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研究成果の概要（和文）：ラットの生来肝臓由来の脱細胞化組織を用いて移植可能な人工肝臓の作製を行った。
まず肝臓の脱細胞化組織と初代培養細胞を用いて細胞の生着方法、培養方法などのプロトコールと評価系を確立
した。次に、ヒトiPS細胞より分化させた肝細胞様細胞を用いて肝臓の組織学的な構造を再現し、さらに基本的
な肝細胞機能を評価した。また、肝臓だけでなく、小腸においても同様の方法を用いて移植可能な人工小腸を作
製した。小腸の欠損部にラット小腸の脱細胞化組織を用いたところ、脱細胞化組織を足場に小腸壁の再生が認め
られた。

研究成果の概要（英文）：We produced a transplantable bio-artificial liver using the decellularized 
tissue derived from rat native liver. First, we established a protocol and evaluation system such as
 cell engraftment method and culture method for decellularized tissue of liver and primary culture 
cells. Next, the basic structure of the liver was reproduced using hepatocyte-like cells 
differentiated from human iPS cells, and the fundamental hepatocyte function was evaluated. 
Moreover, not only in the liver but also in the small intestine, a transplantable artificial small 
intestine was developed using the same method. When decellularized tissue of the rat small intestine
 was used at the defect site of the small intestine, regeneration of the small intestine wall was 
observed with the decellularized tissue as a scaffold.

研究分野： 再生医学

キーワード： 臓器作製　幹細胞生物学

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
移植医療において、ドナー不足は深刻な課題である。様々な代替医療の研究が進む中、移植可能な人工肝臓の作
製は、課題を解決する方法として、最も理想的な手段であるが実現には多くの困難を伴う方法でもある。脱細胞
化組織や自己の組織から作製するiPS細胞を用いることで、移植可能でかつ拒絶反応のない理想的な臓器を作製
することが理論的に可能となる。今回、ヒトiPS細胞から肝細胞様細胞へ分化誘導した後に脱細胞化組織の中で
培養し、肝臓組織の一部の組織構造や機能を再現したことを示した。今後は、肝不全の患者を救命できるだけの
十分な機能と組織構造を有する肝臓を作製できるよう、さらなる技術開発が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

臓器に界面活性剤を還流すると細胞成分のみが除去され Extracellular 
matrics(ECM)が 3 次元構造を保持したまま残存する（脱細胞化）。その 3 次元 ECM
を足場として新たな細胞を注入し定着させることで（再細胞化）臓器を再構築させる
事ができる。2010 年、肝臓において脱細胞化および再細胞化した肝臓を in vitro で
作成することに成功したという報告がハーバード大学よりなされた。この技術は以下
の 3 段階に分ける事ができる。 
1．Decellularization（脱細胞化）2．Recellularization（再細胞化）3．Implantation
（移植） 
本技術は世界中で改良がなされたが、それらのプロトコールには、細胞の viability
が低い、あるいは門脈内の血栓により充分な血流を還流できないなどの問題点があっ
たが、2013 年よりプロトコールの改良（細胞の注入を門脈から胆管へ変更するなど）
を重ねることで、徐々に改善されてきた。しかし、未だ残された問題点として、再細
胞化する為の細胞源の不足が挙げられる。成熟肝細胞や胎児肝細胞などの初代培養細
胞を用いることは、ヒトへの臨床応用を考えた場合、現実的に極めて困難と考えられ
る。最終目標は、肝不全の患者に対して in vitro で作製した臓器を移植することであ
り、その場合の問題点である、細胞の安定的な供給と拒絶反応を考慮すると、細胞供
給源としての iPS 細胞は有望な細胞源である。 
 

２．研究の目的 
ヒト iPS 細胞より分化させた肝細胞、血管内皮細胞などを用いて肝臓の組織学的な構
造を再現し、さらに基本的な肝細胞機能を in vitro の系で評価する。 
 

３．研究の方法 
ラット肝臓に界面活性剤を還流させることで、細胞成分を除去し、細胞外基質のみを
残存させることで細胞化肝臓を作製し、人工肝臓の鋳型とする。また、細胞源として
のヒト iPS 細胞は、分化誘導した後に、脱細胞化肝臓へ生着させることで、再細胞化
肝臓を作製する。再細胞化した肝臓については、組織学的評価と生理学的機能評価を
行う。 
 

４．研究成果 
ラット生体肝臓を脱細胞化して肝臓の 3 次元 scaffold を作製する技術に加え、マウ
ス胎児肝細胞を回収し増速させて純度の高い初代胎仔肝細胞を得る技術を応用して、
成体肝細胞を脱細胞化した肝臓（3D scaffold）へ注入すると共に、再細胞化した肝
臓を循環培養する実験を進めた。まず、脱細胞化・再細胞化プロトコールの最適化を
目的に、再細胞化した肝臓の viability と function の評価を行い、細胞懸濁液の濃
度、注入する際の至適プロトコールを調整のうえ、注入する細胞数や条件を適正化し
た。その過程において、従来は主流であった経門脈的再細胞化よりも経胆管的再細胞
化において優位に高い生着率が得られ、かつ生着した細胞の viability も高いことを
確認した。また、再細胞化した肝臓組織に培養液を環流しながら培養する、いわゆる
循環培養のプロトコールについて、ポンプの設定、気泡の除去方法、培養液の組成、
循環させる流量などを改良してきた。これらの試行錯誤を通じて、再細胞化肝臓作製
における細胞源として胎児肝細胞が有用であること、また再細胞化における細胞注入
の経路は胆管が適していることを示した。 
Sinusoid の構造を詳細に再現することを目的として、肝細胞と類洞内皮細胞を用いて
再細胞化を行った。内皮細胞は、血管構造を裏打ちするように、一層で隙間なく配列
し、より生体肝臓に近い組織像を得ることができた。また、肝細胞との共培養となる
ことで、肝細胞機能も上昇することが示された。 
ヒト iPS 細胞の分化誘導について、分化誘導方法のプロトコールを確定した。ラット
肝臓より作製した脱細胞化肝臓組織に、分化誘導した肝細胞様細胞をもちいて再細胞
化し、培養液を門脈より循環させることで、in vitro にて 48 時間培養した。この再
細胞化肝臓の組織像と機能を評価した。再細胞化肝臓において、肝実質腔内に肝細胞
が整然と配列され、viability も保っていることが確認された。また、免疫染色にて
アルブミン、αフェトプロテイン、Cyp3a4 などの肝細胞に特徴的なマーカーの発現を
確認でき、RT-PCR にても同様のマーカー発現を確認できた。培養液中にはヒト・アル
ブミンを検出することができ、以上の成果を論文として報告した。 
 
次に、脱細胞化組織を用いた再生研究を肝臓だけでなく小腸にも応用することを試み
た。ラットの小腸を脱細胞化し、まずは生体ラットの小腸壁の一部を切除し、脱細胞
化組織をパッチとして修復する方法を用いた。その後、小腸を切離して、脱細胞化組
織を管腔のまま小腸に端々吻合することで小腸の再生を試みた。手術後に一定期間を
経てサンプルを回収して観察したところ、脱細胞化組織内には生体の小腸より平滑筋
が徐々に延伸している像を得ることができた。また、神経細胞のマーカーで染色した



ところ、神経も平滑筋に沿って脱細胞化組織内へ延伸している所見を得ることができ
た。脱細胞化組織を用いることで、肝臓のみならず小腸の再生にも有効である可能性
を示した。 
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