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研究成果の概要（和文）：本研究において我々は、異種動物由来の脱細胞化ゼノグラフト血管組織を作製し、そ
こにヒト iPS 細胞由来の高純度血管細胞を播種することにより in vitro での再生血管を作製する方法を開発
することにより、広い臨床応用を目指した自己成長型の血管グラフトの開発を目的とした。本研究で我々は高純
度のヒトiPS細胞からの血管内皮細胞純化方法を確立した。また脱細胞異種血管組織にこのヒトiPS細胞由来血管
内皮細胞を播種することにより効率よく再細胞化する方法を見出した。また、異種動物移植モデルにより、脱細
胞化ゼノグラフトが宿主血管において再細胞化しうることを示した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to develop methods to prepare xenogeneic 
decellularized vascular grafts and to re-seed purified human iPS cell-derived vascular endothelial 
cells on the decellularized grafts to establish a self-growing vascular grafts for clinical use. 
Here we established a method to prepare highly purified human iPS cell-derived vascular endothelial 
cells and to recellularize the decellularized grafts. We also found that xenogeneic vascular grafts 
can be recellularized in the body of xenogeneic animal with fair recellularization. 

研究分野：心臓血管外科学

キーワード： 血管再生　iPS細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今後増加が予想される虚血性心疾患および下肢虚血性疾患に対する外科的バイパス手術における小口径バイパス
グラフトは医療材料として今後ますます重要性が増すものと思われる。本研究成果は動物由来の脱細胞組織に対
してヒトiPS細胞由来の血管細胞を播種・再細胞化することによる、いわゆる「ヒト化」血管グラフトを量的制
限なく供給しうるための基礎研究的基盤を与えるものであり、医療経済を含む社会的な意義が高いものと考えら
れる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
心臓血管外科領域における人工血管の使用は動脈瘤手術・下肢虚血に対する血行再建・血液透 
析用内シャント・先天性心疾患手術など多岐にわたる。三尖弁閉鎖症などの先天性心疾患におけ 
るフォンタン手術などの機能的修復術においては、PTFE などの人工血管が一般的に用いられ
るが、 これらの人工素材では患児の成長に応じたグラフトサイズの適正化が起こらないため、
サイズミスマッチを是正するための再手術が必要となる。患児の成長に伴って自己成長する血
管グラフトは、特にこれらの病態においては非常に有用な医用材料となりうる。これまでこの領
域では、ダクロン・PTFE あるいは人工の細胞外マトリクス(ECM)などの人工素材と、生体組
織由来物質・生体細胞などの生体素材を組み合わせたハイブリッド型の人工血管の開 発が行わ
れてきた。Shinokaらは、フォンタン手術時の TCPC 用 PGA+P(CL/LA)製人工血管に自己骨 
髄単核球細胞を再播種したハイブリッド人工血管を用いた臨床研究を行い、現在経過観察中で
あ る(NCT01034007)。この方法の限界としては、①人工 ECM（生分解性ポリマー）をスキャ
フォールド（足場材料）に用いるために強度が不十分であり、大静脈・肺静脈圧程度の中程度以
下の血圧の範囲内の使用に限定される②自己細胞を回収したのち、そこから高純度の血管構成
細胞（血管内皮細胞・血管壁あるいは平滑筋細胞）を得るのが困難である③患児由来の自己細胞
を使用する場合、その遺伝的変異の素因を有する細胞が長期的に正常な機能を保ちうるか不明
である、などが挙げられる。すなわち、広く臨床応用に耐えうる自己成長型血管グラフトを作製
するためには、自己成長能のみならず、体血圧に耐えうること、免疫寛容性・低炎症反応などの
生体適合性を有すること、さらに長期的に正常な血管機能を発揮しうることが望ましいが、これ
らを満たす臨床 応用可能な再生血管は未だ開発されていない。ヒトの死体（あるいは脳死体）
から摘出した血管を凍結処理した同種生体血管（ホモグラフト）は生体適合性が期待しうるが、
現在日本では保険適応はなく、数も限られていることから、一般的な医用材料として普及しうる
とは言えない状況である。これらを克服するため、我々は以下の 2 つの技術を融合させること
を考えた。ひとつはブタな どの動物を用いた脱細胞化ゼノグラフト血管組織作製技術である。
我々はこれまでに、動物由来の生体血管から異種細胞・感染性細菌· ウイルスを完全に除去する
ことを目的とした超高圧処理法を開発し、再生医療のための新しいスキャフォールドとしての
脱細胞化血管組織を生体由来 ECMとして応用する研究を行っている(Negishi, J Artif Organs 
2011 / Wu, Interact Cardiovasc Surg 2015)。もうひとつは臨床使用品質のヒト iPS細胞技術で
ある。京都大学にて整備中の iPS 細胞バンクは、臨床品質の HLA ホモ健常ヒト iPS 細胞を
提供するものである。これらは遺伝子変異などにつき品質管理された、さらに健常人から得られ
た細胞であり、また免疫学的な問題も少ないため、広い臨床応用が期待されるものである。また
我々はヒト iPS 細胞から高純度かつ多量に血管内皮細胞および血管壁細胞（平滑筋細胞）を分
化誘導する方法を開発してきた （Masumoto, Sci Rep 2016） 。これらの iPS細胞由来高純度
血管細胞を脱細胞化ゼノグラフト血管組織に播種することにより、血管としての ECMを保ち、
さらに血管内皮細胞に加えて平滑筋細胞を有することにより、正常の血管壁に近い強度の再生
血管を作製できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究において我々は、①脱細胞化ゼノグラフト血管組織を作製し、②そこにヒト iPS 細胞
由来の高純度血管細胞を播種することにより in vitro での再生血管を作製する方法を開発する
ことにより、広い臨床応用を目指した自己成長型の血管グラフトの開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では自己成長型の血管グラフト開発研究として以下を行った。  
 
① iPS 細胞からの血管内皮細胞および血管平滑筋細胞への分化誘導法の開発 
(1) 血管内皮細胞（Ikuno, ESC 2013 abstract #4371）および血管壁細胞（血管平滑筋細
胞）（Masumoto, Sci Rep 2016）を分化誘導する。無血清単層高密度法を用いるが、こ
の際に各細胞ラインの生物物理学的特性の違いを考慮し、細胞播種密度あるいはサイ
トカイン投与量・濃度などの調節を行い、最も効率的に各細胞種を分化誘導しうる方
法を探索する。 

② ブタなどの血管からの効率的かつ効果的な脱細胞化ゼノグラフト血管組織作製法の開発 
(1) ブタ・イヌなどの中動脈の下行大動脈あるいは同様の口径の動脈を採取する。 
(2) 高静水圧（10,000 気圧程度）による酵素を使用しない方法により、組織の脱細胞化を
行う。温度・時間等の条件を振って、最適条件を探索する。 

③ 脱細胞化ゼノグラフト血管組織への血管細胞再播種法の開発（自己成長型血管グラフト） 
(1) 脱細胞化ゼノグラフトの一部（1x1cm 程度）を、誘導したヒト iPS 細胞由来血管細胞
と 37℃、5% CO2下に共培養する。なるべくデッドスペースの少ない培養基材のサイズ
を選択し、細胞の多くがグラフトと触れるようにする。培養期間や細胞数の最適化を
図る。  



(2) 組織学的検査（H-E 染色・シリウスレッド染色・VE-cadherin/PDGFRb/Calponin 免疫
染色・EVG 染色など）により、細胞の生存率・細胞および ECM 組成につき検討し、最
適条件を検索する。 

④ 成長期動物への自己成長型血管グラフト移植による生体適合性および安全性の検討 
(1) 脱細胞化ゼノグラフト血管組織の異種動物への移植実験によってその炎症反応が十
分に少ないことを評価する。 

(2) エコーを用いた血管開存・吻合部仮性瘤形成の有無・血清腫形成の有無などを評価し、
自己成長型血管グラフト移植の生体適合性や安全性を検討する。 
 

４．研究成果 
 
①脱細胞グラフトの開発および血管内皮細胞分化誘導法の確立 
 
ヒト iPS 細胞由来血管細胞について、KDR 陽性血管前駆細胞の分化誘導・純化および再播種に
よる、高収量のヒト iPS 細胞からの血管内皮細胞分化誘導法を開発し、論文化した（Ikuno, PLoS 
One 2017）（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１分化誘導・純化および再播種による血管内皮細胞分化誘導法（Stimulation-elimination
法 ）によって高純度の血管内皮細胞を得られるようになった。 
（A） Stimulation-elimination 法のスキーム 
（B） Stimulation-elimination 法 9 日目における VE-cadherin(VECad)と CD31 の発現パタ
ーン 

（C） 誘導 9 日目における血管内皮細胞の発現比（左：Stimulation 法、右：Stimulation-
elimination 法） 
 

②脱細胞化ゼノグラフト血管組織への血管細胞再播種による自己成長型血管グラフトの開発  
 
幅広い口径の血管に対して使用することを念頭におき、ウシ心膜を高静水圧法により脱細胞
化して、血管上に造形して使用する方法を開発した。詳細な組織学的検討を行った結果、通常の
化学物質を用いた脱細胞グラフト作製法と比較して、内弾性板などの血管組織独自の微細構造
を高度に保つことが示された。 
高静水圧を用いた脱細胞グラフトに対して、ヒト血管内皮細胞（臍帯静脈内皮細胞）の播種に
よる生着効果を確認したが、当初その生着効率は不十分であった。そこで血管内皮細胞に血管平
滑筋細胞を混入させることにより実際の血管組成に近い細胞構成とすることと、血管内膜への
移植の際に移植細胞を組織化させることにより、高効率の再細胞化を達成することができた。ま
た脱細胞異種グラフトヘの再細胞化に関して実績のあるドイツ・ハノーファー医科大学との共
同研究を開始し、技術的支援を得た。 
また上記の成果を踏まえて、ヒト iPS 細胞から①にて分化誘導した高純度の血管内皮細胞を
ブタ脱細胞大動脈に播種し培養を継続したところ、ヒト臍帯静脈内皮細胞と同様に、高効率に細
胞播種および生存を得ることができた（図 2）。 
 
 
 



図 2 脱細胞化ブタ大動脈へのヒト iPS 細胞由来血管内皮細胞の播種（緑：血管内皮細胞） 
HHP：高静水圧脱細胞法（本研究で用いた方法） 

 
③脱細胞化ゼノグラフト血管組織の異種動物への移植実験  
 
実臨床における自己成長性血管グラフト開発のための動物モデル作製を行った。フォンタン
手術および大静脈－肺動脈連結法における自己成長型心外導管を念頭におき、ブタを用いた下
大静脈―右心耳バイパスモデルを確立した。さらに頸動脈露出・スパスム予防法を含めた実験条
件の最適化を行い、ミニブタ頸動脈移植モデルを確立した。また頸動脈エコー・IVUS・血管造影
などを用いた自己成長性評価法を確立した。このミニブタ頸動脈移植モデルを用いて、脱細胞化
ゼノグラフト（ウシ由来）血管組織を移植し、生体内における血管内膜および中膜を含めた再細
胞化を認めた（図 3）。この研究成果を米国心臓病学会において発表した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 脱細胞化ゼノグラフト移植後の組織学的評価 
(A)HE 染色（左：移植前、右：移植 4週間後）Scale bars = 200 μm.  

(B)EVG 染色とシリウスレッド染色（左：移植前、右：移植 4週間後）Scale bars = 200 μm. 
(C)移植 4週間後の免疫染色（抗 vWF 抗体）Scale bar = 200 μm.  
(D)移植 4週間後の免疫染色（抗αSMA）Scale bar = 200 μm. 



(E)移植 4週間後の HE 染色（狭角）、ｖWFおよびαSMA に対する免疫染色（狭角）.黒矢印は肥
大領域を示す。Scale bars = 200 μm 
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