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研究成果の概要（和文）：肝臓より作製した脱細胞化組織を用いて内部に細胞を生着（再細胞化）させ、培養液
を循環させる方法を応用し、ラットの血液を循環させる方法を確立、本システムを用いて抗血小板作用を有する
ポリマーを新たに開発した。また、胆管の再構築において、生体の肝臓より採取し培養したorganoidを用いるこ
とにより、in vitroで増殖・凍結保存させることができる細胞を用いることで、胆管上皮細胞を必要な時に必要
な量を確保できることとなった。これにより、人工肝臓の作製においてこれまで困難であった血液還流時の血栓
形成の抑制、胆管の再構築が技術的に可能となった。

研究成果の概要（英文）：We established a method for circulating rat blood by using decellularized 
tissue prepared from rat liver to allow cells to attach and grow inside (recellularization). And 
using this culture system, we developed a method to circulate rat blood into the decellularized 
liver and a new polymer with anti-platelet activity. In addition, we developed the reconstruction 
system of bile duct. By using organoids harvested and cultured from livers, we were able to secure 
the necessary amount of bile duct epithelial cells when needed. This made it technically possible to
 reduce thrombus formation during blood perfusion and reconstruct bile ducts, which had been 
difficult in the past in the fabrication of bio-artificial livers.

研究分野：再生医学

キーワード： 脱細胞化　細胞外基質　胆管上皮細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臓器不全に対する移植医療は、依然としてドナー不足という深刻な問題を抱えており、肝不全に対する脳死、生
体肝移植が広く行われるようになったにも関わらず、ドナー不足のため多くの患者が待機した状態のままで亡く
なっている。移植可能な肝臓をin vitroにおいて人工的に作製することは、肝不全の患者の治療機会の増加とな
る。また、リスクを背負って生体ドナーとなる方の身体的、心理的負担から解放されることに繋がり、より安全
な医療へ貢献することとなる。これまで、解決できなかった２つの課題について、解決策となる研究成果であ
り、今後は臨床応用に向けてさらに発展させていかなければならない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
臓器不全に対する移植医療は、依然としてドナー不足という深刻な問題を抱えており、肝不全
に対する脳死、生体肝移植が広く行われるようになったにも関わらず、ドナー不足のため多くの
患者が待機した状態のままで亡くなっている。 
近年 Tissue Engineeringの技術進歩に伴い、生体臓器由来の脱細胞化組織を 3次元スキャフォ
ールドとして用いて様々な臓器を in vitroで作製することが試みられている。2010年、肝臓に
おいて脱細胞化および再細胞化した肝臓を作製したとの報告がなされた。具体的には、臓器に界
面活性剤を還流して細胞成分のみを除去して ECM を 3 次元構造を保持したまま残存させ（脱
細胞化）、その 3次元 ECMを足場として新たな細胞を注入し定着させることで臓器の組織構造
を再構築する事ができる（再細胞化）。この脱細胞化組織を用いた研究は以下の 3段階に分ける
事ができ、それぞれの段階で技術革新を求められている。 
まず、Decellularization（脱細胞化）に関しては、界面活性剤を門脈から還流することで細胞
成分のみが除去されるが、プロトコールは十分に確立されていない。細胞成分除去のための物理
的な細胞膜破壊方法（凍結や振動など）、界面活性剤の種類やＰＨ、最終的な滅菌方法など、技
術的な改善点は多岐にわたる。 
次に、Recellularization（再細胞化）に関しては、肝臓は多種多様な細胞で構成されており、
その立体構造も複雑かつ精密である。細胞の投与経路としては門脈、胆管、静脈の各脈管の他、
実質腔に直接注入する方法も検討されている。いずれも一長一短あり、細胞腫によってもおそら
く異なることが想定される。また細胞を注入した後の培養方法もまだ十分ではない。門脈から培
養液を環流するが、培養液の組成だけでなく、流速、感染予防方法など解決すべき課題は多い。
さらに、肝細胞や血管内皮細胞はある程度入手が容易であるが、胆管上皮細胞については、初代
培養細胞の採取が困難であるうえに、適切な細胞株も存在せず、胆管構造の再構築は細胞源の入
手が限られているため、未だ報告はない。 
最後に、Implantation（移植）について、in vitroで作製した臓器は最終的に体内へ移植され
ることを目的としている。移植した際に問題となるのが、まずは血小板沈着による血栓形成であ
る。脱細胞化組織は細胞外基質が露出しているので、血小板の沈着、凝集反応が起こり、容易に
血栓形成が起こり、血流障害を来す。また、細胞外基質の液体の透過性が高いため、血液が臓器
表面から漏出することや、血管壁が脆弱なことによる吻合の技術的な難しさも加味されなけれ
ばならない。 
この脱細胞化組織を用いた Bio-Engineered Liverに関する研究は、2010年に上記論文が発表
された後は、ヒトの細胞や大動物を用いた報告など、ヒトへの臨床応用を高く意識した研究報告
が多い。しかし、作製した臓器にまだ移植可能な臓器として十分な組織構築と機能を再現できて
いない、移植時の出血と血栓形成コントロールが不十分であるなど、未解決の課題が依然として
多いにも関わらず、移植可能な人工臓器作製の課題解決に向けて具体的な問題点は未だ解決さ
れていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、これまで作製・改良してきた Bio-Engineered Liverについて、生体に移植し
た際により高い機能を発現するための課題を解決することである。具体的な課題として、 
（１） 血液還流の際に血小板が沈着し血栓が形成され、血液還流障害が発生する。この血栓形
成を予防するための方法を開発し、その有効性、安全性について評価する。 

（２） 胆管について、新しい細胞源を開発し、in vivo においてどの程度機能するかを評価す
る。 

これらを達成することで、将来、ヒトに移植可能な人工再生臓器を実現するための課題解決につ
なげる。 
 
 
３．研究の方法 
 
１．血液還流システムの構築および血栓形成の評価 
 肝障害ラットの頚動脈に脱血管を挿入して Bio-Engineered Liver の門脈に接続、肝臓内を血
液が循環した後に IVC に接続した送血管を通ってラット経静脈へ返血する実験系を確立する。
血栓形成抑制目的に Bio-Engineered Liver に血管内皮細胞や類洞上皮細胞を生着させるだけで
なく、抗血栓形成作用を持つポリマーあるいは抗血小板抗体を用いる。ポリマーの開発は、東京
大学との共同研究により開発を進める。組織学的評価として、肝細胞の viability、parenchymal 
space への移動率、血栓形成の程度を評価し、Bio-Engineered Liver が最も効率よく機能するた
めに必要な細胞数、ポンプの流速、血栓形成予防に必要な薬剤の濃度などについて適正な条件を



定める。これらのデータに基づき、肝障害モデルラットに対して、脱細胞化組織を用いた肝臓組
織を用いることで救命率向上に寄与するかを評価する。 
２．胆管構造の再構築 
生体肝臓より摘出した肝臓組織より organoid を作製し、in vitro で spheroid を形成するこ
とにより、肝細胞と胆管上皮細胞の双方向への分化能を有する細胞を用いる。この細胞を、肝実
質と胆管腔内に生着させ、これらの細胞の挙動を解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
肝臓より作製した脱細胞化組織を用いて内部に細胞を生着（再細胞化）させ、培養液を循環さ
せる方法を応用し、ラットの血液を循環させる方法を確立した。脱血した血液はそのままでは血
液凝固反応が迅速に起こることで回路が閉塞してしまうため、少量の抗凝固剤を混和すること
で、血小板の機能を維持しながら血液循環を維持することとした。血栓形成の抑制については、
抗血小板作用を有するポリマーを東京大学との共同研究により新たに開発した。既に人工心臓
に応用されているポリマーの一部を改変することで、生体に適合性を持たせ、かつ安全性を担保
したポリマーを新たに合成した。本新規ポリマーを用いて、血液還流後に血小板の沈着を評価し
たところ、ポリマーでコーティングされている部位は血小板の沈着が著明に抑制され、血液還流
がスムーズになった。またそれに伴い、肝細胞の機能も向上することが示された。毒性試験につ
いても、本ポリマーが肝細胞の生着率や生存率を障害することはないことを示した。この新規ポ
リマーは、人工再生肝臓を生体に移植する際の血栓形成の抑制に寄与すると期待される。 
 また、再細胞化する際の細胞源として、通常は成熟した細胞もしくは幼若な前駆細胞に変えて、
肝細胞の系統と胆管上皮細胞への系統の 2 方向へ分化する幹細胞の性質を有する細胞群を用い
た。この多分化能を有する細胞はスフェロイド培養にて増殖させ、脱細胞化組織内の胆管構造の
内側に生着させたのち数日間培養した。この胆管上皮細胞は、胆管のもつ基本的なマーカーを発
現していることが示された。また、共焦点顕微鏡において立体構造を確認したところ、短管腔内
を裏打ちするように細胞が生着して、管腔構造を形成していることを確認した。さらに、機能的
解析においても胆管上皮細胞が有するポンプ機能を再現していることが確認できた。この胆管
上皮細胞と肝細胞をともに再細胞化したところ、形態学的にはこれらの細胞が接して配置して
おり、形態学的には肝細胞と胆管上皮細胞を互いに存在している組織像を再構築することが可
能となった。 
胆管上皮細胞は採取だけでなく培養も難しく、再生肝臓の応用に用いるにあたり技術的に困
難であったが、本技術を用いることで、in vitro で増殖させた後に脱細胞化組織に生着させ、
組織内で成熟化させることで、必要な時に必要な数の胆管上皮細胞を入手できることとなった。
これにより、人工肝臓の作製においてこれまで困難であった胆管の再構築を比較的に安価で大
量の細胞源を確保できる技術が確立できる見込みである。 
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