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研究成果の概要（和文）：研究成果の概要（和文）本研究は有茎腸管グラフト内の充填肝組織片の急速な増殖環境下に
肝幹様細胞を置くことで様々な増殖因子の影響によりこれが機能肝細胞に分化誘導され、それが体内型補助肝臓として
機能することを期待して行われた。肝組織片と共充填した肝幹様細胞は６０日後でも遺残肝組織の間に浸潤し､分裂、
増殖、融合して肝細胞索類似の形態を形成し､各細胞間には類洞類似の細胞間隙も認められた。PAS染色でも陽性に染ま
り、ブドウ糖の代謝能を有していることが示唆された。本法により肝幹様細胞の肝細胞類似細胞への分化誘導が惹起さ
れ肝組織類似の組織構築がなされることが確認され、体内型補助肝臓作成への展望が示された。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to develop an auxiliary liver using a small intestinal 
segment packed with the minced liver and the stem-like cells of another rat liver by exposing them under 
the rapid growth environment of the minced liver to expect the transformation of them to the functioning 
hepatic cells. Hepatic stem-like cells co-packed with the minced liver infiltrated into the spaces of the 
remnant liver tissue even after 60 days, by exhibiting a similar configuration of the liver cell cord 
with the division, proliferation and fusing. The intercellular space of the sinusoid resemblance was also 
admitted between each hepatic stem-like cell. Stained also positive with PAS staining, it was suggested 
that these transformed hepatic stem-like cells have the metabolic ability of glucose.
The study showing that hepatic stem-like cells were differentiated into the resemblance of the true liver 
tissue, indicated the prospect of the creation for the internal auxiliary liver.

研究分野： 再生医学
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 １．研究開始当初の背景 

 肝実質細胞を移植して不全肝の補助肝臓

としての機能を持たせようとする研究は水

戸(Transplantation 28:499-505,1979)らに

よる脾内肝細胞移植の研究を嚆矢とする。こ

れまでに２０以上の部位への肝細胞移植が

試みられてきているがいずれも不全肝を補

填するほどの移植細胞塊を形成できないで

いる。近年、その肝細胞移植法にも工夫が凝

らされ、不死化処置肝細胞移植、肝の幹様細

胞の移植、胚性幹細胞を肝細胞に分化させて

皮下に移植、肝細胞を特殊コーティングした

人工膜に播種して移植するなどの方法が効

果を上げている。また、最近では各種幹細胞

（胚性幹細胞、体性幹細胞、iPS 細胞）を増

殖因子のカクテルの中で培養したり複数の

遺伝子を導入したりして機能肝細胞に分化

させる研究が積極的に行われてきている。肝

臓特有の体性肝幹細胞を同定し、これを機能

肝細胞へ分化させることができるなら複数

の増殖因子や遺伝子導入によらず、より自然

に近い微小環境下で肝幹細胞を機能肝細胞

に分化誘導することが可能になる。一方、

Guputa(Transplantation2003;75:1827-1832

)らは肝細胞ではなく細片化した肝組織片そ

のものを有茎腸管グラフト内に充填するこ

とで有効な体内型補助肝臓を作成したと報

告している。我々も Guputa らの方法を追試

したが他部位では、速やかに壊死に陥る肝組

織片が腸管 Graft 内では再び融合して一塊と

なり増殖、増大することを認めている。すな

わちこの時、有茎腸管グラフト内では肝細胞

が増殖増大するのに適当な微小環境が出現

したことになる。そしてこのような状況下の

Graft 内に肝の体性幹細胞を共充填すればこ

の幹細胞に対しても分化誘導、増殖刺激が同

時に加わることが推測できる。肝の体性幹細

胞 の 候 補 は epithelial stem-like 

cell(Liver growth and repair. Chapman & 

Hall, London, p50-99, 1998)として 100 年

以上前から知られているが、既に我々も単離

しクローン化している。この細胞は無限に近

く増殖させることが可能であり、これを分化

誘導して機能肝細胞化できるなら安価で強

力な体内型補助肝臓の作成も可能になる。本

研究はこのような背景に基づいて行われた。 

 

２．研究の目的 

本研究は肝の体性幹様細胞を機能肝細胞に効

率よく分化誘導する方法の開発を目指してい

る。そのために体内型補助肝臓（有茎腸管グ

ラフト内肝組織片充填移植術）を用いる。こ

こではグラフト内に充填されたミンチされた

肝組織片は急速に再癒合し増殖する。体積で

元より８−１０倍に急速に増殖肥大すること

を確認している。この充填肝組織の急速な増

殖環境下に肝の幹様細胞を置くことで様々な

増殖因子の影響により肝の幹様細胞が機能肝

細胞に分化誘導してゆくことを期待している。 

 一方、肝の幹細胞システムが解明されたな

ら肝の幹細胞から機能肝細胞を大量に増殖さ

せ肝臓を再構築することも可能になる。100

年以上前から齧歯類の肝臓には長期生存する

上皮性細胞の存在が知られていた。その代表

例が肝の幹様細胞と言われる WB-F344 細胞で

ある。この幹様細胞は様々な細胞に分化誘導

出来ることが知られている。我々は Wistar 

rat 肝から独自にこの幹様細胞を単離しクロ

ーン化している。これまでに、この細胞は免

疫染色、その他からから Glycogen (+), AFP 

(+++), Albumin (+),  Flk-1 (+++), PECOM-1 

(+++), Von Willebrand Factor (+-)、CK7/17 

(+-), CD34 (-)であり、AFP (+++), Albumin 

(+)では肝細胞の特徴をまた、Flk-1 (+++), 

PECOM-1 (+++)と内皮細胞の特徴も併せ持つ

細胞であることを確認している。本研究では

有茎腸管グラフト内にこの幹様細胞をミンチ



 

した肝組織片ともに共充填し、肝組織片が急

速に癒合し増殖する環境下でこの幹様細胞を

機能肝細胞に分化誘導することで、効率的な

体内型人工肝臓の作成を目指した。 

 

３．研究の方法 

ウイスター系ラットから単離しクローン化し

て凍結保存しておいた肝幹様細胞を解凍して

再培養して増殖させておく（図 1）。雄性ウイ

スター系ラットを用い、長さ 2-3cm 空腸分節

を、上腸間膜動静脈枝を付けたまま有茎で遊

離し、その粘膜を剥ぎ､更に、血流を補助する

ために大網も共充填しておく。同一ラットの

肝左葉を摘出しメスでミンチする。ミンチし

た肝組織片と培養皿からトリプシンを用いて

剥離、分散した肝幹様細胞(30000/ml)をミン

チした肝組織と混和し、腸管グラフト内に共

充填しグラフトを閉鎖する。これを肝中葉を

部分切除した離断端に縫着する。対照として

分散した肝幹様細胞(30000/ml)を鼠径部脂肪

織内に移植する（図２）。術後、グラフト手術

を施行したものは７日、１０日、１４日、２

１日、２５日、２８日、３５日、４２日、６

０日後に犠牲死させ組織学的に検討した。皮

下移植したものは７日後に犠牲死させ組織学

的に検討した。 

 

 図１-A:凍結保存しておいた肝幹様細胞の

解凍直後のもの、盛んに遊走しているように

見える。 

B: 著しい増殖を示し１週間後には互いに融

合して径 10cm の培養皿に充満している。 

 

図２A:肝左葉を切除しミンチしておく。空腸

有茎分節腸管を作成し粘膜を削除後、大網を

充填する。B, C:ミンチした肝組織と肝幹様細

胞を混和して分節腸管に充填する。D: 鼠径部

の皮下に肝幹様細胞を移植する。 

 

４．研究成果 

 Guputa等による有茎分節腸管内にミンチし

た肝組織片を充填して補助肝臓を作成する原

法に対して、新たに大網を肝組織片と共に共

充填することで肝組織移植片への血流を補助

した結果、予想通り充填した肝組織片の増大

と生着の延長がすでに認められているが、こ

れに肝幹様細胞を共充填した結果、他部位で

は長期生着の認められない肝幹様細胞の長期

生着、増殖、分化が認められた。 

 以下、典型例を示す。 

 

（１） 有茎分節腸管内肝組織片・肝幹様細

胞・大網共充填後６０日例（図３） 

肝組織片のみを充填する原法では充填した肝

組織片の殆どが壊死におちいってしまう６０

日後でも部分的に充填肝組織片と肝幹様細胞

の生着と増殖が認められた。 



 

 

図３-A:肝組織片と肝幹様細胞を共充填した

グラフトを肝中葉に逢着したところ（矢印）。

B:６０日後のグラフトは大きく緊滿、腫大し

壁には血管の増生も認められる。 

 

（２） 肝組織片・肝幹様細胞・大網共充填後

６０日例の組織図（図４） 

① 肝組織片と共充填した肝幹様細胞(30000

個)は６０日後でも遺残肝組織の間や腸管グ

ラフト壁近傍に生着し増殖していた。これら

は好酸性の大きな胞体を有し、共充填した遺

残肝組織の間に浸潤し､分裂、増殖、融合して

肝細胞索類似の形態を形成し､各細胞間には

類洞類似の細胞間隙も認められた。PAS 染色

でもこれらの細胞の殆どが陽性に染まり、ブ

ドウ糖の代謝産物であるグリコーゲンの貯蔵

能を有していることが示唆された（図 4）。 

図 4-A:HE 400x.好酸性の大きな胞体を有した

幹様細胞が共充填した遺残肝組織の間に浸潤

し､分裂、増殖、融合して肝細胞索類似の形態

を形成している。B: PAS 400x. PAS 染色でも

陽性に染まり、ブドウ糖の代謝能を有してい

ることが示唆された。 

 

②グラフト壁近傍での増生 

一方、グラフト壁に接する部位では肝幹様細

胞は本来の充填肝組織が壊死した部分でもそ

の中で増殖して細胞巣を形成し、その一部は

グラフト壁の中にも浸潤していた。又、その

細胞巣を取り囲むように赤血球の充満した血

液路の様な間隙(矢印)が認められた(図５)。 

 

図 5 A:HE 400x. 好酸性の胞体を持つ細胞が

集積しお互いに融合して細胞索類似構造を示

す。細胞索の間の間隙はあたかも類同様に見

える。又、細胞巣を取り囲むように赤血球の

充満した間隙が認められる(矢印)。B: PAS 

400x. 細胞巣内の結合織部分や小腸上皮の杯

細胞内の粘液は強陽性に染まっているが肝幹

様細胞も腸管上皮や赤血球(矢印)が全く染ま

らないのに比べると陽性に染まっている。 

 

（３）鼠径部皮下脂肪内への肝幹様細胞の移植 

 対照として同量の肝幹様細胞を鼠径部皮下

脂肪織内に移植したが皮下脂肪織内への赤血

球の集積と褐色脂肪組織の増生は認めたもの

の、肝幹様細胞は全く消失し、その痕跡も認

められなかった。 

 

結語 

 有茎腸管グラフト内への肝組織片との共充

填により肝幹様細胞の肝細胞類似細胞への分

化誘導が惹起され肝組織類似の組織構築がな

されることが確認され、体内型補助肝臓作成

への展望が示された。 
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