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研究成果の概要（和文）：生体内再生医療技術を用いて作成する自家結合組織代用血管を極度のハイリスク症例
へ同種移植用代用血管として用いるために、グラフトを簡便な処理で作成するための技術開発を行った。代用血
管に化学処理・脱細胞化処理を加え、種々の力学的パラメータ計測を行った。ビーグル犬皮下で作成した代用血
管に脱細胞化処理後十分な強度が保持されていることを確認し、組織を同種移植するパイロットスタディーでは
良好な結果を得られつつある。より処理効率を高めるために、大量の処理液を用いて強く振盪する方法について
も検証した。本法では特殊な設備が不要なため、手術室など幅広い臨床現場において応用できる可能性があると
考えられた。

研究成果の概要（英文）：In order to use in vivo tissue-engineered autologous connective tissue 
vascular grafts as allografts for extremely high-risk cases, we developed a technology to create 
grafts using simple processing. Chemical and decellularization treatments were applied to the 
grafts, and various mechanical parameters were measured. It was confirmed that the vascular grafts 
created subcutaneously in beagle dogs retained sufficient strength after decellularization, and good
 results are beeing obtained in a pilot study in which the tissue was allografted. In order to 
further increase processing efficiency, we also verified a method of vigorously shaking a large 
amount of processing solution. Since this method does not require special equipment, it could be 
applied in a wide range of clinical settings such as operating rooms.

研究分野：心臓血管外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓血管外科手術において様々な再建用材料が用いられているが、小口径血管再建、感染を伴う症例や成長期に
ある小児などに最も理想的な材料は自家組織である。しかし自家組織には限りがあるため、以前より我々は生体
内再生医療技術を用いて患者体内で自家細胞とマトリックス成分のみから構成される 自家結合組織代用血管を
開発し、2014年にヒトへの臨床応用を開始した。本研究では手術室内の処理のみで完結できる同種移植用代用血
管を作成する技術を開発する事により、適応困難であった極度のハイリスク症例へ応用できる可能性が示唆され
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、ＣＫ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 
 

これまで様々な代用血管が開発され、心臓血管外科手術時の血行再建に既に広く使

用されている。しかし人工材料からなる人工血管は易感染性であり成長性もないため

成長期にある小児への使用も課題である。異種生体材料を用いた代用血管では抗原性

処理のために用いるグルタール・アルデヒド(GA)の毒性(長期にわたり残留する)によ

る周囲組織の変性・劣化（仮性動脈瘤の形成）等が指摘されている。また生体由来組

織と言っても成長性はなく早期からの石灰化・狭小化など問題が多い。そのため血行

再建には自家動静脈・自己心膜等の自家由来組織を用いる事が理想的であるとされて

いるが、供給に限界があるため再手術時には不足が生じる。 

我々は患者皮下で簡便に作成する自家結合組織代用血管について十数年にわたり基

礎研究を積み重ね 2014 年に小児心臓外科領域で肺動脈形成術への臨床応用を開始し

た（Ann Thorac Surg. 2016 Oct;102(4):1387-90.）。第一例は術後１０年となるが経過

良好で、小児における血行再建材料の第一選択とされる自己心膜に匹敵する代用物と

して非常に有望であると考えている。 

しかし幼小児では、皮膚組織が非常に薄く皮下スペースも狭いため鋳型基材による

皮膚への圧迫により形成される組織が菲薄となったり、皮膚の障害を生じたりする 

可能性も危惧された。さらに未熟児では体力に乏しく組織再生能が低い。また成人に

おいても高齢者・糖尿病患者・透析患者など極度のハイリスク症例が想定されるため、

組織再生能力が著しく低下しているこれらの症例では確実な組織再生のために個体差

の克服と信頼性の向上が大きな課題となる。そこで新しいオプションとして、健康な

個体を用いて信頼性の高いグラフトを作成することにより、治療の確実性向上・適応

拡大をめざす他家由来代用血管の開発研究を行なう必要性がでてきた。 

 

 

２．本研究の目的 

 

本研究では既に臨床応用で良好な治癒経過が確認されている生体内組織工学で作製

する自家移植用代用血管の応用拡大を目的として他家移植、その中でも実現のハード

ルが異種よりも低いと考えられる同種移植を実現するための技術開発を行った。同種

移植時の抗原性を低下させるために脱細胞化処理を行うこととしたが、この脱細胞化

処理を最適化・簡便化・時間短縮する試みを行った。最終的には実験動物の動脈に同

種移植することにより、宿主体内での治癒過程・移植後の変化を評価した。物理的特

性評価と合わせてフィードバックすることにより処理方法を改善し、将来的な親子間

同種移植への臨床応用を目指した研究を行った。その後手術室内で完結できる処理を

目指し、さらなる手技の短縮と簡略化に取り組んだ。 

 

 

３．研究の方法 

Ａ．動物皮下における結合組織シート作製 

 まず、ビーグル犬背部皮下にシリコーン円柱基材(径３～５mm)を４～８週間埋入し

管状組織体を作製した。鋳型を抜去後、得られた管状組織体を切り開き結合組織シー

トを作製した。 

 

Ｂ．同種移植への応用を目指した組織処理方法の開発と物理特性試験 

１．脱細胞化処理の適用 

他家移植を実現するために近年組織工学的にひろく導入されている脱細胞化処理を

適用する試みを開始した。 

作成した結合組織代用血管内に含まれる細胞成分は少ないと当初考えられていたが、

パイロットスタディーにおけるＤＮＡ量測定によると相当量の細胞核成分が含まれて



おり、他家由来代用組織として必要な基準をクリアしていなかった。臨床症例でも同

種（ホモグラフト）・異種組織の長期移植研究にて残存細胞の DNA 成分により、異常

な石灰化が生じる事が報告されている。従って他科移植（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必要であるため、 

脱細胞化処理を試みた。脱細胞化処理についても研究当初は生体血管の脱細胞化処理

に準じて、界面活性剤をグラフトの管腔内に灌流する装置を用いた実験を開始した。 

２． 脱細胞化処理後の物理特性評価 

脱細胞化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、これまで開発

してきた測定装置を用いることにより物理特性評価を行った。 

３．物理特性調整のための化学処理実験 

 生体材料の物理特性の改善や生体適合性の改善、さらには実際に手術での吻合のハ

ンドリング改善のための化学処理を加えてみた。現在臨床で自家結合組織代用血管を

移植する前に使用しているエタノール処理を行い、物理特性を評価した。 

 

Ｃ．臨床応用を想定した動物移植実験モデル開発と移植実験 

動物移植実験モデルを開発し、縫合のハンドリング・サイズ・強度などの評価を行

い、グラフト処理にフィードバックした。その後、組織学的評価・物理学的評価を行

うための短期他家移植実験を行った。 

 

Ｄ．さらなる効率化・簡便化のための新たな脱細胞化処理方法の導入 

最終年度は主に脱細胞処理法についての見直しを行った。手術室内での応用を目指

し、さらなる効率化に取り組んだ。以前より用いていたグラフト管腔内への還流法か

ら、手技の簡略化および短縮を目指して別の方法を導入した。グラフトが粗な構造で

あるため通常の生体血管の脱細胞処理よりも短時間かつ簡便な処理法の適用が可能と

推察した。そこでより処理効率を高め・手技そのものを簡便化するために、処理液を

グラフト内腔に還流する方法ではなく、大量の処理液中に作成したグラフトを浮遊 

させ強く振盪する処理方法を導入した。 

 

 

４．研究成果 

Ａ．動物皮下における結合組織シート作製 

 これまで開発した方法に準じてビーグル犬背部皮下にシリコーン円柱基材(径３～

５mm)を４～８週間埋入し管状組織体を作製した。これまでの研究と同様に内腔面が平

滑で、自家コラーゲンが主体の透明な厚さ５０μｍ程度の結合組織膜を安定して作成

することが出来た。 

 

 

 

 

 

 

 

Ｂ． 同種移植への応用を目指した組織処理方法の開発と物理特性試験 

１．脱細胞化処理の適用 

灌流装置を用いた脱細胞化処理を用いることにより、

右図のごとく肉眼的には白色半透明の組織体となった。

さらに DNA 定量および、組織学的評価により６時間程

度の界面活性剤の還流で脱細胞化を行えることが確認

できた。 

 



 

 

２．脱細胞化処理後の物理特性評価 

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・③Ultimate 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、これまで高精度に計測

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（右上図）。 

 上述の脱細胞処理実験では、物理

的計測上、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。 

３． 物理特性調整のための化学処理実験 

 組織にエタノール処理を行い、上述の測定装置を用いて物理特性を比較したところ、

すべてのパラメータで生の組織と同等の結果となり良好な物理的特性が保持されてい

ることが確認できた。一方で外科手術的なハンドリングは劇的に改善した。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（論文７、Inoue T, et al.）。 

 

Ｃ．臨床応用を想定した、動物移植実験モデル開発と移植実験 

○動物移植実験モデル 

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。 

○脱細胞処理グラフトの他科移植（同種） 

 さらに還流法を用いた脱細胞化組織を用いて、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４、Yamanami M, et al.）。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。 

 

Ｄ．さらなる効率化・簡便化のための新たな脱細胞化処理方法の導入 

実際の同種移植臨床応用を想定するとさらに短時間の脱細胞化処理が望ましいと考

えた。様々な処理条件で処理時間の短縮を試みた。界面活性剤の灌流時間は短縮でき

る可能性が示唆されたが、洗浄などの全ての工程を含め顕著に短縮する事は実現でき

なかった。 



 

 

そこで処理方法についても、以前用いてた処理液をグラフト管腔内に還流する方法

からさらなる手技の簡略化および短縮を目指して別の方法を導入した。グラフトが粗

な構造であるため通常の生体血管の脱細胞処理よりも簡便な処理法の適用が可能と推

定した。そこでより処理効率を高めるために、処理液を還流する方法ではなく、大量

の処理液中に作成したグラフトを浮遊させ強く振盪する方法を導入した（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

処理後のグラフト評価では、より短時間

で十分な脱細胞化処理が行える可能性が 

組織学的評価（右図）およびＤＮＡ定量で

示唆された。また物理特性計測システムを

用いて 処理前後の検体を比較したところ、

十分な強度が保持されていることも確認で

きた。短期パイロット試験として頸動脈へ

の同種パッチ移植を開始したが良好な結果

が得られつつある。 

本法では複雑な還流装置が不要であるだ

けではなく、閉鎖された空間での清潔操作

が確保しやすいという利点がある。さらに

一度に大量の組織を処理できるため作業効

率の向上が可能となり、将来的な産業化に

も有利であると考えられる。 

 

 

本研究では手術室内の処理のみで完結できる同種移植用代用血管を作成する技術を

開発する事により、適用困難であった極度のハイリスク症例への応用をめざした。 

結合組織代用血管に化学処理・脱細胞化処理を加えた同種組織応用技術の開発を行

った。新たに開発した物理特性計測システムを用いて、様々な検体について種々の力

学的パラメータ計測を行った。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。 

脱細胞化組織を用いて、同種移植についての試みも開始した。現時点ではまだｎ数

も少なく短期実験の段階であるが良好な治癒家庭が観察されている。 

振盪法を用いた処理方法は他科由来脱細胞化組織作成の工程の簡便化・迅速化・効

率化につながるものと考え、さらに研究を継続する予定である。今後は本処理法の最

適化条件を検討し、更なる効率化を目指す。また実際に作成した組織の同種移植動物

実験を積極的に行い、グラフトとしての有用性を検討するとともに、合わせて今後は

これまで行ってきた自家移植実験との比較研究も開始したい。免疫学的評価を含めた

長期の安全性試験を行い、今後の親子間移植への臨床応用を目指したいと考えている。 
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