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研究成果の概要（和文）：脱細胞化、再細胞化技術は、現時点では肺の再生に最も有用である。本研究は、ラッ
トモデルを使用して同技術で肺を再生するとともに、脱細胞化経路や潅流液等を改良し、脆弱性を改善したより
成熟した再生肺を作成することを主目的とした。成果として、強ナトリウム溶液のみで脱細胞化する手法を行
い、組織障害の軽減に関しては従来のものと同程度で、コスト減を図ることができた。また、閉鎖回路を使った
気管経路の脱細胞化法を考案した。また再細胞化時の組織ライブイメージングを行ったところ、脂肪幹細胞は間
質に移行し、周皮細胞に分化していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Decellularization and recellularization technique is the most useful for 
lung regeneration. The aim of the present study was to regenerate lung using the technique and the 
main subjects were improvement of the decellularization method including decellularization route and
 decellularization solution. As results, we developed the NaOH based decellularization solution; the
 matrix damage was similar to original method and the total cost of the method was reduced. We could
 also developed ventilation-based decellularization system of the lung. The live imaging of the 
recellularization represented that adipose tissue derived stromal cells migrated stroma and 
differentiated into pericytes.
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１．研究開始当初の背景 

脱細胞化、再細胞化の技術を使った再生臓
器は、心臓、肝臓、肺で、一時的に機能を持
つことが証明され、将来の移植医療への応用
が期待されている。 

肺においては、ラット肺を界面活性剤で脱
細胞化し、肺動脈から血管内皮細胞を、気管
からは新生児ラット肺細胞を注入して、バイ
オリアクター内で 3 次元培養を行って再細胞
化し、これを移植した。この技術の特徴は、
微細な 3次元構造を保ったまま臓器骨格を得
ることが可能なことで、自己の細胞による再
細胞化によって、免疫原性を最小限にした再
生臓器を創出可能となる。 

しかしながら、移植された再生肺は数時間
で機能不全となった。原因としては、脱細胞
化溶液そのものが、基底膜の様な、繊細な膜
構造を破壊するためと考えられている。この
再生肺の脆弱性を改善することが、再生臓器
を創出する上で最も重要なポイントであり、
これには、組織マトリックスのダメージ軽減
と十分な再細胞化が不可欠であるというこ
とが分かっていた。 

 

２．研究の目的 

本研究は、ラットモデルを使用して同技術
で肺を再生するとともに、脱細胞化経路や潅
流液等を改良し、脆弱性を改善したより成熟
した再生肺を作成することを主目的とした。
そのために、(1) 強ナトリウム溶液による脱
細胞化、(2) 閉鎖回路を使った気管経路の脱
細胞化、(3) 再細胞化時の組織ライブイメー
ジングと脂肪幹細胞による血管内皮再細胞
化肺の移植、(4) Polyethylene glycol (PEG)によ
る再生肺の潅流；Immuno-camouflage、以上４
つの実験を行う予定とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 強ナトリウム溶液による脱細胞化；脱細
胞化液中の SDS や CHAPS 等の界面活性剤は、
もともと蛋白を変性、溶出させるための溶媒
で、組織障害を伴う。これを使用せず、強ナ
トリウム溶液のみで脱細胞化した。 

 

(2) 閉鎖回路を使った気管経路の脱細胞化；
従来の肺の脱細胞化は、肺動脈から界面活性
剤を還流して行うが、気管支経路から持続的
に界面活性剤を出し入れして行うシステム
を構築した。 

 

(3) 再細胞化時の組織ライブイメージングと
脂肪幹細胞による血管内皮再細胞化肺の移
植；脂肪幹細胞を血管内皮細胞とともに肺動
脈から生着させて再細胞化させた。量子ドッ
トで脂肪由来幹細胞を標識し、生着の過程を
ライブイメージングした。 

 

４．研究成果 

(1) 強ナトリウム溶液による脱細胞化；組織
障害の軽減に関しては従来のものと同程度

で、コスト減を図ることができた。また再細
胞化も可能であった。 

A:Control, B: SDS, C:CHAPS, D: NaOH 

上記の説明：HE 染色では、従来の脱細胞化
法に遜色なく、細胞成分は消失している。 

 

A:Control, B: SDS, C:CHAPS, D: NaOH 

上記の説明：電顕でも、従来の脱細胞化法に
遜色なく、細胞成分は消失している。 

 

また、NaOH で
脱細胞化したラ
ット脱細胞化肺
は HUVEC を用
いて再細胞化が
可能であった。 

 

(2) 閉鎖回路を使った気管経路の脱細胞化；
気管経由の脱細胞化は従来の肺動脈経由の
ものに比べゆるやかに灌流でき、末梢の肺胞
から脱細胞化されることから均一に脱細胞
化可能で、圧力学上も基底膜は破壊されにく
かった。一方で組織マトリックスは通常の脱
細胞化法に比べ減少し、より厳格な脱細胞化
法であることが分かった。 

 

上記の説明：Collagen assay、GAG assay、DNA 

assay では、気管経路の脱細胞化は通常の肺動
脈からの脱細胞化と遜色ないか、むしろやや



強い脱細胞化能が示唆された。 

 

(3) ラット肺に
脂肪由来幹細胞
と血管内皮細胞
を生着させたと
ころ、脂肪幹細
胞は間質に移行
し、周皮細胞に
分化しているこ
とが示唆された。 
 

 
上記の説明：脂肪幹細胞＋血管内皮細胞投与
群では、周皮細胞のマーカーNG2 が再生肺血
管周囲に陽性となった。 

 
(4) Polyethylene glycol (PEG)による再生肺の
潅流；実験(3)の結果、再生血管は移植後、長
期的に機能を保てるほどの成熟段階には達
していないことが判明したため、同研究は完
遂できなかった。 
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