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研究成果の概要（和文）：急性肝不全に対する性急な治療を可能にする、複雑多岐な肝臓機能をサポートし得る
新しい技術の確立が望まれている。本研究では、急性肝不全の治療を可能にする、迅速な肝細胞複合シート作製
技術の確立を目的とした。
肝癌等で外科的に切除した肝組織非腫瘍部からヒト初代肝細胞を分離した。35mm径の温度応答性培養皿にFBSを
コーティングし、1500000 cells/dish以上の密度でヒト線維芽細胞（TIG-118細胞）を培養することで安定的に
コンフルエント化することを実証した。支持細胞上にヒト初代肝細胞を播種すると迅速に接着し、計4時間以内
に細胞シートとして回収可能であった。

研究成果の概要（英文）：It is desired to establish a new technology that can support complicated and
 diverse liver specific-functions that enables hasty treatment for acute liver failure. In this 
study, we aimed to establish rapid production technology of engineered hepatocyte sheet which makes 
it possible to treat acute liver failure.
Primary human hepatocytes were isolated from non-tumor area of surgically excised liver tissue. The 
human fibroblasts (TIG -118 cells) at a density of 1500000 cells/dish or more formed stably 
confluent onto FBS-coated 35-mm diameter temperature responsive culture dish. Primary human 
hepatocytes were quickly adhered onto TIG-118 cell layer. The engineered hepatocyte sheets could be 
harvested as a cell sheet within a total of 4 hours.

研究分野：消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）急性肝不全は昏睡期間と救命率に強い
相関があり、迅速な治療を必要とする。現状
では、血漿交換療法や持続的血液ろ過透析等
による治療が行われているが、アンモニア除
去等の一部の肝機能しかサポートできず治
療効果には限界がある。肝臓が有する機能を
サポートするためには肝移植が必要である
が、性急な肝移植の条件に適合するのは少数
である。 
 
（２）肝移植の代替医療として肝細胞移植が
試みられているものの、塞栓を考慮した移植
肝細胞の量的制限と生着率の低さから、依然
として確立されていない。研究代表者らは、
この課題を打開するアプローチとして細胞
シート工学に着目し、血管増殖因子を産生す
る線維芽細胞シート上にヒト肝細胞を接着
させた肝細胞／線維芽細胞複合シート（以下、
肝細胞複合シート）の作製に成功した（Sakai 
Y, et al., PLoS One, 2013）。優れた皮下生
着が可能であることから、低侵襲かつ有効な
肝再生医療となり得る可能性を秘めている。 
 
（３）これらの背景から、肝細胞複合シート
をより迅速かつ高効率に作製・移植すること
ができれば急性肝不全患者を救命できると
着想した。既存の肝細胞複合シート作製手法
では、4～7日間の培養期間を必要とする。そ
こで、支持細胞として採取・培養・増殖・凍
結保存が容易な線維芽細胞や間葉系幹細胞
等を高密度播種して迅速にコンフルエント
にすることにより、培養数時間で肝細胞複合
シートを安定的に作製できると発想した。 
 
２．研究の目的 
（１）肝細胞複合シートを数時間で安定的に
迅速作製し得る技術を確立する。 
 
（２）肝細胞複合シートによる急性肝不全治
療を実証する。 
 
３．研究の方法 
（１）肝細胞複合シートの迅速作製及び性能
評価 
 35mm 径の温度応答性培養皿（UpCell; セル
シード社）に FBS をコーティングした。ヒト
皮膚由来線維芽細胞（TIG-118 細胞）もしく
はヒト脂肪由来幹細胞（hADSC）を 0.5～2.0
×106 cells/dishで播種した。培養2時間後、
位相差顕微鏡で観察し、コンフルエント率を
解析した。 
 コラゲナーゼ灌流法を用いて、肝癌等で外
科的に切除した肝組織非腫瘍部からヒト初
代肝細胞を調製した。支持細胞上にヒト初代
肝細胞を 1.0×106 cells/dish で播種した。
播種 2 時間後に温度を 20℃に低下させ、
UpCell から肝細胞複合シートを回収した。重
度免疫不全マウス（NOG マウス）の皮下に移
植し、経時的にマウスの尾から血清を採取し

た。血清中のヒトアルブミン濃度を ELISA で
測定した。 
 
（２）ヒト初代肝細胞の凍結 
 迅速な肝細胞複合シート作製のためには、
常時使用できる初代肝細胞ストックが必要
である。従って、市販及び調製した 14 種類
の凍結保存培地を利用し、ヒト初代肝細胞の
凍結を行った。BICELL（日本フリーザー）、
プログラムフリーザー1（KRYO 560; PLANER）、
プログラムフリーザー2（PDF-2000; ストレ
ックス）を用い、1℃/min で-80℃まで緩慢凍
結した後、24 時間後に液体窒素に浸漬した。
37℃で解凍後、トリパンブルー染色により生
存率をカウントした。 
 
（３）術後急性肝不全モデルマウスに対する
肝細胞複合シートの移植 
 ICR マウス（7～9週齢）の正中を小切開し
て中葉と左葉を、拡大切開して右葉を結紮・
切除し、術後急性肝不全モデル（90％部分肝
切除）の作製を試みた。 
 ヒト線維芽細胞を UpCell 上に 2.2×105 
cells/dish で播種し、3日間培養・コンフル
エント化した。ヒト初代肝細胞を 1.0×106 
cells/dish で播種して 4日間培養し、肝細胞
複合シートを作製した。重度免疫不全マウス
（NSG マウス）の皮下に移植し、皮下性肝組
織を作製した。移植 1週間後に 90％部分肝切
除を実施し、生存を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）肝細胞複合シートの迅速作製 
 TIG-118細胞は1.5×106 cells/dish、hADSC
は 0.75×106 cells/dish以上で播種すること
により、2 時間以内にコンフルエントに達し
た。さらに、FBS をコーティングすることに
よって、TIG-118 細胞を安定的にコンフルエ
ント化できることを実証した（図 1）。 
 ヒト初代肝細胞を播種すると迅速に接着
し、計 4時間以内に肝細胞複合シートを回収
可能であった。一方、あらかじめ線維芽細胞
と初代肝細胞を混合して播種すると、播種後
2 時間以内にコンフルエント化したが、安定
的な回収可能は困難であった（図 2）。 
 迅速作製肝細胞複合シートを免疫不全マ
ウスの皮下に移植すると、肝細胞のみと比較
して高い機能発現が見られた。一方、4 日間
肝細胞培養した従来手法で作製した肝細胞
複合シートと比較したところ、やや低値であ
った。 
 
（２）ヒト初代肝細胞の凍結 
 市販の凍結培地や臓器保存に用いられる
ビアスパン等を用いて凍結を試みたが、融解
後の生存率は極めて低下した。プログラムフ
リーザーを利用して凍結の際の潜熱を極力
抑制するよう試みたが、ヒト初代肝細胞の凍
結保存に対する効果はほとんどなかった。一
方、凍結保存培地として InVitroFREEZE  



 
cryopreservation Medium（Bioreclamation 
IVT、現在生産終了）を用いた場合のみ、比
較的優れた生存率を維持した。加えて、DMSO
を徐々に添加する手法を採用することで、初
代肝細胞に対する傷害が更に抑制されたと
考え得る。しかしながら、ヒト初代肝細胞シ
ートを効率的に作製するに足る生存状態を
維持するには至らなかった。 
 
（３）急性肝不全モデルマウスに対する肝細
胞複合シートの移植治療効果 
 ICR マウス（6 週齢）を 90％部分肝切除す
ると 72 時間後生存率は 33％であり、術後急
性肝不全モデルとして有望であることを明

らかにした（図 3）。 
 ヒト初代肝細胞と線維芽細胞で構成した
肝細胞複合シートを用い、急性肝不全モデル
の救命が可能であるかを評価した。90％部分
肝切除した重度免疫不全マウス（術後急性肝
不全モデル）の皮下に移植したが、残念なこ
とに非移植群と比較して生存延長効果は見
られなかった。 
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