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研究成果の概要（和文）： 
今回の研究では肝細胞シートとともに線維芽細胞シートを作製しその手技を確立した。 

線維芽細胞シートは体腔内に移植可能であり、生着率も極めて良好なことが確認された。 
肝切除断端に貼付した場合に得られた結果として１）断端の組織学的修復の促進、２）組織内
に肝前駈細胞と考えられる oval cell の誘導を確認した。 
線維芽細胞シートが幹細胞を内包する可能性については支持する結果は得られず、障害を受け

たレシピエントからの幹細胞の誘導に作用する結果をレシピエント特異的マーカー発現で確認
した。また、肝細胞シートとの重合は可能なことを確認したが肝細胞シートに線維芽細胞シー
トを重合しても生体内移植のような前駆細胞の出現は得られず重合組織片は研究期間内では成
熟組織片としての認識に留まった。幹細胞を誘導する可移植性組織として線維芽細胞シートは
有力な候補である成果を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We established the procedures of cultured hepatocyte sheet and fibroblast sheet in this 

study.  Fibroblast sheet was transplantable to the abdominal cavity and showed excellent 
adaptation in vivo. We have discovered that fibroblast sheet enhanced tissue repair 
microscopically and induced accumulation of oval cell, a hepatic progenitor cell. 
We have not got an evidence of hepatic stem cells from fibroblast sheet itself, however, 

using recipient specific markers, accumulated cells were originated from recipient.  Thus, 
we speculate that fibroblast sheet promote recipient stem cells thorough the improvement 
of injured recipient environment.   
In this study, we also have attempted that coculture system of hepatocyte and fibroblast 

sheet.  Technically, it has been achieved, but, the cellular assembly remained mature 
tissue.  Although further study is needed to obtain initial purposes, fibroblast sheet is 
expecting candidate for the transplantable tissue engineering which promotes stem cells. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009年度 1,000,000 0 1,000,000 

2010年度 1,200,000 0 1,200,000 

2011年度 900,000 270,000 1,170,000 

総 計 3,100,000 270,000 3,370,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・消化器外科学 
キーワード：肝細胞、幹細胞、自己再生型 

機関番号：17301 

研究種目：挑戦的萌芽研究 

研究期間：2009 ～ 2011   

課題番号：21659307 

研究課題名（和文）：肝細胞と幹細胞より構成される可移植性自己再生型肝組織の開発                     

 

研究課題名（英文）：Development of transplantable self-regenerative liver  

tissue consisted of hepatocytes and stem cells 

研究代表者  

兼松 隆之（KANEMATSU TAKASHI） 

長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・名誉教授 

研究者番号：40128004 

 

 



 
１．研究開始当初の背景 
 
末期的肝疾患の治療としての肝移植は深刻

な提供者不足にあり、生体提供者に大部分が

依存している。この解決のため細胞を用いた

再生医療が研究されている現状にある。 

肝再生医療においては細胞マーカーを用い

た幹細胞の分離・同定や、in vitro での肝様組

織の構築が報告されてきたが、生体内でこれ

らの結果が得られるかは未だ不明な点が多い。

そこで本研究を計画するに至った。 
 
２．研究の目的 
 
臓器不全は、再生の観点からは組織・生体内

の幹細胞領域に端を発する修復・再生機構が

破綻しているために生じるのであり、ここに

幹細胞を外因的に動員しても機能するかどう

かは疑問であるためである。近年確立しつつ

ある初代細胞による in vitro 組織構築技術に

幹細胞を加えることで肝機能補助と幹細胞に

よる組織修復効果を生かし、移植可能組織を

作製しその機能を検証することを目的に研究

を行った。 
 
３．研究の方法 
 

1）ラット肝細胞・胆管上皮細胞・血管内皮

細胞・組織幹細胞・線維芽細胞各々を平面培

養・温度応答性培地上で培養し形態を確認す

る。以下の方法で細胞を採取する 

＜肝細胞分離；collagenase灌流法、胆管細胞

分離；胆嚢胆管粘膜を鋭的に採取、血管内皮

細胞；血管内皮よりの鋭的採取および肝細胞

分離時の非実質細胞層より分離、組織幹細胞、

線維芽細胞；ラット脂肪組織より酵素分散法

で採取＞温度応答性培地については東京女子

医大先端生命科学研究所 岡野光夫教授、大

橋一夫準教授より技術的な協力をいただいた。 

2) 上記細胞を平面培養・シート上で比較的

長期培養し組織構築を確認する。 

3)培養シートを肝細胞と重合させ培養を行

う。また、肝切除断端に貼付（移植）し 
細胞の生着、肝組織の変化について観察。 
移植部位を腹腔、大網内、皮下に設定し組織

学的所見、生着期間を検討する 
 

４．研究成果 

1) 細胞の培養とシート化の確認； 肝細胞、

血管内皮細胞、線維芽細胞はシート化可能で

あったが胆管細胞は形態学的に一層の嚢胞状

細胞となり期待した形態には至らなかった。 

2) 肝細胞、線維芽細胞ともシート培養と単

層平面培養の長期培養では有意な差はなくい

ずれも短命であった。しかし、シート培養は

生体内移植が直に実施できるため、生体移植

に関しては有用性が高かった。 

3) 肝細胞は大網内、肝内にも移植可能であ

ったが成熟組織片として観察された。一方、

線維芽細胞シートは体腔内にいずれにも移

植可能であり、生着率も極めて良好なことが

確認された。肝切除断端に貼付した場合に得

られた結果として断端の組織学的修復の促

進および組織内に肝前駈細胞と考えられる

oval cell の誘導を確認した。 

線維芽細胞シートが幹細胞を内包する可能

性については支持する結果は得られず、障害

を受けたレシピエントからの幹細胞の誘導

に作用する結果をレシピエント特異的マー

カー発現で確認した。また、肝細胞シートと

の重合は可能なことを確認したが肝細胞シ

ートに線維芽細胞シートを重合しても 

生体内移植のような前駆細胞の出現は得られ

ず重合組織片は研究期間内では成熟組織片と

しての認識に留まった。 
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