
1.　は　じ　め　に

現在，人工臓器に使用されている主な材料には，人工材

料と生体由来材料がある．人工材料は強度と耐久性に優れ

ており，生体適合性についても改良されつつあるが生体由

来材料には未だ及んでいない．一方，生体由来材料を使用

した人工臓器では生体外で足場材料に細胞を播種し，培養

後に生体内へ戻すという手法が取られている．この手法で

は，感染の危険性があり取り扱いが困難である．さらに，

生体由来材料を使用した人工臓器は，強度及び耐久性が不

足している，成型が困難であるという問題がある．

本研究の最終目標は，十分な強度と耐久性を有し，意図

した形状を構築可能な生体材料を生体内で組織工学的に作

成する手法の実現である．この目標を達成する方法とし

て，工業的な成型法であるインサート成型法に着目した．

インサート成型法とは，金型内にインサート品を入れ，樹

脂を注入してインサート品を包んで固化させ，一体化した

複合部品を作成する方法である．生体内でインサート成型
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Abstract Artificial materials used for artificial organs have sufficient strength and durability. However, their 
biocompatibility has not been improved yet to the level of tissue-derived biomaterials. On the other hand, there 
were some problems in artificial organs made of tissue-derived biomaterials ; difficulty of forming the desired 
shapes, insufficiency of strength and durability, and infection control. It is necessary to build arbitrarily-shaped ar-
tificial organs that have sufficient strength and durability with tissue-derived biomaterials. In this study, we devel-
oped an in-vivo method to make a circle valve leaflet of a jellyfish valve using an insert molding technique. The 
jellyfish valve is an artificial valve developed at the University of Tokyo, and consists of the valve leaflet and a 
valve seat. The three types of molds for valve leaflets with different thickness（0.5 mm, 1.0 mm, and 1.2 mm）were 
made with an acrylic resin. A velour cloth was put inside each mold to ensure strength and durability. Two sets 
of molds were built ; one with only suspended cell and another with both suspended cell and tissue fragments. 
Three types of molds were implanted under the skin of a goat. The performance and durability of jellyfish valves 
with tissue-engineered valve leaflets were assessed using a mock circulation circuit after the molds were ex-
tracted from the goats and the valve leaflets were fixed with formalin. Moreover, hematoxylin-and-eosin stained 
sections were observed. The results demonstrated that the valve leaflets covered with connective tissues have 
sufficient performance and durability of more than one month. In conclusion, we made a tissue-engineered circle 
valve leaflet with enough strength and durability to be used as heart valves in vivo using the insert molding 
technique.
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を行う（以下，生体内インサート成型法）ことで，1）骨格

となるインサート品と生体由来の組織が一体化するため強

度と耐久性を有した生体材料を作ることができる，2）型の

形状を変更することで意図した形状に生体材料を成型する

ことが可能となる，という利点があると考えた．生体内イ

ンサート成型法により作成された生体材料は，人工材料な

どのインサート品が生体由来の組織で覆われるので，生体

適合性を有することが期待される．

本研究では，人工弁であるジェリーフィッシュ弁（図 1）

の弁葉を生体内インサート成型法で作成することを目的と

した．ジェリーフィッシュ弁は，1987年に東京大学の井街

らによって開発された人工心臓用の人工弁であり，円形の

弁座中央の上に薄い高分子膜の弁葉が固定された単純な構

造である［1, 2］．図 2にジェリーフィッシュ弁の動作原理

を示す．ジェリーフィッシュ弁の弁葉は形状，構造がとも

に単純である．現在までに，国立循環器病センター研究

所，京都府立医科大学の林田らにより，2006年に本研究と

類似した方法で人工弁が作成されている .林田らの研究で

は，型にシリコン，足場材料にウレタンを使用し，ウサギ

の体内で作成された［3］．本研究では型の材料にアクリル，

インサート品にベロア生地を使用しヤギの体内でジェリー

フィッシュ弁を作成した．また，作成した弁葉の弁機能と

耐久性の評価，およびヘマトキシリン･エオジン染色法（以

下 H. E.染色法）で染色した弁葉の標本の観察を行った．

2.　実　験　方　法

2・1　弁葉作成実験

まず弁葉の型を作成し，ヤギ皮下に一定期間埋め込むこ

とにより，生体内インサート成型が可能かどうかを調べ

た．図 3に弁葉を作成するための型の設計を示す．型は 2

枚 1組でアクリルにより作成し，2枚の型の中央部分に生

体からの栄養供給を目的とした穴を開けた．インサート品

には，ジェリーフィッシュ弁の弁葉として機能するのに十

分な柔軟性を有すること及び組織との結合が良いことが要

求されるため，ベロア生地を使用した．ベロア生地におけ

る組織の生育を促進するために，型を埋め込むヤギの皮下

結合組織を採取し細かくした後生理食塩水に入れて細胞浮

遊溶液を作成し，ベロア生地に浸漬させた．本研究では 2

回実験を行い，1回目は細胞浮遊溶液のみを浸漬させたベ

ロア生地を使用し，2回目は細胞浮遊溶液を浸漬させたベ

ロア生地に採取した結合組織片を播種した．2枚の型の間

隙にベロア生地を装填し，ネジで固定した（図 4）．本研究

では，0.5 mm，1.0 mm，1.2 mmの厚さの弁葉を作成する

ために 3種類の型を作成した．2回の実験ともに 3種類の

型をヤギ皮下に埋め込み，一定期間経過後に型の取り出し

を行った．

2・2　弁機能評価実験

ヤギ体内から取り出し後すぐに，作成された弁葉を取り

付けたジェリーフィッシュ弁が弁として機能するかを評価

した．ジェリーフィッシュ弁の弁座には，高分子膜弁葉と

同じ弁座を使用した．評価は図 5に示した評価用模擬循環

回路で行い，流体には水道水を使用した．評価対象となる

弁は，ポンプ流出側に組み込んだ．ポンプはゼオン社製東

大型の補助人工心臓用ポンプ（空気駆動，サック型，拍動

流）［4, 5］を用い，ポンプ流入口にビジョルク ･シャイリー

弁（以下 BS弁）を設置し，ポンプ流出口には弁を設置し

なかった．ポンプの流入側 ･流出側の流速を電磁血流計

（日本光電 : MFV-3200）で，評価対象弁の前後圧を圧センサ
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図 1　下流側から見たジェリーフィッシュ弁
Fig. 1　Membrane side of the jellyfish valve.

図 2　ジェリーフィッシュ弁の駆動様式
Fig. 2　Mechanism of the jellyfish valve.

図 3　型の設計
Fig. 3　Design of the mold.

図 4　組み立てた型の断面
Fig. 4　Cross section of built mold.



（日本光電 : ライフキット）で計測した．計測データは AD

変換器（バイオリサーチセンタ : PowerLab16/30）を介し

てノートパソコンに記録した．

弁機能の評価は，評価対象弁の動作タイミングと逆流量

の 2点から行い，この 2点に関して BS弁と比較した．動

作タイミングはポンプ流入側 ･流出側の流速波形と評価対

象弁の前後圧波形とが同期しているかを確認した．ポンプ

流出側の10周期分の流速波形からマイナス成分を1周期ず

つ時間積分し，1周期あたりの平均量を逆流量として算出

した．

2・3　耐久試験

耐久試験は，生体内インサート成型により作成された弁

葉が長期間の動作に耐えることができるかを確認するため

に行った．弁機能評価実験と同じ回路を使用し，同じ項目

を計測，記録した．耐久試験は，弁葉作成実験 1回目，厚

さ 1.0 mmのホルマリン固定された弁葉で行った．開始か

ら 1週間は流速を流入側平均約 0.3 L/min，流出側平均約

0.2 L/minとし，低流量で循環させた．1週間までの結果か

ら，1週間以降は大動脈弁を模擬するために，ポンプの流

出側流速を平均約 2.0 L/min，弁後方圧を平均約 100 

mmHgとし，生理食塩水循環で行った．

耐久試験の評価は，弁機能を有し続けているか，弁葉に

損傷が無いかの 2点で行った．弁機能の有無については目

視で弁葉動作を観察するとともに，記録波形を弁機能評価

実験における動作タイミングにより確認した．弁葉の損傷

は，一定時間ごとに弁葉を回路から取り出し，弁葉表面を

デジタルマイクロスコープ（KEYENCE社製）で観察，撮

影することにより評価した．

2・4　組織観察

組織観察は，作成された弁葉の組織の特定，弁葉内部の

観察，及び弁葉作成実験 1回目と 2回目の弁葉に違いがあ

るかを確認するために行った．組織観察には，最も厚い

1.2 mmの弁葉を使用した．弁葉を半分に切断し，さらに

1/3ずつに切断し標本を作製した．染色法はH. E.染色法と

した．染色した弁葉を光学顕微鏡（OLYMPUS : AX07）で

観察した．

3.　実　験　結　果

3・1　弁葉作成実験

第 1回目の実験は 58日間，第 2回目は 42日間のヤギ体

内への埋め込みを行った．第 1回目，第 2回目の実験にお

いて取り出した弁葉をそれぞれ図 6に示す．埋め込み期間

中及び取り出し時に皮膚や皮下組織に炎症などの異常は認

めらなかった．また，2回の実験で埋め込んだ 6個の厚さ

の異なる全ての型内に，ベロア生地を組織が完全に覆った

弁葉ができていた．取り出された弁葉は，ほぼ型通りの厚

みに作成されていた．弁葉とヤギの皮下組織は，型に開け

た穴を通じて強く結合していた．弁葉表面には，型に開け

た穴の影響と思われる凹凸の組織ができていた．

3・2　弁機能評価実験

まず，評価対象弁の動作タイミングについて述べる．比

較対象とした BS弁の記録波形，弁葉作成実験第 1回目，

第 2回目の評価対象弁の記録波形を図 7に示す．計測結果

から，ポンプ流入側 ･流出側の流速波形から分かるポンプ

収縮期において弁前方圧が上昇し，弁後方圧が低下してお

り，拡張期には弁前方圧が低下し，弁後方圧が上昇してい

ることが分かった．つまり，評価対象弁はポンプの拍動に

同期して動作していると言える．また，全ての評価対象弁

で BS弁と類似した記録波形が得られた．

次に，逆流量について述べる．図 8に弁前後での逆流量

を示す．その結果，弁葉作成実験1回目1.2 mmの弁葉を取

り付けたジェリーフィッシュ弁を除く全ての弁で，BS弁

より逆流量が少ないという結果が得られた．

以上から，生体内インサート成型で作成された弁葉のジ

ェリーフィッシュ弁は弁機能を有していると言える．

3・3　耐久試験

1ヶ月間の耐久試験を行った．試験中，記録した波形に
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図 5　評価用模擬循環回路
Fig. 5　Circuit for evaluation of the jellyfish valve with the 

valve leaflet of tissue.
図 6　取り出した弁葉

Fig. 6　Valve leaflets made in the experiment, the molds were 
taken out of the goat.

図 7　各弁の流量 ･圧力波形
Fig. 7　Pressure and flow waveform recorded when each 

valves.



は弁機能が失われたと思われる変化は見られなかった．ま

た，目視により確認した弁葉の動作にも変化は見られなか

った．よって，耐久試験の最後まで作成された弁葉のジェ

リーフィッシュ弁は弁機能を有していたと言える．

次に，各時間で撮影した弁葉表面の写真を図 9に示す．

弁葉表面の凹凸部分に長期間の動作による汚れがついてい

るが，ベロア生地を覆っている組織に損傷は無かった．

以上から，ホルマリン固定をした状態であるが，作成さ

れた弁葉のジェリーフィッシュ弁は 1ヶ月以上の動作が可

能ということが分かった．

3・4　組織観察

図 10に弁葉作成実験第 1回目，第 2回目で作成された

弁葉の標本を光学顕微鏡で撮影した写真を示す．観察の結

果，ベロア生地内部にもしっかりと組織ができていること

が分かった．ベロア生地内部及びベロア周囲の組織中には

扁平に伸びた細胞が挟まっており，ヤギの皮下結合組織と

類似していることから結合組織であると言える．また，ベ

ロア生地がない部分の組織はベロア生地部分の組織と比較

して密であり，ベロア生地部分とベロア生地のない部分で

は組織のでき方にはっきりと違いが見られた．

弁葉作成実験第 1回目と第 2回目の弁葉には，外側の目

視観察でも，内部の観察でも違いは見られなかった．よっ

て，弁葉作成実験においてベロアに細胞浮遊溶液を浸漬さ

せていれば組織片を入れなくても組織はできるということ

が分かった．

4.　考　　　　　察

ヤギ皮下に埋めた全ての型で弁葉が作成できた．作成さ

れた弁葉は弁機能を有しており，耐久性についても十分な

可能性を示した．今後以下に述べる課題について研究を進

め，複雑な形状なもの，必要な強度や耐久性に応じた組織

でインサート品を覆うことができるようになれば，生体内

インサート成型法は様々な人工臓器に使用可能になると考

える．

ジェリーフィッシュ弁は人工心臓に弁を継ぎ目なく装着

できる弁である［1, 2］．ジェリーフィッシュ弁が開発され

る前は人工心臓に機械弁を取り付けていたが，人工心臓と

弁輪の継ぎ目に血栓ができることが問題であった．今後，

生体内インサート成型法により人工心臓の外部及び内部，

弁を生体由来の組織で覆われた，生体適合性を完全にクリ

アした人工心臓が作成できるであろう．そのためにも，本

研究で作成した弁葉の血液適合性について検討することが

今後の課題であると考えている．また，人工心臓用の人工

弁だけでなく弁置換用の人工弁にも応用できる．現在の人

工弁は，機械弁と生体弁がある．機械弁では，感染や血栓

弁を起こさなければ半永久的な耐久性を有している．しか

し，血栓弁を起こさないためにワーファリンを服用するな

どの抗凝固療法の併用が必要となる［6, 7］．一方，生体弁

は必ずしも抗凝固療法を必要としないが［6］，耐久性が 10

 ～ 20年程度であり再置換が必要となる．生体内インサー

ト成型法で弁置換用の人工弁を作成できれば，耐久性と生

体適合性を両方持つ人工弁となり，再置換や抗凝固療法な

どの問題解決につながると考えられる．

4・1　インサート品

作成された弁葉は組織がベロア生地を覆い，長期間の耐

久試験において弁機能を失わず，損傷もなかった．この結

果から，ベロア生地はジェリーフィッシュ弁の弁葉のイン

サート品として十分な機能を有していたと考えられる．

2回の弁葉作成実験で埋め込んだ，全ての型でベロア生

地が組織に覆われた弁葉が得られた．ベロア生地を覆って

いた組織は結合組織であったが，ベロア生地部分は疎，ベ

ロア生地のない部分は密であった．このことから，ベロア
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図 8　各弁の逆流量
Fig. 8　Regurgitant volume for each valves.

図 9　耐久試験中の弁葉表面
Fig. 9　Surface of the valve leaflet during the endurance test.

図 10　H. E.染色した弁葉
Fig. 10　The sections of valve leaflets stained hematoxylin -

 and-eosin.



生地部分は疎性結合組織，ベロア生地のない部分は密性結

合組織であると言える．疎性結合組織は，膠原線維と若干

の弾性繊維がまばらに不規則な方向に走っており，その中

に線維芽細胞などが含まれている．体の諸構造をゆるくつ

なぎとめている組織で，血管や神経周囲，皮膚や粘膜，腺

周囲など全身に広く分布している．また，密性結合組織

は，膠原線維の束が密に配列しており，その束の中に線維

芽細胞が扁平に伸ばして挟まっている．機械的な強いけん

引力に耐えることができる強い組織であり，線維の配列が

交錯している組織は皮膚や真皮，配列が規則正しい組織は

腱や靱帯，二次元的に拡がる膜としては筋膜や腱膜に分布

している［8］．本研究では，インサート品としてベロア生

地を使用した．ベロア生地部分に疎性結合組織ができたの

は，生体で血管や神経の周囲に疎性結合組織が分布してい

るのと同様に，ベロア生地の繊維の周囲に疎性結合組織が

できたと考える．また，ベロア生地のない部分は，創傷治

癒と同様で，自然の修復作用によって組織ができたと考え

られる．創傷治癒では，損傷部位に規則的に配列した膠原

線維ができ，やがて瘢痕化して治癒へ向かう［9］．型を生

体内に埋め込んだとき，型内の空間は損傷部位にあたり，

それを埋めるために修復作用が働いたと考えられる．よっ

て，規則的に配列した膠原線維である密性結合組織ができ

たと考える．弁葉の内側が疎性結合組織であることにより

柔軟性ができ，さらに外側を機械的なけん引力に耐えられ

る強い密性結合組織が覆っていることにより，弁葉表面が

弁座にぶつかることで生じる損傷を防いでいると考えられ

る．

作成された弁葉は，意図した形状であり，本研究での生

体内インサート成型の方法は妥当であったと考えられる．

ただし，細胞浮遊溶液の使用については検討の必要がある

と考える．本研究では，よりインサート品であるベロア生

地に組織が作成されやすい環境を作ることを優先させ細胞

浮遊溶液を使用した．細胞浮遊溶液を使用しなくても弁葉

が作成されれば，実験手順を単純化することができ，さら

に皮下結合組織の採取が不要となるため侵襲を軽減するこ

とができる．よって，細胞浮遊溶液を浸漬させていないベ

ロア生地を入れた型を再度埋め込み，細胞浮遊溶液の必要

性について検討する必要があると考える．

本研究で作成したジェリーフィッシュ弁の弁葉は高分子

膜弁葉と比較して，弁葉の動きが硬かった．この原因は，

インサート品であるベロア生地の繊維の網目に沿って弁葉

が動いたのではないかと考えている．よって，インサート

品に布を用いるなら，より網目の細かいものが適している

と言える．ベロア生地はインサート品として十分な機能を

持っているが，より良い弁葉を作成するためにインサート

品の検討を今後も行う必要があるだろう．また，インサー

ト品については，組織で覆われるまでにかかる時間や，覆

われ方についても今後調べることが必要であると考える．

4・2　最適な弁葉の厚さ

弁葉作成実験第 1回目の厚さ 1.2 mm以外の弁葉では BS

弁よりも逆流量が少ないという結果が得られた．よって，

本研究で作成した弁葉は逆流量において BS弁と同等もし

くは良いという結果であったと考えられる．

逆流量が発生した原因として，弁閉鎖時のポンプ流出側

流速が関係していると考えられる．本研究で作成された弁

葉の弁閉鎖時の流出側流速は，厚い弁葉ほど速かった．こ

のことから，厚い弁葉は弁閉鎖時に弁座との間に隙間があ

り，弁座に密着するような柔軟性が欠けているということ

が言える．このことは，厚さ 0.5 mmの弁葉が最も逆流量

が少なかったこととも一致している．よって，逆流量から

考えると厚さは薄いほうが良いということが言える．

4・3　耐久試験

長期間の動作において，弁機能に影響を与えるような弁

葉の損傷はなかった．弁葉の上流側は，表面に作成された

凹凸の組織の一部が開始から 1時間で反対側付近へ集まっ

ているような変化があった．この原因は，上流側の弁葉表

面が弁座のスポークにぶつかることによる影響が考えられ

る．一方，弁葉の下流側表面は時間が経過するにつれ凹凸

の組織が中央へと倒れるような変化があった．これは，弁

葉が開くときの折れるような動きの影響だと考えている．

上流 ･下流側とも凹凸の組織以外では組織の変化は見られ

なかった．凹凸の組織に変化が見られたことから，長期間

の動作で凹凸の組織がはがれる可能性が考えられる．よっ

て，型の弁葉作成部分に開けた穴を減らす，またはふさぐ

などの型の改良により，凹凸の組織ができるだけ少ない弁

葉を作成する必要がある．

1ヶ月の動作中に実験条件として大動脈弁模擬という厳

しい状況があったにもかかわらず，弁葉の上流側，下流側

ともに凹凸の組織以外で損傷は見られなかった．ホルマリ

ン固定した状態だが，1ヶ月以上の動作が可能であったと

いうことは，本研究で作成した弁葉が強度と耐久性を有し

ている可能性も十分に考えられる．よって，今後ホルマリ

ン固定をしない状態でさらに長期の耐久試験を行う必要が

あると考える．また，血液中での耐久試験を行い弁葉の血

液適合性および弁葉の損傷についても調べる必要がある．

5.　結　　　　　論

本研究で行った 2回の弁葉作成実験で作成された弁葉

は，形状，厚みの両方が意図したものであり，耐久性につ

いても十分な可能性を示した．この結果から，生体内イン

サート成型法は型が構築可能な形状であれば，自由な形状

の生体材料を作成することができると考えられる．
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