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論文内容の要旨 

〔目 的(Purpose)〕 

2010年10月の臓器移植法の改正以降，本邦における脳死下臓器提供数は増加したが，ここ数年は年間50例程度と

横ばいであり，ドナーの絶対的な不足は続いている．本邦の肝臓移植においては，その提供を生体ドナーに依存し

ており，今後，これに代わる再生医療や細胞移植の発展が期待されている． 

肝臓は，約70%を構成する肝細胞の他に，内部に豊富な血管を有する類洞構造を持ち，これらは肝細胞の生存，機

能維持に寄与している．ヒト肝組織と同様の機能的三次元肝組織を人工的に構築するためには，1)基盤となる肝細

胞の選択(ヒト凍結初代肝細胞(cryopreserved human primary hepatocytes: CPH)，iPS細胞由来肝細胞，切除標本

からの灌流法による肝細胞採取など)，2)肝組織の構築手法(細胞シート，organ bud，脱細胞化など)，3)肝細胞の

生存，機能維持のための血管構造の導入などが課題としてあげられる． 

我々は，細胞レベルから三次元組織の構築を可能とする手法として，大阪大学大学院生命機能研究科 明石 満

教授らにより開発された交互積層による細胞コート法(layer-by-layer法: LbL法)に着目した．LbL法は，細胞外マ

トリックスの構成成分であるフィブロネクチン溶液とコラーゲンの変性体であるゼラチン溶液を用いて細胞をコー

ティングし，個々の細胞の表面にナノレベルの薄膜を形成させる手法である．LbL法により形成された薄膜が「分子

のり」の役割を果たし，細胞同士の接着を促すことで，三次元組織の構築が可能となる．同研究室では，これまでに

LbL法を用いて，皮膚，心筋，血管壁モデル等の三次元組織構築について報告してきた． 

そこで，本研究では，LbL法を用いて，CPHからなる機能的血管化三次元肝組織を構築し，in vitro，および，in 

vivoでの機能評価，形態学的評価を行うことを目的とした． 

〔方法ならびに成績(Methods/Results)〕 

血管構造を有する三次元肝組織を構築するにあたり，構成細胞の検討をin vitroにて行った．その結果，LbL法を

行ったCPH，ヒト臍帯静脈内皮細胞(Human Umbilical Vein Endothelial Cells: HUVEC)およびヒト皮膚線維芽細胞

(Normal Human Dermal Fibroblasts: NHDF)を各々4:1:4の比率で混合後，3日間培養することで，組織内に豊富な血

管構造を持つ三次元肝組織の構築が可能であった．構築した血管化三次元肝組織について，培養液中のヒト

Albumin(hAlb)濃度をEnzyme-Linked Immunosorbent Assay(ELISA)法で測定したほか， Cytochrome P450(CYP)活性

を測定し，タンパク合成能と薬物代謝能についてCPH単層群とで比較検討した．その結果，LbL法により構築した三

次元肝組織では，CPH単層群に比して，有意に高いhAlb産生を認めるとともに (P<0.01)，CYP活性についても有意に

高い傾向を認めた(P<0.01)． 

次に，LbL法により構築したCPHからなる三次元肝組織を重度複合免疫不全マウス(NOD/SCIDマウス)に移植し，生

体内におけるhAlb産生能と形態学的評価を行った．血管化三次元肝組織，非血管化三次元肝組織，および肝細胞懸

濁液の3群をそれぞれNOD/SCIDマウスの皮下に移植し，マウス血清中hAlb濃度を移植前，移植後3日目，7日目，14日

目，21日目と経時的にELISA法で測定するとともに，移植後21日目に摘出したグラフト組織について形態学的に評価

した．血管化三次元肝組織を移植した群では，移植後3日目より有意に高いhAlb産生を認め，その傾向は移植後21日

目まで維持された (P<0.01)．また，形態学的評価では，非血管化三次元肝組織内には多数の風船様変性した肝細胞

を認めたのに対して，血管化三次元肝組織内では，肝細胞の変性はより少なかった．さらに，構築された血管と宿

主の血管の連続性が確認された． 

〔総 括(Conclusion)〕 

交互積層による細胞コート法を用いて，ヒト凍結初代肝細胞からなる機能的血管化三次元肝組織を構築し，生体

内における安定した組織生着と優れたタンパク合成能を確認した．本手法は，今後の再生医療における組織構築法

の一つとして有用な技術となり得ると考えられた． 
 


