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研究成果の概要（和文）：脱細胞化臓器骨格は、再生細胞の足場として有用であるだけでなく臓器特有の三次元構造か
ら外科的に移植可能なマクロ構造へ連続する血管網、細胞外マトリックス構造を有している。我々はiPS細胞技術の臨
床応用に向けて、ブタの肝臓を用いて脱細胞化骨格の移植手技の定型化に努めてきた。移植後の長期的機能維持を目指
し、還流血液の凝固の問題をクリアするため、内皮細胞や抗凝固粒子による門脈系の被覆、門脈カテーテルを用いた抗
血栓薬の持続投与によって大幅な改善を得た。今後は、膵臓・小腸を含めた本技術の幅広い応用の可能性を含め、脱細
胞化臓器骨格を基盤としiPS細胞を用いた再生医療を実現すべく更に本研究を推進していきたい。

研究成果の概要（英文）：Recent technology in stem cell engineering has raised new possibilities for the st
udy of complex physiological processes in vitro, as well as the potential to fabricate entire organs for t
ransplantation. After the huge progress in vitro using human-induced pluripotent stem cells which can diff
erentiate relatively functional somatic cells, we should go for the next stage to investigate clinical app
lications of those cells using feasible animal models. Therefore, we have been developed a new technology 
using acellular three-dimensional scaffolds to generate transplantable whole liver which can be recellular
ized with appropriate cell types. It can retain all the necessary cues of tissue regeneration with efficie
nt blood supply by suturing vascular access in vivo. For the clinical application, it should be applied to
 preclinical experimental large animal models. We believe that this technology may help to open new insigh
t into organ regeneration as well as drug metabolism and toxicity.
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１．研究開始当初の背景 

 

日本国内だけで100万人と言われる肝疾患患

者の中で年間4万人以上がその関連疾患によ

り死亡している。特に重症肝障害に対しては

肝移植がほぼ唯一の根治的治療法であるが、

米国だけでも年間 8000 人がドナー肝を待ち

ながら死亡する現状で、そのほとんどを生体

ドナーに委ねる日本においては、臓器移植法

が改正されたとは言えドナー不足は深刻な

問題となっている。臓器移植に代わり少ない

ドナーから多くの患者を救うために肝細胞

移植が世界的に試みられたが（IJ Fox, N Engl 

J Med, 1998）その長期的機能保持の限界か

ら新しい治療法として確立するには至らな

かった。この結果は細胞機能を保持する上で

の生体に本来あるべき細胞外マトリックス

構造の重要性を示唆し、その後マトリックス

の構成成分を融合させたバイオ肝臓の研究

が長年に渡って行われる一つの根拠となっ

た。その結果動物モデルで一定の機能を発現

するに至ったが（Ohashi K, Nat Med, 2007）、

肝類洞構造を含む微細血管系から解剖学的

に吻合可能な門脈/肝動脈/肝（中心）静脈系

までの連続的血管再構築の困難性は、腸管か

らの栄養豊富な血液を供給する肝再生にと

って不可欠な門脈血流循環の欠如をもたら

し、それに加え肝臓特異的な連続的胆管構造

による胆汁排泄機能の欠落は、未だに臨床応

用可能なモデルの出現を妨げている。この状

況を打破すべく本申請代表者はハーバード

大学の研究員時代にOttらのラット心臓を用

いた脱細胞化によるマトリックスの保持・臓

器の作製法に学び（Ott HC, Nat Med, 2008）、

ラット肝臓の脱細胞化と肝細胞生着によっ

て得られた新しいグラフトの作製とその移

植に成功した（Uygun BE, Soto-Gutierrez A, 

Yagi H, Nat Med, 2010）。この技術の大きな

特徴は生細胞をすべて除去しながらもその

作製した半透明な肝臓スキャフォールドの

中に生体に本来あるべき三次元立体構造が

十分に保持され、それ故に上述の細胞成熟・

再生に必須な細部に渡る血管および胆管構

築を有しながら細胞一つ一つが生着するマ

トリックスのベッドと言える微細構造を保

つ点である。しかしながら一方で移植後表面

からの出血及び内部での血液凝固により長

期には生体内に保持できず、胆汁排泄能の欠

落も含め肝機能も未熟であるなどの問題点

が浮かび上がった。臨床応用にとって重大な

欠陥であるこれらの問題点は、脱細胞化によ

り消失してしまった血管内皮細胞等の血管

内腔構成細胞および肝細胞と共に胆管細胞

の再生着が必須であることを物語っていた。

代表者が間葉系幹細胞の抗炎症/肝保護効果

を研究テーマの一つとしてきた経験から

（Yagi H,Mol Ther,2010）(Yagi H,Tissue Eng 

Part A,2009)、間葉系幹細胞が持つ血管内皮

細胞への機能修飾効果に着目し、また本モデ

ルのような新鮮肝細胞を用いる限りドナー

不足の根本的解決策にはなり得えないこと

から、これらの問題点を解決すべく『（1）間

葉系幹細胞を応用した脱細胞化肝臓内での

血管構築の最適化、（2）胆管細胞の再生着に

よる胆管構造の再生、（3）最終的な細胞ソー

スとしてのiPS細胞技術を応用したオーダー

メイド肝臓の開発』を大きな目標に見据え、

本年4月から慶應義塾大学医学部外科学教室

の研究専任助教として帰室した。ラットモデ

ルを用いた本プロジェクトに対して慶應義

塾大学次世代研究プロジェクト推進プログ

ラムによる助成金（2010〜2012 年）を獲得し

これを基盤として、胆管再生に関してはコラ

ーゲン構造内での微細胆管再生の研究を行

っている理工学部谷下一夫教授（Hashimoto W, 

Am J Pathol,2008）と、間葉系幹細胞に関し

ては生理学教室松崎有未准教授（Morikawa 

S,J Exp Med,2009）と、そして iPS 細胞に関

しては同岡野栄之教授とそれぞれ共同研究

を締結した上で、まず当研究室で同じ脱細胞



化システムを立ち上げ、それぞれの細胞を本

システムに適応させる研究を開始した。その

結果まず間葉系幹細胞と血管内皮細胞の共

培養によりスキャフォールドへの選択的細

胞生着が顕著となることが示された。一方で

ラットにおけるマトリックス構造の脆弱性

と門脈領域への部分肝移植という技術的困

難性から、本グラフトの臨床的適合性を評価

にするために早い段階での大動物モデル特

にヒト肝臓と近似性の高いブタモデルの構

築が必須であると考えた。当教室の肝移植グ

ループですでにブタを用いた実験を行って

いること、及び代表者が元々肝移植グループ

に所属し京都大学移植外科にも臨床留学経

験があること（Yagi H,Surg Today,2004）か

らブタを使ったモデルの構築が可能と判断

し、同じ脱細胞化システムがブタに応用可能

かを試みた。その結果に示すごとく『ブタ肝

の脱細胞化が可能であり且つ内部マトリッ

クス構造及び血管構造が十分に保たれその

構造がラットに比し強固なことが示された』

ため移植への強い手応えを得、本申請に至っ

た。 

 

２．研究の目的 

 

本研究は生体組織の脱細胞化技術を用いて

作製した半透明なブタ由来の全肝三次元ス

キャフォールドに『肝細胞、間葉系幹細胞、

胆管細胞、血管内皮細胞』を生着させること

で、肝臓機能に必須な『細胆管から小葉間胆

管構造を経た連続的な胆汁排泄経路と微細

血液循環系から吻合可能な門脈/肝動脈/肝

（中心）静脈系への連続的血管構造を有する

これまでにない機能的な肝臓グラフト』を開

発し、これを肝再生・増殖に重要な役割を担

う門脈血流へ吻合/移植することによって、

臓器として十分に機能する『新しい移植肝臓

を提供する』ことを目的としている。この新

技術を基盤として年間数万人がその命を落

とす重症肝障害治療への新たな道筋を示す

ことを目指す。 

 

３．研究の方法 

（1） ブタ肝臓の脱細胞化とその評価 

我々はラットですでに確立した脱細胞化法

を用いてブタの脱細胞化が技術的に可能で

あることを示す。まず得られた脱細胞化肝臓

が細部に渡り十分に細胞を保持するマトリ

ックス構造を有しているか、吻合可能な強度

を持つ血管構造が保たれているか、これまで

評価されていない内部胆管構造の詳細につ

い て                                     

を遺残 DNA 解析・免疫染色・プラスチック注

入法・電子顕微鏡などを用いて評価した。 

                                                                                    

（2） ブタ脱細胞化肝臓への間葉系幹細胞/

血管内皮細胞の生着とその評価 

ヒト間葉系幹細胞とブタ血管内皮細胞のス

キャフォールド内での共培養系を独自の循

環培養閉鎖式チャンバーを用いて行い、計時

的に7日間まで細胞生存とその局在を組織学

的（CD31、CD90、Integrinβ1 染色）に評価

した。 

 

（3） ブタ再細胞化肝臓の移植 

作成した再生肝臓が移植可能であるかどう

か、血管吻合を用いて 20kg のブタの門脈、

下大静脈に接続した。門脈血流を再開し、内

部の状態を確認した後閉創。7 日目にこれを

摘出し、病理学的に解析した。また適切な移

植方法について定型化した。 

 

４．研究成果 

 

本研究によって、再生肝臓の作成が大動物で

も可能であること、更にブタへの移植が可能

であることが明らかとなった。またこの結果

は世界初の報告として論文化し、発表された

論文は雑誌の年間ダウンロード数上位 10 件



に入るほどの注目を集めた。大動物での成功

に対するインパクトは大きく、プレスリリー

スを行って、一般にも周知させていただいた。

本件かを受け、施設代表の北川雄光の名の下、

「JST 再生医療実現拠点ネットワークプログ

ラム 技術開発個別課題」に採択をいただき、

実際の臨床応用へ向けて更なる具体的な実

験を展開するに至った。若手研究（A）によ

る研究助成がまさに結実したものである。し

かしながら、本研究によって今後の課題も明

らかとなった。その一つが、移植をしてその

評価が可能な大動物モデルがないこと、また

移植後の内部の強い凝固の問題である。この

二点については、本研究内では解決に至らな

かったため、引き続き JST のプロジェクトと

して取り組んでいる。3 年〜5 年をめどに、

ブタでの POC を取得し、臨床応用の実現を目

指したい。 
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