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第６章

血管新生における細胞播種の影響の検討

6.1	 実験目的

　本章では、開発した血管新生観察装置の応用例として、細胞播種の有無が血管

新生速度に与える影響を検討した。予備実験において、皮下組織を 1mm 角程度の

大きさにまで細切し、Scaffold と一緒に体内に埋め込んだ系では、Scaffold だけ

を埋め込んだ系に比べて血管や組織の新生速度が速く、血管径も太い傾向にある

と言う結果を得た [59]（図 6-1）。そこで、血管新生を促進させる要素を同定する

基礎研究として、Scaffold と共に細胞を播種することを考えた。予め皮下組織か

ら単離培養した細胞を、血管新生観察装置を埋め込むときに Scaffold に播種し、

Scaffold における血管新生速度を、細胞を播種しない場合と比較検討した。

6.2	 実験方法

　図 6-2 に実験方法の概要図を示す。はじめに観察装置を埋め込む予定の生体か

ら皮下組織を摘出し、初代培養を行い、in	 vitro で培養する。血管新生観察装置

を２つ用意し、一方には Scaffold のみを埋め込み、他方には Scaffold と培養し

た皮下細胞を一緒に埋め込み、Scaffold に新生する血管の観察を行う。新生した

面積を割り出し、血管新生速度を算出し比較を行う。
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図 6-1　組織播種による血管新生の変化

（上：Scaffold のみ　下：Scaffold ＋皮下組織）
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図 6-2　実験方法の概要
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図 6-3　皮下組織摘出の様子

（上：肋骨付近の皮下　下：摘出した皮下組織）
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6.2.1	 播種細胞の初代培養方法

　初代培養の方法は参考文献にならって、一般的な方法を用いた [60-63]。血管新

生観察装置を埋込予定の動物（成獣ヤギ、45-48kg、♀）から、麻酔下で皮下組

織から 5mm 角程度の組織片を 5 個摘出した（図 6-3）。クリーンベンチ内において

はさみを用いて可能な限り小片化した後、タンパク分解酵素（トリプシン /EDTA、

クラボウ、大阪）を用いて組織から細胞を単離した。単離の際は振とう恒温槽

（Personal-11、タイテック、埼玉）を用いて、37 度の温水中で 20 分加振し、タ

ンパク分解酵素の触媒効果を高めた。その後、タンパク分解酵素を無効化し、遠

心分離（KR/702、KUBOTA、東京）して単離された細胞を取り出した。シャーレに

単離された細胞を培養液と共に播種し、37 度、5%CO2 に設定したインキュベーター

（BNA-111、ESPEC、大阪）中で培養した。播種後１週間経過の後、コンフルエント

まで増殖したところで継代し、必要な細胞数になるまで培養を続けた。摘出から

培養まで全て無菌操作下で行った（図 6-4）。

図 6-4　細胞の初代培養

（左：単離細胞播種（1日後）　／　右：コンフルエント状態）
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6.2.2	 細胞播種比較実験方法

　細胞の有無が血管新生速度に与える影響を調査するために、2 組の血管新生観

察装置を用意し、A の実験系では Scaffold のみの埋め込みを用い、B の系では

Scaffold	に培養細胞を播種し、生体に埋め込みを行った。Scaffold に新生する

血管を毎時記録し、その画像から新生した面積を算出する。画面内の新生面積率

から血管新生速度を算出した。図 6-2 に実験方法の概要図を示す。免疫反応によ

る影響を除去するために、皮下組織を摘出した生体と、観察装置を埋め込む動物

は同一個体を使用した。実験は 2頭の成獣ヤギを用いて 4例の実験を行った。

6.2.3	 動物実験方法

　3.3.2 項と同様な実験方法で、長期動物実験用チャンバー型血管新生観察装置

（Type Ⅲ）を、2 頭の成獣ヤギ（45kg と 48kg、メス、ザーネン種）の皮下の肋骨

上広背筋近傍に埋め込んだ（図 6-5）。比較のために実験系 A は左側面に、B は右

側面に埋め込みを行った（図 6-6）。Scaffold はどちらの系でも第３章で選定した

PGA	 Scaffold を用い、サイズ 10 × 20 × 0.3mm とした。播種細胞は埋込直前に細

胞懸濁液を Scaffold に含浸させた。その時の細胞数は 1 × 107 ／ cm3 とした。手

術後は皮膚貫通ケーブル部からの感染に注意し、飼育ケージにおいて清潔な状態

で管理した。
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図 6-5　埋込時の様子
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図 6-6　観察装置埋込後時の様子

（上：左側　下：右側）
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6.2.4	 血管新生の観察方法

　観察装置 1 台に対してモニター PC を 1 台用意し、USB インターフェースを用い

て接続し、制御および撮影を行った。モニター PC は専用に開発したプログラムに

よって観察装置を自動的に制御し、1 時間に 1 枚の間隔で静止画を撮影した。画

像撮影設定は明るさ、ホワイトバランス、コントラストを固定して撮影した。撮

影ごとにオートフォーカスを機能させ、画像中心の焦点が自動的に一致するよう

にプログラムで制御した。画像解像度は1280×1024	pixelで、無圧縮のビットマッ

プ形式で保存した。

6.2.5	 血管新生速度の算出方法

　取得した画像から新生面積を算出し、10 日ごとの新生面積の変化を新生速度と

した。取得画像から画像処理解析ソフト（Photoshop	CS3、アドビシステムズ、東

京）を用いて、面積を算出した（図 6-7）。境界領域の選択は手動で行い、3 回の

平均値を用いた。
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図 6-7　新生面積の算出方法例
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6.3	 実験結果

　図 6-8 および 5-9 に比較実験の画像結果を示す。青線で囲んだ画像群は

Scaffold のみを用いた実験系 A で、赤線で囲んだ画像群は Scaffold に細胞を播

種した実験系 B の結果である。埋め込み直後の第 0 週ではどちらも青い繊維状の

Scaffold のみが観察された。細胞播種系の B の画像には細胞を観察することはで

きなかった。3 週目から A、B 両系で画面左から血管が新生し始める様子が観察さ

れた。5 週目に A ではわずかに血管が伸長した。B では、左からの新生が大きく成

長し、下面と右面からも新生が見られた。どちらの系でも新生部の先端では細い

毛細血管が多く見られた。6 週目で A では下面からの新生が確認され、左面から

の新生も伸長した。B では各面からの新生は大きく伸長し、上面からの新生も見

られた。7 週目の B では新生の先端では多くの毛細血管が見られるが、新生が終

了した部位では、毛細血管は減少し、選択的に太い血管が残る様子が観察された。

また太い血管から分岐される多くの血管が観察された。各面からの新生は結合し、

いくつかの血管が残る様子が観察された。9 週目に B ではほぼ血管組織新生が終

了し、画面右上にわずかに Scaffold を確認できる程度まで新生した。その時、A

では全体の 4 割程度の面積が Scaffold で、新生速度に違いがあった。これらの実

験を 2 頭の動物を用いて 4 例おこなった時の結果を図 6-10 に示す。横軸に埋込日

数、縦軸を新生面積率にとった。図の寒色系（青、水色、紫、緑）で示したプロッ

トが実験系AのScaffoldのみを組み込んで実験を行った結果で、暖色系（赤、橙、桃、

黄色）で示したプロットが Scaffold に細胞を播種した実験結果である。2 頭の動
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物を用いてそれぞれ 2 例行い、動物の個体を実線と破線であらあわした。A、B 両

系ともほぼ同時に 3 週目から血管新生を確認でき、その時期の両系には大きな差

は見られなかったが、5週目から差が開きはじめ、6週目以降は大きく差が開いた。

その結果、Scaffold に細胞を播種した系では、Scaffold のみの系に比べ、早く血

管が新生するという結果を得た。
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図 6-8　細胞播種比較結果（０～５週）
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図 6-9　細胞播種比較画像（６～９週）



77

図 6-10　細胞播種比較実験結果（４例の結果）
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6.4	 考察

　本研究で開発した、低侵襲で、麻酔等を用いることなく血管新生を長期間安定

して観察可能な血管新生観察装置を用いて、培養した細胞の有無が血管新生に与

える影響の検証を行った。細胞播種以外の条件を統一した上で、画面内の新生面

積率を比較したところ、Scaffold のみに比べて Scaffold に培養細胞を播種した

系では早く血管が新生した。これは予備実験として組織を播種した時と同様の結

果であった。図 6-10 のグラフの細胞を播種した A 系と Scaffold のみの B 系では、

6 週目以降はほぼ相似する曲線を描いている。6 週目までの初期段階に播種した細

胞の影響が強く表れていると考えられるが、細胞の有無が血管新生に与える速度

差の機序は今後の検討事項であるが、皮下細胞中の線維芽細胞の影響や、血管内

皮細胞の増殖因子（VEGF 等）、培養細胞からのサイトカインなどの影響が考えら

れる。今後これらについて検証する必要があると考えられる。本試験では、培養

細胞の有無が血管新生に与える影響を検討するために、その対照実験として、細

胞非播種の Scaffold を用いたが、本実験を受けてさらに精査するために、摘出し

た細胞の中から、線維芽細胞や血管内皮細胞など種類を特定・単離した上で播種

する事で、ある特定の細胞が血管新生に与える影響を検討可能になると考えられ

る。培養した細胞を播種してから、画面内に血管組織が新生し観察可能になるま

で約 3 週間を要している。この 3 週間の間、播種した培養細胞が Scaffold 中で生

存しているかは明かではないが、播種細胞が生存していても、死滅していても、

その細胞が播種されることで血管新生に何らかの影響を与えていると、本実験か
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ら類推される。今後、細胞の何が新生に影響を与えているかを検討する 1 つの材

料として、播種細胞が 3 週間の間生きているか死んでいるかを評価するか、予め

体外で死滅した細胞と生きた細胞を Scaffold に播種して比較することでがあると

考えられる。

　第 5 章の動物実験結果と第６章の非播種の結果を比べると、視野の全面に血

管 ･ 組織が覆われるまでの日数が異なっているが、これは、これまでに作製した

１２個の Type	Ⅲ観察装置のうち 6 個は試行錯誤しながら条件を定めたもので、

その後新生速度比較用として、観察装置のサイズ・規格と Scaffold のサイズを統

一して第６章の実験を行った。第５章と第６章では詳細な実験条件が異なるため、

第 5章と第６章の非播種では時間差のある結果が得られたと考えられる。

　今回は新生した血管および組織の面積を算出し、新生速度のみを評価したが、

新生血管だけを評価するためには、取得画像から血管を選択的に抽出し、その走

行と径を算出することで評価することが可能であると考える。そのためには、コ

ンピュータを用いた画像処理が不可欠になるが、今回得られた画像では、血管と

組織の境界のコントラストが低く、血管のみの抽出は困難であった。この課題に

関しては、より高解像度の受像素子を用いるか、光学倍率を大きく変更すること

で対応することが可能ではあるが、同時に背反条件であるデバイスサイズと、視

野の問題が生じるため、現状では容易には解決できない課題である。
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第７章

総合考察

　Scaffold に新生する血管を長期間安定に観察するためには、血管新生観察装置

の開発が重要な課題であった。方法としては、イメージ素子を用いたワンピース

の血管新生観察装置を開発し、それに Scaffold を内蔵することにした。この方法

を用いると、Scaffold が血管新生観察装置にうまく固定されるため、画像がぶれ

るのを防止できると考えたためである。

　まず、血管新生観察装置に内蔵する Scaffold の適切な厚さを検討した。

Scaffold が厚いと血管が Scaffold 中に潜り込んでしまうため視野に入る血管が

少なくなる可能性があり、逆に Scaffold が薄いと、血管や組織が誘導されない可

能性があったからである。実験からは、厚さ 0.3mm であれば、血管や組織の新生

もよく、また新生血管の画像もうまく観察できることがわかった。

　この結果を受けて、血管新生観察装置の開発に取りかかった。本研究では、3

種類（Type Ⅰ、Type Ⅱおよび Type Ⅲ）の血管新生観察装置を開発した。Type Ⅰは、

CCD プローブユニット、Scaffold、光源ユニットから構成した。動物実験の結果、

Scaffold 中に血管や組織が新生する様子を観察することができたが、画像は不鮮

明で、血管新生を観察するにあたって満足できる画質ではなかった。また、血管

新生が誘導されるまでに要する時間が長かったという問題点もあった。

Type Ⅱは、Type Ⅰをもとにして改良したものである。Type Ⅱでは、血管新生が
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誘導されるまでに要する時間が長いという問題点は解決できたが、撮影画像の画

質については、Type Ⅰと同様に、組織の新生により Scaffold が加水分解され始

めると焦点深度が変化し、血管画像はコントラストの低い画像しか得られず、さ

らなる改善が必要であった。

なお、Type Ⅰの CCD ユニットでは、血管新生観察装置からの受像信号をアナログ

信号で伝送し、外部のモニター PC でデジタル化する手法をとっていたが、Type

Ⅱでは、血管新生観察装置の中でアナログ信号をデジタル化し、以後の伝送系で

は全てデジタル信号のままで処理したため伝送中のノイズ混入や、デジタル信号

変換時のノイズなどが生じなかったのは画像の安定化に有効であった。

　Type Ⅲでは、基本的なコンセプトは Type Ⅱを踏襲し、主に画質に関する問題

の改善を図った。高解像度の CMOS 素子を使用し、オートフォーカス機能を実装し

たことで、これまでよりも鮮明な画像を得られた。また Type Ⅱの観察装置で生じ

た光源の問題も改善され、ハレーションが写り込むこともなくなった。その結果、

より詳細な血管新生の経時的な変化を観察することが可能となった。デバイスサ

イズも 37.4 × 42.3 × 19.7	 mm と、これまで作製した血管新生観察装置の中で最

も小型になり、生体へ与える影響を小さくできた。外部コンピュータと接続する

ことによって最大 1280 × 1024 画素（SVGA）の解像度で画像を静止画および動画

を出力でき、動画では最大 30fps で記録することが可能になった。観察可能な視

野範囲は 11.9 × 9.6	mm で、これは 1画素あたり 9.3 μ m の大きさを表しており、

視野の広さと解像度の両者を改善できた。
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　血管新生の長期連続観察実験は、完成度の高い Type Ⅲの血管新生観察装置を用

いて行った。観察結果では、新生組織の先端部は毛細血管が多く見られ、血管や

組織の新生が終了した部位では、毛細血管は減少し、Scaffold が消失し、太い血

管だけが残る様子を観察することができた。血管新生観察装置の耐久性としては、

最長で 355 日間画像を安定して取得することができ、ほぼ 1 年は使用できる可能

性を得た。これらの結果より、開発した血管新生観察装置を用いれば、麻酔や沈

静薬剤を必要とせず、かつ厳しい拘束をすることなく長期間安定して、Scaffold

における血管新生を連続観察できることを実証できた。

　また、動物実験では、抗生物質や抗菌剤は投与していなかったが、心配された

感染は起こらなかった。感染に関しては、皮膚を貫通するケーブルがあると高率

に感染が起こることが報告されているため [64-66]、今後は血管新生観察装置を体内

完全埋込式とし、体外から体内へワイヤレスで通信や電力伝送を行うシステムを

研究開発することを検討している。

　本論文では血管新生観察装置を用いた研究の応用として、細胞播種が Scaffold

における血管新生に与える影響について検討した。その結果、Scaffold に細胞を

播種した系では、Scaffold のみの系に比べ、早く血管が新生するという結果を得

た。これにより、細胞の有無が血管新生の速度に影響をおよぼすことが明らかに

なったが、その機序は明らかにはなっておらず、今後の課題である。

　本研究では、単一の Scaffold	を使用したが、Scaffold の材質や構造を変更す

ることで、Scaffold の評価をすることも可能となると考えられる。また、薬剤の
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徐放機能を持つ Scaffold や、薬剤の持続導入管を用いて、その薬剤の作用を評価

することも可能であると考えられる。さらには、毛細血管内の血流を確認できる

まで倍率あげることで、人工心臓の駆動方式の違いを評価することも可能となる

と考えられる。以上のように、本研究で開発した血管新生開発装置は、血管新生

における細胞播種の影響以外にも様々な研究に応用可能であり、その有用性が期

待できると考えられる。
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第８章

結語

　組織工学材料としての Scaffold に新生する血管を長期間安定に観察するため

に、3種類（Type	I、Type	II および Type	III）の血管新生観察装置を開発した。

最初の 2 機種（Type	 I および Type	 II）では、解像度が高くないことと、組織の

新生により Scaffold が加水分解され始めると焦点深度が変化してコントラスト

が低下することにより、鮮明な画像が得られなかった。Type	 III では、高解像

度 CMOS 受像素子とオートフォーカス機能を備えることにより画質の問題を解決し

た。血管新生の長期連続観察実験は、Type	IIIの血管新生観察装置を用いて行った。

その結果、開発した血管新生観察装置を用いることで、麻酔や沈静薬剤を必要と

せず、かつ厳しい拘束をすることなく長期間安定して、Scaffold における血管新

生を連続観察できることを実証した。血管新生観察装置の耐久性としては、最長

で 355 日間画像を安定して取得することができた。開発した血管新生観察装置の

応用研究として、細胞播種が Scaffold における血管新生に与える影響について検

討した。その結果、細胞を播種した方が細胞を播種しない場合よりも Scaffold に

おける血管新生の速度が早いことを明らかにした。本観察装置は、様々な研究に

応用可能であり、その有用性が期待できると考えられる。これらの事から、本研

究で目的とした長期間安定して血管新生を観察可能な観察装置を開発した。
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