
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３７１１１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

超音波を併用した超臨界二酸化炭素による再生医療用材料の創製

Creation of material for regenerative medicine by supercritical carbon dioxide 
combined with ultrasonic wave

４０１９０６２３研究者番号：

三島　健司（MISHIMA, Kenji）

福岡大学・工学部・教授

研究期間：

２６４２０７７０

平成 年 月 日現在２９   ６ ２４

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、超臨界二酸化炭素を利用し、豚などの異種哺乳動物の組織に超音波照射
することで、細胞成分を除去し、再生医療に利用できる再生医療材料として、新規バイオスカフォールド（細胞
外マトリックス）の製造法を開発した。生体組織の脱細胞化組織を用いて、マイクロX線CTにて組織構造の断面
写真を積層データとして収集した。これを市販装置とするために、得られたマイクロX線CTデータを用いて、脱
細胞組織の立体構造をコンピュー上で再構成することで、３Dプリンターによる組織形成に必要となる3次元脱細
胞組織図を作成することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a method of creating a regenerative medical 
material (a new bio-scaffold matrix) using supercritical carbon dioxide to irradiate tissues of 
different mammals such as pigs with ultrasonic waves to remove cellular constituents that can be 
used for regenerative medicine. Using a decellularized tissue of living tissue, a information of the
 tissue structure, such as a cross-sectional photograph was collected as data by micro X-ray CT. In 
order to make this a commercially available device, we succeeded in reproducing the decellularized 
tissue with the structure data obtained by micro X-ray CT data using the 3D printer.

研究分野：化学工学
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１．研究開始当初の背景 
再生医療の分野では、細胞を増殖させ組織
とするために、細胞増殖の足場（スキャフォ
ード）の製造方法が求められている。生体に
害がなく圧力操作による溶媒特性の制御が
容易であることから、超臨界二酸化炭素は、
種々の生化学プロセスでの利用が検討され
ている。本研究グループでも CO2 を機能性
溶媒として利用することで、再生医療に利用
できる細胞外マトリックスの製造法につい
て検討している。 
類似した関連技術としては、本発明者の指
導のものに花王㈱が製品化（化粧品ソフィー
ナ）に成功した微粒子コーティング技術（特
許第３４６９２２３号 (花王)）がある。この
場合、複合材料を作製する場合には、超臨界
二酸化炭素に溶解度の大きいフッ素系やシ
ラノール系の高分子しか利用することがで
きず、医療への利用が困難であった。また、
本発明者が、超臨界流体で DNA を増殖する
特許を登録しているが、細胞から生体組織再
生ならびに移植に好ましくない成分を除去
することは困難であった。 また、超臨界二
酸化炭素により細胞に化学物質を注入する
技術や、超臨界二酸化炭素と化学物質の混合
物を利用して、組織から生体組織再生ならび
に移植に好ましくない成分を除去する技術
は提案されていたが、処理した組織に残留す
る化学物質が問題となっていた。これらの問
題点は、除去対象物質の特性を化学的に変化
させるために生じていたので、超臨界二酸化
炭素の溶解特性に、超音波の物理的能力を併
用することで解消できる。   
従来の生体組織再生用移植材製造技術で
は、化学薬品を大量に使用することで、生体
組織再生ならびに移植に好ましくない成分
を除去していたが、生体組織再生用移植材の
化学薬品による劣化と組織に残存する化学
薬品の除去が問題となっていた。これに対し
て本発明は、超臨界状態、亜臨界状態もしく
は液体状態の高圧流体の存在下に、生物軟組
織を含む生体組織再生用移植材原料に、超音
波を照射することで、生体組織再生ならびに
移植に好ましくない成分を除去し、製作する
生体組織再生用移植材を得ることで、これら
の問題を克服した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、超臨界二酸化炭素中で超音波を
用いて豚およびラットの組織から核などの
生体移植拒絶反応因子を除去し、細胞外マト
リックスを生成する方法について実験的に
検討した。超臨界流体と呼ばれる高圧力
（20MPa 程度）の二酸化炭素を媒体として
利用し、その高圧力状態下で、肝臓などの組
織に超音波を照射することで、生体組織再生
ならびに移植に好ましくない成分を除去し、
細胞の増殖を促して構造を保持するための
環境である足場（スキャフォールド）となる
生体組織再生用移植材を製造することに成

功した。通常のスキャフォールド製作では、
生体に有害な化学物質を使用しており、それ
らの組織への残留が問題となっていた。生体
に害の少ない二酸化炭素を媒体として用い、
超音波照射で、除去効率を高めることで、こ
の問題を解決した。 
 
３．研究の方法 
超音波照射を併用した二酸化炭素中での
脱細胞 
 本研究で使用した生体組織再生用移植材
製造装置を図に示す。超臨界二酸化炭素中で
超音波照射実験には、Fig.1 の耐圧石英窓を
有する高圧用装置を使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 
 
 

 
 

図 1 超臨界二酸化炭素超音波照射装置 

 
高圧流体中で、試料サンプルに超音波を照射
し、生体組織再生に有害な成分を組織から高
圧流体中に除去し、生体組織再生用移植材を
得る方法としては、超臨界二酸化炭素を用い
た装置を使用することができ、この装置とし
ては、昇圧部と超音波照射機能を有する抽出
用セル部よりなる。 
超臨界流体として、福岡酸素㈱製の液化炭
酸ガス（純度 99.9％以上）をそのまま使用し
た。生物軟組織として、豚およびラットの組
織を使用した。有機溶媒には、和光純薬工業
㈱製のエタノール（純度 99.5％以上）を使用
した。本研究に用いた生体組織再生用移植材
原料は、豚の筋肉組織、肝臓、マウスの脳、
心臓、肝臓、膀胱などの軟組織等が挙げられ、
好ましくは、超臨界二酸化炭素存在下におい
て、４０℃以下で変性しないものが好ましい。
例えば、豚の筋肉組織、肝臓、マウスの脳、
心臓、肝臓、膀胱などは超臨界二酸化炭素存



在下において、変性しないものである。高圧
流体に用いるガスとしては、メタン、プロパ
ン、窒素、二酸化炭素等が挙げられるが、安
価でハンドリング条件がよい、二酸化炭素を
用いるのが好ましい。超臨界二酸化炭素存在
下において、組織へ超音波照射を行う場合の
温度は、生体組織からの成分抽出を行う観点
から、３０4．２～３２３．１５Ｋであるこ
とが好ましく、より好ましくは３１１．１５
～３１８．１５Ｋである。超臨界二酸化炭素
の圧力は、７２～４００ｋｇ/ｃｍ２以下で
あることが好ましく、より好ましくは１５０
～３００ｋｇ/ｃｍ２以下である。 
超音波発生装置には、ソニックアンドマテリ
アル（株）製の超音波プロセッサ VC-750 を
使用した。超音波照射用ホルンと観察用の石
英製耐圧窓を設置した高圧セル内に、既知量
の生物軟組織を入れ、超臨界二酸化炭素で高
圧セル内を満たし、所定の温度・圧力に設定
した。超音波照射による系の温度の急上昇を
防ぐために、超臨界二酸化炭素存在下で、2
秒間隔で 5秒間２０ｋＨｚの超音波（制御出
力 70％）照射を行った。超音波ホルンは、ク
ーリングジャケットを用いて冷却した。その
後、バルブを開き、高圧容器内の圧力を開放
した。このときの CO2 の減圧速度は、0.22 
MPa･min-1 とした。処理した組織については、
組織検査用薄片試料を常法により調製し、ヘ
マトキシリン・エオシン染色した後、光学顕
微鏡にて観察した。 
 
４．研究成果 
超音波を照射なしの超臨界二酸化炭素処
理のみの組織と超臨界二酸化炭素存在下で
超音波照射処理した組織を Fig.2 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    

 
      (a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
      (b) 
Fig. 2. (a) 超臨界二酸化炭素処理のみの細
胞, (b) 超臨界二酸化炭素存在下での超音

波照射 
 
ヘマトキシリン・エオシン染色した薄片試
料の顕微鏡写真（Fig.2）から、超音波照射
処理した場合は、細胞核がより多く除去され
ており、核の黒い部分が減少していることが
わかる。このことから、超臨界二酸化炭素存
在下での超音波照射処理が、細胞の核除去に
有効であることがわかる。 筋肉組織を生体
組織再生用移植材原料として、超臨界二酸化
炭素を高圧流体として、エントレーナーを使
用せず、超臨界二酸化炭素中で、豚の筋肉組
織に超音波を照射し、生体組織再生に有害な
核などの成分を組織から高圧流体中に除去
する実験を行った。温度・圧力操作条件とし
て、３２℃～３５℃付近で約 １００～１３
０ kg/cm2 付近まで昇圧し、徐々に温度を上
げていき、最終的に３８℃, １５０ kg/cm2
付近で安定させた後、容器外部より超音波を
１時間照射し、減圧することで、生体組織再
生用移植材を得た。また、組織試料は、容器
圧力を大気圧にして容器より取り出し、定法
により試料サンプルとして、薄片化し、ヘマ
トキシリン・エオシン染色した後、顕微鏡に
て観察し、評価した。 
さらに、ラットの生体組織の脱細胞化組織を
用いて、マイクロ X 線 CT をもちいて組織構
造の断面写真を積層データとして収集した。
CO2 を機能性溶媒として利用し、豚ならびに
ラットの異種哺乳動物の組織に超音波照射
することで、細胞成分を除去し、再生医療に
利用できるバイオスカフォールド（細胞外マ
トリックス）の製造し、これを市販装置とす
るために、脱細胞化した組織について、マイ
クロ X 線 CT をもちいて組織構造の断面写真
を積層データとして収集した。さらに、得ら
れたマイクロ X 線 CT データを用いて、脱細
胞組織の立体構造をコンピュー上で再構成
することで、３D プリンターによる組織形成
に必要となる3次元脱細胞組織図を作成する
ことに成功した。このデータを用いて、３D
プリンターによる再生組織開発を継続して
いる。 
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