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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体適合性の高い二酸化炭素を機能性溶媒として利用し、バイオスカフォール
ド（細胞外マトリックス）の生成を試みた。二酸化炭素雰囲気の下で、豚などの異種哺乳動物の組織に超音波照射する
ことで、細胞成分を除去し、再生医療に利用できるバイオスカフォールドの製造法を開発し、臨床応用を検討すること
を目的とした。異種哺乳動物の組織から拒絶反応の原因となる細胞成分を除去し、高い細胞密度を実現するバイオスカ
フォールド生体材料を製造する超臨界二酸化炭素超音波分散法の開発に成功した。さらに、マイクロX線CT にて生成し
た脱細胞臓器の構造データを求めた。

研究成果の概要（英文）：We attempted to generate biologic scaffold materials composed of extracellular mat
rix (ECM) from animal tissues or organs by means of the supercritical fluid technology. In order to obtain
 the biologic scaffold materials which may overcome a severe shortage of donor organs for organ transplant
, the separation of cellular components leading to allograft rejection and decellularization of whole orga
ns, such as kidneys livers, hearts of rats and pigs was achieved by ultrasonic irradiation in liquid carbo
n dioxide at high pressure condition. The structural data of decellularized organs were obtained by a micr
o-focus X-ray CT. These structural data of decellularized organs may lead to multi production of biologic 
scaffold materials composed of extracellular matrix for donor organs for organ transplant in an industrial
 scale.
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１．研究開始当初の背景 
山中教授らのiPS細胞開発以来、生体組織の再

生技術の重要性が高まっている。ハーバード

大のJoseph P. Vacantiらは、生分解性高分子

のスカフォールドを、生体吸収性人工材料と

して利用することを提案し成果をあげてい

る。国内でも、東京女子医科大学にて、生体

吸収性材料を用いた血管スキャフォールドに

患者の骨髄細胞を組み込んで移植した臨床例

がある。しかし、生体吸収性人工材料では複

雑な形状の造形が容易でなく、生体よりも硬

く、生体のような力学特性を持たせることが

難しい。生体組織を利用する研究としては、

生体組織から超臨界二酸化炭素抽出を利用し

て、リン脂質やDNAを除去する試みが、2006

年に澤田らによって行われている。国立循環

器病センターの岸田らは、超高圧処理とマイ

クロ波照射を用いて、ミニブタの組織から細

胞成分を除去し、異種脱細胞化組織を生成す

ることを提案している。生体組織を用いるこ

とで、生体吸収性人工材料よりも柔軟性に優

れた素材を提供することに成功している。し

かし、マイクロ波照射を用いるため、細胞外

マトリックスの損傷が多くなる欠点があった。

さらに、生体内で分解したスカフォールドの

空間部分をどのように組織化するのかも課

題となった。結合組織成分の多い組織になる

ことから、細胞が密に詰まった機能を持つ組

織をいかにして再生するかが重要となって

いる。心臓、肝臓などの細胞が密になった構

造や厚い組織の再生に関しては、細胞外マト

リックスに損傷を与えず、より穏和な操作で

異種脱細胞化組織を作り出す技術の開発が望

まれている。 

既に、本研究代表者は、超臨界二酸化炭素

による新規バイオスカフォールド生体材料

を開発するための準備として、文部科学省科

学研究費補助金（基盤研究(C) 平成 20～22

年度課題番号 20560707）の補助を受け｢超臨

界コーティング法による細胞ストレス

可視化ナノデバイスの開発｣、（基盤研究

(C) 平成 16～18年度課題番号 16560664）の

補助を受け｢超臨界流体中での高分子の自己

組織化を利用した核酸ドラッグ用ナノデバ

イスの創製｣、および（基盤研究（C）平成

14,15年度課題番号 14550743）の補助を受け

「超臨界流体中での酵素反応を用いた DNA

増幅技術の開発（研究代表者:三島健司）｣に

関する研究に取り組み、超臨界二酸化炭素中

での超音波分散技術の開発「生体組織再生用

移植材及びその製造方法」（三島健司、特許；

特願 2009－70301）、ならびに超臨界二酸化炭

素中にて、ペプチド合成、DNA合成に成功し

た （ K.Mishima,  Biotechnol. Prog.19, 

281(2003)、三島健司、特許；特開平 11-310594、

特開平11-206371、特開平 10-120345）。研究分

担者入江は、（若手研究（B）平成 22,23 年

度課題番号 22790516）の補助を受け「2-ア

ラキドノイルグリセロールによる抗菌ペプ

チド誘導作用の解析と応用法の確立」に関す

る研究に取り組み、細胞増殖因子の知見を得

た。さらに、本研究代表者は、科学技術振興

財団（JST）実用化のための育成研究の補助

を受け、「超臨界流体を用いたナノ粒子の開

発」平成 13-16年度、補助金 110,000,000円

（研究代表者:三島健司）」に関する研究に取

り組み、超臨界二酸化炭素中にナノメートル

サイズの粒子を高分子マトリックス中に均

一に分散させることに成功した（特許「複合

微粒子の製造方法」三島健司、特願

2004-344934）。さらに、実用化による技術の

社会的適応性の求められていた超臨界流体

技術の実用化研究として、平成 11 年度福岡

県産業・科学技術振興財団地域開発促進

拠点支援事業（研究育成型）「有害な有

機溶媒を用いないﾏｲｸﾛｺｰﾃｨﾝｸﾞｼｽﾃﾑの開

発」（研究代表者:三島健司）、新エネルギ

ー･産業技術総合開発機構（NEDO）平成

13・14 年度産学連携実用化開発補助事業

「超臨界二酸化炭素による繊維・産業資



材の染色加工技術実用化開発」（リーダ

ー:三島健司）などの研究において、超臨界

二酸化炭素を用いた技術の実用化に成功し

た。また、福岡大学と花王㈱との共同研究と

して、超臨界二酸化炭素を用いた無機マイク

ロ粒子のフッ素系樹脂コーティングの研究

を行い（リーダー:三島健司）、100 リットル

反応装置での工業規模生産（商品名:ソフィ

ーナファンデーション）を可能にし、超臨界

二酸化炭素コーティングの実用化に成功し

た。花王㈱は、この技術に関し、平成 17 年

度化学工学会技術賞受賞した。本研究代表者

は、このように超臨界二酸化炭素を用いたナ

ノデバイスの自己組織化制御および超臨界

二酸化炭素中での生体関連物質反応制御に

関する研究を行い、医工融合領域分野および

社会経済分野で最も大きな経済的波及効果

が見込まれる超音波を併用した超臨界二酸

化炭素による新規バイオスカフォールド生

体材料の創製を研究課題とすることに至っ

た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞密度の高いバイオスカフ

ォールド生体材料の創製のために、既に本研

究代表者が科研費補助など公的補助により

開発した超臨界超音波分散法、超臨界ペプチ

ド合成法、超臨界マイクロコーティング技術、

超臨界高速攪拌ナノ粒子分散法ならびに超

臨界分散抽出技術を基礎技術として、豚など

の異種哺乳動物の組織に超音波照射するこ

とで、細胞成分を除去し、再生医療に利用で

きるバイオスカフォールドを、有害な化学種

を用いない超臨界流体技術を用いて製造す

る方法を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、既に三島が開発した超臨界二酸

化炭素中での超音波分散技術の開発「生体組

織再生用移植材及びその製造方法」（三島健司、

特許；特願 2009－70301）を基礎技術として、

ラットならびに豚の組織を利用して、有害な

化学種を用いない超臨界流体技術を用いた

超音波照射により、高密度生体組織再生に利

用可能な異種脱細胞化組織の開発を以下の

ように行った。 

 

図 1 超臨界超音波による脱細胞 

 

再生医療に利用可能な異種脱細胞化組織の

創製のために、超臨界二酸化炭素中で超音波

照射によりラットならびに豚の組織から拒

絶反応の原因となる細胞成分の除去を行い、

異種脱細胞化組織調整実験を行う。超臨界二

酸化炭素中での超音波や攪拌操作(Mishima, 

Advanced Drug Delivery Reviews, 60, 

411-432(2008),.Mishima et al., 

Biotechnology Progress Vol.19, 281-284 

(2003);特許有り)を応用し、「超音波併用型

の超臨界二酸化炭素脱細胞化装置」（現有設

備）を用いて、細胞浸透性の高いナノバブル

を組織の細胞内に導入後、ラットならびに豚

組織から、細胞成分を超音波照射により、超

臨界二酸化炭素存在下で細胞成分を分離す

る。図 1に示すように、ナノバブルは超臨界

二酸化炭素中でも、超音波照射による細胞内

でキャビテーションを引き起こし、細胞組成

の抽出効率を高める。その際、リン脂質や

DNAなど細胞成分の超臨界二酸化炭素に対す

る溶解度が問題となるが、流通型の超臨界二

酸化炭素溶解度測定装置、超臨界クロマトグ

ラフィー装置、FT-IR, UV 併用型を用い、溶

解度測定装置を利用して、溶解度を測定する。

処理した組織については、組織検査用薄片試

料を常法により調製し、ヘマトキシリン・エ



オシン染色した後、光学顕微鏡にて脱細胞率

を評価する。二酸化炭素抽出により脱細胞化

を行った異種脱細胞化組織（細胞外マトリッ

クス）を対象として、ストレスプローブを用

いて組織のダメージを測定する。また、調整

した異種脱細胞化組織と市販の生体吸収性

人工材料とを用いて、各種の細胞の培養実験

を系統的に行い、再生医療用素材としての性

能評価を蛍光分光光度計、実体顕微鏡ならび

にマイクロプレートリーダーにて行った。 

 
４．研究成果 

本研究では、生体適合性の高い二酸化炭素

を機能性溶媒として利用し、バイオスカフォ

ールド（細胞外マトリックス）の生成を試み

た。二酸化炭素雰囲気の下で、豚などの異種

哺乳動物の組織に超音波照射することで、細

胞成分を除去し、再生医療に利用できるバイ

オスカフォールドの製造法を開発し、臨床応

用を検討した。23 年度～25 年度の研究で、

異種哺乳動物の組織から拒絶反応の原因と

なる細胞成分を除去し、高い細胞密度を実現

するバイオスカフォールド生体材料を製造

する超臨界二酸化炭素超音波分散法の開発

に成功した。25 年度研究にて、マイクロ X

線 CT にて生成した脱細胞臓器の構造デー

タを求めた。 

超臨界二酸化炭素中での超音波ならびに

攪拌操作を応用し、細胞浸透性の高いナノバ

ブルを組織の細胞内に導入後、ラットならび

に豚組織から超臨界二酸化炭素存在下で細

胞成分を分離し、成分分析を行った。さらに、

ラットの生体組織の脱細胞化組織を用いて

行った細胞増殖の知見をもとに、異種脱細胞

化組織（細胞外マトリックス）を用いて、ラ

ットの組織再生実験を行った。また、脱細胞

化した組織について、マイクロ X線 CTをも

ちいて組織構造の断面写真を積層データと

して収集した。 

 以上のような実験から、CO2を機能性溶媒

として利用し、豚ならびにラットの異種哺乳

動物の組織に超音波照射することで、細胞成

分を除去し、再生医療に利用できるバイオス

カフォールド（細胞外マトリックス）の製造

に成功した。さらに、これを市販装置とする

ために、脱細胞化した組織について、マイク

ロX線CTをもちいて組織構造の断面写真を

積層データとして収集したことで、再生医療

用装置としてプロトタイプを製作すること

は、目的の達成度として十分評価できる。 
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