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研究成果の概要： 

肝不全治療としての肝臓移植に代わる治療として，肝細胞移植に関する研究を行い，肝臓外への肝

組織構築の実現化に向けた研究を行った．特に新たな組織工学的手法を用いて，culture dishの上で

２次元，３次元肝細胞シートを作成し，マウス皮下に「場」を確保し，移植した．その結果，皮下からの

血管新生が促進され，細胞が安定して肝細胞としての機能を保持したままで，マウスの皮下に長期間

生着させることに世界で初めて成功した．組織学的あるいは血清中のアルブミンや血液凝固因子の解

析から肝機能が維持される事を明らかとした．同時に再生能力を有する事も明らかとなった．この効果

は 200 日以上にわたり，維持される事が判明し，これまでに報告のない研究成果となった．肝臓が作る

タンパク質等の物質のうち，比較的尐量でも人体に十分である血友病などにおいては，その臨床効果

は十分にあると予想される． 
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１．研究開始当初の背景 

 末期の肝不全治療としての肝臓移植は，国内

外において定着しているが，一方で慢性的なド

ナー不足や日本特有の様々な事情による脳死

移植医療の停滞は深刻な問題である．これらの

諸問題を克服するために，根本的な解決策とし

ての人工臓器の開発は古くから試みられている

が，未だ臨床応用，効果は限られているのが現

状である．肝細胞移植は，以前より注目されてい
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るものの，成熟ヒト肝細胞培養の困難さから，未

だ確実な臨床応用は達成されていない． 

 
 
２．研究の目的 
 

本研究の目的は，肝細胞移植および肝臓外へ

の肝組織構築の実現に向けての基礎的および

臨床応用を目指した発展的研究を行うことであ

る． 

 
 
３．研究の方法 

 （１ ）肝不全病態発症機構の解明および治療

法の確立に向けた基礎的研究 

 マウス 70％肝切除あるいは虚血モデルを用い

て，さらに種々のシグナル伝達経路の解析ある

いはサイトカイン，ケモカイン，接着因子等の機

能発現の解析，さらに apoptosis の関与等につ

いて詳細な分子生物学的解析を行う．これらの

解析により，肝不全治療に向けての標的分子あ

るいはシグナル経路が判明するものと考えられ

る． 

 

（２）遺伝子導入肝細胞の長期間培養下での機

能解析 

 これまでに確立したアデノウイルスベクターに

よる遺伝子導入を行った肝細胞をさらに長期培

養し，導入遺伝子の発現の変化，肝細胞の機能

評価を行う．本実験から臨床応用に向けて，より

現実的な移植肝細胞の機能維持，機能発現に

ついての評価ができるものと考えられる． 

 

（３）ヒト肝細胞長期間培養下での機能解析 

 ヒト肝細胞の長期培養を行い，遺伝子導入効

率あるいは移植後の長期の生着率等について

検討する．上記実験の結果とあわせて，臨床肝

細胞移植への課題を明らかとできるものと考え

る． 

 
４．研究成果 

 

肝細胞を利用した様々な治療法の確立にむけ

て，ヒト肝組織からの成熟肝細胞の分離手技の

確立および小動物を用いた肝不全治療実験を

行った． 

 

(1)肝不全病態に対する肝細胞を用いた治療法

の確立 マウスの 70%肝切除し，さらに残葉の

2/3 の流入血行を遮断することにより，劇症肝不

全を誘導した．無処置マウスに本劇症肝不全を

誘導した際は，全てのマウスが24時間以内に死

亡することを確認．この劇症肝不全病態におけ

る成熟肝細胞を用いた肝組織作製の治療効果

を検討した．劇症肝不全を誘導する 3 日前に，

肝細胞を用いて腎被膜下に小肝組織を作製し

たところ，マウスの生存期間の延長を認め，10%

のマウスにおいて救命に成功した．  

 

(2)遺伝子導入肝細胞を用いた治療法の確立 

肝組織作製に用いる分離肝細胞の高機能化を

図ることにより劇症肝不全の治療効果を高めるこ

とを目的に，肝細胞に HGP 遺伝子を導入した．

我々の開発した遺伝子導入法に従い，アデノウ

イルスベクターを用いて HGF 遺伝子を導入し，

腎被膜下に小肝組織を作製したところ，遺伝子

非導入の通常肝細胞にて肝組織を作製した群

と比較し，有意なマウスの生存期間の延長を認

めた． 

 

(3)ヒト肝細胞分離技術の確立と培養下機能評

価 奈良県立医科大学付属病院において，転

移性肝癌等の疾患のため肝部分切除にて摘出

された肝臓標本の癌部以外の正常肝組織を用

いて，肝細胞分離を行った．分離は，2 段階コラ

ゲナーゼ還流法を基本に一部修正して行った．

コラゲナーゼの選定，コラゲナーゼ濃度，および

還流速度と温度の観点から，ヒト肝細胞分離法

の至適化を行った．その結果，viability80%以上



 

 

(トリパンブルー染色法)の肝細胞を得ることが可

能となった．また，ヒト肝細胞を初代培養したとこ

ろ，良好な接着を示すとともに，アルブミン等の

蛋白発現や，リドカインの代謝能力の機能評価

においても良好な肝機能を発揮することを確認

した． 
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