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研究成果の概要（和文）：心筋組織工学における大きな課題は、人工的に作られた3次元心筋組織への酸素や栄
養供給が不十分であることで、作製組織の厚さが100～200μm程度に制限されてしまうことである。 そのため、
より厚く、より機能的な心筋組織を作製するためには、血管の成長と形成を制御する技術が必要である。そこで
生体内で毛細血管を再構築させるin vivo pre-vascularizationによる血管網導入法を開発し、細胞シート多層
化することで血液循環の補助を可能とする1mm厚のカフ型立体心筋組織を実現した。

研究成果の概要（英文）：A major challenge in myocardial tissue engineering is that inadequate oxygen
 and nutrients supply to engineered 3D myocardial tissue limits the thickness of the fabricated 
tissue to about 100-200μm. Therefore, techniques to control the growth and formation of blood 
vessels are needed to fabricate thicker and more functional myocardial tissue. To address this 
issue, we have developed a method of inserting a vascular network by in vivo pre-vascularization, in
 which capillaries are reconstructed in vivo. By using it to create multiple layers of cell sheets, 
a cuff-shaped three-dimensional cardiac tissue with a thickness of 1 mm that can assist blood 
circulation was then realized.

研究分野： 再生医工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の技術をさらに発展させることで、重症心不全患者のための細胞から作製する循環補助システムの構築が
可能となる。これを臨床応用できた場合には、疾患の根治または大幅改善が期待できる。

※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 
 心不全は、冠動脈疾患、高血圧、拡張型心筋症、肥大型心筋症、拘束型心筋症など様々な原因
によって生る。末期心不全の最も効果的な治療法は心臓移植であるが、毎年実施できる移植の数
はドナー不足により制限されている。植え込み型補助人工心臓の開発により、重症心不全患者に
対する代替治療の選択肢が増えたが、現在使用されている機械式デバイスは、一部の患者で予後
不良につながる様々な副作用を伴う。再生医療分野の進歩により、将来的には生体工学的な組織
がドナー心臓に代わる実行可能な代替品になるかもしれないという期待が高まっている。人工
ポリマーや脱細胞化組織などのあらかじめ形成された足場に心筋細胞を播種することで、機能
が限定された心臓様組織が作製されている。一方、ハイドロゲルを用いたアプローチで機能的な
心筋組織が作製されている。 我々は、細胞シートを利用して高い細胞機能性を持つ心臓組織を
作製する、足場を使わない方法を開発している。温度応答性のあるインテリジェントな表面上で
心筋細胞を培養するもので、温度を下げるだけで培養皿から細胞シートを獲得することができ
る。細胞シートを積み重ねて 3 次元構築物を作り、縫合することなく、生体内の宿主組織に直接
移植することができる。我々は、ヒト人工多能性幹細胞（hiPSC）から心筋細胞シートを作製す
ることに成功した。細胞シートはラットへの移植後に宿主心臓とギャップ結合を形成し、心筋梗
塞のラットモデルで心機能を改善することを示した。しかし、現在では、数層の細胞シートの効
果は、主に移植細胞による成長因子の分泌によるパラクリン効果に由来すると考えられている。
血液を全身に送り出すための収縮力に直接寄与する心臓移植片の作製には、より厚い組織を生
成する技術の開発が必要となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、十分な毛細血管網を有する、薄い血管床を生体内で構築し、細胞シートの段階的

積層法による組織厚の増大を図り、環状化することで循環補助を可能とするポンプ機能を有す
るカフ型ヒト心筋組織の作製を試みた。 

 
３．研究の方法 
 拍動する心筋組織をカフとして血管外周
へラッピングできるよう、薄くしなやかな血
管床を構築するために、1mm 厚の成長因子徐
放性のゼラチンシートを利用した。それらを
大腿動静脈とともに組織癒着防止膜でカプ
セル化し、ゼラチンゲル内へ未熟な血管を誘
導し、さらに増殖因子によって脆弱な微小血
管を強固な毛細血管へ成熟させた。2週間の
in vivo in incubation の後に、構築された
毛細血管への灌流量を増やし成熟血管を安
定させる目的で動脈の抹消側を結紮し、さら
に 1週間の in vivo incubation を加えるこ
とによって、動脈から毛細血管を介し静脈へ
戻る、完全に独立した微小循環を持つ吻合移植あるいは
異所への移動が可能な血管床の作製を行った。作製した
血管床へ積層化心筋細胞シートを移植し、移植グラフト
へ血管が導入された後にさらなる積層化心筋細胞シー
トの移植を行うことで厚いヒト心筋組織を構築した。最
終的には構築した厚い心筋組織を血管外周へ巻き付け
ることで、血行動態に影響を与えうる補助ポンプの作製
を試みた。 

 
４．研究成果 
 （１）異なる条件で作製した血管床の比較 
 ゼラチンシート内に成長因子を含ませること、および
7 日間培養後に表大腿動脈(SFA)を結紮することが、血
管床の血管の発達を促進するかどうかを確認するため
の実験を実施した。ゼラチンゲルは、血管内皮増殖因子
（VEGF）および線維芽細胞増殖因子-2（FGF-2）、または
リン酸緩衝生理食塩水（PBS、コントロール）のいずれか
と 4℃で 24 時間インキュベートした。移植 21 日後の
EVOH 膜を in vivo でマクロ観察および組織観察したと
ころ、ゼラチンシートに成長因子を添加することによ
り、血管床の血流が増加し、また毛細血管の数や血管の

図 1. 心筋組織構築のための血管床の作製 

図 2. 異なる条件で作製した血管床の比較 



成熟度合いも向上した。また、大腿動脈に蛍光ビーズを投与すると、SFA 結紮によりゼラチンゲ
ル内に全身循環につながる新生血管の形成が促進され、新生血管のネットワークは、ゼラチンシ
ートにあらかじめ成長因子を担持させた場合の方がより広範囲であった。成長因子を担持した
ゼラチンシートと SFA 結紮で血管床を準備した場合、トマトレクチンと蛍光ビーズを投与する
と、ゼラチンシートに内皮細胞のネットワークができ、蛍光ビーズが通過できる相互接続血管様
構造を形成していた。定量的評価により、血管床の毛細血管密度は、FA（-）GF（-）群（すなわ
ち、SFA を結紮せず、成長因子も含まない）132±17 /mm2、FA（-）GF（＋）群 104±34 /mm2、FA
（＋）GF（-）群 113±50 /mm2、FA（＋）GF（＋）群 193±81 /mm2であった。特に、毛細血管密
度は FA(+) GF(+)群で FA(-) GF(+)群に比べ有意に高かった（p = 0.046）。また、抗α-平滑筋ア
クチン抗体を用いた免疫組織化学で同定された血管平滑筋細胞の面積を算出することで血管の
成熟度を評価した。FA(+) GF(-)群の平滑筋面積（4680±560μm2）は、FA(-) GF(-)群（1715±
547μm2、p＝0.001）および FA(-) GF(+)群（1079±367μm2、p＝0.0005）と比較して有意に大き
くなりました。さらに、FA(+) GF(+)群は、他の 3 群に比べて平滑筋面積が大幅に大きかった
（14200±1360μm2、p < 0.001）。以上のデータから、ゼラチンシートに成長因子を負荷し、14
日後に遠位 SFA を結紮することにより、血管床の質が改善されたと判断した。 
 
（１）血管床に心筋細胞シートを段階プロセスで積層することでの血管を有する 3 次元心筋

組織の開発 
まず、ゼラチンシートを用いた人工血管上に心

筋組織を作製できるかどうかを検討した。最初の
実験では、3 層の心筋細胞シートを 3 つの異なる
条件で in vivo に移植した： 1）21 日間プレイン
キュベーションしていないゼラチンシート上［VB
（-）群］、2）21 日間プレインキュベーションし
て血管床を形成した成長因子フリーゼラチンシ
ート上［VB（＋）GF（-）群］、3）21 日間プレイ
ンキュベーションして血管床を形成した成長因
子負荷ゼラチンシート上［VB（＋）GF（＋）群］。
細胞シートの移植は、各ケースで 2段階のプロト
コルを用いた。まず 3層の心筋細胞シートを移植
し、24時間後に別の 3層の心筋細胞シートを移植
し、その後構築物をさらに 7日間生体内でインキ
ュベートした。VB(-)群では脈動組織は観察され
ず、心筋シートの生着もほとんど見られなかっ
た。VB(+) GF(-)群では拍動性組織が観察された
が、心筋細胞シートの生着は確認できなかった。
しかし、VB(+) GF(+)群の心筋組織は拍動性があ
り、血管床に生着し、毛細血管を含んでいた。ま
た、VB(-)群では Azan で染色した組織切片で心筋組織の移植を確認することができなかったが、
VB(+) GF(+)群では心筋シートの生着が確認された。さらに、心臓トロポニン T（cTnT）とラッ
ト内皮細胞抗原-1（RECA1）の二重免疫染色により、新生血管が血管床からヒト心筋組織へ移動
していることが確認できた。 
 
（２）組織工学的に作製されたヒト心筋組

織の循環補助装置としての可能性 
2 段階移植法により成長因子を添加した血

管床上に作製したヒト心筋組織が、循環補助
装置としての機能を持つかどうかを評価し
た。心筋組織は血液を供給したまま移動させ、
周囲組織から慎重に切り離した対側の総腸骨
動脈にカフとしてしっかりと巻き付けた。心
筋組織カフによって総腸骨動脈内に発生する
圧力を測定するため、総腸骨動脈の遠位側か
らカテーテル変換器を挿入し、腹部大動脈を
クランプして閉回路を形成した。また、移植組
織の電位と宿主の心電図を記録した。移植片
の各収縮によって発生した圧力は、0.24±
0.20mmHg であった（n = 4）。この結果は、本
技術で作製した血管化ヒト心筋組織が、動脈
に巻き付けることができる柔軟性と、補助循
環ポンプとして機能する機能を有することを
証明するものであった。 

図 3．段階積層による血管付立体組織の作製 

図 4．カフ型心筋組織の作製 
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