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研究成果の概要（和文）：無アルブミンラットへの移植実験では、線維芽細胞シート被覆肝細胞を、従来の門脈
内移植、文献的報告の多い脾臓実質内移植、腎皮膜下移植、我々の目指す肝臓実質内移植、さらに大網、鼠径
部、ADSC（脂肪）、皮下、筋肉、腹腔内にも移植し比較検討した（今までこれをきちんと比較した報告が存在し
なかった）。血清アルブミン値の推移と免疫染色にて生着を評価した。
その結果最も生着効率が高いのは驚くことに門脈内肝細胞移植であった（線維芽細胞シート被覆による原始免疫
反応を回避する効果があったと考えられる）。この結果は2018国際移植学会(Spain Madrid)で報告した。

研究成果の概要（英文）： Rat hepatocytes were isolated using a modified two-step collagenase 
perfusion technique and then purified by Percoll density gradient centrifugation. Hepatocytes (1.0 
× 107) with a viability exceeding 90% were directly injected into the portal vein (n=8), spleen 
pulp (n=8), liver parenchyma, and so on, on the analbuminemic rats using a gastight syringe for 60 
seconds. Blood samples were taken pre-transplantation and at weeks 2, 4, 6, 8, 10, 12, and 16 after 
transplantation. The serum albumin levels were quantified using a rat albumin enzyme-linked 
immunosorbent assay kit.
 As a result, the serum albumin levels of the intrasplenic group (pre-transplantation: 7.55±0.65 μ
g/ml, Week 2: 55.00±21.02 μg/ml, Week 4: 79.88±32.62 μg/ml, Week 6: 105.96±54.46 μg/ml, Week 
8: 114.73±58.34 μg/ml, Week 10: 116.11±56.33 μg/ml, Week 12: 122.76±60.85 μg/ml, and Week 16: 
133.96±66.03 μg/ml, respectively) were significantly lower than those of the intraportal group 
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞の大きさで生着率が変わるのではなく個々の細胞の性質で生着率が変わることが分かった点、最も生着効率
が高いのは結果的には門脈内肝細胞移植であることが分かった点、肝細胞は線維芽細胞シート被覆により原始免
疫反応を回避する効果があり生着率が上がることが分かった点で、学術的意義が高いと考えられる



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在肝移植の提供者（以下ドナー）不足が全世界的に問題となっている。心臓停止ドナーを含

めたいわゆるマージナルドナーからの肝移植が検討され始めているが、死戦期等による温阻血

のため現在の医療では臨床使用は困難である。一方肝細胞移植は、小児代謝性疾患等胆道再建

が不要な症例に対し既に臨床応用されている安全かつ低侵襲な治療である。しかし現在主流と

なっている門脈内細胞移植法では、炎症や原始免疫反応等による血栓凝固付着・微小循環障害

により、十分な生着が望めず効果も極めて限定的である。これを打破するために親生体素材シ

ートを用いて肝表面への細胞移植に着手した。 

 

２．研究の目的 
本研究の目的は、ラット及びブタを使用し、本格的に臨床応用可能な肝表面への新規肝細胞移
植法を開発することである 
 
３．研究の方法 
我々は門脈内移植直後の炎症反応抑制に関する基礎研究を膵島移植の分野で行ってきており、

また門脈圧亢進による微小循環障害・類洞内皮障害と肝再生の研究も行ってきた(Tokodai K, 
Goto M et al. Transplantation 2010、Miyagi S et al. Transplantation 2004、Wang HS et al. Transplant 
Proc 2005)。しかし未だ十分制御はできておらず、結果的には門脈内が細胞・組織移植部位とし
て至適部位であるとは言えない状況である。 
申請者らのグループでは、リコンビナントコラゲナーゼの比率を至適化することによる独自

の細胞分離法を開発しており、この方法を用いてラットの肝細胞を分離し、肝表面への新規移
植法を従来の門脈内注入法と比較し検証する。グラフト生着を評価するための小動物モデルと
してアルブミンを生成できない無アルブミンラットを用いて肝細胞移植後のアルブミン生成
量を第一のエンドポイントとして行う。 
大きく以下の 2 点について詳細に検討する。1 点目は、肝細胞移植の臨床応用に向けて肝細

胞の至適サイズを検討する。2 点目は、肝表面への移植に用いる至適人工シートについて、移
植効率や臨床使用実現性の点から検討する（ラットのみでなくブタでも使用可能か検証）。 
 

４．研究成果 

当初の研究では、移植細胞サイズの検討として、肝細胞より大きな膵島細胞が肝被膜を通過し

たのを確認した。しかし、それにもかかわらず、膵島より小さな肝細胞が肝被膜を全く通過しな

いことが確認された。原因は細胞のサイズではなく、細胞の性質によるものと考えられ、肝細胞

においては個々を分離したうえで人工シート以外のものを検討する必要があると判断した。 

このため親生体素材シートではなく自己細胞シートに変更してみることとした。自己線維芽細胞

シートについては、肝表面に腎被膜下と類似の環境を作ることで、原始免疫反応を回避し、移植

成績を向上させることを目的とした。方法としては、F344ラット新生児より採取した線維芽細胞

を用いて、線維芽細胞シートを作成。次に無アルブミンラットの肝表面にF344ラットより分離し

た肝細胞をのせ、線維芽細胞シートで覆い移植用被覆肝細胞を作成した。この線維芽細胞シート

被覆肝細胞を使って、ようやく無アルブミンラットへの移植実験が開始となった。 

無アルブミンラットへの移植実験では、線維芽細胞シート被覆肝細胞を、従来の門脈内移植、

文献的報告の多い脾臓実質内移植、腎皮膜下移植、我々の目指す肝臓実質内移植、さらに大網、

鼠径部、ADSC（脂肪）、皮下、筋肉、腹腔内にも移植し比較検討した（今までこれをきちんと比

較した報告が存在しなかった）。血清アルブミン値の推移と免疫染色にて生着を評価した。 

その結果最も生着効率が高いのは驚くことに門脈内肝細胞移植であった（線維芽細胞シート被

覆による原始免疫反応を回避する効果があったと考えられる）。この結果は2018International 

Congress of The Transplantation Society (Spain Madrid)で報告した。 
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