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研究成果の概要（和文）：ラット心停止モデルにおいて、２層法を導入する事により、摘出肝冷

保存後の肝細胞機能は良好に維持されていることが確認された。また細胞凍結保存法として、

温度感応性ゲルを用いたマイクロカプセル化細胞凍結保存を行うことで、細胞機能を良好に維

持し移植時には脱カプセル化細胞移植が可能になることから、移植後の生着率が向上した。心

停止後肝の冷保存・凍結保存方法として、２層法および温度感応性ゲルの有用性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Liver preservation by the two layer method before hepatocyte isolation and 

cryopreservation of hepatocytes using thermo-reversible gelation polymer is extremely beneficial and 

will have an impact in the field of hepatotocyte transplantation. 
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１．研究開始当初の背景 

成熟肝細胞を患者の肝臓から採取し移植す

る方法とその有用性については、臨床の現

場で既に数多く報告されている。しかしな

がら、移植時には大量の細胞数が必要であ

り、さらに繰り返し移植を施行する場合に

は常時安定的な細胞数の確保が必要である。

よって細胞移植においても臓器移植同様ド

ナー細胞の確保が最大の煩悶とも言われて

いる。ドナー細胞の確保、確保した細胞を

効率よく保存する方法を包括的に整備する

ことが、成熟肝細胞治療を行う上で極めて
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重要な課題である。本研究では１）臓器移

植不適合な肝臓を新たなドナー肝細胞とし

て有効利用を目指すとともに、供給されて

いる肝細胞の生存率を高め、２）至適な肝

細胞凍結保存方法を標準化し、３）移植後

の細胞生着高率を高めることに取り組むこ

とを目標とし、臨床応用に即した成熟肝細

胞治療の展開を目指す。 

 

２．研究の目的 

肝冷保存において 2層法に着目し, 肝の冷
保存を行うとともに、細胞分離後細胞の凍
結保存法として温度感応性ゲルを用いた細
胞凍結保存方法の有用性を検討した。 

 

 

３．研究の方法 

移植不適合肝の細胞移植への応用 

心停止後肝(NHBD) が細胞ドナーソースとし

て利用可能か検証するためラット心停止モ

デルを作成し検討した。心停止直後、NHBD-0

(A群)、15分後NHBD-15(B群)、30分後NHBD-30

(C群)に肝を摘出し、それぞれの群に対し速

やかに肝細胞分離を施行した(Cont)群と、２

層法あるいはUW液を用いて摘出肝の冷保存

を3時間, 12時間施行した群に分類した。 

温度感応性高分子を用いた細胞凍結保存方

法 

マイクロカプセル化肝細胞がラット脾臓内

でその細胞高次機能を発揮することを過去

に報告しているが(Aoki, T, et al Intrasp

lenic transplantation of encapsulated c

ells: a novel approach to cell therapy,

 Cell Transplantation: 553-561, 2002)、

移植時にカプセルの破壊やカプセルの存在

が臨床応用の弊害になる可能性が危惧され、

凍結時はカプセル化し移植時には脱カプセ

ル化にて細胞移植ができるシステムを考案

した。  

MebiolGel TM（池田理化）は 完全化学合成

のポリマーで、温度感応性高分子と親水性高

分子との共重合体で転移温度以下で流動性

のゾル、転移温度以上でゲル状という特異な

物性を示す。よって転移温度以上のゲル状態

で、肝細胞を凍結保存し、解凍後は転移温度

以下のゾル状態で脱ゲル化肝細胞とする。マ

イクロカプセル化はゾル状態のMebiol gel

で混和し、37℃でゲル状態としair jet syst

emで、肝細胞をゲル化する。ゲル化肝細胞は、

10% FBSおよび10% DMSOを含むDMEMの凍結保

存液に浸し、直ちに液体窒素内にて急速凍結

保存する。 

ゲル化肝細胞凍結保存後の脱ゲル化誘導 

MebiolGel は、4℃にてゾル状態となるため、
37℃の温槽にて凍結保存したゲル化肝細胞
を急速解凍する。ゲル化肝細胞は急速解凍時、
ゾル状態となる。（MebiolGel は、4℃にてゾ
ル状態となるため）ゾル状態の肝細胞を遠心
分離後、脱ゲル化肝細胞とする。 
 
 
４．研究成果 

移植不適合肝の細胞移植への応用 

A 群、B群、C群の viability は時間経過と
ともに低下したが、2層法は、UW 液に比較
し、冷保存 3, 12 時間後も有意に viability
が良好であった。ATP 活性、アルブミン合
成能においても2層法はUW群に比較し有意
に高いレベルを維持していた。さらに脾臓
内移植実験においても２層法群は、移植後
28 日間にわたり血清アルブミン値は UW 群
に比較し有意に高値を示した。このことか
ら２層法を NHBD の冷保存に導入すること
で、肝細胞機能を良好に維持し、細胞移植
へ応用することが可能であることが確認さ
れた。 

温度感応性高分子を用いた細胞凍結保存方

法 

 

本システムの細胞移植の有用性を検証する

ため、ラット脾臓内に凍結保存後脱ゲル化肝

細胞移植を施行した。脱ゲル化肝細胞はラッ

ト脾臓内で良好に生存し、肝細胞機能を発現

しており、温度感応性高分子を用いた細胞凍

結保存技術が細胞移植に応用可能であるこ

とが示唆された。 
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