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研究成果の概要（和文）：肝臓領域の再生医療は困難を極めており、その発展が待ち望まれている。本研究では、“細
胞シート”に着目し、ヒト肝再構築シートを利用した肝再生医療技術の確立を目的とした。
手術検体の非癌部より、生存率80%以上でヒト初代肝細胞を調製する手法を確立した。播種密度を制御することで、肝
細胞単独培養シートを作製した。また、ヒト初代肝細胞またはHepaRG細胞を線維芽細胞上で培養することにより、肝細
胞/線維芽細胞複合シート（EHFS）の作製に成功した。EHFSは血管新生因子（VEGF、TGFb1、HGF）の産生が優れており
、皮下性血管誘導肝組織の構築を可能にした。本技術は、新しい肝再生医療技術として期待される。

研究成果の概要（英文）：The liver regenerative medicine is extremely-difficult to establish, and the 
further research is looked forward to. In this study, we describe a novel liver regenerative medicine 
technology using reconstructed human liver sheet.
Human primary hepatocytes with more than 80 % of viability were isolated from surgical liver segment. 
Hepatocyte-only sheets were constructed by culturing it in suitable cell density. The engineered 
hepatocytes/fibroblast sheets (EHFSs) were constructed by culturing hepatocytes or HepaRG cells 
(well-differentiated hepatic cells derived from a human liver tumor) on a fibroblast. The EHFSs showed 
superior expression levels of vascularization-associated growth factors (VEGF, TGFb1, and HGF) in vitro. 
In addition, the EHFSs formed vascularized subcutaneous human liver tissues in mice. This technology 
could be expected as novel liver regenerative medicine technology.

研究分野：消化器外科・肝移植・再生医学
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１．研究開始当初の背景 
（１）肝再生に関する研究は、幹細胞分画か
らのアプローチで行なわれてきたが、臨床治
療では反映されておらず、依然として肝不全
の究極治療は肝移植でしかない。 
 
（２）脳死移植が少ない本邦では、生体部分
肝移植が発展してきたが、ドナーの苦痛を伴
わない治療法の確立が急務である。 
 
（３）分離肝細胞をシート状培養することに
より、高次機能を保持した状態で運搬や積層
化などを行なうことが可能となり、臨床応用
への道が近づくと考えられる。 
 
２．研究の目的 
（１）手術検体より調製したヒト初代肝細胞
から細胞シートを作製し、in vitro での機能
解析を行う。 
 
（２）ヒト肝細胞シートの重層化、肝非実質
細胞との混合培養による組織再構築を行う。 
 
（３）ヒト肝細胞シートの in vivo での機能
解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト初代肝細胞の調製 
① 肝癌等に対する外科的切除により得た非
癌部組織を用い、二段階コラゲナーゼ灌流法
により初代肝細胞を分離した。 
② 密度勾配遠心により、調製肝細胞の生/死
細胞を分離した。 
③ トリパンブルーにより、密度勾配遠心前
後の生存率を評価した。 
 
（２）ヒト初代肝細胞シート（HS）の作製 
① 温度応答性培養皿（φ35 mm）に FBS を 1
～3日間、コーティングした。 
②  ヒト初代肝細胞を 0.4 ～ 3.0 × 106 
cells/dish で播種し、4日間培養した。 
③ 培養温度を 20℃に低下させ、ヒト初代肝
細胞シートを作製した。 
 
（３）肝細胞/線維芽細胞複合シート（EHFS）
の作製 
①温度応答性培養皿（φ35 mm）にヒト皮膚
由来線維芽細胞を 2.2×105 cells/dish で播
種し、3日間培養した。 
② HepaRG 細胞（1.3×106 cells/dish）もし
くはヒト初代肝細胞（1.0×106 cells/dish）
を支持細胞上に播種し、4日間培養した。 
③ 培養温度を 20℃に低下させ、EHFS を作製
した。 
④ 培養培地上清を回収し、ELISA 法を用いて
肝特異機能（ヒトアルブミン）、血管新生因
子（PDGF-BB、VEGF、TGF-β1、bFGF、HGF、
EGF）を測定した。HS を比較対照とした。 
⑤ 細胞シートを免疫化学染色、微細構造解
析（TEM）した。 

 
（４）肝細胞シート移植 
① HS 及び EHFS 1 枚を免疫不全マウス（NOD 
SCID マウス）の皮下に移植した。 
② 経時的に採血し、ELISA 法を用いてヒト由
来肝特異タンパク（ヒトアルブミン、ヒトα
1アンチトリプシン）を測定した。 
③ 構築された皮下肝組織を免疫化学染色、
微細構造解析（TEM）した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト初代肝細胞の単離手技の確立 
 切除間組織の背景、切除部位、手術時間、
個人差により、得られた肝細胞の数、生存率、
生着性が大きく異なった。切除までの虚血時
間が長い場合、毛細血管に塞栓が起こること
で灌流溶媒が十分に流れず、得られる肝細胞
数は顕著に減少した。また、同時に肝組織内
で壊死が起こることで死細胞が増加し、生存
率が著しく減少した。生存率 60%以上の場合、
Percoll 溶液を用いて生細胞/死細胞を分離
することで生存率 80-95%の肝細胞を安定し
て回収することが可能であった。 
 
（２）HS の作製 
 効率的に肝細胞シートを作製するための
細胞密度、培養期間等の組み合わせを検討し
た。8.0～12.0×106 cells/dish の密度で 4
日間培養すると、HS を作製可能であった（図
1）。細胞密度が低い場合はコンフルエントに
達しないために細胞シートの作製が困難で
あった。一方、12.0×106 cells/dish 以上の
高密度の場合、良好な生着が見られないロッ
トが存在した。 

 
（３）EHFS の作製（HepaRG 細胞） 
 肝細胞は播種後2時間以内に線維芽細胞上
に接着し、4 日目に EHFS を作製した。また、
EHFS は播種後 24 時間以内に回収可能であっ
た。EHFS の直径は、線維芽細胞の強い収縮に
よって有意に減少した（図 2）。対照的に、厚
さが向上し、良好なハンドリング性能を有し
た。 
 EHFS のアルブミン産生速度は、HS と比較
して有意に高値であった。PDGF-BB、bFGF、
EGF の産生は、EHFS と HS の双方で検出でき
なかった。一方、EHFS の VEGF、TGF-β1、HGF
の産生は HS と比較して有意に高値であり、
線維芽細胞が増殖因子を産生していること



が示された。これらの結果から、移植部位に
おいて迅速な血管誘導が期待でき、本研究の
目的である血管誘導肝組織の構築を遂行し
得るデバイスとなることが示唆された。 

 
（４）EHFS の作製（ヒト初代肝細胞） 
 HepaRG 細胞と同様に、ヒト初代肝細胞も迅
速に線維芽細胞上に接着し、播種後 24 時間
以内に EHFS を回収可能であった。細胞シー
トの面積は、EHFS と HS 間に有意差はなかっ
た。一方、厚さに関しては、EHFS が有意に高
値であった。 
 EHFS のアルブミン産生速度は HS と比較し
て 1/3 程度に抑制された。HepaRG 細胞と同様
に、PDGF-BB、bFGF、EGF は検出されなかった
ものの、VEGF、TGF-β1、HGF の産生は EHFS
で有意に高値であった。 
 EHFS は、毛細胆管（タイトジャンクション、
デスモゾーム、微絨毛）等の肝特異的な微細
構造を再構築した。 
 
（５）皮下性血管誘導肝組織（VSLT）の構築 
 EHFS 及び HS を免疫不全マウスの皮下に移
植したところ、EHFS 移植群で高いヒトタンパ
ク質（ヒトアルブミン、ヒトα1 アンチトリ
プシン）濃度を検出した。 
 EHFS は皮下で凝集し、1週間目までに移植
組織内への血管新生が見られた（VSLT の構
築）。VSLT には毛細胆管が構築され、グリコ
ーゲンの貯蔵、肝特異機能発現、毛細胆管構
築、肝細胞の極性が存在した（図 3）。 
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