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緒緒  言言  

 
一般的に、血管は動脈より送られた血液成分を細動脈側の毛細血管より漏出し、組織に酸素と栄養を届け、細静脈側

の毛細血管より老廃物を含んだ組織液を回収して循環していると考えられている。一方近年マウスを用いた研究より、

毛細血管の役割は、主に血液成分の漏出による酸素と栄養素の送達であり、それは細静脈側の毛細血管からのみ発生す

ることが報告された［1］。この細静脈側の毛細血管での漏出は一様に起こるものではなく、漏れる場所と漏れない場所

が明確に決まっている。しかし、どこで血液成分が漏出するかを決める機構は未解明である。つまり現状では、毛細血

管がどのようにして必要な場所に酸素と栄養を送達しているか、という循環器系の最も基礎的といえる現象の理由が 

不明なままといえる。血管バリアは内皮細胞によって構成されており、壁細胞は内皮細胞を取り巻く周皮細胞である。

壁細胞は血管の部位ごとに形態を変化させ、分泌因子と、内皮細胞に直接接着することの両方を介して、血管の透過性

を抑制していると考えられている［2，3］。また、脳内においては血流量維持にも必須であり［4］、壁細胞の数の減少

や機能の低下は、様々な疾患を引き起こすと考えられている。この壁細胞は運動性の高い間葉系の細胞であるため、壁

細胞が移動または凝集することにより、血管の透過性を制御し、血液成分が透過する場所を決めている可能性がある。 
各種生活習慣由来因子が循環器系に与える影響については、マウスまたは血管内皮細胞の培養系を用いた研究が行わ

れている。しかし、マウスを用いた研究では、実際の細胞動態が直接観察できず、内皮細胞の培養系においては、生活

習慣由来の因子の影響が非常に弱いため、安定した結果が得られていない。例えば高グルコース環境の内皮細胞への 

影響は、急性炎症反応のみの解析に留まっている。各種生活習慣病の循環器系に与える疾患のいくつかは、壁細胞への

影響が原因であると考えられており［5］、特に糖尿病性網膜症においては、壁細胞が網膜の毛細血管から剥離すること

で被覆率が減少し、血管の透過性が亢進することで発症すると考えられている［6］。これらから、生活習慣由来因子の  

影響が、内皮細胞と壁細胞どちらに影響しているのか、またそれらの相互作用を解析することが重要であり、そのため

に壁細胞と内皮細胞の共培養系が必須であると考えられる。 
我々はヒト血管内皮細胞を用いて、管腔状の構造を有した三次元（3D）ヒト毛細血管モデルを構築した［7］。この系

によって、薬剤が血管透過性に与える影響を直接観察可能である。また、マウス壁細胞とヒト内皮細胞の共培養系も  

確立し、壁細胞が血管新生を安定化させることを報告している［8］。そこで本研究では、各種組織由来の壁細胞と内皮

細胞を用いた、3D ヒト毛細血管モデルを作製し、生活習慣由来因子の代表例として高血糖を模倣した血管微小環境

（vascular microenvironment：VME）が血管透過性と細胞動態に与える影響を直接観察できる系を確立することを 

目的とした。 
 

方方  法法  

 
11．．細細胞胞培培養養ととノノッッククダダウウンン  
  ヒト臍帯静脈内皮細胞（Human umbilical vein endothelial cells：HUVEC）をEndothelial Cell Growth Medium-
2（EGM2）培地で、ヒト胎盤由来壁細胞（Human Pericytes from Placenta：hPLPC）とヒト脳由来血管壁細胞（Human 
Brain Vascular Pericytes：hBPC）はそれぞれ専用の培地で培養した。Green fluorescent protein（GFP）を発現させ
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たマウス末梢壁細胞株（Mouse peripheral pericytes：mPPC）は10％FBS含有のD-MEMで培養した。これらの細

胞はヒト微小血管モデル作製前に35μm cell strainerに通すことで、細胞塊を除去した。 
mPPCにおけるアンジオポイエチン1（Angpt1）をノックダウンするために、マウスAngpt1に対する10 nM siRNA

または ON-TARGETplus non-targeting siRNA を Lipofectamine RNAiMAX と共に mPPC に処理し、その細胞を 

ヒト微小血管モデルの作製に用いた。 
22．．33DDヒヒトト微微小小血血管管モモデデルルのの作作製製  
酸抽出コラーゲン溶液であるコラーゲン I-A、10×HANKS バッファー、中性化バッファー（0.05 N NaOH、       

262 mM NaHCO３、20 mM HEPES）を体積比8：1：1の割合で混合し、コラーゲン溶液を調製した。このコラーゲ

ン溶液をポリジメチルシロキサン（PDMS）製デバイスのチャンバー内に添加し、鍼灸針（直径：20μμm）を挿入し、

37℃で90分間ゲル化した。ゲル化後、鍼灸針を除去することで内腔を作製した。10７ cells/mLに調整した3％デキス

トラン含有EGM-2を用いたHUVEC、hPLPC、hBPC、mPPCそれぞれの懸濁液を調製し、HUVEC単独、または

HUVECとhPLPCまたはhBPCを10：1の割合で、またはHUVECとmPPCを5：1の割合で調製した懸濁液を内

腔にそれぞれ導入し、細胞を接着させた。 
コラーゲンゲルに壁細胞を内包させるために、control siRNAまたはAngpt1に対する siRNAを処理したmPPCを

ゲル化の際に10４ cells/40μLとなるように調製して混ぜ、PDMS製チャンバーに添加した。その後、同様の方法で内

腔を作製し、HUVEC懸濁液を導入した。 
これら作製したヒト微小血管モデルに、EGM2 または 24.5 mM の L-glucose または D-glucose を追加したEGM2

を1 mL添加して培養した。培地交換は毎日行い、培養2、4日目に、4 kDaのFITC-dextranを200μg/mLとなるよ

うに EGM2 に混合したものを、左側のリザーバーより滴下して内腔側から処理した。滴下後、1 分後に拡散した蛍光

デキストラン由来のコラーゲンゲル内の蛍光強度を測定した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．各各種種組組織織由由来来壁壁細細胞胞にによよるる血血管管透透過過性性のの制制御御  
PDMS デバイス内にニードルを挿入してコラーゲンをゲル化させることで内腔を作製し、その内腔内に HUVEC 

単独または HUVEC と同時に mPPC、hBPC または hPLPC を播種することによって、内皮細胞のみで形成された  

ヒト微小血管モデルと、末梢・脳・胎盤由来の壁細胞と内皮細胞で形成されたヒト微小血管モデルを作製した（図1a）
（代表的な例として末梢壁細胞共培養モデルのみ結果として表す）。培養 4 日目において蛍光デキストランを内腔より

処理した際、内皮細胞のみで形成された血管モデルと比べて、どのタイプの壁細胞と共培養した血管モデルにおいても

漏出量が抑制されていた（図1b）。一方、末梢と脳由来壁細胞での共培養でのみ、培養2日目において漏出位置と内腔

内の蛍光強度に波形が生じた。内腔からの漏出量と、漏出した蛍光強度のx軸方向のプロファイルの標準偏差を指標と

した局在指数を定量的に解析したところ（図1c）、どのタイプの壁細胞との共培養でも、培養4日目において漏出量は

有意に抑制されたが、末梢と脳由来壁細胞での共培養でのみ、培養2日目において漏出の局在化指数が有意に増加した

（図 1d、e）。この漏出の局在化と内腔内蛍光強度の波形は、末梢と脳由来壁細胞での共培養でのみ相関していた    
（図 1f）。微小血管モデル内における各種壁細胞の局在を調べたところ、末梢と脳由来の壁細胞は内皮層に対して接着

していたが、胎盤由来壁細胞は内皮層に接着しておらずコラーゲンゲルの中に存在した。これらの結果より、壁細胞は、

その由来に因らずに微小血管の透過性を抑制する働きを持ち、内皮層への接着を介して微小血管の透過場所を制御する

ことが示唆された。 
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図1．壁細胞が制御する血管透過性の量と局在 

a） PDMSデバイスとニードルを用いたヒト微小血管モデルの作製方法。 
b） HUVEC 単独培養または HUVEC と mPPC を共培養したヒト微小血管モデルにおける 

位相差画像と、透過性試験の際の蛍光デキストラン画像。スケールバー：500μm。 
c） 画像解析のための ROI 設定領域と、漏出局在化指標としての、x 軸方向の蛍光強度    

プロファイルの標準偏差計算方法。 
d、e） HUVEC 単独培養またはHUVEC とmPPC を共培養したヒト微小血管モデルにおける、

ROI の蛍光強度平均値と、e）x 軸方向の蛍光強度プロファイルの標準偏差の平均値。   

スチューデント t検定、*p≤0.05。 
f）    漏出と内腔内における、x軸方向の蛍光強度プロファイルの相関。r：相関係数。 

 
22．．壁壁細細胞胞由由来来のの分分泌泌因因子子がが制制御御すするる血血管管透透過過量量  
内皮層に結合していない壁細胞でも血管透過性を抑制可能であったため、壁細胞由来の分泌因子が血管透過量を抑制

していると考えた。そこで、壁細胞において血管透過性を抑制する分泌因子として知られているAngpt1遺伝子を末梢

由来壁細胞においてノックダウンした後、壁細胞を足場のコラーゲンゲルに内包させて微小血管モデルを作製した。  
培養4日目において、壁細胞は主に内皮層の周囲のコラーゲンゲル内に存在し、蛍光標識したデキストランを内腔より

処理した際、Angpt1 のノックダウンによって内腔からの透過量が増大した（図 2a）。透過量を定量的に解析したとこ

ろ、Angpt1 のノックダウンによってその透過量は有意に増大しており、壁細胞による血管透過性抑制効果がキャンセ

ルされていた（図2a）。この結果より、壁細胞は主に分泌因子のアンジオポイエチン1を介して血管透過量を抑制して

いると考えられる。 
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図2．壁細胞由来のAngpt1ノックダウンが血管透過量に与える影響 

a） 足場となるコラーゲンゲル内に siRNA を導入した mPPC を内包したヒト微小

血管モデル培養4日目における、血管壁（赤）とmPPC（緑）の局在と、透過性

試験の際の蛍光デキストラン画像。スケールバー：500μm。 
b） HUVEC単独培養、HUVECとmPPCを共培養、またはAngpt1をノックダウ

ンしたmPPC（Angpt1KD）を共培養したヒト微小血管モデルにおける、ROIの
蛍光強度平均値。スチューデント t検定、*：Angpt1をノックダウンしていない

mPPCと比較してp＜0.05。 
  
33．．高高血血糖糖をを模模倣倣ししたたVVMMEEににおおけけるる壁壁細細胞胞をを介介ししたた血血管管透透過過性性のの制制御御  
通常の培地に含まれるD-glucose量は5.5 mMであり、高血糖環境を模倣するためにD-glucose量を30 mMとした

際の血管透過性に与える影響を、内皮細胞単独または内皮細胞と末梢由来壁細胞との共培養微小血管モデルにおいて 

解析した。D-glucose 添加による浸透圧の影響を揃えるために、対照群として同量のL-glucose を添加した。培養4 日

目において蛍光デキストランを内腔より処理したところ、内皮細胞単独モデルにおいてはD-glucose添加によって血管

透過量に変化はなかったが、末梢由来壁細胞との共培養モデルにおいてはD-glucose添加によって透過量が有意に増大

した（図 3a、b）。この結果より、高血糖 VME は壁細胞存在下でのみ感受され、血管透過量を増加させることが     

わかった。 
当 3D ヒト微小血管モデルは各種組織由来の壁細胞の影響を評価可能なデバイスであり、この血管透過性評価系を 

用いることで、壁細胞が分泌を介して血管透過量を抑制し、内皮への接着を介して透過する場所を制御していることが

解明された。また、生活習慣由来因子のように、VME における弱い影響を与える因子の影響を解析することが可能と

なり、高血糖VMEが壁細胞存在下で初めて感受され、血管透過量を増加させることが示唆された。 
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図3．高血糖VMEにおける、壁細胞共培養が血管透過性に与える影響 

a） L-glucose または D-glucose を添加した HUVEC 単独培養または HUVEC と

mPPC を共培養したヒト微小血管モデルにおける、透過性試験の際の蛍光デキ

ストラン画像。スケールバー：500μm。 
b） L-glucose または D-glucose を添加した HUVEC 単独培養または HUVEC と

mPPC を共培養したヒト微小血管モデルにおける、ROI の蛍光強度平均値。

Peritz検定、*：L-glucose群と比較してp＜0.05。 
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