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研究成果の概要（和文）：ラット心臓死死体肝から得た肝細胞の肝特異的機能発現と移植後の生着動態、細胞機
能を明らかにする。Group1は通常の分離培養。Group2には、酸素化還流溶液を用いて分離培養した。コントロー
ルは生体ラットドナー。分離肝細胞ViabilityはGroup2は、Group1と比較して良好であった。培養肝細胞のアル
ブミン産生は培養5日目以降でGroup2は、Group1より有意に上昇していた。アンモニア分解能では、Group2はほ
ぼ全期間でGroup1より上昇していた。Group2は、脾臓内への生着が認められた。結論、酸素化還流液は有意に分
離肝細胞機能、移植肝細胞機能を維持させるのに有用であった。

研究成果の概要（英文）：The aim is to clarify the liver-specific functional expression of 
hepatocytes, and engraftment dynamics and hepatocyte function after transplantation, obtained from 
non-heart-beating donor rat liver. Group 1 was a normal isolated culture. Group 2 was an isolated 
culture using an oxygenated reflux solution. Control was a living donor rat. The viability of 
isolated hepatocytes was better in Group 2 than in Group 1. Albumin production in cultured 
hepatocytes was significantly higher in Group 2 than in Group 1, 5 days or over after culture. In 
terms of urea synthesis, Group2 was higher than Group1 over almost the entire period. Hepatocytes in
 Group2 were found to have engrafted in the spleen. In conclusion, oxygenated perfusion fluid was 
significantly useful for maintaining isolated hepatocytes function and transplanted hepatocytes 
function.

研究分野： 消化器外科、肝再生、細胞移植

キーワード： ラット　肝細胞
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸素化還流液は、非酸素化還流液と比較して有意に培養細胞のアルブミン産生能を延長させ、また、移植細胞の
生着能とアルブミン産生能を維持させる有用な手段であることが示唆された。さらに、心臓死死体肝から採取し
た肝細胞は細胞機能を維持し、生着することが示唆された。
これらのことから、これまで利用されて来なかった心臓死の肝細胞を細胞移植のドナーソースとして臨床応用に
大いに利用される足がかりとなる可能性があると思われた。

※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 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 
外科的肝不全治療としては臓器肝移植が治療の中心であることはいうまでもない。本邦におい

ては、特異的に生体肝移植が技術的にも世界をリードしているが、ドナー肝を獲得するために正

常肝を切除しなくてはならず、ドナーの死亡例があることも見過ごせない。この点においては、

脳死肝移植法案が施行され、深刻なドナー不足を改善すべく多くの期待が寄せられていたにもか

かわらず、現在においても年間数例に脳死肝移植が行われているのが、現状である。 

かかる点において、肝臓臓器移植に代わる新たな治療法として細胞療法は特に再生医学の領域

においては新たな治療法として注目されつつある。われわれは、移植肝細胞の生着、および増殖

についてこれまで研究報告をしてきた（Enami Y, et al. Mechanisms regulating survival of

 donor cells in the non-heart beating rat liver. Hepatology.2007;46:Suppl,540A. Enami 

Y, et al. Initial clearance of transplanted cells from the liver is regulated inpart by C

ox-1-mediated inflammatory mechanisms and Cox-inhibition improves cell engraftment.

 Hepatology.2007;46:Supple,541A）。しかしながら、この肝細胞移植においても臓器移植同様

に、大量のドナー肝細胞供給システムの可能性が重要な課題となっている。 

今後ドナー肝細胞バンクを拡大するため、考えうる細胞ソースとしては心臓死のドナーから得

られた肝組織であると考えられる。肝移植においては、心臓死のドナーから採取された移植片が

レシピエントの肝臓として機能することは、極めて困難であることが知られている。しかし、我々

のこれまでの基礎的研究によって、細胞レベルで肝細胞がその特異的機能を維持できる可能性が

示唆れてきている。我々のこれまでの研究では心臓死ドナーからの肝細胞が、生着、増殖しうる

ことを確認し、報告して来た（Enami Y, et al. Mechanisms regulating survival of donor 

cells in the non-heart beating rat liver. Hepatology.2007;46:Suppl,540A.）。 

   

よって心臓死死体肝細胞が十分にその機能する方法が解明されれば、ドナーとしての肝細胞数

は格段に増大し、慢性的なドナー不足に対して肝細胞バンクの拡大が開かれることなり、さらに

は、肝細胞移植の臨床応用に向けて、飛躍的に前進すると確信する。 
 
 
２．研究の目的 
 
今回は、心臓死死体肝から獲得した肝細胞の肝特異的機能発現、さらに移植後の生着動態、細

胞機能を明らかにする。 

すなわち 

（１）心臓死死体肝肝細胞の還流・採取後および培養後のViability(生存、アルブミン合成能、

アンモニア分解能、形態学的、分子生物学的検索)と阻血時間の関係を明らかにする。 

（２）心臓死死体肝肝細胞を細胞移植し、移植後のViability(生存、アルブミン合成能、アンモ

ニア分解能、形態学的、分子生物学的検索)と阻血時間の関係を明らかにする。 
 
 
 



３．研究の方法 
 
（１）スタディーデザイン 

心停止後0,10,15,30,60,90分後に肝臓を還流し、摘出。肝細胞を採取する。それぞれの群の

肝細胞をさらにマイクロカプセル法によりカプセル化する。培養実験においては、1,3,5,7,

14日間培養の後、以下の項目を検討。凍結保存でも同様に1,7,14,28日間の保存後、解凍し、

以下の項目を検討。肝細胞移植でも同様に移植後1,7,14,28日後、犠牲死させ、以下の項目

を検討。 

    →→→灌流→→→    

  心停止ドナーラットの肝臓        還流中の心停止ドナーラットの肝臓 

 暗赤色となっている         ベージュ色となり、還流が良好に行われている 
 
 
（２）検討項目 

2-1.培養によるviability、アルブミン合成能、アンモニア分解能、形態学的、分子生物学的

検索(HNF-1, HNF-3, HNF-4, CEBP-α, TAT, TOについて 

2-2.凍結保存後、解凍の際の viability、アルブミン合成能、アンモニア分解能、形態学的、

分子生物学的検索(HNF-1, HNF-3, HNF-4, CEBP-α, TAT, TO))について 
 
（３）申請時は上記（１）、（２）等を想定していた。しかしながら、研究協力者の退職により、

当初の実験計画の見直しが必要となり、再度計画を立て、実験準備を進めていた。さらに、実

験室の環境を整え、再確認の際に検体保存用の低温冷凍庫（-80 度）の故障が発覚し、新規導

入をした。さらに、令和 2 年度には、COVID-19 の影響にて、ラットの購入も一部困難な状況

にあり、一部実験内容を簡略化し、簡易的実験モデルを作成、施行することとし、協力者を募

りながら、進めることとした。 

 

（今回の研究方法） 

SDラットを心停止させた後、室温にて温虚血状態で30分放置し(Non-Heart-beating  donor)、

(Group1) には、Hanks/Collagenase 溶液を用いて肝細胞を分離培養とし、(Group2)には、酸

素化 Hanks/Collagenase 溶液(酸素分圧約 500mmHg)を用いて肝細胞を分離培養した。これら、

分離培養した肝細胞の機能を検討した。コントロールには生体ラットドナー(Heart-beating 

donor)を用いた。 
検討項目としては、分離培養した肝細胞の viability、アルブミン合成能、アンモニア分解能に
ついて検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）還流中の酸素分圧は、Group2 では、500mmHg 以上を保っていた。 
 
 



（２）細胞分離後の肝細胞 Viability は、コントロール群、Group1、Group2 それぞれ、85.2
±3.8%、56.1±3.2%、65.7±4.3%であり、Group2 は、Group1 と比較して良好な結果が得ら
れた。 
 
（３）次に、分離培養液中の肝細胞のアルブミン産生については、培養 5,7 日目では Group2
は、コントロールよりは低下していたが Group1 よりは有意に上昇しており、10,14 日目では、
コントロールと比較しても有意な上昇を認めた。 
 

             
 
 
（４）さらにアンモニア分解能では、Group2 は、14 日目を除き全期間で Group1 より上昇し
ていた。 
 

 
 
 
（５）移植実験では、脾臓内への生着が認められた。 
 

移植後 28 日、x２００ 
 
 
考察 

• 温阻血を経て酸素化還流液によって細胞分離することで、潜在的に細胞機能の良好な
細胞を抽出できた可能性があると思われた。 

• 酸素化還流液は、細胞機能の維持または機能亢進させる可能性があると思われた。 
•  

結論として 
酸素化還流液は、非酸素化還流液と比較して有意に培養細胞のアルブミン産生能を延長させ、
また、移植細胞の生着能とアルブミン産生能を維持させる有用な手段であることが示唆された。 
さらに、心臓死死体肝から採取した肝細胞は細胞機能を維持し、生着することが示唆された。 
 
（国内外における位置付けとインパクト、今後の展望） 
これらのことから、これまで利用されて来なかった心臓死の肝細胞を細胞移植のドナーソース
として臨床応用に大いに利用される足がかりとなる可能性があると思われた。 
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