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研究成果の概要（和文）：ラットおよびミニブタ心臓をSDS法および超高圧法により脱細胞化し、HE染色および
DNA定量法により脱細胞化の完了を確認した。両手法のうち、得られた組織の透明度が比較的高いSDS法による脱
細胞化心臓を選択肢、冠動脈内腔を内皮化誘導ペプチドで修飾した後に、Qdot標識HUVECの懸濁液を、上行大動
脈側から心尖側へ所定期間環流した。蛍光実体顕微により3次元鏡観察した結果、内腔修飾条件と環流上件の最
適化により、冠動脈主幹のみならず、その下流の比較的内径が細い冠動脈網への細胞播種が可能であることが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The rat and minipig hearts were decellularized by SDS method or ultrahigh 
pressure (HP) method, and the decellularization efficiency was confirmed by HE staining and DNA 
quantification method. Since the SDS-based decellularized heart was much more transparent than that 
of HP method and then used for cell seeding experiments. The luminal surface of the coronary artery 
was modified with the endothelial cell-binding peptide, and suspension of Qdot-labeled HUVEC was 
perfused from the ascending aorta side to the apical side for a predetermined period. 
Three-dimensional observation by CLMS revealed that HUVECs were seeded not only into the main 
coronary arteries but also into more peripheral arteries by optimizing modification conditions and 
cell perfusion conditions.

研究分野：再生医療・脱細胞組織・イメージング

キーワード： 細胞・細胞工業材料
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 心疾患に対する再生医療として、間葉系幹
細胞や骨格筋芽細胞、あるいは iPS 由来心筋
細胞を心筋に移植する再生医療が注目され
ている。再生医療新法も施行されて、臨床化
が加速すると期待されているが、その基本的
機序はパラクライン効果と考えられており、
長期的効果は期待できない。すなわち、初期
心筋梗塞に対する処置として有効な薬物療
法やステント療法などの補助的治療の域に
留まる。また、重症心疾患に対しては、心臓
移植あるいは Bridge/Destination 治療とし
ての補助人工心臓(LVAS)しか選択肢は無く、
心臓そのものを再生させるような根本的な
解決策が期待されている。しかしながら心筋
細胞の重層化や３Dプリンターによる細胞配
置で心臓自体の再構成は困難である。最大の
難関は血管網の構築であるが、複雑な冠動脈
構造を３Dプリンターやバイオリアクターで
再構成することはできず、それどころか直径
３mm以下の血管の開存さえも不可能であっ
た。我々は、最近、直径 2mm で長さ 30cm

という小口径血管の開存化に世界で始めて
成功した（Biomaterials, 2015）。具体的には、
脱細胞内腔面を血管内皮前駆細胞/血管内皮
細胞を捕捉できる機能性ペプチドで修飾し
て 3日以内に内膜様組織の構築を完了させる
ことが可能となった。この技術を用いて、新
たな心臓再生戦略を検討する。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、脱細胞化技術により、コラー
ゲン・エラスチンなどの構造タンパク質の変
性を抑制し、かつ複雑な心冠動脈網構造を維
持した、脱細胞化スキャホールドを作製する
ことを目的とする。心臓全体を脱細胞処理し
て、心筋細胞で再細胞化するというアイデア
は 2012 年頃から国内外で検討されているが、
心筋細胞を心室・心房内に播種するなど、そ
の３D 配置のコントロールは妥当ではない。
また、脱細胞心臓の冠動脈内に血液を流せば、
たちまち血栓性塞栓につながることは明ら
かであるので、脱細胞後の冠動脈内腔の内膜
化を進めなければならないが、脱細胞組織の
細胞接着性は思いのほか低い。我々が、内腔
2mm の血管の早期内皮化に成功した技術を
冠動脈網内腔に適応し、バイオリアクターに
よる環流培養により、内腔への内皮細胞の播
種、さらには、内膜化へと移行させることを
目的とする。2mm の血管の内膜再生と、末
梢では極めて細くなる冠動脈網の内膜再生
が同じようには行かないが、主たる冠動脈の
再生ができれば有効な手段になる。 

 

３．研究の方法 

 摘出したラット心臓左室にカニューレを
挿入して還流装置に接続した。灌流圧
77.4mmHgにより 10μMのアデノシンを含むヘ
パリン化 PBS で 15 分間灌流した。その後、
12時間 1%SDS水溶液を同条件で灌流すること

で脱細胞化した。また、我々が独自に進める
高圧処理（HP）による脱細胞化も進めた。さ
らに、同様に、SDS 脱細胞法により、ミニブ
タ全心臓の脱細胞化も実施した。 
 冠動脈内腔面の血管内皮細胞接着性を向
上させる処理方法としては、コラーゲン分子
に親和性を有する(Pro-Hyp-Gly)配列の７回
繰り返し配列と REDV 配列を有するオリゴペ
プチド「ＰＯＧ７ＧＧＧＲＥＤＶ」を用いた。
対象配列としては、コラーゲン結合部位の不
活性配列「ＯＰＧ７ＧＧＧＲＥＤＶ」、繰り
返し配列回数が 3回の「ＰＯＧ３ＧＧＧＲＥ
ＤＶ」、REDV 部分の不活性配列「ＰＯＧ７Ｇ
ＧＧＲＥＶＤ」、および配列のミュータント
などの４種類のコントロール配列を検討し
た。脱細胞処理心臓を、これらのオリゴペプ
チド溶液に浸漬して 60 分間処理する処理し
た。 
得られた、ペプチド修飾脱細胞心臓に対し

て、所定濃度の Qdot標識 HUVECの懸濁液を、
上行大動脈側から心尖側へ環流し、CO2 イン
キュベータ内で５日間灌流を続け、PBS で洗
浄後、10%ホルマリン液で固定し、蛍光実体
顕微鏡観察した。 
 
４．研究成果 
 ラット心臓を SDS法、および HP 法で脱細
胞した後の組織切片の HE 染色により、いず
れの脱細胞化手法においても、数日間の洗浄
でほぼ細胞成分が除去されており、さらに、
DNA 定量においても残存 DNA が検出限界まで
減少した。しかしながら、図１に示したよう
に、SDS 水溶液の灌流により心臓組織はほぼ
透明になったが、HP による脱細胞では不透明
な状況であった。 

 
 一方で、ミニブタ心臓の心筋は厚く、SDS
法で 2週間洗浄することで図２に示したよう
にほぼ完全に脱細胞することが出来た。 
 SDS 法による脱細胞化処理では、細胞外マ
トリックス（ECM）の変性度合いが大きいこ
とが懸念されるが、図１から明らかなように、
その脱細胞後の透明度に大きな差があり、今
回は、播種細胞の生着を直接観察することが
可能な SDS脱細胞化心臓組織を用いて実験を
進めることとした。 
 

 

図１ ラット心臓の脱細胞後の外観 



 ペプチドを固定化した、ラット脱細胞化心
臓に対して、灌流培養装置を用いて HUVEC 細
胞を循環させた結果、心臓内部において、
Qdot625 由来の蛍光発光がみられ、細胞播種
が可能であった。しかしながら、内径が大き
な一部の血管内への細胞播種にとどまった。
そこで、播種上件を変更し図３のような装置
を構築して播種効率の向上を図った。 

 
改良システムにより播種した HUVEC 細胞

（赤色蛍光標識）の共焦点レーザー顕微鏡観
察による３D 像を図４に示した。冠動脈主観
部だけで無く、その後の分枝の状況も観察す
ることができており、本法により血管内皮細
胞を、ある程度の内径の冠動脈に生着させる
ことができたと考えられる。 

心尖部側も含めて、さらに末梢方向への播
種効率を向上させることが有効であると考

えられる。我々のグループでは、ラットへの
脱細胞血管移植と内皮化実験において、内径
0.5mm の血管の内皮化に成功していることか
ら、リガンドペプチドの固定化条件の再提起
かと灌流培養の上件最適化が有効であると
考えている。 
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図２ ミニブタ心臓の脱細胞後の外観 
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図３ ペプチド修飾脱細胞心臓への HUVEC播種 

 

図５ 冠動脈網内に播種された蛍光標識 HUVECの 
３D―CLMS像 
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