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ティッシュエンジニアリングによる再生血管の開発，応用

新岡俊治＊，今井康晴＊，松村剛毅＊，渡辺
　　　　小沼武司＊，日比野成俊＊，筏　　義人＊＊

学＊

　著者らは，自己血管壁細胞と生体吸収性ポリ

マーを用いて，血管組織をティッシュエンジニア

リング（TE）の技術で作成しようという試みを

1994年に開始した．生後20日目のヒツジを使用し，

単純explant法にて内皮細胞，平滑筋細胞，線維

芽細胞を単離培養した．細胞数を増加させ，6－

8週で生吸収されるようにデザインされた生体吸

収性ポリマーのメッシュ状チューブに混合培養細

胞を播種し，一週間後に細胞を採取した同一の動

物に移植手術を行った（自家移植）．これらの結

果は予想以上に良好であり，追加追試実験でも同

様の結果を得たため，倫理委員会の承認下に臨床

応用を開始した．

　培養細胞を利用して使用可能な組織を作成する

ティッシュエンジニアリングという概念が最初に

発表されたのは1980年置の後半，ハーバード大学

Vacantiとマサチューセッツ工科大学（MIT）

Langerによってである．すでにTissue　Engineer－

ingという言葉は米国では広く認知されるに至っ

ており，細胞培養技術の発達により細胞を用いた

医療も徐々に普及してきている．皮膚，軟骨など

のティッシュエンジニアリングはすでに臨床応用

もなされ企業化の方向へ向かっている．本邦にお

いてもこの数年で，「再生医療」と言う言葉で認

知されるようになり，さまざまな学会，研究会が

立ち上がった．

　心臓外科領域では，先天的に肺動脈が欠損また

は低形成の場合，従来，肺動脈再建に異種心膜ま

たは人工血管を用いた再建術が行われてきた．し

かし，成長期にある小児においては遠隔期の石灰
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化，導管の劣化，再狭窄のため再置換手術が必須

となっている．近年では術後の再手術を回避する

目的で可及的に自己組織（自己心膜など）を利用

する修復法を採用しているが，使用可能な自己組

織にも限界がある．より良い生体適合性をもった

血管代用物の開発は切望されいる．本稿では，過

去のバイオ人工血管の歴史的流れを概説し，現在，

著者らが行っているティッシュエンジニアリング

技術を用いた再生血管の作成法，またその臨床応

用の現況について記述する．

　key　words　：　Autologous　cell　transplantation，　Tis－

sue　engineering，　Biodegradable　polymer　scaffold

バイオ人工血管の歴史的流れ

　ダクロンやPTFEのような人工素材と生体素材

を組み合わせたいわゆるハイブリッド（hybrid）

型の人工血管を一般的にバイオ人工血管と呼んで
いる1）．

　初期の理性人工血管は移植直後に出血の少な

い，壁の有孔性の低いものが使用されてきた．し

かしながら，人工血管壁の有孔性（porosity）の

高いほうが柔らかく，縫合針も通りやすく操作性

も優れている．また，遠隔期の組織の新入や内膜

化にも有利であることが判明して以来，高有孔性

の人工素材に生体素材を組み合わせるようになっ

た．生体素材には血漿成分，生体組織由来物質，

生体細胞等が試みられている．直後の出血回避の

目的で，①自己血で人工血管の布目を目詰まりさ

せるプレクロッティング法，②フィブリン糊で

シールする方法，③アルブミンを熱処理する方法，

等が使用されてきた．しかし，近年緊急手術にも

対応できるようにあらかじめアルブミン，ゼラチ

Presented by Medical*Online



ン，コラーゲン等で目詰まりさせた人工血管が多

用されている．

　一方，内皮細胞を人工血管内面に被覆すること

により抗血栓生を賦与しようという試みも1970年

代より実験的に行われてきたが，臨床においても

100人の患者の自己の内皮細胞をePTFEグラフト

に播種した後に移植し，播種した方が良好な結果

が得られたとの報告もある2）．野一色らは人工血

管壁内に細胞，サイトカイン，細胞外マトリック

スの3要素を導入すると体内における治癒が促進

され，より早期の内皮化が起こることを報告して

いる3）．自家の脂肪，静脈，皮下結合組織，大網

などの組織を細切し，有孔性人工血管に播種，圧

入する方法，自家の骨髄細胞などを使用する方法

を用いて良好な結果を得ている．

　松田らは人工の細胞外マトリックスあるいは自

己平滑筋細胞を含んだマトリックスであらかじめ

人工血管を処理し，その上に自己内皮細胞を播種

した層状のハイブリッド人工血管を作成した．直

径4㎜，長さ6cmのグラフトを34匹のイヌ頸動脈

に移植し，26週後まで追跡し極めて良好な結果を

報告している4）．

　自己血管壁細胞を用いたティッシュエンジニア

リングによる血管組織作成

　拒絶反応の可能性を排除するため“自己細胞”

を用いての組織作りを目指してきた．作成された

組織には生きた自己細胞が存在するため，より長

い耐久性が期待できる．また，最終的に異物が残

存せず，内壁が完全に内皮化されるため，移植後，

長期間の抗凝固療法を必要としない．さらに，最

も期待されているポイントであるが，自己組織の

ため成長の可能性が高いと考えられることであ

る．繰り返しになるが，自己細胞の含まれた自己

組織は生物学的な成長，修復機転が働き，より長

い耐久性が期待できる．さらに異物が残存せず，

完全な生体適合性を有するため感染や血栓形成に

対しても抵抗性が高いと考えられる．

基礎的研究とその結果

　大動物モデル（肺動脈：ヒツジ，下大静脈：イ

ヌ）を使用し，末梢の血管細胞から大口径の血管

を構築し，それが急性期に外科的移植に耐え，遠

隔期にも良好に機能するか否かを検証する基礎的
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実験を行った5）．

1）血管組織構築（①細胞採取，②細胞大量生産，

　　③ポリマー上への播種）

　動物の大腿静脈を約2cm採取し，単純explant

法で細胞を単離培養した．混合細胞を約6－8週

間かけて大量生産し，移植約一週間前に細胞濃厚

浮遊液を作成し，生分解性ポリマーに播種した．

細胞の足場となる生分解ポリマーは，細胞を播種

する前のair　porosityが95％以上であり，生吸収

期間は6－8週間となるように設計された．播種

された細胞はさらにポリマー上で分裂増殖し，移

植前には三次元的にポリマー上でcon且uentの状

態となった．

2）血管移植手術

　播種後7－10日目に動物への移植を行った．血

管壁細胞から作成された導管を，細胞を採取した

同一動物に移植を行った（自己移植）．全身麻酔

下に体外循環：を確立し，常温心拍動下に主肺動脈

を切除，置換した．下大静脈置換は単純遮断下に

施行した．

　心血管系におけるティッシュエンジニアリング

では，移植された細胞・構築物が血管内の血液に

直接接触可能で，移植直後から酸素，栄養物，液

性因子の供給が得られるという播種された細胞に

とって有利な条件を有する．従って，移植された

構造物上の細胞は生理的条件下でさらに分化，組

織の再構築が可能となると考えられる．

3）遠隔期評価

　実験動物は移植後10－36週間後にそれぞれ血管

径を評価した後に犠牲死せしめた．移植されたポ

リマーは完全に吸収され，作成された組織は組織

学的に血管組織に類似していた．（図1）これら

を組織学的，生化学的，生力学的に検討した．

　組織コラーゲン含有量は経時的に増加傾向を示

し，組織のin　vivoにおけるリモデリングが示唆

された．潮力学的検奪でも同様に経時的な最大張

力（Tensile　Strength）の増大を認めた．　Factor　V皿

とエラスチンによる免疫組織学的検討では，作成

された血管組織は内皮細胞で被われ，問質にはエ

ラスチンが存在することが確認された．下大静脈．

の免疫染色では中膜に平滑筋細胞が整然と配列し

ていた．また，血管径は動物の成長とともに増大

した．
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Pulmonary　Artery lnferior　Vena　Cava

図1　左段はヒツジ肺動脈置換後6ヶ月目の組織の肉眼的所見．墓誌はイヌ下大静脈置換後

　　6ヶ月目（上段）と9ケ月目（下段）．

臨床応用例

　1999年4月に東京女子医科大学倫理委員会の承

認を得て，患者からの細胞採取が開始された．患

者家族の十分なインフォームドコンセントをいた

だいたうえでの臨床応用が開始され，移植第一例

目は2000年5月に肺動脈再建において再生血管移

植を4歳の小児例で応用し，良好な結果を得

た6）．現段階で小児心臓外科領域における生体材

料は満足できるものが存在しないため，従来の方

法では結果が明らかに不良と思われる症例に対し

てのみ本方法を用いているが，将来的にはすべて

の補填材料を本方法で作成できるように期待が高

まっている。今後，さらに症例を積み重ねて臨床

での適応を拡大していく予定である．以下に臨床

応用法の詳細を記述する、

ティッシュエンジニアリング技術を用いたグラフ

トの作成1

1）静脈採取，細胞培養

　はじめに患者の下肢より長さ約3cmの大伏在静

脈を採取した．次にクリーンベンチ内で，これを

リン酸緩衝液で洗浄した後，培養用のシャーレ上

へ移し，メスで1－2mの小片にきざみ，これに

培養液を加え，37℃，5％CO2の条件下で，イン

キュベーター内で培養した．培養液には0．1μg／皿e

線維芽細胞増殖因子basic　fibroblast　growth　factor

（SIGMA）を加えたものを使用し，培養液は2－

3日ごとに交換した．細胞は約10日間で増殖し始

め，培養が順調に進むと，細胞はその後難2週間

でシャーレ上に密集した状態になるので，トリプ

シン処理によって細胞培養フラスコ上へ移した．

さらに培養を続けると，約4週間でconfluentの

状態が得られるが，この際の細胞カウントでは75

cm2フラスコで約200万個の細胞数であった．この

時期の細胞を免疫染色で同定すると，内皮細胞が

約10％，平滑筋細胞が約20　一　30％，線維芽細胞が

60－70％の割合の混合細胞であった．

2）ポリマーへの播種

　細胞培養フラスコ上でconfluentとなった細胞

をトリプシン処理によって細胞浮遊液とし，これ

を遠心器にかけて，上清を捨て，1－2ccの濃縮

細胞浮遊液を作成した．これを生体吸収性ポリ
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マー上に播種させてグラフトが完成した．これを

その後約1週間培養した後，手術に使用した．グ

ラフトの表面を走査電子顕微鏡で観察するとポリ

マーの表面や間に細胞が入り込み，接着した状態

になっていた．ポリマーはスポンジ状のポリカプ

ロラクトンとポリ乳酸の高分子重合体をポリグリ

コール酸の線維で補強したものを使用した．

症例1：4歳，女児

　複雑心奇形に対してフォンダン手術（右心房一

肺動脈吻合術）が施行されていたが，術後に，右

下肺動脈の閉塞を認めた．患児のQOLを考慮し，

本方法での肺動脈再建の適応と判断した．細胞採

取から移植まで約3カ月であった．

　手術所見：胸骨正中切開にてアプローチし，上

行大動脈送血，上下大静脈脱血にて人工心肺を確

立し，心拍動下に右肺動脈を主肺動脈から末梢側

へ切開し，内腔を観察すると，右肺動脈は中下葉

分枝の入口部の部位で完全閉塞し，約lcm長で索

条になっていた．まず肺動脈の索条部を切断し，

肺動脈の前面に切開を入れ内灘を確保し，次に後
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壁を直接吻合した．前面に用意しておいたチュー

ブ状グラフトを切開してパッチ状にしたものを補

填し，肺動脈の再建を完成した．（図2）

　術後造影検査：手術によって右中盤肺野への血

流が改善された．再建を行った部分からの肺動脈

の選択的造影においても，ティッシュエンジニア

リングによって作成されたグラフト部の壁はス

ムースで特に有意な狭窄所見もなく良好に開存し

ていた．（図2）

症例2：12歳，男児

　多脾症，単心室の症例で，人工血管（ヘマシー

ルド）を使用したTotal　cavo－pulmonary　connec－

tion術（TCPC術：大静脈一肺動脈吻合術）が施

行されていたが，術後7カ月目の造影検査で，肝

静脈と肺動脈を連絡する人工血管の完全閉塞を認

めた．本法による再生血管移植の適応とした．

　手術所見：胸骨正中切開にてアプローチし，高

度な癒着のなかで閉塞している人工血管を完全に

切除した．上行大動脈送血，上下大静脈熱血にて

人工心肺を確立し，心拍動下に再生血管の導管に

綴難

熱鯉

騰謙軽　鑑
　図2　臨　床例
　　　再生血管移植時の手術所見（左段）と手術前後の肺動脈造影検査所見（右段）．
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よる置換を行った．

　術後検査：術後4カ月目の胸部CT検査でグラ

フトの開存が確認された．（図3）

症例3：1歳，男児

　無脾症，右室露盤心室，両大血管右室起始症，

肺動脈狭窄症，共通心房，共通房室弁，総肺静脈

還流異常症の診断にて，当科に手術目的で入院し

た．再生血管によるTCPC手術と総肺静脈還流異

常の根治手術を同時に施行した．

　手術所見；下大静脈と肺動脈間直径18㎜のグ

ラフトを吻合した．細胞は手術当日に採取した骨

髄細胞を用いた．（図4）

術後胸部CT検査所見
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図3　臨　床　例

　　術後4カ月目の胸部CT造影所見．矢印は開存して

　　いる再生血管．

　術後検査：術後エコー検査では，グラフトの良

好な開門を認めた．（図4）

現在の問題点と将来の発展性

　著者らが構築，使用したティッシュエンジニア

リングの手法による血管組織は，あくまでも現段

階で使用可能なのは肺動脈圧程度の中等度以下の

血圧の範囲内であり，より大きな体血圧内での使

用は制限される．ポリマー消失後の強度が体血圧

によるストレスに耐えられないと判1回しているた

めで，今後，ポリマーの吸収性の改善，あるいは

in　vitro　seeding後に早期の間質蛋白導入による強

度の増強がなされれば，大動脈圧内での使用に移

行可能と考える．後者のin　vitroにおける細胞／ポ

リマー構造物の“conditioning”をより生理的条件

で行うため，培養液を拍動性に繰り返し循環させ

るバイオリアクターの実用化が始まっている．さ

らに，細胞の起源を自己血管以外（骨髄細胞，皮

下の細胞，他者の細胞）に求めた場合あるいは播

種する方法（混合細胞の一括播種，あるいは線維

芽細胞と内皮細胞の段階的播種）による相違点等

を確認すべく実験を継続している．

　これら心臓血管系のティッシュエンジニアリン

グの発展のためには，工学系における伸縮性のあ

る柔軟でより長期間の吸収期間を有する生分解性

のポリマー，あるいはポリマーからサイトカイン

を徐放させる技術等の開発が不可欠と思われる。

これらが解決されれば，ティッシュエンジニアリ

ングの手法で作成される僧帽弁や大動脈弁組織，

蛭
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　術後心エコー検査
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図4　臨　床例
　　初回TCPC手術に再生血管の導管を使用した．術後経過は良好で，退院時の心エコーでも

　　グラフトの良好な開存が認められた．
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ACバイパス用動脈系グラフト，腱索組織等の作

成も近い将来可能となると考えている．
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