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特集バイオポリマーインターフエース一生体分子が拓く新たな高分子界面一

ナノ薄膜を用いた細胞の界面制御による
ハイブリッド血管組織の創製

Abstract: Three-dimensional (3D) analysis of nitric oxide (NO) 

diffusion in blood vessels in response to drug stimulation 

was achieved using 3D耐 arterymodels including NO sensor 

particles. This method would be useful as in vitro bioassays 

of tissue responses instead of animal experiments. 

Keywords: Artery Models / Biosensors / Nitric Oxide / Layer-

by-Layer / Pharmaceutical Assays 

適用できるため，幅広い応用展開が期待される。「

h
|」

1.はじめに

血管は組織や臓器への栄養供給という重要な役割を

担っているだけでなく，薬剤送達や血圧調節，癌細胞

の転移など，さまざまな生理現象や疾患に関与してい

る。血管は一般的に，血管内皮細胞の単層構造である

内膜，複数層の平滑筋(壁)細胞で構成される中膜，

線維芽細胞の結合組織からなる外膜，の三成分の層構

造で構成される。血管内皮細胞は物理化学的刺激に応

答するセンサー表面として働いており，血管の機能に

おいてとくに重要な役割を果たしている。内皮細胞は，

血管弛緩性ペプチドホルモンであるブラジキニンを受

け取るとー酸化窒素 (NO) などのシグナル分子を産

出し， NO分子を受け取った周囲の平滑筋細胞が弛緩

することにより血管が拡張し，血圧が降下する 1)。し

たがって，血管内における内皮細胞から平滑筋細胞へ

のNO分子の拡散を定量的かつ空間的に評価すること

ができれば，高血圧や糖尿病などの創薬研究において

大変重要な知見となる。これまでおもに用いられた動

物実験による評価系では，低い再現性，動物種差聞の

差異，定量性の欠如などの問題があった。ヒト細胞を

用いて生体外で三次元的な血管モデル組織が構築でき

れば，動物実験に代わる新しいNO分子の三次元拡散

の定量法として有用である。

筆者らは，望みの細胞を一層ずつ積層できる“細胞積

層法"を用い， NO分子に応答するマイクロセンサー粒

子を三次元的に配置した“ハイブリッド血管組織"を作

製した。人工的に作製したこの血管モデル組織を用いる

ことで，薬物に応答したNO分子の産生と三次元拡散を

経時的かつ定量的に解析することに成功した。本手法は，

血管以外のさまざまな生体組織モデルとシグナル分子に

2.細胞積層法

生体組織は，種々の細胞と細胞の足場となる細胞外

マトリックス (ECM)で構成される三次元複合構造体

である。細胞と細胞の聞に存在するコラーゲンやフィ

ブロネクチン，ラミニンなどのECM成分が，細胞膜の

インテグリンと結合することで細胞接着や遊走，増殖

を誘導する 2)。したがって，細胞を用いて三次元的な

構造体を形成するためにはECM成分が必要不可欠であ

る。通常の細胞培養法では，自発的な三次元構造形成

を誘起するほどのECM成分は産生されず，さらに，細

胞の接触阻害機能もあるため単層構造しか得ることが

できない。そこで筆者らは，単層の細胞表面へECM成

分のナノ薄膜を形成し，次層の細胞の接着足場を提供

することで，細胞の三次元構造体を形成できるのでは

ないかと考えた。つまり，細胞の表面にECMの“ナノ

レベルののりづけ"を作ることで，細胞を一層ずつ積

み上げる手法である(細胞積層法)3)。接着タンパク質

として知られるフィブロネクチン (FN) とコラーゲン

の変性体であるゼラチン (G)の交互積層薄膜 (FN-G

薄膜)をおよそ 6nmの膜厚で細胞表面に形成すると，

二層目の細胞を接着することができた。支互積層薄膜

では静電的相互作用を駆動力とするナノ薄膜がよく用い

られるが，この場合，正に荷電した高分子が細胞膜に

強く吸着するため膜厚依存的に細胞毒性が発現する 4)。

一方， FNとGは中性緩衝液中でともに負電荷を帯びて

いるため FN-G薄膜は細胞毒性を示さない。 FNとGは

静電的に反発するが， FNはGと相互作用するドメイン

構造を有しているためナノ薄膜が形成される。ナノ薄
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膜成分としてタンパク質

以外にも合成高分子，糖，

ポリアミノ酸なども検討

したが，最終的に FN・G

薄膜が最も細胞適合性に

優れているだけでなく，

次層の細胞の接着効果も

高いことが明らかとなっ

た。本細胞積層法によっ

て，各層の細胞の種類が

制御されたさまざまな三

次元積層構造が構築でき

るだけでなく，単層と比

較して細胞の機能も向上

する 5)，6)。

e...~ :メソボーラス :キトサン(CT) 勺 :FN (!l:血管内皮細庖(H旺 C)

鳴 汐 シリカ穂子 弘):デキストラン硝 ~:G~:血管鞠糊庖(Ao8MC)
(08) 

NOセンサー粧子をE置し
たハイブリッド血管組織

薬剤溢加による
肉皮細菌からの

NO産生

平滑筋細胞属ヘ鉱触した
NO分子の三次元解析

図1 ハイブリ ッド血管組織による NO分子の三次元拡散の解析

3.ハイブリッド血管組織の構築

血管モデル組織内に拡散したNO分子の濃度を定量

的に評価する目的で， NO分子に応答して蛍光を発す

るマイクロセンサー粒子を作製した 7)0 NO蛍光プロ

ーブである 4，5・ジアミノフルオレセイン (OA下2)を

直径1.6μmのメソポーラスシリカ粒子に内包し，生

体適合性高分子であるキトサン (CT) とデキストラ

ン硫酸 (OS) の交互積層薄膜で粒子をキャップする

ことで， 1カ月以上安定なセンサー粒子が調製できた。

このセンサー粒子は濃度範囲が5~500 nMのNO分

子を検出できるため，血管内皮細胞が産出する数百

nMのNO分子の検出に最適である。

細胞積層法を用いてヒ卜大動脈血管内皮細胞 (HAEC)

とヒト大動脈血管平滑筋細胞 (AoSMC) を積層する際

に，このセンサー粒子を FN-G薄膜表面へ吸着させるこ

とで，各細胞層聞にセンサー粒子を配置した五層構造の

ハイブリッド血管組織を作製した(図1)。ブラジキニ

ンなどのNO産生薬剤を添加することで内皮細胞から

NO分子が産出され，下層の平滑筋層へ拡散する。この

拡散の際に，平滑筋層に存在するセンサー粒子はNO分
子と反応することで蛍光を発するため，センサー粒子の

蛍光強度を共焦点レーザー顕微鏡により定量すること

で，各層の所定の位置のNO分子濃度を検出できる。

本手法を用いて，ブラジキニン添加後のNO分子濃

度の変化を経時的に解析した結果，内皮細胞上部と比

較して下部への NO産生が多いことや，平滑筋細胞と

積層することで内皮細胞の NO産生量が2倍以上向上

することが明らかとなった 8)。さらに，共焦点レーザ

ー顕微鏡観察の結果から平滑筋細胞層への NO拡散距

離を算出したところ，およそ 60μmと見積もられた。

これまでの動物実験などにより， NO拡散距離はおよ

そ100μmと見積もられておりへまた，血管壁内部

でおよそ 40%の NO分子が化学反応により消費され

るため 10)，本研究で見積もられた NO拡散距離は，生
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体内の血管とほぼ同等であると考えられる。これによ

り，生体外で人工的に構築した血管モテεル組織を用い

て， NO分子の拡散を定量的かつ空間的に評価するこ

とに初めて成功したことになる。

4. おわりに

細胞積層法を用いて細胞界面を制御することで，ハイ

ブリッド血管組織の作製に成功した。また，マイクロセ

ンサー粒子を用いることで血管内の各微小領域における

NO濃度を経時的かつ定量的に評価できた。本血管モデ

ル組織は生体血管に近い薬剤応答を示すため， NO産生

以外のほかの薬剤応答評価への応用が可能である。さら

に，細胞積層法を用いてほかの組織モデルを構築し，

pHやカルシウムイオンを検知するさまざまなセンサー

粒子を組み合わせることで，本稿の成果を医療・創薬分

野における幅広い対象に応用展開することが可能である。
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