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研究成果の概要（和文）：実験用ブタ臓器を用いて脱細胞肝担体を作成し、分離培養した肝細胞などを経脈管的
に注入して細胞充填を行い、循環培養装置へ接続して、持続潅流を行いながら脱細胞肝担体の再組織化を試みた
後、作製した肝担体を実際にブタに異所性移植をおこなったところ、一部であるが、肝小葉構造および小葉内脈
管構造が認められた。充填する細胞数の確保に難渋したが、細胞充填および移植可能な脱細胞肝の作製条件や肝
組織の成熟に必要な組織構成細胞の必要量、ヒト臨床応用を想定した安全かつ確実な手術手技などが本研究を通
して徐々に明らかになり、臓器再生のための一助となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We report the results of a pilot study aimed at developing a human-scale 
whole implantable porcine liver by transplanting recellularized liver graft derived from 
decellularized liver matrix. Porcine livers were decellularized and the so-obtained liver scaffolds 
were processed to investigate the vascular patency, degree of decellularization, and scaffold 
biocompatibility in vitro. Whole liver scaffolds with re-seeding using hepatocytes, endothelial 
cells and so on were implanted in porcine to assess whether these constructs would determine their 
biocompatibility in vivo. The explanted recellularized liver scaffolds showed maintenance of these 
cells engrafted in their putative native locations within the decellularized organ and displayed a 
liver-like tissue in vivo. Our study shows that whole-organ liver decellularization is possible with
 maintenance of structure suitable to support recellularized liver tissue for a significant 
advancement in the bioengineering of whole organs.

研究分野：臓器移植、再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
臓器移植は、臓器不全に対する有効な治療法であるが、ドナー臓器の供給不足や拒絶反応も含めた様々な合併症
が避けて通れない状況が続いている。近年発展を遂げている再生医療分野でも、未だ細胞・組織単位での応用が
検討されている段階である。細胞から臓器単位への再生に飛躍させるためには、足場環境を「臓器単位」で確保
する必要があり、本研究のような理想的な足場環境である脱細胞化技術の開発意義は大きいと思われた。また実
際にヒトへの応用可能な再生臓器作出を実現させるために、臓器単位での肝再組織化を目指した本研究の成果は
意義であるものであり、これを継続・発展させることが必要と考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
臓器移植は臓器不全に対する治療法として現時点での最終的解決策であるが、供給されるドナ
ー不足などの問題は、未だ解決までには至っていない。一方、ヒト iPS 細胞を用いた再生医療
は、移植医療がもつこの２つの根本的な問題である、慢性的なドナー不足と拒絶の危険性の双
方を一度に解決できる画期的な手法として大きな期待が寄せられているが、現在のところ、細
胞・組織単位での臨床応用が検討されているのが現状である。臓器を新たに再構築するために
は、生体細胞が長期に生着可能な、一定体積の足場を基盤とした機能的な組織再生が必須であ
り、さらに血管構造を有し、組織全体に行き渡る循環血流の維持が必要となることが検討され
てきた。細胞から臓器単位への再生に飛躍させるためには、足場環境を「臓器単位」で確保す
る必要があり、近年臓器本来の三次元構造の骨格基盤のみを残したまま臓器を保存する脱細胞
化技術を用いて、細胞再充填による新たな臓器創生を行う方法が注目されている。しかし実際
にヒトへの応用を視野に入れた大動物レベルでの検討が報告されているが、未だ有望な結論ま
でに至っていない。 
 
２．研究の目的 
 
上記背景に基づき、本研究の主な目的は臨床応用可能な大動物での脱細胞臓器担体の作製およ
び細胞充填による臓器再生を行うための基盤づくりを実現化することである。実際にヒトへの
応用可能な再生臓器作出を実現させるために、臓器単位での肝再組織化を目指した。そのため
に実験用ブタ肝臓を用いて、(1)細胞充填および移植可能な脱細胞肝の作製条件 (2)肝組織の
成熟に必要な組織構成細胞の必要量 (3)肝組織再生のための細胞充填の至適方法 (4)ヒト臨
床応用を想定した安全かつ確実な手術手技などの確立を主な目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)実験用ブタ臓器を用いて脱細胞肝を作製し、これに(2)従来までの dish 培養を用いた細胞培
養で確保したヒト肝芽腫細胞(HepG2)とブタ由来の血管内皮細胞、間葉系幹細胞などを経脈管的
に注入し細胞充填を行ない、(3)循環培養装置により効率的に細胞再充填し、(4) 得られた細胞
充填型移植用肝グラフトをブタ生体内に移植する。免疫抑制剤投与下に術後 7日間生存実験し、
病理解剖などにて得られた所見を元に、上記目的達成のための方法を検討した。さらに充填細
胞ソース確保のために、従来の dish 培養から浮遊撹拌培養装置を導入し、viability の高い、
効率的な細胞培養方法を模索した。また肝組織再生のための細胞充填の至適方法として、循環
培養装置を開発・導入し、実際に応用可能なレベルまで検討した。 
 
４．研究成果 
 
実験用ブタ臓器を用いて脱細胞肝担体を作成し、分離
培養した肝細胞などを経脈管的に注入して細胞充填を
行い、循環培養装置へ接続して、持続潅流を行いなが
ら脱細胞肝担体の再組織化を試みた後、作製した肝担
体を実際にブタに異所性移植をおこなったところ、一
部であるが、肝小葉構造および小葉内脈管構造が認め
られ、臓器レベルでの再組織化が可能であることが示
唆された(図)。また新たに脱細胞化した腎臓に肝細胞
を充填して、腎臓を再肝臓化する実験を行い、一部小
葉構造を持つ肝細胞集塊が認められた。このように脱
細胞化した臓器担体に細胞を再充填することにより、別臓器への再組織化にも応用できる可能
性が考えられた。しかしそのためには大量の充填細胞が必要になり、従来までの dish 培養方法
では、大動物実験に使用できるまでに多大な時間と労力がかかってしまっていた。その為、充
填する細胞ソースの確保と至適充填方法の開発が欠かせないと判断して、これまでの方針を変
更し、(1)大量の充填細胞確保のための従来の dish 培養ではなく、新たに導入した 3次元浮遊
攪拌培養装置を使用することで、大量培養へのスケールアップを模索した。また(2)肝組織再生
のための細胞充填の至適方法に関しては、循環培養装置を作製し、これに脱細胞化担体を接続、
細胞充填を行うことにより、移植前の至適細胞充填方法の検討を行った。上記(1)に関して、3
次元浮遊攪拌培養として、攪拌細胞培養用バイオリアクターを用いて、HepG2 細胞の 3 次元浮
遊攪拌培養を試みた。培養条件を調整することで、従来の dish 培養法を変わらない細胞培養が
可能であり、これを大型の撹拌培養装置に応用する実験を行った。また上記(2)の循環培養装置
に関しては、脱細胞肝担体に肝細胞(HepG2)を経脈管的に注入して細胞充填を行い、循環培養装
置へ接続して、持続潅流を行いながら再組織化を試みた。48 時間の循環培養を行なった結果、
肝細胞の一部は、脱細胞担体内で集簇し、細胞塊として維持されており、さらに培養液および
培養担体からアルブミン産生が認められ、潅流培養内の細胞が viable であることが考えられた。
当初の目的である細胞充填および移植可能な脱細胞肝の作製条件やヒト臨床応用を想定した安



全かつ確実な手術手技などは、本研究により十分な成果が挙げられたと思われた。また肝組織
の成熟に必要な組織構成細胞の必要量や肝組織再生のための細胞充填の至適方法に関しては、3
次元浮遊撹拌培養装置の導入と細胞充填のための循環培養装置を模索・改良し、現在も研究を
継続中である。当初予定していた目的とは別の新たな成果が得られてきており、本研究を継続・
発展させる必要があると思われた。以上より本研究を通して、脱細胞化技術を応用した細胞再
充填による新たな臓器創生を行うための方法が徐々に明らかになり、臓器再生のための一助と
なる可能性が示唆された。 
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