mmであった。 

サンプル 層の数 細胞密度(×104 cells/mm2) 

人工血管 20.6 ± 3.2 1.3 ± 0.3 

B A 

L 
L 
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3-3-2 組織工学的人工血管の力学的評価 

 組織工学的人工血管の力学的特性を弾性率と血管コンプライアンスによって評

価し、冠動脈との比較を行った（Fig.3-3-2）。対照としたブタ冠動脈の値は、二つ

目のカーブの値を記した。 

Fig.3-3-2 （A,B）組織工学的人工血管の弾性率と伸長率結果 

（C）血管コンプライアンスの値（冠動脈：n=4-5、人工血管：n=3、*:p<0.05） 

 

エラスチンのみで作製した人工血管の弾性率は 25.8 ± 8 kPa（Fig.3-3-2 A 中

央）、伸長率は 301.6 ± 91 %（Fig.3-3-2 B 中央）、血管コンプライアンスは 

23.9 ± 8.6 %/100mmHg（Fig.3-3-2 C 中央）であった。 

また、コラーゲンシートを最外側に巻いた人工血管は、弾性率が 117.5 ± 17 kPa

（Fig.3-3-2 A 右）、伸長率は 201.6 ± 63 %（Fig.3-3-2 B 中央）、血管コンプライア

ンスは 14.9 ± 4.5 %/100mmHg（Fig.3-3-2 C 中央）で冠動脈との有意な差はなか

った。以上から、エラスチンのみで作製した人工血管は目標弾性率、血管コンプ

ライアンス共に満たさない結果になり、コラーゲンを一枚導入すると目標を満たす

人工血管となることが分かった。 
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3-3-3 組織工学的人工血管の収縮弛緩応答調査 

 組織工学的人工血管の機能が冠動脈様であるかを評価するために、収縮・弛

緩剤を導入した際の内径変化を動画撮影し、開始後 0分を 100 %として 5分経過

後（Fig.3-3-3）、20分経過後（Fig.3-3-4）の変化率を冠動脈と比較した。使用した

収縮剤は高濃度カリウムイオン（High Potassium ion buffer：HP）とフェニレフリン

（PE）、弛緩剤には低濃度カリウムイオン（Low Potassium ion buffer：LP）とニトロプ

ルシドナトリウム（SNP）である。 

Fig.3-3-3 各収縮・弛緩剤添加後 5分の変化率  

（A） LP、（B） SNP、（C） HP、（D） PE添加  

（人工血管、ブタ冠動脈：n=3、*：p<0.05） 

 

人工血管における弛緩剤添加 5分の変化は、LP：104.6 ± 5.2 %の弛緩傾向

（Fig.3-3-3 A中央）、SNP：102.8 ± 0.9 %の有意な弛緩（Fig.3-3-3 B中央）が観察

された。また、収縮剤を添加した群においては、HP：96.5 ± 1.2 %（Fig.3-3-3 C中

央）、PE：98.4 ± 2.5 %（Fig.3-3-3 D中央）の収縮傾向が見られたが、有意な差は

なかった。 

冠動脈においては、LP：101.0 ± 6.3 %（Fig.3-3-3 A右）、SNP：106.0 ± 3.4 %

（Fig.3-3-3 B右）の有意な弛緩、HP：89.7 ± 2.9 %の有意な収縮（Fig.3-3-3 C右）、

PE：97.2 ± 17.1 %（Fig.3-3-3 D右）の収縮傾向にあった。LPにおいてはほとんど

変化がなかった。 
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Fig.3-3-4 各収縮・弛緩剤添加後 20分の変化率 

 （A） LP、（B） SNP、（C） HP、（D） PE添加  

（人工血管、ブタ冠動脈：n=3、*：p<0.05） 

 

 

20分の変化は、人工血管においては LP：107.2 ± 11.1 % の弛緩傾向

（Fig.3-3-4 A右中央）、SNP：118.8 ± 11.1 % の有意な弛緩（Fig.3-3-4 B中央）、

HP：89.7 ± 2.6 %の有意な収縮（Fig.3-3-4 C中央）、PE：94.5 ± 2.5 %の収縮傾向

（Fig.3-3-4 D中央）が観察された。 

冠動脈においては、LP：104.0 ± 5.0 %の弛緩傾向（Fig.3-3-4 A右）、SNP：

107.1 ± 1.4 %の有意な弛緩（Fig.3-3-4 B右）、HP：80.6 ± 10.7 %の有意な収縮

（Fig.3-3-4 C右）、PE：97.4 ± 16.0 %の収縮傾向（Fig.3-3-4 D中央）が観察され

た。 

 

以上の結果から、作製した人工血管は各収縮・弛緩剤に応じた応答を示すこと

が分かったが、臨床で用いられる収縮剤の PEの応答はどの群においても確認さ

れなかった。冠動脈と比較すると、平均値に差は見られたがどの群においても有

意な差は見られなかったことから、生体様の収縮弛緩応答があったと言える。これ

を裏付けるために、生体血管に多く存在することが知られるギャップ結合について

注視して次の実験を行った。 
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3-4 ギャップ結合との関係性 

 3-4-1 血管平滑筋細胞と冠動脈のギャップ結合観察 

血管組織において収縮弛緩応答を行う際、重要な役割を果たすギャップ結合

の様子を確認するためにブタ冠動脈のコネキシン 43（Connexin43：Cx43）の免疫

蛍光染色によってその観察を行った（Fig3-4-1）。 

Fig.3-4-1 ブタ冠動脈の Cx43免疫蛍光染色結果 

（青：細胞核、黄：Cx43、L：内腔面） 

 

ブタ冠動脈には Cx43が存在し、ギャップ結合の存在が示唆された。 

 

 続いて、大動脈から単離した VSMCにおけるギャップ結合をコネキシン 43の免

疫蛍光染色によって観察を試みた（Fig.3-4-2）。 

Fig.3-4-2 VSMCの Cx43の免疫蛍光染色結果 

（青：細胞核、黄：Cx43） 
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Cx43の蛍光が観察されたが、細胞質内の Cx43、細胞膜上のヘミチャネル、細

胞間のギャップ結合の違いがはっきりと分からなかったため、細胞膜の共染色を

行った（Fig.3-4-3）。 

Fig.3-4-3 VSMCの Cx43 と細胞膜の蛍光染色結果 

（青：細胞核、黄：Cx43、赤：細胞膜） 

 

 

 

この画像から、細胞核、Cx43、細胞膜の蛍光強度の分布を分析して、特徴的で

あった 3つの蛍光パターンを次に示す（Fig.3-4-4）。 
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Fig.3-4-4 細胞核、Cx43、細胞膜の特徴的な蛍光分布 

 

全画像を通して、青の高い蛍光強度が見られる部分は細胞核が、赤であれば細

胞膜の淵、黄ならば Cx43の存在を示している。 

一枚目は、Cx43の存在はあるものの偏りがある訳ではない。二枚目は、細胞膜

と同じ場所に Cx43の高い蛍光が見られる。三枚目は、赤の高い蛍光に挟まれる

ようにCｘ43の高い蛍光が見られる。一枚目は、細胞質全体に存在するCx43また

はコネクソン、二枚目は細胞膜上のヘミチャネル、三枚目はギャップ結合と思われ

る。このことから、血管平滑筋細胞間のギャップ結合の存在が示唆された。 
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 3-4-2 ギャップ結合阻害時の組織学的人工血管の収縮弛緩応答調査 

  作製した人工血管の収縮弛緩応答のギャップ結合を媒介して起きているかを、

カルベノキソロンによってギャップ結合の働きを阻害した際の収縮弛緩応答によっ

て評価した。評価は 5分（Fig.3-4-5）と 20分（Fig.3-4-6）の時点で行った。 

 

Fig.3-4-5 無添加とカルベノキソロン添加を行った人工血管の 

各収縮・弛緩剤作用後 5分の内径変化率 

 （A） LP、（B） SNP、（C） HP、（D） PE添加  

（無添加人工血管、カルベノキソロン添加人工血管：n=3、*：p<0.05） 

 

各収縮、弛緩剤導入後 5 分の時点で、カルベノキソロンを添加した群の変化は、

LP：97.9 ± 2.5 %（Fig.3-4-5 A右）、SNP：100.6 ± 1.8 %（Fig.3-4-5 B右）、HP：96.0 

± 2.8 %（Fig.3-4-5 C右）、PE：101.2 ± 3.2 %（Fig.3-4-5 D右）であり、各収縮・弛緩

剤に応じた変化はほとんど見られなかった。無添加群と比較するとHPにのみ有意

な差があり、高濃度カリウムイオンによる収縮応答が抑制された。その他の薬剤に

関しては有意な差は見られなかった。 
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Fig.3-4-6 無添加とカルベノキソロン添加を行った人工血管の 

各収縮・弛緩剤作用後 20分の内径変化率 

（A） LP、（B） SNP、（C） HP、（D） PE添加 

（無添加人工血管、カルベノキソロン添加人工血管：n=3、*：p<0.05） 

 

20分時点でカルベノキソロン添加群は、LP：99.1 ± 1.5 % （Fig.3-4-6 A右）、

SNP：98.9 ± 4.6 % （Fig.3-4-6 B右）、HP：96.2 ± 1.0 % （Fig.3-4-6 C右）、 

PE：100.0 ± 1.6% （Fig.3-4-6 D右）でほとんど変化がなかった。無添加群と比較し

て HP と PEで有意な差は見られ抑制された。SNP と LPにおいては有意な差はな

かったが 抑制傾向にあった。 

カルベノキソロンを添加し、ギャップ結合の働きを阻害した人工血管において収

縮弛緩の抑制が観測されたことから、作製した人工血管はギャップ結合を介した

収縮や弛緩応答を行っていることが示唆された。 
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4 考察 

4-1 ブタ冠動脈の構造と力学的特性 

先行研究 31)で塩処理後オートクレーブ（Fig.4-1中のコラーゲン処理）を行った

ブタ大動脈の引張試験を行った結果、オートクレーブ前では Jカーブが見られ、

オートクレーブ後では直線的な応力歪曲線が得られている（Fig.4-1）。しかしなが

ら、Fig3-1-4のように本研究では、オートクレーブ後でも Jカーブが見られた。これ

について考察する。 

Fig.4-1 塩処理後オートクレーブを行ったブタ大動脈の引張試験結果 31) 

 

動脈は、構造の違いによって、弾性動脈と筋性動脈に細分できることが知られ

ている 11)。前者は激しい血圧の変動を緩和する必要のある大動脈、腕頭動脈、総

頚動脈、肺動脈などがこれに該当する。中膜部分が平滑筋細胞と弾性層板が豊

富に存在し、受動的に血圧の変動に耐えていることが知られる。後者は、中膜部

分のほとんどが平滑筋細胞からなり、積極的に収縮し血管内径を変える。また、大

動脈のH&E染色では Fig.4-2のようにはっきりとした弾性層板が確認できるが、冠

動脈ではそれが不明瞭である。これは、弾性層板の構造的違いが関係している。 

Fig.4-2 ブタ大動脈とブタ冠動脈の H&E染色比較 

（左） 大動脈、（右）冠動脈 

 

L 
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Glagov らは、SEM によって様々な血管中膜を観察した結果、大動脈と冠動脈

に次のような違いがあると述べている 38)。大動脈を始めとするほとんどの動脈では、

弾性層板は周期的な細孔を有するエラスチンの厚い連続シートであり、平滑筋細

胞がその層板間に密に存在し、エラスチンの線維と接続している。しかし、冠動脈

の弾性層板は、狭くより間隔の広いエラスチンの線維で構成されており、つまり、

大動脈と比較して薄く多孔性の構造を示す 38)。この記述を基に予想されうる構造

の模式図を Fig.4-3に記した。 

Fig.4-3 大動脈と冠動脈の構造模式図（組織を外膜側から見た時の図） 

 

大動脈のエラスチンは、弾性層板の名に相応しい板状になっており、平滑筋細

胞を一層ずつに分け隔てている。冠動脈にあるエラスチンの線維は、配向性の高

いネット構造を示していると考えられる。本研究で行った円周方向の弾性率測定

では、次の Fig.4-4のように構造が歪みながら破断まで至ったと考えられる。 

Fig.4-4 オートクレーブ処理後冠動脈の破断過程 

 

よって、今回のような一つ目のカーブは、ネット構造が徐々に変形し完全な線

維状になるため歪みに対して応力の値が低く、二つ目のカーブになると線維状態

になるため、応力の値が高くなり破断までを表していると思われる。 
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4-2 エラスチン足場による血管平滑筋細胞の弾性線維形成 

 3-2で得られたエラスチン添加培養時の VSMCのフィブリリン発現上昇について

考察する。本研究では、不溶性エラスチンを熱シュウ酸処理によって水溶化した

エラスチンを用いた。この水溶化エラスチンを弾性線維が断片化されたペプチドと

考えると、生体内で類似したものが発生する例があり、その一つがアテローム性動

脈瘤である。 

アテローム性動脈瘤は Russel Rossによって 1999年に提唱された機序が有力と

されている 39)。その大まかな機序を以下に示す。 

 

Fig.4-5 アテローム性動脈瘤のメカニズム 40) 

＜機序＞ 

① 内膜が加齢、喫煙、肥満等の影響により損傷を受ける。 

② 血中の単球が内膜表面に接着し、内皮の下層へと侵入 

③ 単球は酸化 LDL（Low density lipoprotein）を取り込み泡沫細胞（脂肪蓄積マ

クロファージ）となる。 

④ 泡沫細胞が様々な成長因子やサイトカインを産生する。 

⑤ 産生された成長因子、サイトカインによって中膜の平滑筋細胞が合成型へと

変化し内膜へと遊走、増殖を始める。 

同時に泡沫細胞の産生する MMP（Matrix metalloproteinase）によって、細胞

外基質（Extracellular matrix：ECM）が分解される。 

⑥ 内膜内で平滑筋細胞が傷害修復のために過剰な基質産生と増殖を行い、内

膜が肥厚化する。 

 

この中で⑤のMMPによる ECM分解について詳しく解説する。 
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泡沫細胞の産生するMMPはMMP-2、MMP-9 と様々あるが、血管を構成する

ECM、特に膠原線維と弾性線維を分解する。断片化した各線維はペプチドとして

中膜内の平滑筋細胞、内膜の内皮細胞にも作用する。 

断片化した膠原線維であるコラーゲンペプチドは平滑筋細胞に作用すると合成

型への形質転換を促し、平滑筋細胞はコラーゲンを始めとする様々な ECM の過

剰産生を行うようになる。特に、Ⅰ型コラーゲンを産生するためプラーク部分のコラ

ーゲンの割合は正常血管と比較して高くなるため、後に硬化していく 41)。 

弾性線維の主成分であるエラスチンはカルシウムと脂質の沈着によってタンパ

ク質分解が誘発され、かつMMPによるエラスチンの分解が起こる。この時、エラス

チンは断片化されてエラスチンペプチドという形で残存する。エラスチンペプチド

は、平滑筋細胞や内皮細胞上のエラスチン受容体複合体（Elastin receptor 

complex：ERC）に作用して増殖や ECM産生を促すとされる 42)。 

 

ERCは EBP（Elastin binding protein）、PPCA（Protective protein / cathepsin A）、

Neu-1（Neuraminidase-1）で構成される、ヘテロ三量体である。EBP はエラスチン

結合部位をもち、PPCA はセリンプロテアーゼ活性を、Neu-1 はシアル酸を糖タン

パク質や糖脂質から切断すると言われている。Pascal らによると、エラスチンペプ

チドが EBPに結合すると、Neu-1の活性が促進され、最終的に ERK1/2や Akt経

路の活性化へと繋がる（Fig.4-6）。 

 

Fig.4-6 ERC を介したエラスチンペプチド（図中の elastokines）による 

細胞への影響 42) 
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PI3Kや、Aktの活性化によってFibrillinの転写・翻訳が促進されるという報告が

ある 43)ため、エラスチンペプチドから Akt、PI3K を介した Fibrillinの発現が起きる

と推察できる。  

また、アテローム性動脈瘤においては、平滑筋細胞が ECMの過剰産生によっ

て内膜肥厚、硬化を促進する。この ECMは、種々のコラーゲンのほか、エラスチ

ンやフィブリリンなども含まれる。よって今回の実験で断片化した分画エラスチンが

ERC等を経てフィブリリンの合成へと至ったのではないかと考えている。 

 

 また、ゲルを接触させて培養させた際にも、フィブリリンの発現上昇が見られたこ

とについて考察する。Fig.3-2-4で示したゲルを接触させて 2週間後ゲルを細胞か

ら剥がして観察を行った。本研究室で用いられる、多孔質エラスチンゲルは次の

ような機序を経て多孔質ゲルとなると考えられている（Fig.4-7）。 

 

Fig.4-7 分画エラスチン AE混合ゲルの多孔質化メカニズム 

 

 エラスチン A と Eを混合させてゲル化を行うと、エラスチン E部分がゲル化する

ことなく、エラスチンAのみがゲルとなる。このゲルに培地を導入すると水溶性のた

めゲル化していない E部分のみが培地成分へと流出して、この流出したエラスチ

ンが、先ほど説明したエラスチンペプチドによる作用機序によって Fibrillin発現を

促したと思われる。添加等によるエラスチンの補填を行っていないにも関わらず、2

週間時点で Fibrillin産生があったことについては次のような現象が起きていたと

推測される。 

培地交換を 3日に一度行っているので徐々に流出したエラスチンは減少してい

く。しかし、ゲル化したエラスチンゲルが加水分解または、平滑筋細胞の産生する

MMPによって分解されて、再びエラスチンペプチドが供給される。これによって、

2週間時点でもエラスチンが平滑筋細胞の周囲に存在しており、産生が確認でき

たと考えている。 
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また、この実験結果は、ゲルと平滑筋細胞の間への弾性線維形成の初期過程

が観察できたとも言える。すなわち、エラスチン足場を用いた人工血管において

培養を継続すればゲルとの接触によって弾性線維のリモデリングが開始されること

を示唆している。以上を踏まえて作製した人工血管内では Fig.4-8に表すような分

解・リモデリング進行が起きている推測される。 

 

Fig.4-8 エラスチン足場を用いた人工血管のリモデリング 

 

培養液に浸すことで分画エラスチンAEゲルのうち、エラスチンE部分のみが漏

出しエラスチンペプチドとして平滑筋細胞へと作用する。これによって Fibrillin、

Elastinの合成が開始され、同時にMMPの産生も活発となる。産生されたMMP

は多孔質エラスチンゲルを分解し、A部分がエラスチンペプチドとして平滑筋細胞

に供給され Fibrillin、Elastinの合成が促進される。これの繰り返しによって、リモデ

リングが進行することが期待される。 
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4-3 組織工学的人工血管の力学的特性 

先行研究 30)では、無細胞人工血管を作製した翌日に弾性率、コンプライアンス

を測定して次のような結果を得た（Fig.4-9）。 

 Fig.4-9 多孔質エラスチン AEゲルと、エラスチンシートのみで作製した人工血管と 

コラーゲンファイバーシートを導入した人工血管の弾性率とコンプライアンス比較 

（平成 30年三田修論 30)より一部抜粋） 

 

   多孔質ゲルとエラスチンシートのみで作製した人工血管の弾性率は約 300 kPa

で、コンプライアンスは 20 %であった。本研究と弾性率の測定方法が異なるため

明確な比較はできないが、1 週間培養後で 25 kPa 程度と大幅に減少している

（Fig.3-3-2 A）。しかし、コンプライアンスは 25 %と大幅な変化はなかった

（Fig.3-3-2 C）。このことについて考察する。 

 作製した人工血管の力学的強度を担保しているのは、エラスチンファイバーシ

ートである。エラスチンシートは加水分解や細胞の産生するMMP等によって分解

されて強度低下につながったと思われる。しかし、分解されたシートはすぐに培養

液中へと流出することなくその場に留まっているのではないかと考えられる。作製

した人工血管はエラスチンシートがエラスチンゲルによって互いに接着しているよ

うな構造を取る（Fig.4-10 左）。よって、分解されたシートはゲルによって一時的に

接着していて（Fig.4-10 右）、ゲルまたはシートの完全分解までは時間を要するた

め、弾性率が低下したにも関わらず、コンプライアンスは維持されたのではないか

と思われる。 
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Fig.4-10 人工血管の断面模式図と、培養一週間後の足場の様子 

（一週間後の様子は細胞を省略した） 

 

コラーゲンファイバーシートを導入したことにより、弾性率はオートクレーブ処理

後のブタ冠動脈の倍以上、コンプライアンスの値は先行研究とほぼ同じ値となっ

た。4-2 でも述べたが、コラーゲンには平滑筋細胞を合成型へと誘導する報告が

あり、本研究では過剰な ECM分解、ECM産生を阻止するため、コラーゲンシート

には細胞を導入していない。よって、コラーゲンシートは加水分解によって徐々に

分解されるが、細胞の出す MMP の影響を直接受けることがないため分解が遅延

されたと考えられる。 

弾性率はエラスチンシートのみで作製するとエラスチンシートの分解による構造

破壊が原因で弾性率低下が顕著に表れたが、コラーゲンシートによって半分程度

に抑えられたと言える。コンプライアンスについては、エラスチンシートの構造破壊

が起きていたが、コラーゲンシートによってこれが抑えられ、一週間後でも維持で

きたと考えられる。 

弾性率の値は、オートクレーブ処理後の冠動脈より倍近い値となったが、処理

前の値と比べると半分にも満たない。原因は先に述べたエラスチンシートの分解と

思われるが、これを制御する必要がある。加水分解は避けることができないが、

MMP 等によるシートの分解は可能であると思われる。MMP による分解を阻害す

るものをシートやエラスチンゲルに導入、または培地中に添加することで MMP に

よる分解を抑制できると考えている。 

また、冠動脈は平滑筋細胞と弾性層板の間にもコラーゲンが存在し、ネットワー

クを形成している 38)。これが、強度を保っているが、今回作製した人工血管ではそ

れが達成されていない。これを模倣できれば強度上昇へと繋がる可能性がある。
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4-4 ギャップ結合媒介性収縮弛緩応答 

 今回作製した人工血管の収縮弛緩応答は Fig.4-11のように起きると考えられる。 

Fig.4-11 人工血管の収縮弛緩応答の機序予測 

 

冠動脈と人工血管の大きな違いは、シート間の細胞間連絡が困難な点である。

Fig.3-1-3 から冠動脈中膜のほとんどが厚い平滑筋層で構成されることから、冠動

脈は内皮や外膜から受けた刺激を、ギャップ結合を介して素早く全体へと伝えて

いると考えられる。このことは、冠動脈において 5 分でも収縮、弛緩に有意な応答

が見られたことから説明できる。逆に人工血管は各層が隔てられているため、今回

の実験であれば一層の平滑筋細胞層においてはギャップ結合によって応答が伝

達されるが、次の層に伝えるには収縮・弛緩物質が浸透するまでの時間を要して

いると考えられる。よって、冠動脈よりも遅い時点で収縮・弛緩反応が見られたと思

われる。 

  また、各収縮・弛緩剤による応答の違いを Fig.4-12,13に示した。Fig.4-12は平滑

筋細胞における収縮弛緩の大まかなメカニズムである 

Fig.4-12 平滑筋細胞における収縮弛緩メカニズムの簡略図 44) 
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Fig.4-13 本研究で用いた収縮・弛緩剤の作用機序 45-47) 
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平滑筋細胞の収縮メカニズムは細胞内のカルシウムイオン（Ca2+）とカル

モジュリン（Calmodulin：CaM）の結合によって開始され、カルシウム-

カルモジュリン複合体（Ca-CaM）がミオシン軽鎖キナーゼ（Myosin 

light-chain kinase：MLCK）に作用し、キナーゼが活性化、ミオシン軽鎖

をリン酸化する。リン酸化したミオシンはアクチンと結合して収縮が起こる。

弛緩は cGMP などの作用によって、MLCK のリン酸化によって MLCK が

不活性化、または、ミオシン軽鎖ホスファターゼ（Myosin light-chain 

phosphatase：MLCP）の活性化によってミオシンの脱リン酸化が起きて弛

緩が起こる（Fig.4-12）。 

 

低濃度カリウムから高濃度カリウムに溶液を変えると、 細胞膜上にある

カリウムイオンチャネル（内向き整流性 K+チャネルなど）によって、細胞

内へとカリウムイオンが流入する。流入によって膜電位が変化し、カルシウ

ムイオンチャネルが開いてカルシウムイオンが細胞内へ流入し、脱分極が起

きる。カルシウムイオンの細胞内濃度上昇に伴い、カルモジュリンとカルシ

ウムが結合して収縮を促す（Fig.4-13 A）。 

 

高濃度から低濃度カリウムに変えると、濃度勾配によってカリウムイオン

が流出し、膜電位の過分極が起きる。その後、カルシウムイオンが流出、カ

ルシウムイオン濃度の低下によって、弛緩を促す（Fig.4-13 B）。 

 

ニトロプルシドナトリウム（SNP）による弛緩について。ニトロプルシド

ナトリウムから一酸化窒素（NO）が遊離する。NO は細胞内に存在するグ

アニル酸シクラーゼに作用して、GTPを cGMPに変換する。cGMPは PKG

を活性化して筋小胞体（カルシウムイオンストア：Ca2+ストア）のチャネル

を刺激してカルシウムイオンの取り込みを促進して、弛緩を引き起こす

（Fig.4-13 C）。 

 

フェニレフリン（PE）による収縮について。PEを細胞膜表面に存在する

アドレナリン α1受容体が認識して、直近の Gタンパク質を介してプロテイ

ンキナーゼ C（Protein kinase C：PKC）や Ca-CaM依存性キナーゼⅡなど

の酵素が活性化する。これらによって、細胞膜表面、または筋小胞体のカル

シウムイオンチャネルを刺激して、カルシウムイオンを流入、細胞内のカル

シウムイオン濃度を上昇させ収縮へと至る（Fig.4-13 D）。 
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今回用いた収縮・弛緩剤の中で唯一細胞膜上の受容体を介して作用する PE

に関しては、Fig.4-13 Dのような機序で収縮することを想定して実験を行ったが有

意な差は見られなかった（Fig.3-3-3、Fig.3-3-4）。これについて考察を行う。今回

用いた細胞は、大動脈由来の平滑筋細胞である。大動脈は 4-1 で記述したように

弾性動脈に分類される。よって日常的に収縮や弛緩を行う冠動脈と比較して、そ

の応答に対して鋭敏ではないことが考えられる。今回使用した収縮・弛緩剤の中

で、受容体を介しての反応は PEだけである。PEを認識する受容体はアドレナリン

受容体 α1である 48)が、アドレナリン受容体はいくつか種類が存在する。 

 大動脈にはアドレナリン受容体 α1Dが、冠動脈には α1A と α1D、α2A,Bが存在

するという報告がある 46)。 

 

Fig.4-14 アドレナリン受容体の一覧と、存在する組織 

（参考文献 48 より一部抜粋） 

 

受容体の数からも分かるように冠動脈の方が神経刺激に対して鋭敏であること

が分かる。また、ウサギ大動脈にはムスカリン受容体M2、M3が存在し特にM3受

容体は収縮に働く 49).。生体内でどちらが優先であるかは報告されていないが、今

回のPEによる収縮が観察できなかったのは、大動脈ではムスカリン受容体が優先

的に働いているからだと推測できる。よって、冠動脈の働きを完全に再現するには、

大動脈由来の平滑筋細胞ではなく、冠動脈由来のものを使用する必要があると

思われる。また、今回は PEによる応答、即ちアドレナリン受容体 α1のみの応答を

観察したので、他の受容体に作用する薬物を用いた実験も必要と言える。例えば、

α2 受容体であれば、クロニジンを、β2 受容体であればサルメテロールやアルブテ

ノールなどが該当する 50)。 
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 エラスチン足場を用いた人工血管内平滑筋細胞間のギャップ結合による収縮弛

緩作用について考察する。本実験では、ギャップ結合を阻害したことによって収

縮弛緩応答性が低下し、ギャップ結合が機能していることを示唆した。 

血管に限らず子宮、気管支、膀胱等の平滑筋は、骨格筋、心筋と異なり筋節

（サルコメア）が存在しない。骨格筋、心筋はサルコメアで密着接合（Tight 

junction）を形成し、細胞間が 5 nm程度まで接近している。その周辺にギャップ結

合を形成して、収縮刺激伝達物質の Ca2+の細胞間輸送を達成し、神経によって

受けた膜電位変化を組織全体に高速伝達を可能にしている 50)。 

平滑筋にはこれらが存在せず細胞間を密着させる手段がないため、どのように

密着しギャップ結合を形成しているかは未だ解明されておらず、デスモソームによ

るものとする報告もあるが、上皮細胞のデスモソームの細胞間距離は 20 nm ~ 30 

nm であるため 51)、これだけの影響とは考えにくい。ただし、平滑筋は骨格筋、心

筋と異なり、平滑筋の周囲に ECMが豊富に存在しているため、この ECMが平滑

筋の密着を援助していると推察できる。 

CAY M. らは、Ⅳ型コラーゲンとフィブリリンで形成されたマイクロフィブリルが血

管平滑筋細胞の接着と集合に関与していると報告している 52)。つまり、Fig.4-14の

ようにマイクロフィブリルに平滑筋細胞が集合・密集し、その近接した部分でギャッ

プ結合を形成していると推察する。 

Fig.4-15 マイクロフィブリルに集合・密着し 

ギャップ結合を形成する平滑筋細胞の模式図 
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エラスチン足場で作製した人工血管内の平滑筋細胞がギャップ結合を形成し、

その機能を発揮したのは、4-2で述べたフィブリリン産生によるものであると考えら

れる。人工血管のギャップ結合形成に至るまでを Fig.4-16に示した。  

Fig.4-16 人工血管内の平滑筋細胞のギャップ結合形成過程 

 

培養直後では、エラスチン AE混合ゲルからエラスチン Eのみが漏出し、シート

上の平滑筋細胞から、フィブリリンが産生されマイクロフィブリル形成過程が開始さ

れる。ゲル層とシート層の間にフィブリリン線維（またはマイクロフィブリル）が形成さ

れ、そこに平滑筋細胞が遊走し、集合していく。この後、密着した平滑筋細胞間に

ギャップ結合が形成され、細胞間の直接連絡が達成されると推測される。その後

はマイクロフィブリルに平滑筋細胞が産生したエラスチンが沈着し、弾性線

維が形成されると思われる。 
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4-5 エラスチンを用いた組織工学的人工血管について 

 本研究の結果から、エラスチンシートと多孔質エラスチンゲルを用いた人工血管
は力学的強度、機能を充分に持ち得ることが分かった。しかしながら、未解決な要

素が未だ存在するため、今後はその解決を行わなければならない。大きな未解決

部分は① 縫合保持強度、② 内皮細胞導入の 2点であると考える。 

 

①について。平成 30 年三田 30)は、水溶化フィブリリンと水溶化エラスチンを組み

合わせたゲルを用いて作製した人工血管が、縫合に十分な強度を示したと報告し

た。本研究では、フィブリリンを用いておらず縫合するには強度が低いことが予想

される。今後は、フィブリリンを用いた人工血管の作製を視野に入れる必要があ

る。 

 

②について。血管の収縮や弛緩は、序論でも述べたが神経から平滑筋、または血

液から内皮、内皮から平滑筋に伝えられて起こる。また、内皮は血栓形成が起き

ないよう、血管内腔面の保護を行っている。つまり、血管において内皮細胞は必

要不可欠であるため、人工血管へ内皮細胞を導入しなければならない。内腔面

側の保護は可能であると考えられるが、内腔面のシートの厚さが原因で、内皮か

ら平滑筋のギャップ結合による伝達が十分に起きない可能性がある。そこで次の

ようなモデルを提案する。 

Fig.4-17 人工血管の新規案 
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冠動脈は弾性層板がネット様であるため、用いるシートも多孔性であることが望

ましいと思われる。しかし、単なる多孔構造は強度低下に繋がり、その強度を補強

するためⅠ型コラーゲンを導入すると平滑筋細胞の合成型への転換が起きる可能

性がある。Ⅳ型コラーゲンは基底膜を構成するコラーゲンであり、Ⅳ型コラーゲン

が豊富に含まれる水晶体基底膜の弾性率が 820 kPa と報告があることから 53)、Ⅳ

型コラーゲンはある程度の強度を持つと思われる。さらに、Ⅳ型コラーゲンは平滑

筋細胞の収縮型への転換を促し 54)、生体血管において内皮細胞は基底膜と接触

しているため、新しい組織工学的人工血管の構成材料に相応しいと考える。水溶

化Ⅳ型コラーゲンをエレクトロスピニング法によってシート化し、これをエラスチン

シートと交互に組み合わせそれをエラスチン AE 混合ゲルで接着させて、内腔面

に内皮細胞を接着させることができれば、内皮を媒介した収縮弛緩応答が可能な

人工血管となることが予想される。 
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5 結論  

エラスチンをシート状、ゲル状に加工した足場と血管平滑筋細胞を組み合わせ

た組織工学的人工血管は、各収縮・弛緩剤に応じた挙動を示した。また、この収

縮、弛緩力はギャップ結合を媒介して行われていることが分かり、生体冠動脈に

近い人工血管を開発できたと言える。この人工血管は、今までになかった冠動脈

の代替血管としての使用が大いに期待できる。 
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