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研究成果の概要（和文）：脱細胞化処理を用いて生体内組織工学異種組織の応用技術開発を行った。処理により
力学的強度が変化する可能性が示唆されたため、新規に開発した物理特性計測システムを用いて、計測を行っ
た。脱細胞前後の比較試験では十分な強度が保持されていることが示唆された。さらに形成された組織の強度を
高めるために化学処理法の応用についても試みた。化学処理としては短時間のエタノール処理、グルタール・ア
ルデヒド処理を加え、処理を行わない組織との物理特性の比較を行った。その結果、生体内組織工学代用血管で
は、化学処理により破裂圧が高められる傾向が観察された。脱細胞化処理条件についても更なる効率化・簡便化
を試みている。

研究成果の概要（英文）：The decellularization process was used to develop application techniques for
 in vivo tissue engineered xenogeneic tissues. Since it was suggested that the mechanical strength 
might be changed by the treatment, measurements were carried out using a newly developed physical 
property measurement system. A comparison test before and after decellularization suggested that 
sufficient strength was maintained. In order to increase the strength of the formed tissue, a 
chemical treatment method was also applied. Chemical treatments such as ethanol and glutaraldehyde 
were used for a short period, and the physical properties were compared with those of the untreated 
tissue. As a result, it was observed that the burst pressure of in vivo tissue engineered vascular 
grafts tended to be increased by chemical treatment. We are also attempting to further improve the 
efficiency and simplicity of the decellularization treatment conditions.

研究分野： 組織工学代用血管の開発

キーワード： 生体内組織工学　自家移植　異種移植　脱細胞化処理　セルフリーデバイス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化と長期透析患者の増加に伴い再手術が増加している。様々な代用血管が開発されたが、冠動脈バイパス術
や膝以下の下肢遠位バイパス術に使用できる代用血管は依然自家動静脈のみである。自家動静脈は既に透析シャ
ントや他の部位のバイパスにも使用されている事があり反復手術時にはグラフトが不足するため新しい代用血管
の開発が急務である。既に臨床応用を行っている自家結合組織代用血管は非常に高い潜在力を持つが一方でハイ
リスク患者への応用には課題が多い。本研究で開発した異種組織由来代用血管により、自家組織における限界を
克服することにより応用範囲の拡大が出来る可能性が示唆され、さらに幅広く社会に普及できると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
① 高齢化による血管外科再手術の増加と長期透析患者の増加 

高齢化と長期透析患者の増加に伴い再手術が増加している。様々な代用血管が開発され
てきたが、冠動脈バイパス術や膝以下の下肢遠位バイパス術に使用できる代用血管は依然
自家動静脈のみである。自家動静脈は既に透析シャントや他の部位のバイパスにも使用さ
れている事があり反復手術時にはグラフトが不足する。動静脈シャント作製の為の自家血
管も不足しておりこちらは人工血管も用いられているが免疫能が低下している為に易感染
性など問題も多い。そこで小口径動脈バイパスや透析シャントへの使用に耐えうる代用血
管の開発は急務である。 
 

② 自家組織による迅速な治癒の必要性 
人工材料開発や人工的な表面加工技術では、長期に渡る抗血栓性の獲得が困難であるば

かりでなく、吻合部内膜肥厚・パンヌス形成などを回避出来ず、吻合部狭窄が晩期閉塞の
主たる原因となる。自家血管壁細胞による迅速かつ良好な組織化がこれらを回避する為の
唯一の手段である。 

 
③ 宿主の皮下組織内で自動的に形成される自家結合組織代用血管 

体内に異物を埋入すると、生体防衛機構によってカプセル状の組織体で被膜化される事
は古くから知られている。この現象を利用した－Ｄ.Ｉ.Ｙ. 再生医療－生体内組織工学に
より、自家結合組織小口径代用血管を開発し、動物自家動脈への移植実験で、 
・高い耐久性・開存性 
・迅速な内皮化 
・階層状の動脈様構造の再構築 
が体内で誘導される事を確認した。患者自身の体内で安全・安価に作成出来、特殊な 
製造施設を必要としない自家組織代用血管の可能性が明らかとなってきた。 

 
④ 肺動脈形成術に対する臨床応用 

これまで着実に動物実験を継続し、大動物において自家結合組織代用血管が 5 年以上の長
期に わたって良好に機能することを確認した上で、2015 年に小児心臓領域で初めて肺動
脈形成術に臨床応用した。現在も順調に経過している。画像評価においても、4 年間の経
過で周囲肺動脈の成長を妨げることなく、自己心膜に匹敵する血管再建用組織としての可
能性が示唆された。これについては、業績の論文２に示した様に本研究期間内にも論文報
告を行った。 

 
⑤  ハイリスク患者への応用を想定した場合の課題 

しかし一方で、本技術は組織形成を宿主の組織再生能力に大きく依存するために、未熟児・
高齢者・糖尿病患者・透析患者などでは、再生能力の不足により、形成された組織の信頼
性が確保できない可能性がある。さらに信頼性を向上する試みが必要である。 
そこで健康な同種・異種で良好に形成された信頼性の高い組織を他科移植へ応用する技術
の開発も必要であると考えられた。 

 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、自家結合組織代用血管のハイリスクの患者における臨床応用を拡大するために、

組織再生能が安定した健康な異種・同種動物を用い、信頼性の高い他家グラフトをまず作成す
る。次に様々な化学的修飾・脱細胞化処理を行い、他家由来の抗原性を除去して、他家移植に
対応できるグラフトを作成する。更にこのグラフトを宿主の皮下に短期間植え込み、物理的強
度としての信頼性を高く保持し、且つ自家移植用グラフトとして宿主への組織適合性を高める
技術の開発をおこなう。 
組織の物理特性変化については力学的評価を行って、比較を行う。 
更に Shelf Ready Graft として保存可能な同種および異種由来結合組織代用血管を作製する

技術開発を行う。 
 
 
 
 
 
 
 



３．研究の方法 
 
Ａ．様々な臨床応用を想定した、動物移植実験モデル開発 
 結合組織代用血管が応用されると想定される様々な移植部位に応じた実験モデルを開発した。 
 
Ｂ．同種・異種への応用を目指した結合組織代用血管の処理方法の開発と物理特性試験 
生体材料の物理特性の改善や生体適合性の改善のために様々な化学処理をおこなった。 

 
１．エタノールおよびグルタール・アルデヒド処理を行った結合組織代用血管の作成 
 まず臨床で使用されているエタノール処理条件を用いて処理を行い、物理特性を評価した。 
次に同じく臨床で既に広く応用されているグルタール・アルデヒド処理を用いた。 

 更に化学架橋処理以外にも、近年組織工学的にもひろく導入されつつある脱細胞化について
も応用を拡げる試みを開始した。 
 
２．脱細胞化技術の最適化 
結合組織代用血管では含まれる細胞成分は少ないと考えられていたが、パイロットスタディ

ーにおけるＤＮＡ量の計測によると相当量の細胞核成分が含まれており、脱細胞代用組織に必
要な基準をクリアしていなかった。従って同種および異種移植では、充分な抗原性除去を実現
するために脱細胞化処理を用いることが原則である。そこで脱細胞化処理実験を行った。 
脱細胞処理条件によっては物理特性が変化する可能性があるため、処理後の物理特性評価も

行った。 
 
Ｃ．Shelf Ready Graft としての保存技術の開発 
予め様々な口径・長さのチューブを作成して、保存することが可能となれば、通常の人工血

管の様に Shelf Ready Graft としての使用が可能となり、緊急手術にも対応出来るようになる。   
グラフトの保存方法の開発を行った。 

 
Ｄ．脱細胞処理グラフトの他科移植実験（異種・同種） 
Shelf Ready Graft としての異種・同種組織の形成技術・保存技術の開発を進め、ラット腹

部大動脈、ビーグル総頚動脈などを用いた他家移植実験を行った。 
 
 

４．研究成果 
 
Ａ．様々な臨床応用を想定した、動物移植実験モデル開発 
 
① 長距離バイパスモデルとしてのミニブタ冠動脈バイパスモデル。 
② 小児肺動脈形成術を想定したビーグル犬頸動脈を用いた血管パッチ移植モデル 
③ ビーグル犬頸動脈を用いた動静脈シャントモデル 
の３種の動物実験モデルを開発し、当施設の動物実験室で移植実験を行える環境を整備した。 
加速耐久性試験としても応用可能な高流量の動静脈シャントモデルとしては、ビーグル犬お

よびミニブタを用いて、総頚動脈－外頚静脈間に結合組織代用血管を端側吻合した。実験モデ
ルとしては問題なく機能したが、結合組織代用血管と静脈との吻合部付近に吻合部内膜肥厚と
狭窄が観察された。高シャント流量に誘導される過度のずり応力が原因と考えられたが、シャ
ントグラフトとして結合組織代用血管を応用する上で新たな課題と考えられた。 
 
 

Ｂ． 同種・異種への応用 を目指した結合組織代用血管の処理方法の開発と物理特性試験 
 
１．エタノールおよびグルタール・アルデヒド処理を行った結合組織代用血管応用の取り組み 
 
異種組織の抗原性処理のために、複数の種類の化学物質と濃度・処理時間を比較検討したが、

パイロットスタディーとしての動物移植実験には、広く臨床応用されているグルタール・アル
デヒド処理を用いる事にした。ビーグル犬由来の結合組織代用血管を 0.5%グルタール・アルデ
ヒド溶液で 20 分間処理した後、生理食塩水で十分に洗浄し凍結保存した。これを解凍してラッ
トの腹部大動脈に異種移植した。結果として 1 年以上の開存が得られ、内皮化も良好に行われ
た。 
但し組織化は自家由来の結合組織代用血管よりはかなり遅れる傾向にあった。 
内皮化が完成するまでの抗凝固処理の導入や、動静脈シャントなどの高流量システムへの移

植により、急性期の開存性を確保する事が出来れば、自家組織由来の結合組織代用血管に近い
結果が得られる可能性が示唆された。 
 しかし異種・同種グラフトの処理方法として現在ひろく用いているグルタール・アルデヒド
は、細胞毒性も有し、長期移植例での石灰化などの報告も行われている為、新たな処理方法を



検討する必要があると考えられた。 
 次に、化学架橋処理では無く、近年組織工学的にもひろく導入されつつある脱細胞化につい
ても応用を拡げる試みを開始した。 

 
 

２．脱細胞化技術の最適化 
 
結合組織代用血管の同種および異種移植を想定して、 

脱細胞法を試みた。 
 

脱細胞化結合組織代用血管の肉眼所見・組織      脱細胞後の DNA 定量と物性試験 
  
灌流装置を用いた脱細胞化処理を用いることにより、上図のごとく肉眼的には白色半透明の

組織体となり、光学顕微鏡写真でも脱核が確認された。 
更に、ＤＮＡ定量においても脱細胞化組織としての基準値をクリアすることが出来た。 

 
 
３．物理特性評価 
 
評価項目として、国際 ISO基準

に基づき①破裂圧・②糸引っかけ
強 度 ・ ③ Ultimate tensile 
stress・④ヤング率・⑤Ultimate 
Strain などの様々なパラメータ
について測定を行うために、本研
究期間内に高精度に計測が行え
るシステムの開発を行った。 
試料が乾燥すると物理特性が

著しく変化するとの報告もある
ことから、システム構築について
は独自の実験用水槽を開発し、湿
潤環境で計測が行える様に留意
した（右図）。 
 
 上述の脱細胞処理実験では、 
物理的計測でも、脱細胞前と比較
して、強度が低下することなく、理想的な特性を保持できていることが確認できた。 
 
 
更にエタノール、グルター

ル・アルデヒド処理を行うこと
により、破裂耐圧が高まる傾向
があることが明らかとなった。  
一方で糸引っかけ強度、

Ultimate tensile stress、ヤ
ング率、Ultimate Strainにつ
いては顕著な変化は認められ
なかった。 
結果として、化学処理を組み

合わせることにより、形成され
た組織の物理特性を制御し、 
理想的な組織を作成できる可
能性が示唆された 
（右図・次Ｐ上図、業績論文４）。 
 



 
 

Ｃ．Shelf Ready Graft とし
ての保存技術の開発 
他家移植を目的とした脱

細胞化グラフトを保存する
ために、凍結保存を試みた。 
保存後の組織については

移植実験を行い、移植後急性
期に形態学的評価を行った。 
 
 
上記の様々な処理方法に

対して実際に動脈系に移植
を行った際の外科的ハンド
リング評価・耐久性試験を行
うことにより、十分な脱細胞
ができておりかつ良好な物理特性も維持できる最適な処理方法を開発できると考えられた。 
 
 

Ｄ．脱細胞処理グラフトの他科移植（異種・同種） 
 
また、Shelf Ready Graft としての異種・同種

組織の応用技術・保存技術の開発を進めた。 
臨床応用における最終目的は牛やブタなどの動

物で作製した結合組織代用血管をヒトに植え込む
事であるので、今回のモデルでも異種移植モデル
として、ビーグル犬で作製したチューブをラット
に異種移植する実験を開始した（右図）。 

 
 ビーグル犬皮下で作成した内径２ｍｍの結合組
織代用血管に脱細胞化処理を行い、－２０℃で１
週間凍結保存した。これを解凍しラット腹部大動
脈に異種移植を行い、４週間後に評価した。  

３例の全例で開存が確認され、自家結合組織代
用血管に劣らない良好な組織治癒が確認された。
この成果については、雑誌論文１による論文発表
を行った。 
 
 
 更に研究の後半期間では、同種移植についての試みも開始した。 
 ビーグル犬皮下で作成した内径５ｍｍの結合組織代用血管を同様に脱細胞化処理し、別のビ
ーグル犬総頸動脈に同種パッチ移植した。移植後１週間・２週間・４週間後に評価を行ったと
ころ、急性期には内腔が薄い血栓で覆われていたものの、２週目以降には内皮形成が始まり４
週目には内皮化が完成、壁内へも平滑筋細胞などの血管壁細胞が急速に進入し、組織化が良好
に行われていることが確認できた（論文投稿準備中）。今後は組織学的評価・物理学的評価を行
う為の短～中期移植を行う予定である。 

 
また、手術室での移植を目指した短時間脱細胞処理のパイロットスタディーも開始した。 
 
 
今後はこれらの動物移植実験を着実に継続し、前臨床実験としてのデーター収集を行う。京

都府立医科大学附属病院でそれらの結果に基づき、厳格な適応決定の下プロトコール作成を行
い、IRB の承認を得たのちに臨床応用を目指す。 
 
 
本法は、in vitro 細胞培養技術や遺伝子学的手法を用いた通常の再生医療技術に比較すると

簡便且つ経済的であるため、高額になり続ける医療コスト節減の意味からも革新的なブレイク
スルーをもたらすことが期待される。 
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