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研究成果の概要（和文）：種々の脱細胞化生体組織を用い、これらを組み合わせることによる生体組織の完全復元化技
術の開発を試みた。脱細胞化技術および組織複合化技術を開発し、in vitroおよびin vivoでの検討により、足場材料
として必要ないくつかの要素を見いだした。大動脈組織と皮膚の薄切化と成形法、パーツ化した骨組織の再構成、およ
び脱細胞化骨髄内への造血組織を再構築など、脱細胞化生体材料の加工法および得られた再構築物の生体活性を確認し
、本研究で提唱した基本的なコンセプトの実現可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Here we tried to develop the technology for the restoration of entire tissue by 
putting small pieces of the decellularized tissue together. The decellularization technique was brushed 
up sophisticatedly and the restoration and rebuilding techniques of small pieces was newly developed. By 
in vitro and in vivo study, we found the core factors which was necessary to scaffold materials. Also, we 
established the methodology for preparing a slice of an aorta tissue and the skin tissue, for rebuilding 
bone tissue from small pieces, and for reconstitute hematopoietic system in decellularized bone marrow. 
All of these reconstructed tissues were confirmed to well function in living body. As conclusion, the 
feasibility of the basic concept that we proposed in this study were proven successfully.

研究分野： 生体材料学
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１．研究開始当初の背景 
組織工学の提案（Langer R and Vacanti JP, 

Science, 1993）および iPS 細胞の発見
（Takahasi K and Yamanaka S, Cell, 2006）
により、再生医療についての期待は高まって
いる。すでに皮膚、軟骨などは実用化段階に
あるものの、大型臓器や難治疾患治療への応
用はいまだ途上である。 
生体での組織および器官再生を生体外で

再現するためには、再生医療の 3 要素である
細胞、増殖因子、足場材料を個別にとらえる
のではなく、細胞の集合状態、増殖因子のタ
イムリーな供給、機能細胞の集合を制御でき
る足場材料の構造、およびそれら全体の動態
の制御が重要であると考えられる。それらの
機序を検討する最も直接的な方法は、生体内
での再生および発生を経時的に観察し、各要
素の寄与を明らかにすることである。このた
めには、生体内で再生するモデルが必要であ
る。生体で再生する組織・器官としては、生
殖系、造血系および上皮系が知られている。
これらの再生過程について、細胞の集合状態、
増殖因子の供給および足場（細胞の 3 次元配
置の制御）のそれぞれを人為的に制御するこ
とにより、再生の機序についての知見が得ら
れることが期待される。 
申請者はこれまでに、超高圧処理を用いた

脱細胞化組織を調製し、これを新しい再生医
療用足場材料として応用する研究を展開し、
脱細胞化組織が組織完全復元の基盤材料と
なる可能性を見いだした。これらの知見から
脱細胞化組織を用いた再生が期待される。 
 
２．研究の目的 

組織再生には、細胞、増殖因子および足
場が必要であるが、生体内での再生には、血
流や物理刺激などの要素も関連する。脱細胞
化組織をパーツごとに組み合わせ、細胞の集
合状態等、人為的に制御できる要素について
は、生体内と生体外で、血流や物理刺激など
人為的な制御が困難な要素については生体
内での過程を観察することで、組織再生に必
要な要素が何であるかを明らかにする。本研
究では、角膜、骨髄、血管など比較的構造が
単純な組織の再生法を確立する。 
 
３．研究の方法 
大型臓器・組織の完全復元化のための基盤

技術として、要素材料となる単純組織（皮膚、
角膜、骨など）が、それ自身が再生の障害に
ならないように調製する技術を確立する。細
胞の 3 次元配置や栄養供給、物質交換、機械

的特性など、種々の要因について臓器・組織
再生に必要な基礎データを得ることを念頭
に置いた検討を行う。 
（１）骨・皮膚・小口径血管などの脱細胞化
条件の最適化 
まず、基盤材料である上記組織について脱

細胞化条件を調製する。それぞれの組織につ
いて、高静水圧処理、界面活性剤処理を比較
検討し、本研究に適した方法を採用する。 
（２）骨・皮膚・小口径血管の生体外および
生体内における再構築 
上記の組織に骨髄、筋肉、皮膚および血管

組織から採取した細胞を播種し、生体外での
接着・増殖を検討する。生体内での再構築に
ついては、小動物の皮下に異所性に移植し、
組織再構築現象を観察する。 
（３）角膜組織の再構築 
脱細胞化角膜の上皮、内皮および実質につ

いて、初代培養系を用いて細胞を播種し、生
体外再構築を行う。脱細胞化ブタ角膜を用い、
ウサギに移植して再生を観察する。 
（４）再生過程の検討について 
組織切片観察による細胞浸潤や集合状態

の観察に加えて、免疫染色による細胞種の同
定、フローサイトメトリーによる細胞画分の
変化等について検討する。 
（５）複合組織体の構築 
骨・皮膚および小口径血管を組み合わせて

組織体を構築するための基礎検討を行う。小
パーツ化した脱細胞化組織を再構築し、形状
やサイズを自在に構築する技術について検
討する。それぞれの組織を生体内で組織構築
した後に組み合わせ、生体内および生体外で
観察する。 
 
４．研究成果 
（１）骨・皮膚・小口径血管などの脱細胞化
条件の最適化 
 本研究の中心技術である高静水圧（HHP）
法および SDS,Triton-X100、コール酸ナトリ
ウムなどの界面活性剤を用いて脱細胞化を
試み、それぞれの組織とそれぞれの目的に適
した脱細胞化法を見いだした。多くの組織に
ついて種々の条件を設定したため、すべてを
記すことはできないが、特徴的な一例として、
歯槽骨の脱細胞を試みた際、歯根膜を損なう
ことなく脱細胞化する方法を探索した結果、
HHP法と SDS法を連続して組み合わせるこ
とで目的が達成できることを見いだした。そ
れぞれの脱細胞化法の特性について多くの
知見を得た。 
（２）骨・皮膚・小口径血管の生体外および



生体内における再構築 
 骨・皮膚・血管組織について生体内での組
織再生を検討した。適切な脱細胞化を行うこ
とによって、異物反応性が少なく、速やかな
再細胞化が可能であることを示した。特に、
骨を皮下に移植した際に、骨髄組織内に赤色
骨髄が形成され、造血巣として機能している
可能性が示されたため、新しい造血組織作製
について検討を行った。生体外で間葉系幹細
胞の分化促進機能や微細構造の検討を行い、
さらに生体内移植の検討により、骨髄内の細
網組織の存在が造血巣再生に必要な構造で
あることを見いだした。 
（３）角膜組織の再構築 
 角膜実質組織を脱細胞すると、一時的に透
明性が失われるが、角膜内に移植すると再透
明化する。脱細胞技術を改良し、透明性を保
ったまま脱細胞化することに成功した。また、
角膜上皮細胞、角膜内皮細胞を in vitro で
播種すると、上皮側と内皮側でそれぞれの細
胞の挙動が異なることを見いだした。このこ
とは、細胞の再配置のためには最適な微細構
造が存在することを示唆している。この知見
により、組織再生のために異所性に組織を応
用する際には注意が必要であることが示さ
れた。 
（４）再生過程の検討について 
 血管組織への内皮細胞・平滑筋細胞の播種、
角膜組織への内皮細胞・上皮細胞の播種およ
び骨髄組織への間葉系幹細胞の播種の結果
より、組織再生の過程として、初期の細胞接
着は重要であるが、その接着様式がさらに重
要であることが示唆された。人為的に 3次元
空間に細胞を配置しても、細胞の 3次元配置
にはそれぞれの細胞の周囲環境への対応や
他の細胞との連携が必要で有り、必ずしも意
図したとおりの結果は得られなかった。細胞
を大まかに環境に設置し、細胞自体が組織内
に浸潤したり細胞外マトリクスを分泌した
りして、自らを含む 3次元構造を構築する方
法論の確立が必要であると考えられた。この
知見により、これまでできるだけ組織の微細
構造を保持することを念頭に脱細胞化を行
ってきたが、部分的に構造を失った組織が細
胞播種後の組織再構築に重要であると考え
られた。 
（５）複合組織体の構築 
 複合組織体の構築のために、単純組織を組
み合わせる技術の開発を試みた。これは、例
えば血管網を内部に有する組織体を構築す
るために、血管枝を中心に外周を脱細胞化南
組織で被覆するなどを想定している。 

 まず、候補材料の調製と複合化として 
① 大動脈を薄切してシート状として、これ

を筒状に成形して分枝の有無を制御した
小口径血管の作製を検討した。薄切した
血管シートの力学強度および物質透過性
を測定し、素材としての特性を把握した。
筒状に成形した得られた再生血管につい
て、血流による血圧への耐性が不足して
いたため、外周をポリウレタンナノファ
イバーで被覆する技術を開発し、生体血
管と同等の力学特性が再現できることを
確認した。 

② 大腿骨など大型の骨を小パーツに切り分
けて再構築する際、パーツ間の間隙に繊
維芽細胞が侵入すると骨－骨間の結合形
成が阻害される。間隙のサイズの影響を
確認するため、in vivo 実験を行った。
その結果、間隙をなくすとすべての細胞
の侵入が阻害されるが、脱細胞化骨を一
定の方向で 200μm 程度の間隙で組み合
わせると、間隙内に骨再生像が得られた。
骨再生について、適切な空間が必要であ
ることが示された。 

③ 軟組織と硬組織の接合を目的として、皮
膚と高分子の複合化を試みた。腱の再生
を目指したものであるが、形態的には経
皮デバイスとしての応用も期待できる。
脱細胞化皮膚にモノマーを浸漬させ重合
することで複合化が可能であるが、皮膚
内へのモノマーの浸潤が不均一となり、
制御が困難であった。この経験を基に、
軟組織内への各種溶媒およびモノマーの
浸潤についての基礎的検討を行い、軟組
織内への急速な浸潤は組織を構成するコ
ラーゲンのマクロ構造間（100-200μm）
への侵入であり、その後、コラーゲン繊
維束への拡散が生じることが明らかとな
った。 

（６）まとめ 
 脱細胞化組織の複合化による組織の完全
復元化のための要素技術の開発を行った。研
究の遂行中に新発見が多々有り、必ずしも計
画通りの成果は得られていないが、それに勝
る多くの知見を得た。特に、細胞の 3次元空
間への再配置については、足場材料の提供す
る環境が非常に重要であり、細胞が行う自己
環境構築の余地を残し、活動を補助するよう
な材料が必要であることは、今後の再生医療
用材料の開発に重要な示唆を与える物と考
える。また、要素材料の開発は、小口径血管
や骨髄、骨片などについておおむね期待通り
の成果が得られ、今後の進展が期待される。 
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