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研究成果の概要（和文）：人工臓器の創出は薬剤開発の分野に貢献する。今回我々は、ラット肝臓を脱細胞化
し、ヒト由来肝細胞によって再置換したミニチュアヒト人工肝臓を創成し、薬剤 ex-vivo スクリーニングツー
ルとしての可能性を評価することを目的とした。6-8週齢のWistarラットから肝臓右葉を摘出し、培地で置換し
た脱細胞肝を作成した後、閉鎖型の人工肝臓スクリーニング回路に組み込んだ。回路には酸素富化装置として人
工鼻を組み込んだ。さらに、脱細胞肝を再細胞化するため、ヒト切除肝から初代肝細胞を効率的に得るためのプ
ロトコールを開発した。今後、ラット脱細胞肝をヒト初代肝細胞で置換をし、薬剤による肝障害等を評価する予
定である。

研究成果の概要（英文）： Creation of artificial organs contributes to the field of drug development 
for cancers. Here, we aimed to create a miniature human artificial liver in which rat decellularized
 liver was replaced with human primary hepatocytes, and to evaluate its potential as a drug ex-vivo 
screening tool. The liver was excised from 6-8 week-old Wistar rats, and the decellularized liver in
 which the medium was replaced was prepared. This liver was incorporated into a closed artificial 
liver screening circuit. An artificial nose was incorporated into the circuit as an oxygen 
enrichment device. Furthermore, in order to recellularize decellularized liver, we developed a 
protocol to efficiently obtain primary hepatocytes from human excised liver. In the future, we plan 
to replace the decellularized liver of the developed screening kit with human primary hepatocytes 
and evaluate liver damage by adding some drugs candidates for development.

研究分野： 消化器外科、肝臓外科、トランスレーショナルリサーチ

キーワード： ミニチュアヒト人工肝臓　薬剤 ex-vivoスクリーニングツール　脱細胞鋳型肝臓　ヒト初代培養肝細胞

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　薬剤は肝臓で代謝されることが多い。新規薬剤の開発においては、有効性とともに安全性についても十分な検
討が必要である。現在、基礎的な動物実験で安全性を確認することが多いが、ヒト細胞での検討ではないためよ
り安全性の確認を行うためにはヒト細胞の使用が望ましい。今回我々の行った研究により、新規薬剤スクリーニ
ングキットしてのヒトミニチュア肝臓の開発が進んだことにより、将来、治験を行う前に、解剖学的立体構造を
有した状態でのヒト肝細胞を用いた安全性の確認を行うことができるようになる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
日本における肝癌の年間死亡数は、約3万人にのぼり、日本人の癌死因の第5位を占めている (国

立研究開発法人国立がん研究センターがん情報サービス)。肝癌の約 90%を占める肝細胞癌は、

化学療法及び放射線治療が効きにくく、長期生存のためには根治的切除が必須である。一方、根

治的切除後も肝細胞癌は 非常に再発をきたしやすく、背景肝の治療と共に入念な follow-upが

必要となる。肝切除 を行う際には、切除肝容量と肝機能のバランスが重要となる。本邦におい

ては、幕内基準 や肝障害度による術前の肝機能評価に基づき、患者の耐術性を評価して、安全

な肝切除を行ってきた。腫瘍個数が4個以上の多発肝細胞 癌は切除が困難であることから、化

学療法が薦められている。一方で肝細胞癌に対する薬剤で有効なものはごくわずかに限られてお

り、当該薬剤を用いても後々再発をきたすが多い。  

人工臓器の創出は薬剤開発の分野にも貢献する。近年では、iPS細胞技術の進歩により、 ヒト 

iPS細胞から分化させた細胞を用いた創薬が注目をあびている。当該技術の発達により、 治験

を開始する以前にヒトへの新規薬剤の効果や安全性を確認することができ、非常に重要なスクリ

ーニングツールとなり得る。しかしながら、あくまでin vitroでの評価であり、人の薬物動態を

踏まえた薬剤の効果及び安全性の評価には時間を要すると考えられる。ヒトの臓器に類似した構

造を有する人工臓器を用いた薬剤投与の評価はこうした課題の解決に向けた糸口になる可能性

がある。  

２．研究の目的 

ラット肝臓を脱細胞化し、ヒト肝培養細胞で再細胞化したヒトミニチュア人工肝臓を創成し, 閉

鎖型循環回路に組み込むことにより、解剖学的構造を有したヒト肝細胞による薬剤 ex-vivo ス

クリーニングツールとしての可能性を評価することを目的とした。  

３．研究の方法 

全身麻酔下に、6〜8週齢の Wistar ラットから肝臓を摘出した後、門脈から 4%Triton-X100 を

還流しラット肝の脱細胞を 行う。その後、DNase及びRNase で脱核した後、ラット脱細胞肝 を

得る。得られたラット脱細胞 肝は、門脈からヒト血管内皮細 胞(HUVEC)を播種し、人工肺を搭

載した循環回路モデルにセットし、還流培養を行う。切除肝症例より正常部分肝を採取し、トリ

プシン及びコラゲナーゼ Iを用いてヒト初代培養肝細胞を得る。コラーゲン埋包したヒト肝細胞

を脱細胞鋳型肝に直接播種し、ヒトミニチュア肝臓を得る。この際、細胞数は5.0×106〜1.0×107 

個を播種する予定である。  

 
４．研究成果 
 

(1) ヒトミニチュア肝臓の創生:腹腔内麻

酔による全身麻酔下に、6-8週齢の

Wistarラットから肝右葉を摘出した。

還流システム内で門脈から4% 

Triton-X100を3時間還流させ、ラット

肝の脱細胞を行った（図１）。本脱細

胞肝は、H&E染色にて細胞質が脱細胞

化されていることを確認した。また、血管内染色により精緻な脈管構造を維持した脱細胞鋳



型肝臓であることを確認した。本肝臓を還流システム内で培地置換し、ヒト初代培養肝細胞

を播種する準備が整った。 

(2) 次に、ヒトミニチュア ex-vivoモデルに用いる閉鎖型循環回路を作成した。２つのポンプと

人工肝臓を留置するケース、薬剤を注入するポート及び培地を採取するポートを組み込んだ

回路をまず作成した。人工肝臓を留置するケースは37℃のインキュベーター内に留置するこ

ととした。人工肝障害の軽減を図るための

条件を検討するためのPreliminaryな実験

として、本回路にラット全肝をはめ込み、

酸素富化の有無、培地へのラット血液添加

の有無(培地と1対1希釈)の条件下で、ラッ

ト肝細胞障害抑制の観点から最も優れた

循環条件を探索した。結果としては、酸素

富化装置有り、血液添加有りの条件で肝細

胞障害が抑制されることをH&E染色で確認

した。よって、ヒトミニチュアex-vivoモ

デルに用いる循環回路には、酸素富化装置である人工鼻を組み入れた（図２）。 

(3) ヒト初代肝細胞の取得: 肝切除症例 (n=5)の切除標本非癌部より、トリプシン添加型コラー

ゲナーゼ還流法を用いてヒト肝細胞の取得を行った。大腸癌肝転移症例の他、肝細胞癌、肝

内胆管癌症例の非癌部、巨大肝血管腫症例も本検討の対象に含めた。取得細胞数は平均で450

万個、生存率平均は71.9%とviabilityを維持したヒト初代培養肝細胞を得るプロトコールを

確立した。各々のviabilityの違いを検討したところ生存率に明らかな差は認めなかったが、

取得細胞数は100万から1500万個であり、症例毎のばらつきを認めた。ヒトミニチュア人工

肝臓（右葉のみ）を得るためには500万から1000万個の肝細胞が必要と見積もっていること

から、ex-vivoモデルに適応させるためには、より効率的なプロトコールの改善や症例の選

択が必要であることが示唆された。用いる切除肝容量を増やしての効率的な肝細胞取得を引

き続き行う予定としている。  

これまでの結果より、ex-vivo薬剤評価ツール開発の重要なマイルストーンをいくつか満たして

きている。今後の課題として、いかにヒト初代培養肝細胞を効率的に、そして大量に得ることが

できるかが重要であることがわかった。症例選択やプロトコールの改善を図りながら、引き続き

本スクリーニングの開発を進めていきたい。 
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