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研究成果の概要（和文）：生分解性を有し、かつ増殖因子の固定化と徐放性を有する機能性ゲル粒子を開発し
た。このゲル粒子と細胞群からなるハイブリッドオルガノイドという新規細胞組織体構築技術を開発した。これ
により、初代肝細胞、血管内皮細胞および間葉系幹細胞を構成要素としたオルガノイド構築に成功した。さらに
脱細胞化臓器鋳型を活用することで、ミクロ細胞組織体（オルガノイド）とマクロ構造体(臓器構造)を「つなぐ
仕組み」を実現し、臓器工学的肝臓を構築した。この新規構造体はin vitroおよびin vivoへの移植実験におい
て肝関連遺伝子発現が良好であった。これにより、オルガノイドを基盤とした臓器工学的肝臓構築技術を開発し
た。

研究成果の概要（英文）：A functional gel particle that is biodegradable and capable of immobilizing 
and releasing growth factors has been developed. A novel organoid formation technology called hybrid
 organoids has been developed, consisting of these gel particles and co-cultured cells. This enabled
 the construction of organoids using primary hepatocytes, vascular endothelial cells, and 
mesenchymal stem cells as components. Furthermore, by using a decellularized organ template, a "
connecting mechanism" between micro-sized organoids and macro-structures (organ structures) was 
realized, and an organ engineered liver was constructed. This novel construct successfully expressed
 liver-related genes in in vitro and in vivo transplantation experiments. A technology for 
constructing an organ-engineered liver based on organoids has been developed.

研究分野：生物化学工学

キーワード： オルガノイド　臓器工学的肝臓　ハイブリッドオルガノイド　つなぐ仕組み

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
機能性ゲル粒子と細胞群からなるハイブリッドオルガノイド技術とによって精緻な血管網構造を有する脱細胞化
臓器鋳型を組み合わせた実用的な高機能性の臓器工学的肝臓を構築する技術開発である。これにより、現在研究
開発に閉塞感がある臓器工学的肝臓構築研究の飛躍的発展に寄与することが期待できる。さらに、本概念は他の
臓器工学的グラフト開発への展開が可能であり、再生医工学、人工臓器および再生医療の領域の発展に寄与でき
るものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
球状の多細胞組織様構造体であるスフェロイドをはじめとしたオルガノイド培養技術が注目
されて約 30年が経過し、当該技術は生体内類似の細胞表現型を発現維持する培養系として発展
を続け、各種の in vitro評価系や再生医療の分野において盛んに研究開発されている。さらに、
実質細胞、血管内皮細胞や間葉系幹細胞などの共培養スフェロイドまで多数報告されている。こ
れらの成果により、スフェロイドに関する研究は近年ますます盛んである。 
しかしながら、オルガノイド研究の究極の目標の一つである、重篤な臓器疾患の治療を目指し
た臓器の構築技術は未だ研究開発段階である。特に、肝臓は約 1.4 kgもの大型の臓器である上
に、高い酸素要求性、複雑な構造および多彩な機能を有することから、オルガノイドを用いて、
実用的に治療効果を有する肝臓を構築することは現状不可能である。 
一方、生体内における代謝の中心である肝臓の重篤な機能不全に対する根本的治療法は依然
として肝移植であり、深刻なドナー不足が世界的課題となっている。特にわが国における肝移植
の約 98%は健常ドナーにメスを入れる生体肝移植であり、諸外国と比べ極めて高値である(米国
は 4-5%)。そのため、ドナーに依存しない、高い品質の移植用肝グラフト創出法の開発が不可欠
である。 
近年、臓器そのものを構築する再生医工学分野として臓器工学が注目され、ブタ肝臓や移植不
適合なヒト肝臓を脱細胞化した臓器鋳型を用いて移植用肝臓を構築することが期待されている。
これまでに、in vitro培養および in vivo移植のいずれにおいても、顕微鏡レベルにおける組織
様構造の形成と臓器特異的遺伝子発現が報告されている(Liver Int.,37:1759-72,2017)。著者は独
自の脱細胞化灌流法により、細胞成分をほぼ完全に除去しつつも、肝臓本来の精緻な血管網構造
を良好に維持した臓器鋳型の作製に成功し、既報の 10倍以上の細胞密度を可能とした。これに
より、肝不全ラットに対する臓器工学的肝臓の適用による治療効果も実証されている
(J.Biosci.Bioeng.,116:740-5,2013, J.Artif.Organs,22:222-9,2019)。これら報告により、実用的な
移植用肝グラフトの構築が大いに期待された。ただし、これら成果をもってしても維持できる臓
器内細胞密度は生体肝臓の 1/10程度であった。さらに、全体における組織化の乏しさ、早期の
血液凝固などが克服すべき深刻な課題となっている。よって、これら課題を克服した、臨床応用
可能な臓器工学に基づく移植用臓器の構築が不可欠である。 
 一方、著者は新たな概念のオルガノイドとして、増殖因子の固定化と徐放性を有する機能性ゲ
ル粒子と肝細胞から成るハイブリッドオルガノイド培養技術を開発した(図１)。これにより、細
胞組織体間に適度な間隙を与えつつ、組織再生促進効果を実現した(J.Biosci. Bioeng.,120:231-
7,2015, J.Biosci.Bioeng., 121:701-8,2016)。つまり、オルガノイドがちりばめられた臓器サイズ
の細胞組織構造体の構築を可能とし、さらに、ハイブリッドオルガノイドを構成している細胞の
in vitroおよび in vivoにおける良好な生存とそれに伴う高い肝機能発現を実証した。これは、
臓器構築の核となるオルガノイドがちりばめられた臓器サイズの初期構造体の構築技術に成功
したものである。ただし、生体肝臓に迫るためには、機能性ゲル粒子の生分解と血管新生を伴う
組織形成による、ゲルからの細胞組織への置換が不可欠である。 
 他方、著者は増殖因子固定可能を有するヘパリン導入コラーゲンゲルを用いた初代肝細胞の
包埋移植により、細胞の生着率を向上させている(Biochem.Eng.J.,69:172-81,2012)。また、胎仔
肝臓細胞移植により、細胞の生着率のさらなる向上と、形成される肝細胞組織体の肥大化、さら
に血流を生じた類洞様の毛細血管網を有する肝組織（肝小葉の初期構造体）形成を報告している
(J.Biosci.Bioeng.,115:568-70,2013、図２)。加えて、肝細胞スフェロイド移植は肝細胞移植に比
べて移植細胞の生着率を飛躍的に高める。 
 以上より、脱細胞化肝臓鋳型、および機能性ゲル粒子を有するハイブリッドオルガノイド技術
を組み合わせることで、実用的な臓器工学技術を構築できるものと期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、ハイブリッドオルガノイドを介在させることにより、細胞の組織化（構造）と機
能的優位性が明らかなミクロ構造体(オルガノイド)と、マクロ構造体(臓器構造)を「つなぐ仕組
み」を実現させ、精緻な類洞を有する肝小葉構造で満たされた臓器工学的肝臓を構築することを
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）適切な生分解特性を有する機能性ヒドロゲル粒子の開発 
 EDC/NHS により、ゼラチンへのヘパリン導入とゼラチンのゲル化を行った。ゲルの破砕と分球
により、100µm 程度の粒子径を有するヘパリン導入ゼラチンゲル粒子を作製した。この際、ゼラ
チン濃度による生分解速度制御を行った。このゲル粒子と初代肝細胞との混合播種および培養
により、肝細胞とゲル粒子からなるハイブリッドオルガノイドを形成した。さらに、ヘモグロビ



ンと過酸化物（過酸化カルシウム）をカタラーゼと共にアルギン酸カルシウム‐コラーゲン混合
ゲルに分散包埋した酸素キャリアゲル粒子を開発した。 
 
（２）ハイブリッドオルガノイドにおける初期ドメイン構造の最適化 
 初代肝細胞と内皮細胞との共培養スフェロイド形成に対して、両細胞がランダム配置された
スフェロイド形成を行った。さらに、肝細胞スフェロイドを Poly N-isoproplyacrylamide 基材
上で作製した内皮細胞シートで被覆することで、階層型共培養スフェロイド形成した。一方、イ
ンテグリン刺激分子としてポリエチレングリコールを付加した細胞接着性ペプチドを開発した。 
 
（３）ハイブリッドオルガノイド移植における有効性評価 
 初代ラット肝細胞、ヒト臍帯静脈内皮細胞およびラット脂肪由来の間葉系幹細胞から成る共
培養ハイブリッドオルガノイドを作製した。この時、形状支持材料としてポリウレタンフォーム
を使用した。無アルブミンラットや部分肝切除＋温虚血肝不全ラットへの肝細胞＋間葉系幹細
胞オルガノイド移植および SCID マウスへの肝細胞＋内皮細胞＋間葉系幹細胞移植により、ハイ
ブリッドオルガノイドの有効性を評価した。 
 
（４）オルガノイドを基盤とした臓器工学的肝臓構築による有効性評価 
 マウス肝臓の右葉を Triton X-100 により脱細胞化することで臓器鋳型を作製した。低流量ポ
ンプを用いて臓器鋳型への細胞播種を行い、組織学的評価によるグラフト内の細胞分布と播種
細胞の状態を評価した。一方、臓器鋳型周囲から注入播種することで容易にオルガノイド播種で
きることを示した。これらにより作製された、脱細胞化臓器を鋳型とした肝グラフトを移植評価
することにより、臓器工学的肝臓の有効性を評価した。 
 
 
４．研究成果 
（１）適切な生分解特性を有する機能性ヒドロゲル粒子の開発 
 初代肝細胞のスフェロイド形成には適切な培養基材（環境）だけでなく、適切な播種細胞密度
も重要である。本研究において、適切な大きさの機能性ゲル粒子と単離した初代肝細胞を混合懸
濁播種することにより、通常スフェロイド形成が阻害される程の高細胞密度播種条件において
も良好なスフェロイド形成ならびに生細胞数および肝特異的機能発現の向上を明らかにした。
この機能性ゲル粒子は各種増殖因子の固定化およびその徐放性に優れていた。さらに、生体内に
おける血管新生促進効果も有していた。 
 一方、高細胞密度化における酸素枯渇による障害性が顕著に生じたため、ヘモグロビンと過酸
化物からなる酸素キャリアゲルを開発し、初代肝細胞の生存と肝特異的機能発現向上とその維
持を実現した。これらの成果により、機能性ゲル粒子と細胞群からなるハイブリッドオルガノイ
ド構築技術を確立した。 
 
（２）ハイブリッドオルガノイドにおける初期ドメイン構造の最適化 
 初代肝細胞と内皮細胞との共培養スフェロイド形成に対して、両細胞がランダム配置された
スフェロイド形成を行った。さらに、肝細胞スフェロイドを内皮細胞シートで被覆した階層型共
培養スフェロイド形成デバイスの試作に成功した。 
 一方、脱細胞化肝臓鋳型に対する細胞播種において、通常の培養基材への播種と比較して生存
率の顕著な低下が明らかとなった。そこで、ポリエチレングリコールを付加した細胞接着性ペプ
チドを開発し、単離直後の細胞に付与したところ、細胞の初期凝集の緩和、生存率維持の達成、
および培養に伴う良好なオルガノイド形成と肝機能発現を実現した。これらの成果により、実効
性のある初期ドメイン構造の最適化に成功した。 
 
（３）ハイブリッドオルガノイド移植における有効性評価 
 ハイブリッドオルガノイド、特に、肝細胞＋血管内皮細胞＋間葉系幹細胞から成る共培養ハイ
ブリッドオルガノイドにおける肝機能発現とその長期維持に対する有効性を in vitro 試験にお
いて明らかにした。さらに、肝傷害ラットへのハイブリッドオルガノイド移植により、血中アル
ブミン濃度の増加を伴う、肝不全状態改善への有効性が明らかとなった。 
 
（４）オルガノイドを基盤とした臓器工学的肝臓構築（図１）による有効性評価 
 脱細胞化臓器鋳型に対する細胞播種方法の最適化を行った。これにより、灌流法としては、高
い細胞懸濁液密度を避け、間欠的細胞播種の繰り返しが最適であることを示した。一方、小型の
グラフトであれば、細胞外マトリックスゾルに懸濁した細胞を鋳型周囲から注入播種すること
で容易にオルガノイド播種できることを示した。さらに、脱細胞化臓器鋳型を用いた肝グラフト
を開発し、移植評価を行った。その結果、臓器工学的肝臓における肝関連遺伝子の良好な発現を
達成した。さらに、免疫応答が軽微であることを明らかにした。 
 



 
図１ 脱細胞化臓器を鋳型とした臓器工学的肝臓 
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