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研究成果の概要（和文）：増殖因子固定化能を有し、かつ自発的なゲル化が可能なヘパリン導入コラーゲンを開発し、
肝細胞の培養ならびに移植用基材としての有効性を示した。さらに、肝臓の脱細胞化技術を最適化し、精緻な血管網を
有する肝臓の鋳型を構築した。本鋳型に対して血管内皮細胞および肝細胞を播種し、臓器培養することにより、組織工
学的肝臓の初期構造体を得ることに成功した。この構造体は血液体外循環が可能であり、移植用肝臓代替物としての有
効性が期待された。以上より、本研究で開発した技術は実用的肝組織工学技術になり得るものと期待された。

研究成果の概要（英文）：Heparin-collagen conjugate as a growth factor-immobilizable material was developed
. This conjugate was able to form gel condition spontaneously. This conjugate was effective as not only cu
lture substratum but also transplantable material for hepatocytes. Furthermore, the decellularization meth
od of liver was optimized. Organ-scale scaffold having fine vascular-tree network was developed. Vascular 
endothelial cell and hepatocyte were inoculated into this scaffold and cultured. Base structure of liver s
ubstitute was successfully developed. This enabled blood extracorporeal circulation. Therefore, the effect
iveness of this base structure as a transplantable liver substitute was expected. Based on above-mentioned
 results, newly developed technology in this study will be a potential method for the creation of practica
l liver tissue engineering.
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１．研究開始当初の背景 
重篤な肝不全患者の根治療法は肝移植だ
が、慢性的なドナー不足が深刻な問題である。
これに対して高い治療効果が期待できる実
用的なハイブリッド型人工肝臓開発に成功
している[1]。この装置は肝移植までの bridge 
use だけではなく、肝再生誘導能を有するこ
とが示されている[2]。しかしながら、現存す
る実用的なハイブリッド型人工肝臓は全て
血液体外循環による血液浄化を基本原理と
するものであるため、重篤な肝不全患者にと
って負荷が大きく、適用可能な患者が限られ
てしまう。そのため、真に肝移植に代わる新
たな根治療法の創出が不可欠である。 
 一方、近年の再生医工学の隆盛は目覚しく、
様々な臓器疾患に対して大きな期待が寄せ
られている。大橋らは肝細胞シートを用いる
ことにより、移植肝細胞の生着の向上と部分
肝切除術による移植肝組織の肥大化に成功
した[3]。今後、臨床を念頭に置いた大型の組
織構築技術の創出が最も重大な課題である
[4]。つまり、実用的な肝組織工学技術開発の
ためには、機能性肝細胞組織培養技術を基盤
とした大型の組織構築技術の創出が不可欠
である[4]。治療後の肝再生に期待するとして
も、少なくとも生体肝臓の 20%-30%に相当
する 300g-500g もの巨大な組織体を構築す
る必要がある。この実現のためには強度と物
質移動の確保の両立が不可欠である。 
 一方、オルガノイド培養系、コラーゲンゲ
ルサンドイッチ培養系や共培養系が肝機能
発現とその維持に優れているが、これまでの
研究により、細胞外マトリックス成分からな
るヒドロゲル内オルガノイド培養系が肝組
織工学構築のための最も優れた培養系の一
つであることが示されている [4],[5]。そこで
生体由来酵素を用いた細胞包埋ゲル充填多
孔質担体培養技術を開発し、肝細胞の高機能
発現と生体内での力学強度の保持を両立で
きる新規培養技術を開発した[4]。なお、それ
ら組織体形成や機能発現の向上には肝細胞
増殖因子(HGF)など複数の増殖因子が重要で
あることも見出した[6],[7]。 
以上より、血管網構築技術と機能性肝組織
構築技術を組み込んだ効果的かつ実用的な
肝組織工学技術の創出が切望されている。 
[1] K.Nakazawa, Int. J. Artif. Organs, 25, 51–60, 

2002. 
[2] R.Sakiyama, Int. J. Artif. Organs, 25, 

1144-1152, 2002. 
[3] K.Ohashi, Nat. Med., 13, 880–885, 2007. 
[4] H.Ijima, Biochem. Eng. J., 48, 332-336, 2010. 
[5] H.Ijima, Biochem. Eng. J., 45, 226-231, 2009. 
[6] H.Ijima, Biochem. Eng. J., 47, 19-26, 2009. 
[7] H.Ijima, Biochem. Eng. J., 46, 227-233, 2009. 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では下記の事項に対する開発
研究を通して、実用的な肝組織工学技術を創
出することを目的とする。 

(1) 増殖因子固定化ヒドロゲルの開発と肝組
織工学構築に向けた最適化 

(2) マウス皮下および腹腔内移植による生体
内肝組織新生技術の開発 

(3) 最適化された脱細胞化臓器鋳型の開発お
よびそれを用いた肝臓代替物の初期構造
体の構築 

 
３．研究の方法 
 増殖因子固定化能を有する機能性分子と
してヘパリン導入コラーゲンを開発した。本
基材を用いて風乾フィルムやヒドロゲルを
作製し培養および移植用基材として供した。 
 本研究における実験動物としてはラット
を使用し、同種のラットから採取した初代細
胞のみを用いた。動物実験は全て九州大学動
物実験委員会により承認されたプロトコル
に基づき適切に実施された。 
 ラット肝臓を Triton X-100もしくは SDS処
理およびDNase/RNase処理することにより脱
細胞化した。脱細胞化度合いと血管網構造残
存性から上記脱細胞化手法を最適化した。得
られた脱細胞化肝臓は臓器鋳型として用い
た。また、脱細胞化肝臓を可溶化し、機能性
培養／移植用基材としての有効性について
評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 増殖因子固定化ヒドロゲルによる細胞包
埋培養系の構築 
 肝臓由来の細胞外マトリックス成分に着
目し、ヘパリン導入コラーゲンを開発した。
本基材はヘパリンの存在により、肝細胞増殖
因子や血管内皮細胞増殖因子をはじめとし
て、血管網を有する肝組織構築に必要な各種
増殖因子の固定化が可能であった。また、固
定化増殖因子の生体環境下における安定性
について血管内皮細胞増殖因子を用いた検
討を行い、2 週間後でも 50%程度の固定化増
殖因子が生物活性を有する状態を保持して
いることを明らかとした。一方、本ヘパリン
導入コラーゲンは生理的 pH 環境下で自発的
にゲル化するため、細胞包埋ゲル培養系の構
築に優れた基材である。本基材を用いた初代
肝細胞培養により、コラーゲンよりも良好な
肝細胞組織体形成ならびに高い肝機能発現
を維持した。またこれらの特徴は風乾フィル
ムおよび細胞のゲル包埋培養にいずれにお
いても同様であった。さらに、脱細胞化肝臓
を可溶化して得られた肝特異的マトリック
スは肝組織形成および各種肝機能発現に有
効な培養基材であることを見出した。 
 
(2) ゲル包埋培養肝細胞の皮下移植 
 初代ラット肝細胞のゲル包埋ディスクを
健常ラット背部へ 1週間皮下移植したところ、
コラーゲンゲルとヘパリン導入コラーゲン
ゲの間で差はなかった。一方 70%部分肝切除
ラットを用いて上記移植を行ったところ、ヘ
パリン導入コラーゲンにおいて血管新生お



よび移植肝細胞の生着率の有意な向上を見
出した。これは血中に増加した肝再生関連の
各種増殖因子をヘパリン導入コラーゲンが
特異的に固定化し、長期間高い局所濃度と徐
放性を有したことによる効果であったと考
えられる。そこで、円板状のヘパリン導入コ
ラーゲンゲルを部分肝切除ラットに皮下移
植したところ、平均血管間距離約 100 µmの
密度の血管網構築が可能であった。 
 そこで移植後の肝細胞について解析を行
ったところ、細胞は分散状態のままであった。
つまり、成熟肝細胞においては移植時の肝細
胞の状態がそのまま保持されており、ヘパリ
ン導入基材の効果は肝組織の構築ではなく、
生体内における細胞死からの回避であった
ことが明らかとなった。そこでラット胎仔肝
臓細胞を用いて同様の検討を行ったところ、
移植肝細胞は大型の細胞集塊へと成長した。
しかも、類洞を伴う肝の索状構造の構築が示
唆されたことから、胎仔肝臓細胞を用いるこ
とで増殖を伴う発達した肝組織構築が可能
であることが示唆された。 
 
(3) 脱細胞化スキャホールドを用いた血管網
構築技術の開発 
 最適化された脱細胞化条件について検討
し、4% Triton X-100および DNase/RNase処理
により、良好な脱細胞化を行いつつも精緻な
血管網構造の鋳型を有する脱細胞化肝臓を
取得することが出来た。3D-CT 解析により、
得られた鋳型の血管網構造は天然の肝臓内
における構造を良好に維持していることが
定量的に明らかとなった。一方、脱細胞化肝
臓の血管構造を利用して血管内皮細胞を播
種培養することにより、内皮化された血管網
を有する臓器型構築できた。さらにこの内皮
化により新鮮血液を注入した場合の血球成
分の漏洩が防止できた。以上より、血液循環
が可能な機能性を有する血管網が構築され
た臓器鋳型の作出に成功した。 
 
(4) 脱細胞化肝臓を用いた臓器培養系ならび
に血液体外循環による機能評価系の構築 
 血管網構造が良好に保持された本脱細胞
化肝臓に対して門脈や下大静脈を介した肝
細胞播種を行った場合、血管構造が細胞で閉
塞し、肝機能発現の低下が観察された。一方、
シリンジを用いて周囲から肝細胞懸濁コラ
ーゲンを播種することにより、血管網構造の
周囲に肝細胞を配置することができ、臓器培
養における肝機能発現の向上が確認できた。 
 一方、構築した肝臓代替物の機能性を評価
するために肝不全ラットに適用できる血液
体外循環回路からなるシステムを開発した。
しかしながら、脱細胞化肝臓を鋳型とした肝
臓代替物は正常肝臓と比べて力学的強度が
低下しており、血液体外循環における耐圧性
が不十分であった。そのため、構築した肝臓
を生体吸収性基材を用いて被覆することに
より上記課題を克服することに成功した。こ

れら検討結果により、血液体外循環ならびに
動物への移植が可能な肝臓代替物構築に成
功した。今後、実用的肝組織工学技術として
の本研究成果の有効性を動物実験にて実証
してく必要がある。 
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