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Abstract: The most of artificial organs has been constituted by artificial material.  However，there are problems, like 

thrombus formation and inflammation happen by long-term service in artificial material. In order to improve the 

biocompatibility of an artificial organ. It is necessary to develop a hybrid artificial organ, which is construct 3D scaffold and 

capillary networks. In this study, the fabrication of capillary networks was considered. We inoculated with RCB1994:UV♀
2 cells at 1.0×10

5
cells/cm

2
 into the acrylics plate with 3D scaffold, and it was cultured for 14days. In results, seeding cells 

were mutated into tubular. The capillary length was increased with change over time. In conclusion, it was possible to quantify the 

growth of capillary networks. 
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1. 背景及び目的 

現在，臨床現場で広く用いられている人工肺は主にポリウレタン

等の生体適合性が高いと言われる人工材料によって作製されてい

るが，長期的な使用によって血栓形成や炎症反応が起こる問題点が

ある(1)．このような問題を解決するために 3 次元的な細胞の足場

(scaffold)を構築し，そのscaffold上での細胞培養による生体組織を

模擬したハイブリッド型人工肺を構築することで，これらの問題を

解決できると考えられる． 

しかし，ハイブリッド型人工肺を開発するためには，3 次元

scaffold内部に培養されている細胞に効率よく栄養素を供給する手

段が必要となる．そこで，毛細血管網をscaffold内に構築すること

でこの問題を解決できると考えられる． 

先行研究において，エレクトロスピニング法により繊維性

scaffoldを3次元的に構築し，その3次元scaffold内へ血管内皮細

胞を播種，培養することで毛細管が構築されることが確認されてい

る．しかし，培養に用いたプレートの形状が観察に適しておらず，

毛細管が血管組織であるかの詳細な検討を行うことが出来なかっ

た．そのため，本研究では培養プレートを新たに改良し，scaffold

と組み合わせて毛細血管網の構築及び構築された血管の定量評価

法の確立を行うことを目的とした． 

 

2. 毛細血管網作製実験 

2-1 エレクトロスピニング法 

 エレクトロスピニング法とは，高分子溶液に高電圧をかけること

で溶液を噴射し，帯電したプレートに吹き付けscaffoldを作製する

方法の一つである．この方法によって作製されたscaffoldは繊維性

であり，非常に細い繊維径と，非常に大きな表面積を持つのが特徴

である．また，長時間スピニングを行うことで人工血管の作製や3

次元構造を有するscaffoldを作製することが可能である．エレクト

ロスピニング法の概要をFig.1に示す． 

 

 

Fig.1 Diagram of electrospinning method 

 

2-2 3次元構造scaffoldプレートでの培養実験方法 

 繊維性scaffoldを3次元的に構築し，かつ細胞培養及び観察を行

うためアクリル板を加工し，培養プレートを作製した．作製したプ

レートをFig.2に示す．このプレートにscaffoldを堆積させ，小口

径人工血管と組み合わせて3次元培養構造を構築した． 

 繊維性スキャフォルドおよび小口径人工血管は，セグメント化ポ

リウレタンを用いてエレクトロスピニング法にて作製した．作製し

た培養プレートに10 min間スピニングを行い，穴を開けた人工血

管を設置した．最後に人工血管を設置した培養プレートに5 min間

スピニングを行い，人工血管付きの3次元構造scaffoldを作製した．   

 作製した3次元構造scaffoldプレートにマウス由来血管内皮腫様

細胞(RCB1994UV♀2)を接種濃度 X0 = 1.0×10
5
 cells/cm

2
で接種

し，14日間の培養及び3日ごとの画像撮影を行った． 

   

  (a) Acrylics plate      (b) Acrylics plate with scaffold 

Fig.2 Cell culture plate 

 

10µm 



3. 実験結果及び考察 

3-1 毛細管の位相差顕微鏡観察画像 

 位相差顕微鏡での観察結果をFig.3に示す．撮影画像より，培養

開始から 14 日目までに，scaffold とは径の異なる物体が構築され

ていることが確認された．この物体をFig.3に矢印で示す．本実験

のスピニング条件で作製されるscaffoldの径は2.0±1.0µmである．

画像より構築された物体の径は 10.0±5.0µm であることから，

scaffoldとは異なること物体であることがわかる．また，この物体

を拡大したものを Fig.4 に示す．Fig.4 の画像より，構築された物

体の口部分が開いていることから管状になっていると考えられる． 

   

(a) Seeded cells on the scaffold 

   

(b) Cultured capillary at 14days 

Fig.3 Phase microscope image 

   

Fig.4 Enlargement of the capillary 

 

3-2 毛細管の蛍光染色 

 撮影された画像より scaffold と径の異なる管状の物体が構築さ

れたことが確認できた．これが細胞が形態を変化させたものである

かを確認するため，構築された物体に対してCalcein-AM蛍光染色

試薬（タカラバイオ社）を用いて，蛍光顕微鏡の励起波長 500nm

で観察を行った．その結果をFig.5に示す． 

   

(a) Bright-field image       (b) Fluorescence staining image 

Fig.5 Fluorescence staining of capillary 

この結果より，染色前の画像と染色後の画像を比較すると，矢印

で示したように，染色後の画像において構築された物体の輪郭が見

られることが確認された．Calcein-AM は細胞質にのみ反応し，蛍

光させるため，scaffoldは蛍光しない．そのため，構築された物体

が細胞由来であると考えられる．このことから，本実験で構築され

た管状の物体は細胞が変化した毛細管組織(培養毛細管)であると

示唆された． 

 

3-3 培養毛細管の単位面積当たりの管長評価 

 構築された培養毛細管の評価を行うため，位相差顕微鏡で撮影し

た画像に対してNI vision assistant（National Instruments社）を用

いて1715µm×1286µmの画像から2値化処理を施し培養毛細管を

検出し，解析を行った．培養開始から培養毛細管の管長を計測し，

管長に対する頻度分布の経時変化をFig.6に示す． 

 

Fig.6 Frequency Distribution of capillary length per unit area 

 

Fig.6 より，培養開始から 3 日目の単位面積あたりの管長は，

1.50[1/mm]未満の範囲に多く分布していることが分かる。これに比

べて 9 日目の場合，1.50-2.24[1/mm]の範囲に多く分布しているこ

とから，培養日数の経過に伴って，毛細管が伸長していることが明

らかとなった．このことから，培養毛細管を長期的に培養すること

で伸長させ，細胞へ効率よく栄養を供給する毛細管網として使用出

来る可能性が示唆された． 

 

4. 結言 

本実験では繊維性scaffoldで作製した3次元scaffoldに血管内皮

細胞を播種し，毛細管網の構築とその構築過程の定量評価法の確立

を行った．その結果，毛細管長を指標とし評価することで，構築し

た培養毛細管の構築過程の定量評価が可能となった． 

さらに，3次元scaffold内に血管内皮細胞を播種することで細胞

が形態を変化させ，細胞からなる培養毛細管を構築することが可能

であると示唆された． 
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