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研究成果の概要（和文）：細胞の自己凝集現象（スフェロイド形成）とスフェロイド同士の融合現象を利用して
任意の形状の立体細胞構造体を構築するバイオ３Dプリンタを開発し、心血管組織再生の研究を進めてきた。ヒ
ト人工多能性幹細胞由来心筋細胞を使用して外在性のScaffold(足場材料）を含まない、大型化した拍動する3次
元（3D）管状心筋構造体の作製に成功した。またバイオ３Dプリンタで構築した構造体をバイオリアクターで成
熟させることで、ヒト正常血圧の10～20倍以上の力学的強度を有する血管構造体を作製し、さらに外科的手法を
加える免疫不全ミニブタへの長期移植実験に成功し、移植後のリモデリング、細胞遊走を確認した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a bio 3D printer that constructs a three-dimensional cell 
structure of any shape in a Scaffold free state. We have Succeeded in creating a large, beating 
three-dimensional (3D) tubular cardiomyocyte without extrinsic Scaffold using human induced 
pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes (iPSC-CM) . By maturing a tubular structure constructed
 with a bio 3D printer in a bioreactor, we succeeded in producing a small-diameter artificial blood 
vessel having a mechanical strength (burst pressure test) of 10 to 20 times or more that of human 
normal blood pressure. Furthermore, we succeeded in a long-term transplantation experiment into 
immunodeficient mini pigs to using a artificial blood vessel mainly composed of human-derived 
fibroblasts.

研究分野： 心臓血管外科

キーワード： 組織工学　幹細胞技術　細胞内動態　心血管組織　バイオ３Dプリンタ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞を用いて形態学的特徴、力学的作用を有する移植可能な立体的組織を構築するには、一般的には生体融解性
ポリマーなどの細胞のscaffold(足場材料)が必要となる。本研究ではscaffoldを使用することなく、大型化した
拍動する3次元（3D）管状心筋構造体の作製に成功し、血管構造体においては大動物への長期移植実験に成功し
た。末期重症心不全や従来のグラフトが移植不能な末期血管不全などに応用でき多くの人類のhealth careに貢
献できる可能性が見い出された。機能的な3次元的組織構築に成功した技術は新規性も高く、自己細胞由来臓器
作成医療ビジネスモデル成功の可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
人工心臓や人工血管など循環器領域における人工臓器はめざましい進歩をとげる一方、心不

全、動脈硬化性の血管不全は依然として先進諸国における死亡原因の上位を占める疾患であり、
問題点を解決する新規臓器再生治療法の開発が待ち望まれている。近年、iPS 細胞をはじめとし
た幹細胞研究が加速しているが、細胞を用いて機能的な立体組織を構築する技術は発展途上に
ある。組織は本来、細胞同士が集合体を形成しており、その間隙を埋めるように細胞外マトリッ
クスと呼ばれるタンパクが存在する。このような構造を人工的に作り出すのが組織工学であり、
コラーゲンなどの生体由来材料やポリ乳酸など医療用材料として薬事承認されている生分解性
高分子を、細胞の足場（scaffold）として利用するのが一般的であった。しかし、基本的には異
物である scaffold は炎症を引き起こし、感染する危険もあるため、scaffold を用いずに細胞組織
のみで 3 次元的な組織を構築する試みがなされてきた。近年では細胞をシート状に培養・回収
して移植する細胞シート工学が開発され、心筋膜、角膜、食道粘膜など 2 次元培養下での再生臓
器は臨床応用されるようになったが、心筋壁、血管や弁など、その他の多くの複雑な形態学的特
徴、力学的作用を有する細胞のみでできた 3 次元化組織構造体は発展途上にある。 
以上の背景の中、細胞が本来もつ自己凝集能力によって形成される細胞凝集塊（スフェロイド）

を立体的に構築するロボットシステム「バイオ３D プリンタ」を用いて心血管組織を再生する研
究を行ってきた。このシステムは、スフェロイドを 1 つの単位として適切な大きさ、任意の XYZ
の位置で 3 次元データを元に配置することで、スフェロイドが融合し任意の形状の構造体を構
築する技術であり、本技術によって外在性の scaffold を一切含まない細胞のみによる機能的な
立体構造体を作ること可能となった。本研究の基盤となるスフェロイドには、複数種の細胞を混
合することが可能で、混合する細胞の種類や比率を変えることで、さまざまな性質を持たせるこ
とができる特徴がある。 
 
２．研究の目的 
本研究ではバイオ３D プリンタ技術にヒト iPS 由来細胞などの幹細胞技術を応用することで

移植可能な機能的な心血管組織を開発すると共に、その組織の成熟過程や、生体内移植後におけ
る細胞動態を解明する。 
 
３．研究の方法 
①ヒト iPS 由来細胞で構成された心筋・血管組織型スフェロイドの最適化：細胞ソース、細胞比
率の最適化、培地条件の最適化・細胞接着条件の評価及び最適化。②バイオ３Dプリンタを用い
て心筋・血管組織を構築するモデルの確立・生体環境に近いバイオリアクター内での組織成熟方
法の確立（構造体の力学的評価、病理組織学的評価）③動物への移植法の確立。移植後構造体の
リモデリング効果や組織内細胞動態を評価する。 
 
４．研究成果 
 ヒト iPS 由来心筋細胞を用いて大型な組織を作製するために大量の iPS 由来心筋細胞が必

要となる。簡便で安価な iPS 由来心筋細胞を入手するため、iPS 細胞 253G1 株で PSC 
Cardiomyocyte Differentiation Kit を用いた分化誘導を行った。iPS 由来心筋細胞及び線維芽
細胞、iPS 由来血管内皮細胞を混合させたより高機能な心筋組織型スフェロイドの作製を用いて
拍動する心筋構造体の作製に成功した。心筋細胞の成熟要素の 1 つとして、電気刺激が言わ
れており、心筋の発生過程において電気刺激は、収縮とは無関係に心 筋特異的遺伝子発現
や心筋分化に影響を及ぼすことが示唆されている The Gibco® PSC Cardiomyocyte 
Differentiation Kit を使用し、iPS 細胞を心筋前駆細胞まで分化させた後、培養筋細胞電気
刺激システムを用いて、電気刺激を与えながら培養した群と電気刺激を与えず培養した群
で心筋成熟や分化、収縮性 に違いがあるか検討を行った。両群ともにトロポニン T、アク
チニン、β-レセプター抗体を使用して、免疫染色を行い共焦点顕微鏡で観察を行った。トロ
ポニン T、アクチニン、β-レセプターは電気刺激群で密に観察された。 電気刺激群での心
筋成熟優位性が示唆されたが、拍動性においては評価困難であった。 
また血管新生促進や血管内皮増殖因子（VEGF）の産生分泌促進が期待される合成化合物をスフェ
ロイド形成段階の培養添加因子として加えることで、より高機能な iPS 細胞由来心筋スフェロ
イドの作製に成功し、PDE を介して拍動、収縮が促進されることを確認した。 
ヒト人工多能性幹細胞由来の心筋細胞（iPSC-CM）を使用して足場のない大型化した 3次元（3D）

管状心臓構造の作製に成功した。イソプロテレノール、プロプラノロール、またはブレビスタチ
ンなどの薬剤の心毒性や心筋の反応を in vitro で評価できる可能性が見いだされた。 
血管組織型スフェロイドの最適化に向けて、iPS-ECs(ヒト iPS由来内皮細胞)とHDFB(ヒ

ト皮膚線維芽細胞)の混合型スフェロイドを作成し、共焦点レーザー顕微鏡で内皮細胞の分
布を観察した。スフェロイドはあらかじめヒト iPS 由来血管内皮細胞 (HiPS-EC)とヒト皮
膚線維芽細胞（HDFB）を Cell tracker violet で染色し、固定後に組織を透明化することで
中心まで共焦点レーザー顕微鏡での観察が可能であった。スフェロイド内で一部中心から



外側へと内皮細胞が遊走する所見を認め、また、内皮細胞を混合させるタイミングや手法に
より異なった細胞の挙動が観察された。ヒト由来線維芽細胞を主体とする管状構造体をバイオ
リアクターで成熟させることで、ヒト正常血圧の 10～20 倍以上の力学的強度（圧力破砕試験）
を有する構造体の作製に成功した。さらに外科的手法を加える免疫不全ミニブタへの長期移植
実験に成功し、長期間開存後に剖検した構造体において、αSMA 及びデスミン陽性平滑筋細胞、
ERG 陽性血管内皮細胞の局在を確認した。 
本研究では scaffold を使用することなく、大型化した拍動する 3次元（3D）管状心筋構造体

の作製に成功し、血管構造体においては大動物への長期移植実験に成功し、移植後のリモデリン
グ、細胞遊走を確認した。末期重症心不全や従来のグラフトが移植不能な末期血管不全などに応
用でき多くの人類の health care に貢献できる可能性が見い出された。機能的な 3 次元的組織
構築に成功した技術は新規性も高く、自己細胞由来臓器作成医療ビジネスモデル成功の可能性
がある。 
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