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研究成果の概要（和文）：我々は、spheroidを自由に構築するBio-3D Printer Regenova&reg;を用いて、自己細
胞のみで構成した新たな人工気管の開発を行っている。ヒト皮膚線維芽細胞（NHDFs）、ヒト臍帯静脈内皮細胞
（HUVECs）、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞（MSCs）で作成したリングと、ヒト関節軟骨細胞（NHACs）、HUVECs、
MSCsで作成したリングを蛇腹状に組み合わせ、気管の構造と類似した構造体の作製を行い、カテーテル補助下に
ラット頸部気管への移植に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have reported Scaffold-free structures made by a fully biological 
self-assembly approach, which we implement through a Bio 3D printing system. We evaluated which 
types of cells, how many cell types or how mixed of these cells are suitable for enough strength as 
a structure. And here, we report development of scaffold-free trachea. There are various cell types,
 which consist of native trachea. In this study, human cartilage cells (NHACs), human fibroblasts 
(NHDFs), Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) and human mesenchymal stem cells from bone 
marrow (MSCs) were used for scaffold-free trachea. They were aggregated into spheroids.
Now, complicated structure, which is more similar like native trachea with the bellows pipe shaped 
tube consisted of 2 types of spheroids (NHDFs + HUVECs + MSCs and NHACs + HUVECs + MSCs) was made, 
and which had enough strength to suture in transplantatinon. Furthermore, the tubes were already 
implanted into rats with support of catheter. 

研究分野：呼吸器外科学
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１．研究開始当初の背景 
ES 細胞や iPS 細胞の発見により、再生医療
および組織工学が注目されている。肺、気管
支領域では、ラットでの肺脱細胞化、再細胞
化や組織工学を用いて自己細胞で気管を作
成する技術が報告されているが、肺の再細胞
化後の機能不全や免疫抗原の残存、人工気管
の強度不足の問題があり、肺、気管の立体構
造の構築、再生の研究、開発はまだ発展途上
の段階である。 
 
２．研究の目的 
Nakayama らは、本来、ほとんどの細胞が有す
る接着能を利用したスフェロイド形成およ
び、スフェロイド同士が接着融合するという
性質を利用し、scaffold（ポリマー等の外来
異物となる足場）を使用せず、任意の細胞の
みから形成される複雑な立体構造を作成す
る技術を開発した。BioRapid Protyping 
System（以下 BRP システム）と称する本技術
は、整形外科の関節軟骨再生を目的として開
発された技術であるが、本研究ではこの BRP
システムと体組織細胞、幹細胞を用いて融合
させることで、人工気管の作成に応用し、自
己細胞のみで構成した、抗免疫性、抗感染性
を有し、異物除去能を有する、新たな人工気
管の開発、及びこの三次元構造を構成するメ
カニズムの解明を行うことを本研究の目的
とした。 
 
３．研究の方法 
人工気管の作製において、まずは気管軟骨は
軟骨細胞を、軟骨間靭帯は線維芽細胞を中心
としたスフェロイドを用いて作成すること
とし、それぞれ単一の細胞で作成したチュー
ブの強度の検討および、ほかの細胞（臍帯静
脈血管内皮細胞（HUVECs）、骨髄由来間葉系
幹細胞（MSCs））の組み合わせによる組織強
度の検討（Tissue Puller を用いて tensile 
strength を測ることで組織の強度とした）を
行ったのちに、線維芽細胞、軟骨細胞それぞ
れの検討において最も強度が高かった2種類
のスフェロイドを組み合わせ、より気管を模
したチューブを作製し、これをラット頸部気
管に移植、生体内での変化を検討することと
した。 
 
４．研究成果 
線維芽細胞(NHDFs)のみからなるスフェロイ
ドを用いて作成したチューブ状構造体にお
いて、循環培養期間を長くすることで構造体
の強度の上昇を認めた。また培養期間が長い
構造体の外縁には膠原繊維からなる厚い層
を認めたことより、強度の上昇に細胞自身に
よる細胞外マトリックス（ECM）の生成が大
きく関与していることが予想された。 
ECM の産生量は細胞によって異なり、また構
造体内で組み合わせる細胞の種類によって
も変わるため、移植操作に対応可能な硬度の
チューブ状構造体の作製を目指し、細胞の組

み合わせの検討を行った。その結果、NHDFs
のみからなるスフェロイドから作成したチ
ューブより、NHDFs に臍帯静脈血管内皮細胞
（HUVECs）、骨髄由来間葉系幹細胞（MSCs）
を加えて作成したスフェロイドで作成した
チューブ（以下、fibrous tube）が、より ECM
の産生が多く、強度も上昇することを発見し
た。そこで軟骨細胞(NHACs)に対しても同様
の検討を行ったところ、NHACs においても、
HUVECs、MSCs を加えたスフェロイドで作成し
たチューブが最も強度が上昇した(以下ｃ
artilaginous tube)。また MSCs のみで作成
したチューブの collagen II 免疫染色により、
TGF-β 等の軟骨分化誘導因子を加えるこ
となく、MSC が軟骨に分化していることが
推測された。 
こ の 結 果 よ り 、 fibrous tube と
cartilaginous tube を蛇腹状に組み合わせ、
気管の構造とより類似した長さ5mm、内径 2mm
程度の構造体の作製を行った（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ 
 
この気管様構造体は native rat（F344 9w）
の気管の強度には劣るものの、fibrous tube、
cartilaginous tube よりも、より強い組織強
度を有していた（図 2）。       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 
 
この気管様構造体をラット頸部気管へステ
ント補助下に移植し、1 週間の生存を確認し
た（図 3）。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 
 
また移植した気管様構造体は周囲組織との
癒合も良好であり、1 週間で、周囲血管との
junction および構造体内への血液流入が確
認され（図 4）、構造体内部には CD31 免疫染
色において微小血管構造が確認された（図
5.6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 
 
生体にとって異物である scaffold を用いず
に、自己の細胞のみで構造体を作製できる本
技術は、成長に伴った臓器の成長も期待でき、
今後の移植医療に貢献できるものと考える。 
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