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研究成果の概要（和文）： 三次元培養と液性因子を組み合わせることで，ラット胎児肝細胞の

生体外での機能的成熟化を大幅に促進できた．また，酸素要求性を十分に満たしつつも，実際

の酸素暴露濃度を成熟段階に応じて調整することで，胎児肝細胞集団の持つ自己組織能力を最

大限に発揮させることに成功した．ホスト血流を導入するデバイスについては，血球成分と移

植肝細胞との接触を制限しつつ物質交換を行わせることの重要性が示された． 
 
研究成果の概要（英文）： Combination of 3D culture and soluble factors was very effective 
in maturation of fetal rat hepatocytes in vitro.  Oxygen supply at appropriate exposure 
concentrations was also important to fully utilize the self-organization capacity of such 
hepatocyte progenitor population.  Control of blood cell-to-implanted hepatocytes was 
shown to be a crucial issue in designing and engineering of implantable pre-vascularized 
liver tissues.  
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１．研究開始当初の背景 
 組織工学・再生医療は皮膚や軟骨といった
二次元的または低代謝の組織については成
功を見ているが，複雑な三次元的構造とリッ
トル単位の大きさを高い代謝能を持つ高い

肝や腎・肺といったヒト大型内臓の再構築に
関する研究は依然として進んでいない．この
ような大型臓器の再構築においては，最終的
な目標は，ドナー臓器移植手術と同様に，血
管系への接続手術を介して移植直後から血
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流を確保することが前提となる．肝細胞また
はある程度培養した肝組織を肝・腹腔や脾臓
に移植する実験は多数あるが，移植と同等な
プロセスを想定し，血流を積極的に導入する
移植実験は報告がない． 
 肝臓では，体積当たりの肝機能を in vivo
肝と同レベルに持ち込めた場合でも，肝1.5 L
の約 1/3の 500 cm3程度の組織を再構築する
必要がある．このための第一の課題は，生体
吸収性ポリマーからなる担体の三次元造形
である．ここでは，生体肝と同様の細胞密度
にある細胞の機能を最大限に引き出すため
に，血管に類似した流路ネットワーク構造の
配備が必須である．例えば Langer らは，二
次元平面に数十µm オーダーの微細構造パタ
ーンニングを施し，完全に in vivo と同じ微
細度の肝毛細血管構造を構築しようとして
いるが（Tissue Eng., 2001），意義ある三次
元化には至っていない．一方，三次元造形の
精度は通常は数百µm程度であり，in vivo用
の三次元微細構造を完全に人工的に構築す
るのは中期的にも不可能といってよい．従っ
て，in vitro においてはマクロな流路構造を
持つ担体を用いてある程度の組織形成を行
っておき，移植後に in vivo の旺盛な血管新
生能を利用することで毛細血管系の構築を
達成するというアプローチ，が現実的である．  
 第二の課題は，適切な細胞ソースの選定で
ある．有望な技術は，iPS/ES 細胞といった
幹細胞や骨髄等から得られる間葉系幹細胞
からの肝細胞の分化誘導で，すでに国内外の
複数グループがプロトコールを示している
が，成熟肝レベルの高機能を獲得できておら
ず再現性にも乏しい．一方，胎児由来の肝前
駆細胞は，すでに肝分化に明確にコミットさ
れた集団であり，肝組織構築のための十分な
量が確保できる可能性が高い．われわれは既
に，適切な液性因子の存在下での小スケール
の三次元培養において，マウス（Cell. 
Transplant, 2002)とブタ（Cell. Transplant, 
2006 について，新生児レベルへの in vitro
分化誘導に成功してきている．しかしながら，
血流を積極的に導入する肝組織の可能性検
証については，移植系の確立が困難と予想さ
れたことから，取り組んでこなかった．この
検証のためには，ラットでの三次元培養条件
を確立する必要がある． 
 
２．研究の目的 
 本研究は、血流を積極的に導入する再構築
形肝組織の構築を目指し、in vitro・in vivo
における組織形成プロセスを相互に最適化
することを通じて、その実現可能性を示すこ
とを最終目的とする。具体的には、まずは、
in vitro で肝前駆細胞を育成することで、機
能・組織形成の最適化をめざす。次に、この
in vitro 構築肝組織デバイスを生体内に埋め

込むことにより、in vivoでの組織のさらなる
再構成を期待し問題点を抽出する．ここで得
られる知見は，組織工学的に作製された大型
臓器を移植するという治療プロセスを、大動
物を用いたヒト前臨床研究へと展開するた
めに、必須の研究過程である。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット肝前駆細胞の三次元培養系確立 
 胎生 15 日または 17 日のラットを用いる．
体積 0.1 cm3のポリ乳酸製の多孔質ディスク
状三次元担体を用いた振とう三次元培養と，
通常のコラーゲンコートディッシュ上での
二次元培養とを並行して行い，増殖・アルブ
ミン合成能・チトクローム P450 活性等の機
能を測定，成熟ラットのそれらと細胞あたり
で比較を行う．アルブミン合成能は ELISA
法にて，チトクローム P450(CYP)活性は，エ
トキシレゾルフィンの脱エチル化反応の活
性(EROD 活性)にて，それぞれ評価した．培
養液中には，肝細胞成長因子(HGF)，線維芽
細胞増殖因子(FGF)の１または４，酪酸ナト
リウム等を添加し，14 日まで培養を行った．
その他の培養系として，透明な酸素透過性材
料であるポリジメチルシロキサン(PDMS)か
らなる膜を底面とするプレートを作成し，同
様に二次元培養を行った． 
(2) マウスES細胞の肝分化誘導における酸
素濃度と三次元化 
 肝分化誘導は，国立がんセンター研究所の
落谷孝広らが確立した液性因子に関する分
化 誘 導 条 件 (Yamamoto, H. et al., 
Hepatology (2003))を用いた．これは，胚葉
体(EB)を介さない二次元培養による方法で，
内胚葉系への分化（ステップ I），幼弱肝細胞
への分化（ステップ II），更なる分化（ステ
ップ III），成熟化（ステップ IV）の４段階か
らなり，それぞれ液性因子と表面コートのマ
トリックス物質を変えて約１ヶ月の培養を
行うものである．ここでは，それぞれのステ
ップで培養気相中酸素濃度を 5%と通常の
21%に変える実験を行った．また，(1)と同様
の担体を用いる三次元化の開始時期を，細胞
の回収操作が行われるステップ I の始め・II
の始め・III の始めで変える実験も行った．
肝分化評価は，細胞の形態・主要マーカーの
発現量にて行った． 
(3) 肝組織移植デバイスの構築と評価 
 ２系統あるラット頚動脈に挿入すること
を前提とし，１本のチューブ（直径１ミリ）
の周囲を囲むように(1)と同様の PLLA 製の
多孔質担体を配置，全体を蜜蝋で固めた．長
さ約５ミリ・直径約３ミリであった．チュー
ブは，切れ込みを入れて細胞の交換が十分に
可能なものと，1 µmの孔径を持つ PTFEチ
ューブ，5 µm の孔径をセルロースチューブ
（細胞培養用のホローファイバ）の二種類を



 

 

用いた．移植後，２週間でデバイスを摘出し，
パラフィン包埋後切片を作成し，ヘマトキシ
リンエオジン染色を行い観察した． 
 
４．研究成果 
(1) ラット肝前駆細胞の三次元培養系確立 
 胎生 17日の胎児肝から肝細胞画分を得て，
コラーゲン上二次元培養(2D)および体積 0.1 
cm3 のポリ乳酸製の多孔質ディスク状三次元
担体を用いた振とう三次元培養(3D)の機能
比較を行った．FGF-1, FGF-4, HGF に加えて
酪酸ナトリウムを添加した培養液で 2D 培養
を行ったところ，これらの因子無添加では，
線維芽細胞の増殖が支配的であったに対し，
因子添加で明瞭な細胞間隙構造と核とをも
つ小型の典型的な肝前駆細胞集団への分化
を誘導することが可能となった（図図図図１１１１）．ま
た 3D 培養とこの培養液を組み合わせること
で機能発現に相乗的効果が見られた（図図図図２２２２）．
２週間分化誘導後に成熟ラットと単位細胞
あたりで機能を比較したところ，アルブミン
合成ではほぼ同等，チトクローム P450 活性
(EROD 活性)では約半分程度であった． 

 続いて PDMS 製膜上で，2D 培養を行った．
細胞は自己組織的に増殖分化し，線維芽細胞
やマトリックス物質からなる下層と肝実質
細胞からなる上層の厚い層構造が構築され
た．この構築挙動はガス雰囲気中酸素濃度に
依存し，5％では下層の発達が，20％では上
層の発達がそれぞれ促進され，始めの１週間
を 5%，以後２週間まで 20％とした培養条件
が最も厚く機能的にも優れたシート状の組
織を形成させた．これは三次元担体等を用い
なくとも，そのまま移植できる強度をもつも
のであり，その利用が期待された（図図図図３３３３）． 

 
図図図図３３３３．．．．PDMSPDMSPDMSPDMS プレートをプレートをプレートをプレートを用用用用いたいたいたいた底面底面底面底面からのからのからのからの酸素酸素酸素酸素
供給培養供給培養供給培養供給培養 15151515 日目日目日目日目におけるラットにおけるラットにおけるラットにおけるラット胎児肝細胞胎児肝細胞胎児肝細胞胎児肝細胞
のののの組織形成組織形成組織形成組織形成．．．．(A), 5%(A), 5%(A), 5%(A), 5%酸素酸素酸素酸素; (B), 21%; (B), 21%; (B), 21%; (B), 21%酸素酸素酸素酸素; (C), ; (C), ; (C), ; (C), 
5%5%5%5%→→→→21212121%%%%酸素酸素酸素酸素（（（（8888 日目日目日目日目にににに変更変更変更変更）．）．）．）．    
    
(2) マウス ES細胞の肝分化誘導における酸
素濃度と三次元化  
 国立がんセンター研究所の落谷孝広らが
確立した液性因子に関する４ステップの分
化誘導プロトコールを基礎として，酸素濃度
（5 および 21%）と三次元化の開始時期につ
いて，さまざまな条件で分化誘導を行った．
その結果，初期の内胚葉系分化・幼弱肝細胞
の出現等のステップ（ステップ I～III）では
低酸素濃度が，その後の肝細胞の形態学的・
機能学的成熟化においては高酸素濃度がそ
れぞれ望ましいことを見出した（図図図図４４４４・・・・５５５５）．
しかしながら，形態学的に見た最終的な分化
誘導効率は現状 20%程度で，かつ再現性が著
しく低い等の問題が明らかとなった． 

図図図図１１１１．．．．因子存在下因子存在下因子存在下因子存在下でのでのでのでの 2D2D2D2D 培養培養培養培養６６６６日目日目日目日目のラのラのラのラ

ットットットット胎児肝細胞胎児肝細胞胎児肝細胞胎児肝細胞のののの形態形態形態形態．．．．    
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図図図図４４４４．．．．酸素酸素酸素酸素 5%5%5%5%----5%5%5%5%----5%5%5%5%----20%20%20%20%のののの条件条件条件条件におけるマウにおけるマウにおけるマウにおけるマウ
スススス ESESESES 細胞細胞細胞細胞からのからのからのからの肝分化肝分化肝分化肝分化    ．．．．(A), (A), (A), (A), 内胚葉系細内胚葉系細内胚葉系細内胚葉系細
胞胞胞胞へのへのへのへの分化分化分化分化（（（（3333 日目日目日目日目））））; (B; (B; (B; (B----1, 2), 1, 2), 1, 2), 1, 2), 幼弱肝細幼弱肝細幼弱肝細幼弱肝細
胞胞胞胞のののの出現出現出現出現（（（（6666 日目日目日目日目））））; (C), ; (C), ; (C), ; (C), 成熟化成熟化成熟化成熟化（（（（15151515 日目日目日目日目）．）．）．）．    
 

 三次元化については，予想に反して，初期
から（ステップ I終了時）からポリ乳酸三次
元担体に捲き直し 3D 培養を行ったものが，
30 日間培養後の機能学的分化が高いという    
結果を得た．これは，結局 in vivo 様の EB

様構造を経る分化誘導プロトコールの方が，
EB 構造を介しないものより，少なくとも現状
では分化制御の安定度が高いことを示唆し
ていると考えられた．3D 培養では，中心部に
肝細胞と見られる集団が出現し，その一部は
二核化していた（図図図図６６６６） 
    

図図図図６６６６．．．．三次元培養三次元培養三次元培養三次元培養のののの 30303030 日後日後日後日後のののの切片切片切片切片 HEHEHEHE 染色染色染色染色．．．． 

図図図図７７７７．．．．マウスマウスマウスマウス ESESESES 細胞細胞細胞細胞のののの 2D2D2D2D・・・・3D3D3D3D 培養培養培養培養でのでのでのでの 30303030
日目日目日目日目のアルブミンのアルブミンのアルブミンのアルブミン合成能合成能合成能合成能．．．．3D3D3D3D 培養培養培養培養はははは 3333 日目日目日目日目
（（（（ステップステップステップステップ IIII 終了時終了時終了時終了時））））からからからから開始開始開始開始したものしたものしたものしたもの．．．． 
    
    
(3) 肝組織移植デバイスの構築と評価 
 移植部位については，門脈・下大静脈間お
よび頚動脈間について，まずは手術の実現可
能性から検討を実施し，まずはその容易さか
ら２本のうち１本の頚動脈間へのデバイス
移植を行うこととした．ここに移植可能なデ
バイスとしては，テフロンチューブと三次元
担体を組み合わせ，全体を蜜蝋にて被覆した
ものとした（図図図図７７７７）．移植直前にヘパリン化
を行うことで，当面の抗血栓性の確保を行っ
た．本年度においては，細胞なしのデバイス
を用いて術式の習熟を行い，手術による動物
死亡を 20％以下にまで留めることができた． 
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図図図図５５５５．．．．30303030 日間培養日間培養日間培養日間培養後後後後のアルブミンのアルブミンのアルブミンのアルブミン合成能合成能合成能合成能．．．．    

 



 

 

図図図図８８８８．．．．ラットラットラットラット頚動脈頚動脈頚動脈頚動脈へのへのへのへの移植移植移植移植デバイスデバイスデバイスデバイス．．．．(A),(A),(A),(A),    
外形外形外形外形; (B), ; (B), ; (B), ; (B), 移植手術終了時移植手術終了時移植手術終了時移植手術終了時．．．．    
 
 この移植方法とデバイスとを用いて，胎生
17 日および 15 日のラット胎児肝から上記の
培養条件にて２週間分化誘導した後につい
て，移植実験と解析とを行った．しかしなが
ら，三次元担体内への血流の直接導入におい
て，担体内部での溶血および炎症反応による
と思われる固定化肝前駆細胞の生存性悪化
が観測された．これは，より増殖能・組織再
構築能の高い胎生 15 日の肝細胞を用いるこ
とで，若干の改善は見られたものの，同様の
生存率悪化はやはり顕著であった（図図図図９９９９）． 
 そこで対策として，人工的な微細流路に導
入しながらも，半透膜等を用いて三次元担体
に固定化された肝前駆細胞と血流とを分離
する改良型デバイスを作成し，移植による高
度な肝組織構築を試みた．孔径 1 µm（PTFE）
および 5 µm（セルロース）の半透膜チューブ
を用いて，移植肝細胞の生存性を著しく向上
させることができた（図図図図９９９９）． 
 しかしながら，一方でこの事実は，もし移
植直後から血流を積極的に導入する組織構
築を目指した場合には，血管ネットワークと
三次元細胞固定部とを明確に区別し，周皮細
胞等で安定的に裏打ちされた血管内皮細胞
層にて血液流路を完全に被覆，血球成分の漏
れを防止しておくことの必要性を強く示唆
するものである．このことは，残念ながら，
血管配備型組織再構築をより困難なものと
することになる． 
図９．移植後２週間で回収した組織のHE染色像．(A), 血液と細胞担持部に境界のないもの; (B), 血液と細胞担持部に孔径1 µmの膜を設けたもの, (C),血液と

細胞担持部に孔径5 µmの膜を設けたもの．

 
 
 
 
 

図図図図９９９９．．．．移植後移植後移植後移植後２２２２週間週間週間週間でででで回収回収回収回収したしたしたした組織組織組織組織のののの HEHEHEHE 染染染染
色像色像色像色像．．．．(A), (A), (A), (A), 血液血液血液血液とととと細胞担持部細胞担持部細胞担持部細胞担持部にににに境界境界境界境界のないのないのないのない
ものものものもの; (B), ; (B), ; (B), ; (B), 血液血液血液血液とととと細胞担持部細胞担持部細胞担持部細胞担持部にににに孔径孔径孔径孔径 1 mm1 mm1 mm1 mm のののの
膜膜膜膜をををを設設設設けたものけたものけたものけたもの, (C),, (C),, (C),, (C),血液血液血液血液とととと細胞担持部細胞担持部細胞担持部細胞担持部にににに孔孔孔孔
径径径径 5 mm5 mm5 mm5 mm のののの膜膜膜膜をををを設設設設けたものけたものけたものけたもの．．．．    
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