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研究成果の概要（和文）：肝細胞、HUVEC、骨髄由来幹細胞を用いて96well 非接着性丸底プレート内で、高機能
かつ、90％以上の成功率を持ってバイオ３Ｄプリンターによる積層が可能な、再現性の高いスフェロイド形成法
を確定した。バイオ３Ｄプリンターを用いた立体的肝組織の大型化のため、効率的に組織培養を実施できるよう
スフェロイド固定用の剣山の大型化や還流培養装置の開発・改良を行い、これまでより数倍大きな組織が作成可
能となった。還流培養装置の開発・改良により肝細胞、HUVEC、MCより作成した立体肝組織の1か月の培養に成功
した。作成した立体肝組織は血管様構造、さらに胆管様構造の構築が見られた。

研究成果の概要（英文）：We established the original culture protocol to reproducively create the 
hepatic spheroids  which contained human mature hepatocytes, HUVEC, BM-MSC. These spheroids showed 
high function and could be manipulate stablely by the 3D bioprinter. We developed the large device 
to fix the spherooids and improved the cerculating culture system to construct effectively a larger 
hepatic tissue using the 3D bioprinter. Following these works, we established the methods to 
fabricate the hepatic tissue several times as large as previous one. We cultured the hepatic tissues
 which contained mature hepatocytes,HUVECs and BM-MSC for 1 month. As a result, the tissue showed 
vascular formation and biliaty constructs by the histlogical examination.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

肝不全や代謝性肝疾患といった重症肝

疾患に対する唯一の根治療法として肝移

植が行われているが、ドナー不足や免疫抑

制剤による合併症は未だ大きな課題であり、

新たな治療技術として再生医療への期待が

高まっている。 

我々は肝再生医療への応用を目的とし、

これまでの肝臓の臓器構築に関する研究に

おいて、ヒト初代肝細胞、正常臍帯静脈内

皮細胞（HUVEC）、骨髄由来幹細胞(MSC)を独

自のバイオ 3D プリンター（佐賀大学 中

山）を用いて立体的に積みあげ、大きさ約

1cm3の生体の肝臓に類似した毛細血管構造

を有する立体的肝組織の構築に成功した。

しかし、肝移植に代わる治療法の開発には

さらに組織の大型化が必要である。我々の

技術での組織構築は細胞同士の接着性によ

るため、既に作製に成功している小さな肝

組織をさらに接着して積み上げることで組

織同士が癒合し、組織の大型化が可能であ

る。しかし、肝臓においては血管構造だけ

でなく、胆汁排泄可能な胆管構造を構築し

なければ、胆汁うっ滞性肝障害を来すため、

組織の大型化には胆管構築が不可欠であっ

た。 

２．研究の目的 

バイオ 3D プリンターで作製した立体肝

組織の大型化および胆管構造の構築を行い、

再生医療に応用可能は大型肝組織の創出

技術開発を目指す 

３．研究の方法 

肝組織大型化 

これまでの方法で作製した小さな肝臓を癒

合させるための、組織の配列方法や培養方

法検討を行い、肝組織の大型化の方法を確

立する。 

組織・機能評価 

作製した大型肝組織の毛細血管構造・胆管

構造の連結の評価を行い、内部構造の評価

を行うとともに、肝特異的機能分析を行い、

再生医療への応用性の検討を行う。 

 

４．研究成果 

肝細胞、HUVEC、骨髄間葉系幹細胞を

96wel l 非接着性丸底プレートに播種し、

細胞凝集塊（スフェロイド）を作成した。

スフェロイドの形成期間、大きさ、形状お

よびアルブミン産生能を解析し、90％以上

の成功率を持ってバイオ３Ｄプリンターに

よる積層が可能な、再現性の高いスフェロ

イド形成法を確定した。 

バイオ３Ｄプリンターを用いた立体的肝

組織の大型化のため、効率的に組織培養を

実施できるようスフェロイド固定用の剣山

の大型化や還流培養装置の開発・改良を行

った。 

 これまでの 3倍のサイズの剣山を用いて

安定して積層できる条件を確立し、大きな

剣山でも立体が作れることを確認した。さ

らに、一定サイズのスフェロイドが作れる

ようになったことで、剣山に固定する際の

スフェロイドの間隔を調整して、スフェロ

イド癒合に効率のよい間隔を決定した。こ

の結果、これまでより数倍大きな組織が作

成可能となった。さらに還流培養装置の開

発・改良により肝細胞、HUVEC、MC より作

成した立体肝組織の 1か月の培養に成功し

た。作成した立体肝組織は血管様構造を認

め、さらに胆管上皮細胞のマーカーである

CK19+の細胞がみられ胆管様構造の構築が

見られた。種々の免疫染色からこの細胞は

成熟肝細胞から胆管上皮に分化しているこ

とがわかった。これらの成果を Scientific 

Reports に報告した。 
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