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要約
再生医工学は皮膚等の組織の再生に関してはある一定の成果を挙げてきているが、肝臓に代表される代謝系臓器の再生に関し
ては未だ基礎研究の域を脱し得ていない。これは、組織内部の細胞にまで十分な酸素・栄養素を供給するために不可欠な血管
網を組織内部に配置する手法が未だ開発段階にあるためである。口径の大きな血管（数ミリ以上）を人工的に作製する手法は
これまでに多く報告されているが、生体組織内部において緻密な血管網を作製するのに適した微細なサイズの血管を作製する
手法は少ない。本研究では、中空構造を有する微細なアルギン酸カルシウム／ゼラチンゲルファイバーを用いた血管様構造体
作製法の開発を目的とした。具体的にゲルファイバーは、液－液co�owing stream法を応用して作製した。その際、種々の操作
因子を変化させることで、ファイバーの外径および中空径を制御可能であった。また、酸化アルギン酸でゼラチンを架橋する
ことで、ゲルファイバーからのゼラチンの溶出を抑え、ファイバーに細胞接着性を付与できた。そのファイバーの中空部に血
管内皮細胞を、ゲル部分に血管平滑筋細胞を包括することで、生体の微細な血管を模倣した血管様構造体を作製した。
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1.  はじめに
　近年の再生医工学分野の進歩はめざましく、特に皮膚や軟
骨等の再生に関しては臨床適用も数多く行われている（Hans-
brough et al., 1994）。しかし、肝臓に代表される代謝系臓器
の再生に関しては未だ基礎研究の域を脱し得ていない。これ
は、組織内部の細胞にまで十分な酸素・栄養素を供給するた
めに不可欠な血管網を組織内部に配置する手法が未だ開発段
階にあるためである（Sakaguchi et al., 2013）。
　血管を人工的に作製する手法はこれまでに多く報告されて
いるが、それらの多くは口径が数ミリ以上の血管を対象とし
たものであり、生体組織内部おいて緻密な血管網を作製する
のに適した微細なサイズの血管を作製する手法は少ない。こ
れまでに我々のグループは、アルギン酸を主材料とした微細
なヒドロゲルファイバーを用いて、それと同等の口径を有す
る血管様構造体を作製する手法を報告している（Sakai et al., 
2008）。以下にその具体的な作製手順を示す。まず、境ら（Sakai 
et al., 2004）が報告した液体微粒化技術である液 -液co�owing 
stream法を利用し、血管内皮細胞（ECs）を包括した直径数百
µmのアルギン酸カルシウム／ゼラチンゲルファイバーを作
製する。続いて、ファイバー表面に血管平滑筋細胞（SMCs）
を播種し、その流路表面をSMCsによって覆わせる。このファ
イバーをコラーゲンゲル内に包埋後、ファイバーのみを特異
的に分解する。この処理により、ファイバーの部分を流路と
することができる。さらに、その表面を、あらかじめファ
イバー内に包括したECsによって覆わせることで、SMCs層
をECsが裏打ちした、生体血管と類似の構造を有する小口径

血管様構造体を作製することができる。上記で使用したゲル
ファイバーは柔軟性に優れているため、複雑に屈曲した形状
の血管様構造体を作製することができ、生体と同様の緻密な
血管網を作製するのに好適である。
　本稿では、中空構造を有する微細なゲルファイバーを用い
た小口径血管様構造体作製法を報告する。具体的な手順を以
下に示す（図1）。まず、上記の境らのゲルファイバー作製法
を応用し、中空部にECs、ゲル部にSMCsを包括した中空状の
アルギン酸カルシウム /ゼラチンゲルファイバーを作製する。

図1：本研究の小口径血管様構造体作製手順
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続いて、ECsをファイバーの中空部表面に接着させ、その表
面を覆わせる。本手法では従来法でのSMCsの播種操作を省
くことができるため、血管様構造体作製プロセスの簡略化に
繋がり、さらに構造体の強度を担うSMCs層の厚みの制御も
容易になる。この中空ゲルファイバーは本系への適用のみな
らず神経等の移植用生体管状組織構築用の細胞培養担体とし
ても利用できると考えられる。

2.  実験
2.1  試薬
　アルギン酸ナトリウム（分子量：約7万）は株式会社キミカ
より提供されたものを使用した。ブタ皮膚由来ゼラチン（type 
A）はシグマアルドリッチ社より購入した。ポリビニルアル
コール（PVA、重合度：1500～ 1800、鹸化度：> 99 %）は和
光純薬工業株式会社より購入した。ウシ頸動脈由来血管内皮
細胞（BECs）およびp53ノックアウトマウス大動脈由来平滑筋
細胞株（LMAC01）は JCRB細胞バンクより購入した。

2.2  中空状アルギン酸カルシウム / ゼラチンゲルファイバー
の作製
　中空ゲルファイバーの作製には同心3重円筒管を用いた
（Takei et al., 2010）。円筒管の外筒（内径 : 5.5 mm）から10 mM 

HEPESを含む100 mM塩化カルシウム水溶液（pH：7.4）を、中
筒からカルシウムを含まないKrebs-Ringer HEPES（KRH）緩衝
液にアルギン酸ナトリウム（1 % (w/v)）およびゼラチン（5 % 
(w/v)）を溶解した水溶液 (pH：7.4)を、内筒（内径：290 µm）
からKRH 緩衝液に溶解したPVA水溶液（10 % (w/v)）をそれぞ
れ同一方向に押し出すことで、中空ゲルファイバーを作製し
た。回収したファイバーを速やかに4 ℃の10 mM HEPESを含
む100 mM塩化カルシウム水溶液（pH：7.4）に浸し、ゼラチ
ンを十分にゲル化させた。位相差顕微鏡を用いて、ファイバー
の外径および中空径を測定した。
　ECsおよびSMCsを包括したファイバーを作製する場合は、
上記で使用した高分子水溶液にECsおよびSMCsを加えたも
のを用いた。具体的には、LMAC01を添加したアルギン酸ナ
トリウム／ゼラチン水溶液およびBECsを加えたPVA水溶液
を用いて、上記と同様の手順で、中空部にBECs、ゲル部分に
LMAC01を固定化した中空状のアルギン酸カルシウム／ゼラ
チンゲルファイバーを作製した。

2.3  ゲルファイバーの細胞培養条件下での安定性評価
　ゼラチンの架橋に使用した、分子内にアルデヒド基を有す
る酸化アルギン酸（酸化率：35 %）は我々の前報に従い調製し
た（Sakai et al., 2008）。その酸化アルギン酸をイーグル最小必
須培地（pH：7.4）に8 % (w/v)濃度で溶解し、その溶液内に中
空ゲルファイバー（外径：約1 mm、中空径：約600 µm）を浸し、
室温で3～ 6時間静置した。ファイバーをリン酸緩衝生理食
塩水で洗浄後、55 mMクエン酸三ナトリウム水溶液（pH：7.4）
に1時間浸すことでファイバーからアルギン酸カルシウムゲ
ルを除去した。その後、ファイバーを10 % (v/v)ウシ胎児血
清を含むイーグル最小必須培地（pH：7.4）に浸し、37 ℃で静
置した。経時的に、ファイバーの直径を測定した。

2.4  アルギン酸カルシウム／ゼラチンゲル平板上での ECs の
培養
　アルギン酸カルシウム／ゼラチンゲル平板上でのBECsの培
養は以下の手順で行った。1 % (w/v)アルギン酸ナトリウム /5 
% (w/v)ゼラチン水溶液（pH：7.4）を細胞培養用96穴プレート
の各ウェルに加え、氷冷することでゼラチンをゲル化させた。
続いて、そのゲル上に4 ℃の10 mM HEPES/100 mM塩化カル
シウム水溶液（pH：7.4）を加えることで、アルギン酸を架橋
した。そのゲルを、8 % (w/v)酸化アルギン酸を溶解したイー
グル最小必須培地（pH：7.4）に6時間浸した。イーグル最小必
須培地（pH：7.4）を用いてそのゲルを洗浄後、ゲル上にBECs
を播種し（1.4 × 105 cells/cm2）、20 ng/ml塩基性線維芽細胞
増殖因子を含むダルベッコ改変イーグル培地中で培養を行っ
た。

3.  結果と考察
3.1  中空ゲルファイバーの外径および内径の制御
　本研究の小口径血管様構造体作製法においては、調製した
中空ゲルファイバーの中空径および外径が、それぞれ血管様
構造体の中空径および外径に対応する。様々な用途に適した
サイズの血管様構造体を作製できるように、まずは中空ゲル
ファイバーの外径および中空径の制御を行なった。なお、わ
れわれの前報においても中空ゲルファイバーのサイズ制御を
行っているが、そのファイバーはアルギン酸カルシウムゲル
のみからなり、ゼラチンを含む場合のサイズ制御は行ってい
ない。
　まず、中筒先端内径（535 µm）、塩化カルシウム水溶液流
速（20 cm/s）および中筒先端におけるアルギン酸／ゼラチン
水溶液とPVA水溶液の流速 (10 cm/s)を固定し、core volume 
ratio （PVA水溶液流量／ （アルギン酸 /ゼラチン水溶液流量＋
PVA水溶液流量））がファイバー外径および中空径に及ぼす影
響を調査した。アルギン酸 /ゼラチン水溶液およびPVA水溶
液の合計流量を一定にしているため、core volume ratioを変
化させてもファイバー外径はほぼ一定であった（図2）。一方、
core volume ratioの増加とともに中空径は増加した。
　続いて、塩化カルシウム水溶液流速 (20 cm/s)、中筒先端に
おけるアルギン酸／ゼラチン水溶液とPVA水溶液の流速（10 
cm/s）およびcore volume ratio（0.2）を固定し、中筒先端内径
（290、535、770 µm）を変化させた。中筒先端内径の増加と
ともにファイバーの外径は増加した（図3）。このとき、外径
に対する中空径の割合はほぼ一定であった。以上の結果より、
ファイバーの外径および中空径は中筒先端内径およびcore 
volume ratioを変化させることにより制御可能であることが
示された。

3.2  ゲルファイバーの細胞培養条件下での安定性評価
　本研究のゲルファイバーを使用して血管様構造体を作製す
るためには、中空部へのECsの接着に必要なゼラチンがファ
イバーから漏れ出すことを防ぐ必要がある。そのため、本研
究では、酸化アルギン酸を用いてゼラチンを架橋することに
した。図4に、酸化アルギン酸を使用して3～ 6時間架橋し
たアルギン酸カルシウム /ゼラチンゲルファイバーからアル
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ギン酸ゲルを除去後、そのファイバーを培地に浸した後の
ファイバーの直径比（培養1～ 14日目のファイバー外径 /作
製直後のファイバーの外径）を示す。架橋時間が3～ 5時間で
はファイバーは膨潤し、ゼラチンの架橋が不十分であったが、
6時間架橋したものはほとんど膨潤することはなかった。そ
こで酸化アルギン酸によるゼラチンの架橋時間は6時間で十
分であると判断し、以降の架橋時間も6時間とした。

3.3  アルギン酸カルシウム／ゼラチンゲル平板上での ECs の
培養
　次に、酸化アルギン酸を用いてゼラチンを6時間架橋した
アルギン酸カルシウム／ゼラチンゲルにECsが接着できるか
調査した。ここでは、平板状のゲルを使用した。図5 （a）お
よび（b）に、BECs播種後4時間および3日後のゲル表面の写
真を示す。BECsは播種後4時間目にはゲル上に接着・伸展し、
3日後もその状態を保っていた。一方、酸化アルギン酸でゼ
ラチンを架橋していないゲルでは、播種後4時間目にはBECs
はそのゲル上に接着するものの、1日後には多くの細胞がゲ
ルから剥がれた（図5 （c））。これは、培養期間中にゼラチン
がファイバーから溶出したためであると考える。

3.4  ECs および SMCs 包括中空ゲルファイバーの作製と ECs
の接着の確認
　図6 （a）に、中空部にBECsを、ゲル部分にLMAC01を包括
したファイバーの作製直後の写真を示す。2つの細胞を同時
に包括した場合、BECsが中空部内表面に接着できるか確認が
困難であるため、BECsのみを中空部に包括したファイバーを
作製し、その確認を行なった。図6 （b）に示すとおり、曲面
である中空部表面にもBECsは接着・伸展できることを確認し
た。以上より、本研究の中空ゲルファイバーは、ゲル部分に
SMCsを固定化でき、かつ、その中空部表面をECsで覆わせる
ことができることから、小口径血管様構造体のテンプレート
として有用である。

4.  まとめ
　本研究では、液－液co�owing stream法を応用することで
作製できる中空状アルギン酸カルシウム／ゼラチンゲルファ
イバーの小口径血管様構造体のテンプレートとしての可能性
を評価した。ファイバー作製時の種々の操作因子を変化させ
ることで、ファイバーの外径および中空径を制御可能であっ
た。また、酸化アルギン酸でゼラチンを架橋することで、ゲ
ルファイバーからのゼラチンの溶出を抑えることができた。
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図3：中筒先端内径とファイバー外径および中空径との関係
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図5：（a）酸化アルギン酸で6時間架橋したアルギン酸カルシ
ウム／ゼラチンゲル平板へのBECsの播種後4時間目でのゲル
上のBECs、（b）（a）のファイバーへのBECsの播種後3日目の
ゲル上のBECs 、（c）酸化アルギン酸で架橋していないアルギ
ン酸カルシウム／ゼラチンゲル平板へのBECsの播種後1日目
でのゲル上のBECs

そのファイバーの中空部にECsを、ゲル部分にSMCsを包括
することで、血管様構造体を作製することができた。
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