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研究成果の概要（和文）：今回、脂肪由来幹細胞（ADSC）を添加した肝細胞シートを作成し、ADSCが肝細胞の機
能と皮下への生着に及ぼす影響を評価しました。
In vitroでは、積層化シートは、肝細胞単独シートに比べ、肝細胞の生存数が有意に高く、肝細胞の死滅数が有
意に低くなった。また、積層化シートの上清中のアルブミン濃度や肝細胞の生存に必要なサイトカイン濃度は、
肝細胞のみのシートに比べ、有意に高かった。
積層化シートと肝細胞単独シートをレシピエントマウスに皮下移植した。移植28日後、積層化シートは皮下でシ
ートを形成しているのが観察されたが、肝細胞のみのシートは観察されなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we created hepatocyte sheets supplemented with 
adipose-derived stem cells (ADSCs) and evaluated the effects of ADSCs on hepatocyte function and 
engraftment into the subcutaneous space. 
In vitro, the numbers of viable hepatocytes and dead hepatocytes were significantly higher and 
lower, respectively, in the hepatocyte-ADSC composite sheets than in hepatocyte-only sheets. In 
addition, the levels of albumin and the cytokines required for hepatocyte survival were 
significantly higher in the supernatants of the hepatocyte-ADSC composite sheets than in those of 
the hepatocyte-only sheets.
The hepatocyte-ADSC composite sheets and hepatocyte-only sheets were transplanted subcutaneously 
into the recipient mice. 28 days after transplantation, the hepatocyte-ADSC composite sheets were 
observed to form sheets subcutaneously, but  hepatocyte-only sheet was not observed.

研究分野： 肝細胞移植

キーワード： 異所性肝細胞移植　間葉系幹細胞　シート工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝細胞移植は、肝臓移植と比較して低侵襲という優位性を認めるが、肝細胞採取による肝細胞障害の問題、門脈
内投与による弊害（門脈塞栓や肺塞栓、宿主免疫応答）など、解決すべき命題がある。既報では、組織工学技術
を応用した肝細胞シートによる皮下肝細胞移植が報告されているが、多機能な肝臓の一部を補完するのみに留ま
っている。本研究では、肝臓発生に必須とされる肝細胞と支持細胞との細胞間接着に着目し、比較的低侵襲に採
取できるADSCと肝細胞の積層化シートの作製を行い、分離ストレスによる細胞喪失を軽減し、かつ肝細胞を組織
として移植することで、効率的な移植技術が確立するものと考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 肝臓移植は肝不全の根本的治療として確立され、近年では免疫抑制療法や移植術式および周

術期管理の改良により移植成績の向上が報告されている[1]。肝細胞移植では、肝細胞を経門脈的

に移植するため、肝移植と比較して低侵襲であり、肝臓移植までの橋渡しの治療として位置づけ

られている。しかし、分離された肝細胞のおよそ 70％以上が喪失され、その要因として、１）

肝細胞分離に伴う細胞障害による細胞活性の低下や、２）経門脈的に移植された肝細胞による凝

固カスケードの亢進と宿主免疫応答が挙げられる[2, 3]。また、経門脈的投与の問題点として、門

脈亢進、門脈塞栓のリスクがあり肝硬変患者には適応されないことや肺塞栓のリスクも報告さ

れている[4]。既報では、組織工学技術を応用した肝細胞シートによる皮下肝細胞移植が報告され

ているが、多機能な肝臓の一部を補完するのみに留まっている[5]。 

本研究では、肝臓発生に必須とされる肝細胞と支持細胞との細胞間接着に着目し、比較的低侵

襲に採取できる脂肪由来間葉系幹細胞(Adipose-derived stem cells: ADSC)と肝細胞の積層化

シートの作製を行い、分離ストレスによる細胞喪失を軽減し、かつ肝細胞を組織として移植する

ことで、効率的な移植技術の確率を目指すものである。 

２．研究の目的 
肝細胞を経門脈的移植するという問題点を、Ohashi ら[6]は、温度応答性培養皿を用いて肝細胞

シートを作製し皮下に移植することで回避し、移植した肝細胞の長期生着に成功したことを報

告した。近年では、このような特徴の温度応答性培養皿を用いて、心筋シートや食道再生シート

など、シート工学による様々な細胞シートが開発されている[7]。 

既報の肝細胞の研究でも、肝細胞単独での移植と比較して、間葉系細胞や血管内皮細胞といっ

た支持細胞と肝細胞の細胞接着を保った状態での移植の方が、移植された肝細胞の生着に有利

であることが示されている[8]。その理由として、間葉系細胞が分泌するサイトカインが、肝細胞

の再生・維持に必要なシグナルを伝達していることがあげられる[9]。このことから、肝細胞移植

においては、肝細胞単独移植よりも間葉系細胞と肝細胞の積層化シートの移植が有利であり、温

度応答性培養皿を用いて ADSC と肝細胞の積層化シートを作製する事で、乏血管性の皮下組織に

おいても、長期間生着し得る、Viability の高い移植片を作製できると考えた。 

３．研究の方法 
ADSC の分離および培養方法 

 ドナーマウスの鼠径部の脂肪組織を摘出し、0.1%コラゲナーゼ type I で消化した。不消化の脂

肪組織を 100μm のセルストレイナーを用いて除去し、3回遠心したのち細胞を採取した。採取

した細胞を DMEM で培養し、trypsin/EDTA を使って継代した。継代した細胞は、35mm の温度応答

性培養皿(UpCell®)に 0.15×106個播種させた。 

肝細胞の分離方法 

 ドナーとなるマウスの下大静脈にカニュレーションし、Hank’s Balanced Salt Solution 

(HBSS(-))で還流し、続いて 0.01%コラゲナーゼで 10分間還流した。還流後に肝臓を摘出し細分

化後に、40μm のフィルターで濾過し採取された細胞懸濁液を、70%と 50%の Percoll による不



連続密度勾配遠心分離法用いて肝細胞を分離した。分離された肝細胞の Viability は、トリパン

ブルーで 90%以上とし、肝細胞単独シートおよび肝細胞-ADSC 積層化シートの作製に使用した。 

肝細胞単独シートおよび ADSC-肝細胞積層化シートの作成方法 

 分離肝細胞を温度応答性培養皿上で培養し肝細胞単独シートと肝細胞-ADSC 積層化シートを

作製した。肝細胞のみを培養する 35mm の温度応答性培養皿はⅠ型コラーゲンを用いてコーティ

ングした。肝細胞単独シートは、1.0×106個の肝細胞を温度応答性培養皿に播種して作製した。

積層化シートは、35mm の温度応答性培養皿にあらかじめ播種させた ADSC シートの上に 1.0×

106個の肝細胞を播種して作製した。 

細胞シートの標本作成および細胞の Viability の確認方法 

培養 2日目と 5日目に、Propidium Iodide (PI)/Calcein-AM 染色にてそれぞれの生細胞と死細

胞の比率を検討した。また、培養 2日目の肝細胞単独シートおよび積層化シートの固定標本を作

製し、Hematoylin-eosin(HE)染色、Periodic acid-Schiff (PAS)染色を行なった。また、培養上

清を収集し、enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)法にて、アルブミン(albumin ELISA 

kit)、hepatocyte growth factor (HGF, Quantikine ELISA mouse/rat HGF immunoassay kit)、

vascular endothelial growth factor(VEGF, Quantikine ELISA mouse VEGF immunoassay kit)、

interleukin 6(IL-6, Quantikine ELISA mouse VEGF immunoassay kit)の濃度を測定した。 

細胞シートの皮下移植方法 

 上記の方法で 2 日間培養した肝細胞および肝細胞-ADSC 積層化シートを、20℃に冷却し培養皿

から細胞シートを浮遊させた。免疫不全マウスの左側腹部の皮下に、肝細胞シートまたは積層化

シートを貼付した。移植グラフトは、移植後 1週間、4 週間で摘出した。 

摘出したグラフトの標本は、HE染色、PAS 染色、抗 CK18 抗体、抗 CK7 抗体、抗アルブミン抗

体、抗 CD31 抗体の免疫染色を行ない、肝細胞の有無やアルブミン産生の有無、血管新生の有無、

周囲との細胞接着の状態を比較した。 

４．研究成果 

ADSC の特異的表現型の確認 

図１に示す通り、マウスの脂肪から分離した細胞は CD29、CD90.2 が陽性、
CD31、CD34 が陰性であり(図 1)、既報による ADSC の定義と一致した結果であ
ることを確認した[10]。 
 

In vitro における肝細胞単独シートと ADSC-肝細胞積層化シートの比較 

PI/Calcein-AM 蛍光染色で比較すると、培養 2 日目では生細胞と死細胞の比

率に差はないが、培養 5日目になると、ADSC に積層して培養した肝細胞の方

が、死細胞が少ないことがわかる(図 2)。このことから、積層化シートの

方がより長く Viable な細胞が生存できることがわかった。 

さらに、温度応答性培養皿で培養した 2 つのシートを、PAS 染色で比較

すると(図 3)、PAS 反応陽性の細胞がより多く生存していた。 

図 1. 

図 2. 

図 3. 



ADSC-肝細胞積層化シートのアルブミン産生能 

2 つののシートの肝細胞のアルブミン産生能を比較した。アルブミン濃度

は、両群とも 1 日目から 5 日目まで増加し続けた。5 日目の ADSC-肝細胞

積層化シートの上清中のアルブミン濃度は、肝細胞単独シート（24.0μ

g/mL、p=0.015）より有意に高かった（図 4）。 

皮下移植結果およびグラフトの組織学的評価 

ADSC-肝細胞積層化シートの肝細胞は、移植 7日後、移植 4週間後も生存しており、移植片を HE、

PAS 染色を行うと、グリコーゲン貯蔵能を有していることがわか

った(図 5B, C)。この結果は、積層化シートの肝細胞が、皮下で

肝機能を有しながら生存していることを示唆するものであった。

免疫染色では、肝細胞に特徴的な抗 CK18 抗体と抗アルブミン抗体に陽

性であり、アルブミン産生能を有した肝細胞が生存していることが示

唆された。また、CK7 は陰性であり、移植片に胆管上皮細胞が存在しな

いことが示された。抗 CD31 抗体を用いた免疫染色で、グラフト周囲お

よびグラフト内に新生血管が構築されていることを確認した（図 5C）。

肝細胞単独シートでは、移植後 7日目に移植片が数個まとまって観察されたものの（図 5B）、移

植 4週間後には肝細胞の組織は観察されなかった。 

ADSC-肝細胞積層化シートのサイトカイン産生能 

移植部位の血管再生促進（VEGF）[10] [11] [12]または肝細胞の維持（HGF と IL-6）
[11] [9]のいずれかに極めて重要と報告されているサイトカインを、ELISA 法にて

測定した。まず VEGF 濃度は、5日目になると積層化シートの培養上清中の VEGF

濃度が、肝細胞単独シートよりも有意に高かった（肝細胞単独シート 2914 

ng/mL vs. 積層化シート 7117 ng/ml, p = 0.002; 図 6A）。HGF と IL-6 濃度の

測定結果では、肝細胞単独シートの培養上清には HGF と IL-6 が検出されなか

ったが、積層化シートの培養上清にはそれぞれ1264 ng/mLと458.8 ng/mLと検出された(図6A)。

さらに、ADSC のみのシートは、これら 3つのサイトカインを分泌する能力を有していた（図 6B）。

したがって、上記の結果から、ADSC-肝細胞積層化シートの培養上清中に分泌された HGF と IL-

6 は、肝細胞ではなく ADSC に由来することが予想された。 

肝細胞における HGF および IL-6 を介したシグナル伝達経路の検証 

ADSC が分泌する HGF と IL-6 の肝細胞への影響を評価するために、培養 2 日後の

細胞シートを、抗 p-STAT3 抗体と抗 c-MET 抗体を用いて免疫染色し、陽性細胞の

数で検討した。ADSC-肝細胞積層化シートの p-STAT3 および c-MET 陽性細胞の割

合は、培養 2 日後で肝細胞単独シートに比べてどちらも有意に高かった（p-

STAT3: 43.2% vs. 27.7%, p = 0.033; c-MET: 12.4% vs. 1.9%, p = 0.033; 図

7.）。 

 

図 6. 

図 5. 

図 4. 

図 7. 
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