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研究成果の概要（和文）：本研究は自己組織化ペプチドハイドロゲル（PuraMatrix）を用いた肝再生治療の臨床
応用を目指した基礎的研究である。組織工学に必要な足場材料として３次元的環境を初めて可能にした
PuraMatrixにヒトiPS細胞より分化誘導させた肝細胞あるいは血管内皮細胞を混和させ、肝硬変モデルマウスの
肝臓に脾臓を経由して投与し治療効果を検証した。PuraMatrixにiPS細胞より分化誘導させた肝細胞あるいは血
管内皮細胞を混和させたものを移植した群において対照群と比較し、アザン染色及びαSMA染色による肝線維化
の程度は有意に改善し肝再生は促進していた。

研究成果の概要（英文）：This study is a fundamental study aiming at the clinical application of 
liver regeneration therapy using self-assembling peptide hydrogel (PuraMatrix). We investigated 
whether transplantation of PuraMatrix, which enabled for the first time a three-dimensional 
environment as a scaffolding material for tissue engineering, mixed with human iPS cells-derived 
hepatocytes (iHep), endothelial cells (iEC), and equal volumes of iHep and iEC could reduce 
established liver fibrosis and up-regulate hepatic regeneration in liver cirrhotic model mice. 
Reduction of liver fibrosis by transplantation of iHep, iEC, and equal volumes of iHep and iEC with 
and without peptide hydrogel was demonstrated by Mallory's Azan histologic staining and by 
immunohistochemical analysis for alpha-SMA in CCl4-treated livers. 

研究分野： 肝再生
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１．研究開始当初の背景 

肝線維症は、細胞外マトリクス（ECM）が

肝臓に異常沈着した状態をいい、肝線維症が

進行すると肝硬変症となる。現在日本には約

30 万人の肝硬変患者がいると推定されてい

るが、その成因は肝炎ウイルスに起因するも

のが多く、約 70％が C 型肝炎ウイルス

（HCV）感染で約 20％が B 型肝炎ウイルス

感染によるものである。日本のウイルス性肝

炎の多くを占める HCV 感染による肝硬変症

例では高率に肝細胞癌が発症することが分

かっており、肝硬変症は肝細胞癌の発生母地

となるだけでなく肝予備能の低下から手術

や化学療法を十分に行うことができない場

合がある。進行した肝硬変に対する根治治療

は肝移植しかないのが現状であるがその肝

移植は絶対的なドナー不足であり、外科的侵

襲など克服しなければならない課題は数多

くある。 

近年、骨髄あるいは末梢血幹細胞を用いた

再生医療の報告が相次いでいるなか、さらに

ES 細胞や iPS 細胞といった次世代を担う細

胞材料を用いた基礎的データも散見される。

ES 細胞は免疫の問題が絡むが、自己の幹細

胞（iPS 細胞、CD34 陽性細胞など）を用い

る場合は免疫拒絶の問題は回避できる利点

がある。 

申請者らはCD34陽性細胞移植による肝硬

変症に対する有効性を基礎・臨床レベルで明

らかにしたが、臨床応用まで至ったことによ

り新たな問題点が浮上してきた。その問題点

とは、移植細胞数をいかに確保するか、生着

率をいかに向上させるか（効率よく行える

か）、移植細胞に何を用いるべきか（単一の

細胞あるいは混合させた細胞）である。細胞

数の解決策は効率よく培養・増幅させること

であるが、この点に関しては無血清培地を用

いた効率的な培養法の確立に成功したため、

次のステップとして生着率の向上を考えた。

近年細胞外 ECM を保持したまま培養した細

胞をシート状に回収できる細胞シート（例:

温度応答性ポリマー培養基材）を用いた再生

医療研究が進められている背景がある。組織

工学に必要な足場材料はβ-リン酸三カルシ

ウムの生体親和性の高い多孔質セラミック

ス、ポリ乳酸などの合成ポリマーあるいは天

然 ECM の精製物などが用いられてきたが、化

学合成品の持つ安全性と３次元的環境を提

供するECMの両者の特徴を合わせもつ足場材

料はこれまで実用化されていなかった。1993

年 MIT で開発された自己組織化ペプチド

（PuraMatrix）は生体内に存在するアミノ

酸のみから構成されており、生理的条件化で

直径 10nm程の繊維を形成しハイドロゲルと

なる。これまでに PuraMatrix を用いて様々

な細胞において生着、増殖が確認され、さら

に生体内へ細胞なしあるいは細胞とともに

注入することにより、骨や脳神経などの損傷

部位の再生促進作用を示した報告がなされ

た。肝硬変症に PuraMatrix を応用した報告

はないが、肝硬変症に対する細胞治療でも細

胞の生着率の向上に十分寄与することが予

想される。肝硬変症に対する細胞治療に用い

る細胞に関しては、骨髄単核球細胞、間葉系

細胞、末梢血幹細胞など基礎・臨床の多方面

から様々な報告がなされ、どの細胞を用いる

ことが最も再生効率が良いのかまでの結論

は出ていない。 

 

２．研究の目的 

申請者らはこれまでに幹細胞治療による

肝再生療法に関する基礎的・臨床的研究成果

を数多く報告してきた。近年細胞シートを用

いた再生医療研究が進められているが細胞

療法において標的組織への生着率は大きな

課題のひとつである。申請者らは組織工学に

必要な足場材料として３次元的環境を初め

て可能にした PuraMatrix を用いた肝再生

治療の臨床応用を目指している。本研究の目

的は PuraMatrix を細胞療法に併用し、肝硬



変患者へと展開するための基礎的研究基盤

の確立である。 

 

３．研究の方法 

① PuraMatrix 溶液の至適濃度と投与量の

決定とその安全性評価： 

1) 肝組織内に注入するPuraMatrix濃度

（0.25～2.5%）と投与量（0.2～1.0ml）

を振り分け、生体への安全性と有効性

を検討する。注入する肝組織について

は、まずは正常肝を対象とし、生体へ

の安全性も評価する。対照溶液として

生食水を投与した。 

2) 動物実験モデルは、Wistar ラット正

常肝に対し PuraMatrix 溶液を 7 葉あ

る肝臓に対し最大の 1 葉に注入する。 

② PuraMatrix 単独投与（細胞なし）の肝

硬変症動物モデル肝への注入、有効性評

価： 

1) ①で決定した投与濃度、投与量に従い、

硬変肝へ PuraMatrix を単独投与し、

治療効果を検討する。 

2) 動物実験モデルは、四塩化炭素誘発肝

硬変モデルラットを作成する（四塩化

炭素を週 2 回 6 週間投与）。その後、

硬変肝へ PuraMatrix を直接注入する。

四塩化炭素はその後も投与し続け、投

与開始 10 週目に屠殺する。 

3) 治療効果判定は、Azan 染色による線

維化面積の定量評価、細胞投与後の肝

組織での mRNA 発現（Col1a1, Acta2, 

Timp1 ）、 免 疫 組 織 学 的 染 色

（Collagen-1, alpha-SMA, PCNA）、

血液生化学データを比較検討した。対

照溶液として生食水を投与した。 

③ PuraMatrix にヒト iPS 細胞より分化誘

導させた肝細胞（iHep）、血管内皮細胞

（iEC）、あるいは両者を同数で混和した

もの（iMix）を免疫不全肝硬変症動物モ

デル肝へ注入、有効性評価： 

1) 硬変肝に対し、PuraMatrix に iHep、

iEC、iMix を混和させて投与し、治療

効果を検討する。 

2) 動物実験モデルは、四塩化炭素誘発免

疫不全肝硬変マウスを作成する（四塩

化炭素を週 2 回 4 週間投与）。その後、

細胞を混和させた PuraMatrix を硬変

肝に脾臓を経由して注入する。四塩化

炭素はその後も投与し続け、投与開始

8 週目に屠殺する。 

3) 治療効果判定は、Azan 染色による線

維化面積の定量評価、細胞投与後の肝

組織での mRNA 発現（Col1a1, Acta2, 

Timp1 ）、 免 疫 組 織 学 的 染 色

（Collagen-1, alpha-SMA, PCNA）、

血液生化学データを比較検討した。対

照群として生理食塩水あるいは

PuraMatrix を投与した。 

 

４．研究成果 

① 正常肝に対しPuraMatrixを注入したと

ころ、PuraMatrix 濃度が濃い場合、血

管内への誤流入が高率に発生し、肺塞栓

等を引き起こし死亡させてしまうこと

が分かった。安全性を考慮した場合の投

与濃度は 1.0%以下と判断した。投与量

については、一葉あたり 0.2ml 程度が限

界と判明し、0.5ml 以上投与した場合は、

前述同様、血管内への誤流入が高率に発

生し、肺塞栓等を引き起こし死亡させて

しまうことが分かった。以上より、投与

濃度 0.25%、投与量 0.2ml と決定し、in 

vivo 実験②に進んだ。 

② Azan 染色による線維化面積の定量評価

を行ったところ、PuraMatrix 投与群に

おいて対照群と比較し、肝線維化の程度

は増悪していた。抗 I 型コラーゲン抗体

に対する免疫染色においても、同様の結

果であった。念のため実験予定ではなか

った正常肝に対しても同様の動物実験



を行ったが、PuraMatrix 注入箇所を中

心に過剰の線維沈着を認めた。以上より

PuraMatrix 単独投与での治療効果は乏

しいと判断した。 

③ Azan 染色による線維化面積の定量評価

を行ったところ、対照群と比較し、iHep、

iEC 単一投与群および iMix 投与群いず

れの群でも肝線維化の程度は改善した。

iHep あるいは iEC 単一投与群と iMix

投与群間での有意差はなく、上乗せ効果

は認められなかった。mRNA 発現レベ

ルにおいても対照群と比較し、iHep、

iEC 単一投与群および iMix 投与群いず

れの群でも Col1a1, Acta2, Timp1 発現

量は有意に低く、免疫染色においても同

様の結果だった。抗 PCNA 抗体に対す

る免疫染色において対照群と比較し、

iHep、iEC 単一投与群および iMix 投与

群いずれの群でも PCNA 陽性肝細胞数

は増加しており、肝再生促進効果を確認

できた。iHep あるいは EC 単一投与群

と iMix 投与群間での有意差は認められ

なかった。血液生化学データにおいて対

照群と比較し、iHep、iEC 単一投与群お

よび iMix 投与群いずれの群でも AST, 

ALT 値は有意に低く、肝障害程度は改善

していた。 
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