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研究成果の概要（和文）：成体ブタと胎児ブタを原料とする脱細胞化組織粉末の機能比較により、成体ブタ脱細
胞化組織と比較して胎児ブタ脱細胞化組織粉末が高い創傷治癒誘導能を有していることが明らかになった。ま
た、原料組織により脱細胞化組織粉末の機能が異なり、成体ブタと胎児ブタ脱細胞化心筋粉末、成体ブタ脱細胞
化骨格筋粉末と比べ、成体ブタ脱細胞化肝臓粉末と胎児ブタ脱細胞化肝臓粉末、胎児ブタ骨格筋粉末が生体内で
血管新生を促進することが見いだされた。
以上から、脱細胞化組織粉末を用いた細胞生着補助材料の応用可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Functional comparison of decellularized tissue powders from adult and fetal 
porcine revealed that fetal porcine decellularized tissue powders have higher wound healing-inducing
 ability than adult porcine decellularized tissue powders. In addition, the function of 
decellularized tissue powder varies depending on the source tissue, and compared to adult and fetal 
porcine decellularized myocardial powders and adult porcine decellularized skeletal muscle powder, 
adult and fetal porcine decellularized liver powders and fetal porcine decellularized skeletal 
muscle powder promote angiogenesis in vivo.
From the above, the applicability of the cell engraftment support material using the decellularized 
tissue powder was shown.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発する細胞担体材料により、移植細胞や臓器への血管新生を伴う創傷治癒誘導が可能になり、移植細
胞や臓器の生着率向上と組織再生誘導の基盤技術提案が可能になる。また、血管新生と創傷治癒誘導を示した脱
細胞化組織の成型加工により、生体内の任意の部位に血管新生と創傷治癒を誘導する材料開発が可能になり、疾
患部への血液供給を必要とする末梢血管疾患や心筋梗塞の治療法としての応用展開が期待される。加えて、研究
例の少ないブタ胎児皮膚や骨の機能評価から、優れた皮膚の瘢痕化防止材料や、既存骨グラフトでは困難な軟骨
内骨化を誘導する材料の開発につながる可能性を有している。

※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 
事故や疾患で損傷した組織や臓器の治療として、細胞移植による組織や臓器の再生が期待さ
れている。近年、心筋梗塞部や角膜内皮損傷部への細胞シート移植が検討され、細胞を用いた組
織再生の実現が近づいている。しかし、大きな欠損治療を目的とした大量の細胞移植では、細胞
が高密度に存在するため、細胞生存に必要な血液が不足し、移植細胞の生着率が低いことが問題
となっている。また、ヒトや動物の組織は、細胞とコラーゲンなどの細胞外マトリックスで構成
されており、3次元組織の再生には細胞とともに細胞外マトリックスの役割を担う材料が必要だ
と考えられている。 
 本研究では、生体組織から免疫原である細胞を取り除いた脱細胞化組織を加工した脱細胞化
組織加工材料を作製し、創傷治癒と血管新生を誘導する細胞担体材料としての基盤確立を目指
した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、成体または胎児ブタの組織と臓器から脱細胞化組織粉末を作製し、細胞試験
及び動物試験により血管新生と創傷治癒誘導を解析、脱細胞化組織を成型加工した創傷治癒誘
導材料の開発に取り組み、研究期間内に以下の項目を目標とした。 
①血管新生と創傷治癒を誘導する脱細胞化組織加工材料の移植細胞生着補助材料としての応
用可能性を明らかにする。 
②成体と胎児由来組織を利用し、原料動物発生段階による脱細胞化組織粉末の血管新生なら
びに創傷治癒誘導機能の差について明らかにする。 

 ③様々な組織と臓器から作製した脱細胞化組織粉末の原料組織及び臓器特異的な血管新生と
創傷治癒誘導機能について明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 成体及び胎児ブタの肝臓、心臓、骨、軟骨、骨髄、骨格筋を採取、高静水圧処理と凍結乾燥、
粉砕処理を行い、脱細胞化組織粉末を作製した。HE 染色と残存 DNA 定量を行い、各組織からの
細胞除去を評価した。また、SDS-PAGE を用いて脱細胞化組織の構成物を比較解析した。細胞試
験（細胞毒性、細胞遊走性、骨細胞分化、脂肪細胞分化）とラット皮下埋植試験により、各脱細
胞化組織の特性を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）未処理および各脱細胞化組織の残存 DNA
量を PicoGreen®を用いて定量した。未処理組
織と比較して、各脱細胞化組織の DNA 量が減
少していることが示され、高静水圧処理によ
り細胞が除去されたことが明らかになった。
また、未処理組織において、成体ブタ由来組
織と比べて胎児由来組織の含有DNA量が多い
ことが明らかになった。さらに、凍結乾燥と
粉砕機による粉砕により、すべての脱細胞化
組織を粉末化することが可能だった。  

Fig. 1. 残存 DNA 量 
 
（2）細胞毒性試験において、脱細胞化組織粉末添加群の線維芽細胞数はコントロールと有意差
がなく、脱細胞化組織粉末には細胞毒性がないことが明らかになった。創傷治癒に関連する細胞
遊走性評価において、脱細胞化心筋、脱細胞脂肪および成体由来脱細胞化骨格筋添加群では、ポ
ジティブコントロールと比べ、優位に遊走細胞数が少なかった。一方、脱細胞化肝臓および胎児
由来脱細胞化骨格筋添加群では、ポジティブコントロールと同等の遊走細胞数だった。原料組織、
原料動物の年齢により、脱細胞化組織の細胞遊走性が異なることが明らかになり、脱細胞化肝臓、
脱細胞化胎児骨格筋が高い創傷治癒誘導機能を有する可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. (A)脱細胞化組織粉末添加後の生細胞数と（B）脱細胞化組織粉末添加後の遊走細胞数 
（＊p＜0.05） 



（3）各脱細胞化組織粉末の生理食塩水抽出液を骨芽細胞様細胞に添加、一定期間培養後に骨細
胞分化を評価した。アルカリフォスファターゼ（ALP）活性評価において、脱細胞化骨、軟骨と
骨髄抽出液添加群の活性上昇が認められ、成体ブタ脱細胞化組織と比較して、胎児ブタ脱細胞化
組織抽出液添加群の ALP 活性が高いことが明らかになった。さらに、アリザリンレッド染色によ
り、脱細胞化組織抽出物添加群において、石灰化が生じていることが確認され、脱細胞化骨、軟
骨と骨髄、特に胎児ブタ脱細胞化骨、軟骨と骨髄が高い骨形成誘導能を有することが示唆された。 

 
Fig. 3. 脱細胞化組織添加後の骨芽様細胞の ALP 活性とアリザリンレッド染色画像 

 
（4）マウス横紋筋細胞に各脱細胞化組織粉末の生理食塩水抽出液を添加、一定期間培養後に筋
管形成を評価した。脱細胞化肝臓抽出液添加群と比較して、脱細胞化骨格筋抽出液添加群におい
て顕著な筋管構造が認められ、脱細胞化骨格筋が高い筋管形成誘導能を有することが示唆され
た。 

 
Fig. 4.脱細胞化組織粉末添加後のマウス横紋筋細胞 

 
（5）脱細胞化組織粉末と蛍光標識ラット脂肪由来幹細胞を混合、同種ラット皮下に埋植し、一
定期間飼育後に蛍光観察を行い、組織再生を評価した。所見評価において、脱細胞化肝臓粉末群
と胎児脱細胞化骨格筋群では、サンプル表面の血管新生が認められた。一方、脱細胞化心筋と成
体脱細胞化骨格筋群では、ほとんど血管新生は認められず、組織種により血管新生誘導能が異な
ることが明らかになった。蛍光観察では、事前に標識した蛍光が観察されず、移植後の細胞挙動
を解析することができなかった。 

 
Fig.5. 皮下埋植 14日後の脂肪由来幹細胞含有脱細胞化組織粉末の所見評価 
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