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第1章 序論 

 

1.1 本研究の目的 

 肝臓は体重の約 45分の 1を占める脳に次ぐ最大の臓器であり、生命活動の維持に欠かせ

ない様々な機能を有することが知られている。肝臓は、様々な栄養素を分解・生成する代

謝機能、アルコール・アンモニア等を代謝し毒性を弱める解毒機能、胆汁の生成・分泌と

いった消化排泄機能、心臓へ流出する血液量を調整するといった循環調節機能などを有し

ており、体内の恒常性維持に大きく関与している。500を超える多様な機能を有することか

ら肝臓と同等の化学プラントを作ることは不可能だとさえ言われている。また、肝臓は非

常に再生力の高いと臓器しても知られ、その 4 分の 3 を切除したとしても旺盛な肝再生が

起こり、元の大きさにまで回復する。それ故、症状が進行するまで自覚症状が現れにくく

“沈黙の臓器”とも呼ばれており、症状が現れたころには取り返しのつかない重篤な症状

に陥っていることも珍しくはない。 

現在、重篤な肝臓病に対する根本的な治療法は肝移植しかない。日本臓器移植ネットワ

ークによると 2015 年 1 月 5 日時点で肝移植希望登録者は 401 人であるが、2014 年 01 月

01日から 2014年 12月 31日の間で行われた移植件数は 43件と、臓器移植ネットワークに

登録した移植希望者の 10 分の 1 ほどでしかない [1]。臓器移植が進んでいると言われてい

るアメリカにおいてさえも、OPTN/SRTR Annual Data Report 2016によると、2016年に

おいて 12月 31日時点の移植希望登録者リストの 13726人に対して、実際に移植が行われ

たのは 7841 人であった [2]。このように慢性的なドナー不足により毎年多数の人が死亡し

ており、移植用臓器が希求されている状況にある。 

人工肝臓を作ることによってこの問題を解決しようというアプローチで様々な研究がな

されてきたが、肝臓は多岐にわたる機能を持つため人工的手段を用いてすべての機能を代

替する人工肝臓を作製することはほぼ不可能である。そこで、肝機能を有する細胞を直接

装置に組み込んだハイブリッド型人工肝臓が開発された。このハイブリッド型人工肝臓は

臨床試験の段階にまで至っており、今後更なる発展が期待される。しかし、この人工肝臓

は血液体外循環を用いるシステムであるため、一時的な回復は期待できるが重篤な肝不全

患者に対しての根治療法とはなり得ない。そのため根治療法として、永久的に自分の臓器

として利用可能な移植用の肝組織（グラフト）の構築が急務であるが、未だ治療に有効な
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規模の肝組織の構築は実現できていない。 

そこで、1993年に Robert Samuel Langer および Joseph Philip Vacanti によって、組

織固有の細胞、生体足場、細胞を増殖させる環境、この 3 点に着目し臓器の構築を目指す

組織工学 [3]が提唱され、その後様々な研究がされてきた。この組織工学に基づき、その一

例として細胞シートを積層させて組織の構築を目指す研究が行われ、皮膚や心筋、網膜な

ど比較的薄い組織の構築に成功している。しかし、肝臓のような重厚な組織においては細

胞への酸素供給が課題であるが故にスケールアップができず、治療可能な規模の肝組織の

構築ができていないのが現状である [4]。 

近年、一部の研究者によって臓器工学といった概念が提唱されつつある。これは組織工

学をベースに臓器規模の組織の構築を行おうといった考え方である。肝細胞は酸素消費量

の大きい細胞であるため、治療可能な規模の肝組織の構築には精緻な血管網が必要不可欠

である。そこで本研究において、脱細胞化技術に注目した。これは臓器から細胞を除去し、

足場のみを取得する技術のことである。肝臓に界面活性剤を潅流させ取得した脱細胞化肝

臓（以下 DC 肝臓）は血管由来の構造間距離 1 mm 以下の精緻な樹状構造を有することが

確認されている [5]。臓器規模の大きさを持ち、細胞の生着に有効と言われている生体由来

足場であり、かつ肝細胞に十分な酸素供給ができることが期待されている点で、DC肝臓は

移植治療が可能な肝組織構築の上で非常に優れていると考えられる。本研究では、移植に

用いることが不可能であるドナーの肝臓を用いて DC 肝臓を作製し、これを鋳型として自

己由来の細胞を播種・培養することにより再細胞化肝臓（以下 RC肝臓）を構築する。そし

て最終的に究極の治療である移植治療を行うことを目標としている。 

しかし、この RC 肝臓を最終目標である移植治療に用いるためには、十分な機能を持つ

RC肝臓を作製し、救命効果を評価する必要がある。そこで、本研究では十分な救命効果を

持つ RC 肝臓の開発に向け、RC 肝臓の治療効果の評価系の開発を行った。更に、RC 肝臓

の高機能化に向けた基盤技術の開発を行った。 
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1.2 本研究の位置づけおよび方針 

 脱細胞化肝臓を鋳型とする移植用肝グラフトの構築を目指す研究において、構築したグ

ラフトの肝不全に対する有効性は未だに示されておらず、その有効性に関する知見はほと

んどない。既往の研究においては構築した RC肝臓の評価はそのほとんどが血液成分に着目

した in vitroでの評価が行われており、次の段階の評価として移植評価を行った報告が数件

ほど存在するのみである。しかし、肝不全からの救命の指標が未だに不明であるため、in 

vitro での評価で最重要項目である救命効果を評価することは非常に困難である。移植評価

においても、グラフトの血液の漏洩や抗血栓性の問題が解決できておらず、満足のいく評

価が行えていないのが現状である。また、このように十分な救命効果の評価ができていな

いグラフトを移植しても、全身障害を含む様々な要因が評価結果に加味されるため明瞭な

評価が困難であり、RC肝臓の作製法の改善指針を明確にすることはできない。つまり、研

究初期段階の評価において移植評価は不適切であると考えられる。つまり、RC肝臓の救命

効果を評価するにあたり、肝不全モデル動物に対して実際にグラフトを適用することが必

要であるが、明瞭な評価が可能な移植以外の評価系が必要である。そこで、RC肝臓の救命

効果の評価系の開発においてポイントとなる点を以下に示す。 

 

1. グラフトによる救命効果の評価に適した肝不全動物モデルの開発 

 肝不全に対するグラフトの有効性を評価するためには、再現性の高い肝不全動物モデル

が必要となる。 

 

2. 肝不全モデルを用いたグラフトの有効性評価系の開発 

 グラフトを実際に肝不全動物に適用してその有効性を評価する新たな評価系が必要であ

る。本研究では、ハイブリッド型人工肝補助システムが血液体外循環による体外灌流シス

テムを用いている点に着目し、グラフトを血液体外循環回路に組み込むことによって新た

な ex vivo評価系の開発を目指した。 

 

3. グラフトの高機能化に向けた基盤技術の開発 

 移植に用いることが可能なパワーを有するグラフトの作製の為には播種する細胞の高密

度化が必須であると考えられる。そこで、高細胞密度のグラフトを培養可能なシステムの

開発を目指し、酸素供給に着目した基盤技術の開発を行った。 
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以上のポイントを解決することによって、構築したグラフトの救命評価が可能となり、

最適設計に向けた情報が得られるようになると考えられる。更に、グラフトの培養システ

ムの開発によってグラフトの高機能化が期待され、真に肝不全患者を救命可能なグラフト

が実現できると考えられる。 
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1.3 本論文の構成 

 第一章では、本研究の背景として人工肝臓を取り巻く現状を示し、ならびに本研究の目

的・方針を示した。 

 

 第二章では、本研究に関連する分野に関する既往の研究について示した。本研究は肝臓

をターゲットとしていることから、まず肝臓の構造や機能および肝不全の病態、更に臨床

が進められている人工肝臓について示した。続いて、本研究の根幹となる考え方である組

織工学や臓器工学、加えてキーテクノロジーとなる脱細胞化について示した。 

 

 第三章では、治療効果の評価に必要な新規肝不全モデルの開発を行った。開発した肝不

全ラットモデルの生存率ならびに血中成分を評価した。 

 

 第四章では、まず既往の報告に基づき RC肝臓を作製し in vitroでの RC肝臓の評価を行

い RC肝臓の肝機能を確認した。その後、血液体外循環システムを構築し、肝不全モデルに

対しRC肝臓を組み込んだ血液体外循環を行うことによってRC肝臓の治療効果を評価した。 

 

 第五章では、RC肝臓の灌流培養システムの開発を行った。高密度化した再細胞化肝臓が

培養可能となるよう、酸素供給に着目したシステムの開発を行った。 

 

 第六章では、本論文の総括を行った。さらに、本論文の成果をもとに今後の展望につい

て示した。 
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Fig. 1-1 Outline of this study. 
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第2章 既往の研究 

 

2.1 肝臓 

2.1.1 肝臓の形態 

肝臓はヒトの体重の約 45分の 1を占める体内最大の臓器であり、糖質やタンパク質、脂

質等の代謝やアルコールやアンモニア等の解毒、胆汁の排泄、循環血液量の調節といった

多種多様な役割を担う。肝臓は生体の化学工場に例えられ、判明しているだけでも 500 以

上の機能があるとされる。肝臓は約 70%の肝実質細胞と約 30%の非実質細胞で構成され、

肝細胞が 50万個ほど集合した構造を基本単位としている。この構造は肝小葉と呼ばれてお

り、これは中心静脈を軸として放射状に肝細胞が配列し周辺部にグリソン鞘が配置された、

直径 1～2 mm程の六角柱型の肝細胞の集合体である（Fig. 2-1）。肝小葉内の肝細胞索の間

を走る毛細血管は類洞と呼ばれており、その直径はわずか 10 mほどである。肝細胞の類

洞に接する面積は全表面積の 7 割ほどであると考えられており、このような効率的な構造

が血液と肝細胞との間の良好な物質移動を可能としている。その結果としておよそ 2×108 

cells/g-liverもの高い細胞密度を実現している。 
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Fig. 2-1 Lobular structure of the liver. Three lobules are shown as hexagonal structures 

demarcated by portal tracts or triads in the periphery and containing a central vein at 

the center (A). The histologic structure of the lobule is shown in (B). Portal triads 

contain branches of the portal vein and hepatic artery, as well as bile ducts. Hering 

canals and bile canaliculi are also indicated. [6] 

 

 

2.1.2 肝臓の機能 

 肝臓は、外来の栄養物を取り込んで、いろいろな形で貯蔵、変形さらには必要に応じて

自由に放出している。また、解毒・排泄にも重要な臓器であり、内因性のアンモニア、ビ

リルビン、ステロイドホルモンの代謝から、血中や胆汁中にそれらの代謝産物を排泄する

他、薬物の代謝も多くは肝臓で行われる。さらに外分泌器官として胆汁酸、その他を腸管

に排泄して脂肪の消化やビタミンの吸収にも大きく関与している。Table 2-1に示すように、

それら多様な機能は代謝機能、解毒機能、排泄機能および循環調節作用に大別される。代

謝機能には、糖質、脂質、アミノ酸、たんぱく質および核酸などの代謝が含まれる。門脈

により運ばれてくるこれらの物質を取り込み、それを再び血中に、血糖、リボタンパクあ

るいは血漿タンパクといった形で送り出し、一種の内分泌的な機能を演ずることにもなる。

また、他の臓器の代謝にも重要なビタミンやホルモンも肝臓で代謝され、活性化ないしは

不活性化されている。解毒機能は、内因性あるいは外因性の物質を解毒し、排泄するもの
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である。解毒は滑面小胞体による酸化反応が最も重要だが、それ以外にもグルクロン酸抱

合、グリシン抱合その他の解毒機構が、薬物などの極性を高めて水に溶けやすい状態に変

え、血中へそして尿へ、あるいは一部は胆汁中に排泄していく。排泄機能は、胆汁を生産

し、これを腸管へ送ることである。胆汁酸は、腸管から吸収され門脈血に入って肝臓に達

し、再び胆汁中に排泄され、腸肝の間を循環する。胆汁酸は、脂質ないしコレステロール

の代謝に不可欠な働きをもっているが、その一部のものは毒性が強いために大循環系には

漏れないようにし、腸肝循環回路という一定の狭い領域に閉じ込めて循環しながら利用す

る。循環作用について、肝臓は造血に関与したり、血液凝固に必要な因子を生成し、放出

もしている。また肝臓は非常に大きな臓器であることから、血液の循環調節の機能も果た

している。 
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Table 2-1 Functions of liver. These functions can be classified roughly into four types 

(metabolism, detoxication, excretion and circulatory regulation). [7] 

Metabolism 

Carbohydrate metabolism 

Uptake of glucose, Glycogenesis and storage 

Oxidative glycolysis of glucose 

Secretion to blood 

Galactose, fructose metabolism 

Lipid metabolism 

Biosynthesis of fatty acid, triglyceride and lipoprotein 

Biosynthesis of cholesterol and phospholipid 

Uptake and degradation of fatty acid 

Ketogenesis 

LCAT biosynthesis and secretion 

Nucleic acid metabolism 

Regeneration and necrosis 

Amino acid, protein metabolism 

Amino acid metabolism 

Ammonia metabolism in urea cycle 

Protein synthesis and proteolysis 

Vitamins, hormone metabolism 

Vitamin inactivation and storage 

Hormone inactivation and decomposition 

Detoxication 

Oxidation and hydroxylation by drug-metabolizing enzyme 

Glucuronide, glutathione and other conjugation 

Alcohol metabolism 

Ammonia disposition 

Phagocytosis of Kupffer cell 

Excretion 

Bile secretion 

Bile acid biosynthesis and secretion 

Secretion of cholesterol, phospholipid, bilirubin and so on 

Secretion of detoxicated drugs and so on to bile 

Circulatory regulation Regulation of blood flow to heart 
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2.1.3 肝臓を構成する細胞 

 上述のように肝臓は肝特異的機能を発現する肝実質細胞が約 70%を占め、残りの 30%は

類洞内皮細胞、胆管上皮細胞、星細胞、クッパー細胞、ピット細胞などの非実質細胞が占

めている [7] [8]。これらの細胞は 3次元的に非常に複雑な構造を形成し、シグナルのやり

取り等を行うことによって相互に影響を与えながら機能している。以下に、各構成細胞に

ついて簡潔に述べる。 

 

1）肝実質細胞（肝細胞） 

 肝実質細胞は肝臓内の細胞数の 70%を、容積の 85%を占める細胞であり、その直径はお

よそ 30 mである。これらは 2軸性の肝実質細胞索を形成し、中心静脈より肝小葉辺縁部

に向かって断続的に放射状に配列し、前述の肝小葉を形成している。肝実質細胞索は類洞

により挟まれているが、この類洞の内皮細胞と肝実質細胞間の Disse 腔に向かって肝実質

細胞は微絨毛を出すことによりその表面積を大きくし、接している類洞との間で盛んに物

質移動を行いながら、生命維持に不可欠な成分を血中に供給している。また、肝実質細胞

間には毛細胆管が形成され、ここへ肝細胞で作られた胆汁が分泌され、胆管上皮細胞によ

り囲まれた小葉間胆管へと送られる。 

 

2）類洞内皮細胞 

 肝細胞索間の類洞を縁取る細胞で、一般の内皮細胞と異なり基底構造を有さず、直径約

100 nmの小孔を有している。類洞内血液と肝実質細胞間の物質移動を行っているのに加え、

血管収縮作用を有するエンドセリンやプロスタグランジン、サイトカイン等を分泌してい

る。 

 

3）胆管上皮細胞 

 胆管を形成する上皮細胞であり、肝実質細胞と比較すると細胞内小器官が乏しい。 

 

4）星細胞（伊東細胞） 

 類洞内皮細胞と肝実質細胞との間の Disse 腔に存在し、数本の長い突起をもつ星状の形

態を有する。血中よりビタミン A を摂取し、脂肪滴と共にそれを細胞質内に貯蔵すること

から、脂肪摂取細胞とも呼ばれる。また、星細胞の周辺には各種コラーゲンやプロテオグ
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リカン、フィブロネクチンやラミニンなどの糖タンパク質が分布しており、これらの細胞

外マトリックスと共に 3次元的に存在している。 

 

5）クッパー細胞 

 強い貪食作用を有する肝臓固有のマクロファージであるが、星型、三角形、棒状といっ

た不規則な形状をし、表面はマクロファージ特有の微突起に覆われている。類洞内腔に存

在し、門脈を通り肝臓内へ流入した毒素や病原体等の異物をとらえて攻撃することで、全

身に循環するのを防いでいる。 

 

6）ピット細胞 

 類洞内腔に存在する免疫担当のナチュラルキラー細胞である。細胞質内には内皮細胞や

クッパー細胞に接着するための顆粒を有している。 
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2.2 肝不全 

 肝不全とは、肝細胞の機能異常が進行、悪化し、肝臓の機能がもはや維持できなくなっ

た重篤な臨床像のことを指す。意識障害、黄疸、腹水、消化管出血、腎不全や出血傾向、

更には多臓器にも多大な影響を与え、しばしば多臓器不全へと発展するなど、様々な病態

を併発する極めて重篤な疾患である。 

 

 

2.2.1 急性肝不全について 

急性肝不全は、「肝細胞の広範囲な壊死または急激に起こる重篤な肝機能障害の結果出現

する症候群」と定義され、内因性（壊死型）として大別される [9]。症状発現後 8週間以内

に高度の肝機能障害に基づいて肝性昏睡Ⅱ度以上の脳症をきたし、プロトロンビン時間が

40%以下、発病後 10日以内に脳症が出現する急性型と、それ以後に発現する亜急性型に分

けられる。急性型の方が亜急性型に比べると予後が良好である。肝機能不全による代謝能

力の欠落や壊死物質の遊離・放出が生じることにより、アンモニア、低級脂肪酸、芳香族

アミノ酸やメチオニン、メルカプタン、胆汁酸、エンドトキシン、間接ビリルビンなどの

多くの有害物質が循環血液中に蓄積する。 

 

 

2.2.2 慢性肝不全について 

 慢性肝不全は、外因性（シャント型）として大別される [10]。門脈-大循環系短絡路の存

在のために門脈血流が肝臓を通過せず大循環に流入し、腸管内細菌に由来する門脈血中の

有毒物質による中毒症状が出現する。アンモニア、低級脂肪酸、メルカプタンなどの血中

濃度が上昇し、肝細胞機能の低下のために代謝することができず、系統的代謝異常を誘起

して多臓器障害を誘発する。 

 

 

2.2.3 研究用肝不全動物モデル 

研究の目的に合わせて、様々な肝不全動物モデルが開発されている。急性肝不全の動物

モデルについては、可逆性（Reversibility）、再現性（Reproducibility）、肝不全による死

亡（Death from liver failure）、治療効果を観察できること（Therapeutic window）、大型
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動物（Large animal）、ヒトへの危険が最小限であること（Minimum hazard to person）

の 6 項目が具備すべき条件として挙げられている [11]。以下に、肝不全モデルの作製法を

示す。 

 

1）門脈-下大動脈短絡経路モデル [12], [13] 

臨床を想定した門脈-下大静脈短絡経路（Porto-caval shunt）モデルである。本手法によ

る肝細胞への障害はほとんどないと考えられるが、ラットモデルの場合は手技が難しい。

尚、本モデルに薬物などによる肝壊死を組み合わせることも可能である。 

 

2）部分肝切除モデル [14], [15] 

 1931年に Higginsらによって 2/3部分肝切除モデルが報告された [14]。容易に作製でき

るとともに個体差が少ない。また、虚血や薬物との組み合わせができるほか、切除する量

も調節可能である。切除のみのモデルは生体肝移植後の肝不全状態に類似している。切除

を行っているので必然的にこのモデルでは残存肝により再生を行う挙動が見られる。 

 

3）温虚血肝不全モデル [16] 

 虚血による広範囲性肝壊死を誘発したもので、劇症肝炎を想定した動物モデルである。

このモデルでは高アンモニア血症、黄疸および顕著なトランスアミラーゼの増加が認めら

れ、ヘパプラスチンテストも明らかに延長する。更に、血漿遊離アミノ酸も芳香族アミノ

酸およびメチオニンの増加が著しく、劇症肝炎に代表される急性肝不全患者に類似したパ

ターンを示す。肝切除を組み合わせることで個体によるばらつきも低減可能である。 

 

4）薬物誘導モデル 

 四塩化炭素 [17]、ガラクトサミン [18]、アセトアミノフェン [19]などの薬剤を注入する

ことで肝不全動物モデルを作製する。しかし、個体差が大きく作製まで時間を有すること、

肝不全状態が明確でなくさらに一定でないなどの欠点も有する。 

 

5）免疫学的肝不全モデル 

 多くの肝疾患、特に肝炎の発症・進展の病態には種々の免疫反応が関与すると考えられ

ている。肝炎・肝不全の発症機序の解明および治療法の開発には、より実際の病態に類似
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した動物モデルが必要であり、菌体やウイルスを注入し免疫学的機序を介した肝不全モデ

ルが開発されている。しかし、作製される肝不全モデルには個体差が大きいことや、菌体

やウイルスを用いるため術者への危険度が高いといった欠点もある。 

 

 中には、これらの作製法を組み合わせた肝不全モデルも存在する。Eguchi らはラットを

用いて、中葉および左葉を切除し右葉を結紮するモデルを報告している。残存肝はおよそ

6%であり虚血されている右葉が残存する非常にシビアなモデルである [20]。また Yong ら

は、肝切除部位を変えることで肝不全の重篤度を制御しており、90%肝切除がラットにおけ

る自然回復可能なギリギリのラインであると報告している。部分肝切除による残存肝の制

御によって、段階的ではあるものの重篤度の操作が可能である [21]。一方、Ijimaらはラッ

トに対し中葉と左葉の 74%肝切除を行い、残存肝に対しては温虚血を行うことによって重

篤度を細やかに制御可能なモデルを報告している [16]。 

 このように、様々な作製法の特徴を踏まえ適切に組み合わせることによって、実験の目

的に合った肝不全動物モデルを作製することが可能となる。 
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2.3 肝不全に対する治療の現状 

2.3.1 肝移植 

 肝移植とは、ドナーから摘出した肝臓を患者へと移植する治療法である。1963年に Starzl

らによって世界で初めて肝移植が行われ [22]、免疫抑制剤や臓器保存液等の開発もあって

肝移植は着実に発展してきた。現在まで世界中で 10000 以上の肝移植が行われ、移植後 1

年間の生存率は 80～90%と報告されている [23]。レシピエントは免疫抑制剤を生涯に亘っ

て服用しなければならないが、比較的予後も良好である。 

 肝移植は、健常者の肝臓の一部を切除しグラフトとして用いる生体肝移植と、脳死また

は心停止ドナーの肝臓をグラフトとして用いる死体肝移植に大別される。生体肝移植につ

いては、健常者に対して多大な負荷が掛かることや、中にはドナー側の死亡例もあり、臓

器提供者へのリスクが問題となっている。死体肝移植についても、慢性的なドナー不足が

問題となっており、移植を受けられずに多数の方が死亡している。 

 以上のように、移植を受けることができれば比較的良好な結果が得られる一方で、Fig. 2-2

に示されるようにドナー不足が深刻であり、代替的な治療法の開発が望まれている。 

 

 

Fig. 2-2 Status of registrants for liver transplantation (1997.10 ~ 2018.11) [24]. 

From  
deceased 

donor, 424 

From  
living donor, 

491 

Overseas, 34 

Removed 
from list, 

349 

Died, 1235 
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2.3.2 人工肝臓 [25] 

 劇症肝炎に対し、血漿交換と血液濾過透析を組み合わされて行われるのが人工肝補助療

法である。人工肝補助療法は、有害物質の除去により肝性昏睡からの覚醒と凝固因子など

の補充を目指して行われている。装置としては大きく分けて膜型人工肝臓と、吸着型人工

肝臓の 2つに分けられる。 

 

1）膜型人工肝臓 

 血液透析あるいは濾過方法では、脂溶性物質やタンパク質結合性物質の除去には無力で

あるため、吸着材や血漿交換との併用、あるいは脂溶性物質のみ濾過させる膜の開発など

が行われている。 

 

2）吸着型人工肝臓 

 活性炭によるタンパク非結合物質を中心とした吸着除去や、イオン交換樹脂による吸着

がなされている。アンモニアやビリルビンなどに特異的な吸着カラムまで市販されるよう

になってきている。 

 

 どちらのものも有害物質の除去が主目的であり、肝臓の重要な機能である代謝について

は補助できていない。 

 

3）ハイブリッド型人工肝臓 [26] 

肝細胞そのものを固定化したモジュールと血液体外循環回路を組み合わせた効果的な治

療法としてハイブリッド型人工肝臓（バイオ人工肝臓）が開発された。このハイブリッド

型人工肝臓は、動物実験や試験的臨床適用によりその有効性が実証されてきた。肝補助療

法では困難であった代謝的なサポートを実現でき、大きな治療効果が期待される。臨床適

用例では血中生化学、脳症、全身状態の改善効果などが示されたが、従来の治療法と比べ

てどの程度有効な治療法であるかはいまだ不明な点も多い。ハイブリッド型人工肝臓は重

篤な肝不全患者に対する肝移植までの橋渡しはもちろんのこと、肝機能補助をしながら肝

再生誘導による根治が期待できる非常にパワフルで有効な治療手段である。しかし、肝再

生が期待できないほど重篤な肝不全に対しては根治療法とはならず、肝移植が前提の適用

に留まっており、移植可能な人工肝臓の開発が望まれている。 
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2.3.3 肝組織工学 

 1993 年に Robert Samuel Langer および Joseph Philip Vacanti によって組織工学

（Tissue Engineering）が提唱された [3]。これは、臓器を構成する細胞、細胞に接着面を

与え増殖するための空間を確保する足場、細胞に対して増殖や分化さらには機能発現のシ

グナルを与える因子の三要素を組み合わせることで組織を構築しようというものである。

また、この組織工学の実現には、医学・工学・理学・薬学などの異分野間研究交流（学際

的研究）が重要とされている。さらに、従来、主に基礎研究の目的で用いられていた細胞

培養という手法を、培養した細胞そのものを患者の治療に用いる点で革新的であるとされ

ている。この組織工学に基づき、皮膚 [27]、軟骨 [28]、角膜 [29]、および心筋 [30]の構

築においては多大な成功例が示されている。 

上記のような組織は大半を細胞外マトリックスが占める組織や単一細胞からなるシート

状組織である。これらに対して、肝臓、膵臓、および腎臓などは機能性細胞が高密度に充

填されており、その酸素や栄養の物質交換を維持するための毛細血管が縦横無尽に張り巡

らされ、複雑に構造化された大型組織（臓器）であるため、構築が非常に困難を極めてい

る。 

肝組織工学においては、細胞個々の生着を促し、かつ組織化を行うプロセスが必要とな

る。細胞生着のための足場の提供に加え、細胞相互の接着促進、そして血管網の形成等多

くの検討項目がある。また、肝臓は非実質細胞も緻密に配列しており、肝機能を様々な面

で支援している。組織作製においては非実質細胞の混合のタイミングも細胞配置の技術と

して検討が必要である。しかしながら、現状では肝実質細胞と血管網を重視した検討が多

く、非実質細胞まではまだ検討できていないものがほとんどである。以下に、肝臓構築を

目指す研究を紹介する。 
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1）高分子材料を足場とした肝組織の構築 [31] 

 成分肝性高分子を肝細胞の生着足場として用いることで三次元的に肝細胞を配置し、生

体内の組織化を目指すものである。組織工学で広く用いられるポリ乳酸、ポリグリコール

酸、キトサンなどが肝細胞でも汎用されている。孔サイズの最適化などによって培養下で

は高機能な組織体の形成が可能になってきている。増殖因子徐放システムを搭載した改良

型スカフォールド [32]や RGDS（アルギニン-グリシン-アスパラギン酸-セリン配列）固定

化スカフォールドに線維芽細胞と類洞内皮細胞を共培養した組織体を移植することで、約 1

週間の機能維持に成功している [33]。しかしながら、移植後の酸素供給や物質交換を即時

的に構築することが困難であるため、長期の機能維持の報告は少ない。局所での血管網誘

導などの前処理により、更なる機能維持が期待される。 

 

2）細胞シート工学を用いた手法 

 スカフォールドを用いない組織体構築法として、近年開発されたのが細胞シート工学で

ある [34]。この手法では温度応答性ポリマーであるポリ N-イソプロピルアクリルアミドで

コートした培養皿状に細胞を培養すると、20℃に 15分置くという温度変化のみで細胞を培

養皿から剥がすことができ、細胞間接着を保ったまま細胞をシート状に取得できる。この

手法は様々な組織への応用が進められており、特に心筋組織の構築が顕著である [35]。シ

ートを積層させることで組織構築を目指すものであるが、積層のみでは構築できる組織の

厚みに限界があり、内皮細胞のサンドイッチによる前内皮化 [36]や、細胞シート下に流路

を形成する方法 [37]、また細胞シート下に摘出した血管を敷く方法などが検討されている。 

 

 

Fig. 2-3 Left: Gross appearance of the engineered hepatic tissue sheet harvested by 

temperature-dependent removal from a PIPAAm culture dish. Right: Histological 

analyses of the harvested hepatic tissue sheets by hematoxylin-eosin staining. [34] 
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3）バイオプリンティングによる肝組織の構築 

 3Dプリンターの技術を応用し生体適合性材料を用いて 3次元的に組織を印刷するバイオ

プリンティングに関しても様々な研究が行われている。生体に対して温和な環境を保ちつ

つプリンティングを行う必要があり、アルギン酸塩ゲルやフィブリンゲル [38]、ポリカプ

ロラクトン [39]、肝臓の細胞外マトリックス [40] 等の生体適合性材料がバイオインクと

して開発されつつある。現段階では、バイオインクの特性やプリンティングの解像度に大

きな課題があるものの、今後の発展が大いに期待される。 

 

  

Fig. 2-4 Photographs showing the liver organoids immediately after bioprinting. [41] 

 

 

 以上のように、肝組織の構築に向けて様々なアプローチが試みられており、今後の発展

が期待される。しかしながら、臓器レベルの肝組織の実現には毛細血管を含む微細構造の

再現が必須にもかかわらず、微細構造の再現の目途は立っていない。つまり、移植可能な

肝グラフトの実現の為には、肝臓の微細構造を有する足場材料が必要であると考えられる。 
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2.4 脱細胞化肝臓を足場とした肝グラフトの構築 

 階層的な管構造を持つ臓器規模の血管網構築のための人工的な足場材料はまだ開発され

ていない。そこで近年、肝臓そのものの構造を有する足場材料として、脱細胞化肝臓が注

目されている。この脱細胞化肝臓は、移植に用いることのできないドナーや、免疫問題を

解決できれば動物からも取得が可能と考えられる。脱細胞化肝臓を足場として用いること

で、肝グラフトの構築に必要な精緻な血管網が実現でき、本足場に細胞を播種することに

よって臓器規模の移植用肝グラフトの構築が可能になると考えられる（Fig. 2-5）。 

 

 

Fig. 2-5 Concept of construction of a liver graft using a decellularized liver as a scaffold 

which has fine vascular structure.  

 

 

2.4.1 脱細胞化について 

 脱細胞化とは、生体内の組織を摘出し、組織内の細胞を除去して組織の細胞外マトリッ

クスのみを回収することである [42]。 

脱細胞化の技術は大別すると、圧力などを用いて直接的に細胞成分を流し出す物理的方

法、酵素などの生物活性を用いる生物学的方法、酸や塩基、または界面活性剤などを用い

る化学的方法がある [43] [44] [45] [46]。臓器、組織の力学的強度や最終的な使用目的に応

じた脱細胞化方法を選択することが重要である。以下にそれぞれの方法の特徴について述

べる。 
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1）物理的手法 

機械的攪拌、凍結融解、超音波処理などの方法がある。特に注目すべきは圧力による脱

細胞化である。心臓弁などの圧力を断続的に受けている組織は耐圧性に優れている。また、

このような組織では、組織を構成する細胞も他の臓器に比べ少ないために圧力による脱細

胞化は有効である。そこで用いられている手法が超高静水圧印加法と呼ばれる技術である。

これは液体中において、対象組織に超高圧（980 MPa、1万気圧）を印加してドナー細胞を

破壊し、洗浄液で細胞残渣を洗浄する方法である。これにより、レトロウイルスを不活化

でき、細菌類を死滅させる効果も併せ持つ。また、本方法を用いる力学的負荷対する抵抗

が向上したと報告されている。 

 

2）生物学的方法 

トリプシン、エンドヌクレアーゼ、エキソヌクレアーゼなどを用いる。膵臓に含まれる

消化酵素であるトリプシンは、エンドペプチターゼの一種でありペプチドの加水分解を行

う。ヌクレアーゼとは、核酸分解酵素の総称であり、核酸の糖とリン酸とのホスホジエス

テル結合を加水分解する。分解の形式により、エンドヌクレアーゼとエキソヌクレアーゼ

に二分できる。前者は、核酸配列の内部で核酸を分解する酵素であり、制限酵素が代表的

なものである。後者は、核酸配列の外側から、すなわち核酸の 5’端または 3’端から削るよ

うに核酸を分解する。本手法は他の脱細胞化方法と併せて用いるのが一般的である。例え

ば、後述する界面活性剤による脱細胞化処理を施された臓器は、元々の臓器から色が変わ

り細胞成分が除去されているように見えるが、H&E染色などで評価した結果、細胞核の残

存が確認されている。このような残存 DNAなどの選択的な分解に対して本方法は有効であ

ると考えられる。 

 

3）化学的方法 

酸塩基溶液、低張液、高張液、EDTA、EGTA、界面活性剤などを用いる方法がある。酸

塩基は細胞成分を可溶化し核酸の分裂やタンパク質の変性を引き起こす傾向にある。低張

液・高張液は浸透圧により細胞を破壊し可溶化することでタンパク質と核酸の相互作用を

断ち切る効果を有するが、細胞成分残渣物の洗浄には効果的ではない。非イオン性界面活

性剤はタンパク質相互作用を脆弱化し可溶化を行い、グリコサミノグリカン（GAG）を少

なからず除去する。イオン性界面活性剤はタンパク質を変性する可能性が高く、非イオン
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性界面活性剤以上に GAGの除去能が高い。最後に両イオン性界面活性剤はアニオン・カチ

オン界面活性剤の性質を併せ持つものである。化学的方法は、肺や肝臓や心臓などの比較

的強度の低い組織や臓器に用いられる。また、一種類の溶液や特定の濃度で行うことは稀

であり、数種類の溶液を用いる方法や、一種類の溶液でも異なる濃度で段階的に脱細胞化

を行う方法も少なくない。これは、それぞれの溶液の有する効果を組み合わせるなど、欠

点を補うことを目的としている。 

 本研究では、脱細胞化した臓器に対して血管構造を足場とした血管網の構造と、肝細胞

を維持するための空間の維持を期待している。そのため、細胞を抜き去りながらも細胞外

マトリックスの保持が最も期待できる界面活性剤による脱細胞化手法を用いている。以下

に界面活性剤による脱細胞化法について述べる。 

 

 

2.4.2 界面活性剤による脱細胞化 

 生体膜の基本構造は脂質二重層だが、肝機能の多くはタンパク質が担っている。膜タン

パクには様々な種類があるが、脂質二重層を貫通して、両端が膜の両側に突出しているも

のが多い。このような膜貫通タンパクは二重層を構成する脂質と同じく両親媒性であって、

疎水性領域と親水性領域がある。膜を通過する部分が疎水性で、二重層内の脂質分子の疎

水性尾部と相互作用をしている。親水性領域は膜の片側、あるいは両側に突き出して水と

接している。 

 一般に膜貫通型タンパク（および膜にしっかりと結合しているタンパク質の一部）は、

疎水結合を壊し二重膜を破壊するような試薬でしか可溶化できない。この種の代表的な試

薬として知られているのが界面活性剤である。 

 界面活性剤とは、界面活性すなわち少量で界面または表面の諸性質を変化させる性質を

有する物質である。化学構造的には分子内に親水性原子団と疎水性原子団を持つ両親媒性

の低分子物質で、水中ではミセルを作りやすい。膜に界面活性剤を作用させるとその疎水

性末端が膜タンパクの疎水性部分に結合し、脂質分子と置き換わる。界面活性剤のもう一

方の端は極性なので、膜タンパクは界面活性剤とタンパク質の複合体となって水中に溶出

する（膜タンパクに固く結合した脂質分子はそのままのこともある）。以下、脱細胞化肝臓

を用いた肝グラフトの構築においてよく用いられる界面活性剤である、ドデシル硫酸ナト

リウム（SDS）および Triton X-100について述べる。 
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1）SDS [47] 

 ドデシル硫酸ナトリウムは生化学の分野において、最も頻繁に用いられる界面活性剤で

ある。直鎖状のドデシルアルコールの硫酸半エステルのナトリウム塩である 

（CH3(CH2)11OSO3
－Na+)（Fig. 2-6）。やし油から得られる高級アルコールを分留して得ら

れるドデシルアルコールを硫酸化して製造する。強力な陰イオン性界面活性剤で、タンパ

ク質に対してきわめて高い親和性を持ち、同重量以上のドデシル硫酸ナトリウムが結合し

てタンパク質を変性させる。タンパク質内部にある”疎水性の芯”に結合して膜タンパク

の立体構造をほどくため、膜タンパクの活性は失われる。この変性したタンパク質は分離

分析の試料として好適である(ポリアクリルアミドゲル電気泳動)ほか、精製しやすいため、

変性したものから界面活性剤を除去すれば機能が戻ることもある。 

 

Fig. 2-6 Structual fomula of SDS. 

 

2）Triton X-100 [47] 

 非イオン性界面活性剤の一種でポリオキシエチレン p-t-オクチルフェニルエーテル類の

商品の一つ。比較的弱い界面活性剤で膜タンパクの膜横断部分に結合する。可溶化後、バ

イオビーズ SM-2（Bio-Beads SM-2）などによって精製が可能であり、完全ではないにし

ても機能の正常なものを得ることもでき、再構成膜調製にも使われる。 

 

 

Fig. 2-7 Structual formula of Triton X-100. 
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2.4.3 脱細胞化肝臓を用いた既往の報告 

 脱細胞化については、血管や角膜、心臓の弁等で活発に研究が進められているが、肝臓

などの代謝系の臓器についての研究を行っているグループは少ない。以下に他グループの

研究を紹介する。 

 

1）Uygun Kらのグループ [48] [49] [50] 

 最近、脱細胞化肝臓が注目されるきっかけとなったのが、2010年にNature Medicineに

発表された彼らの論文と考えられる。ラットの肝臓を凍結後、0.01、0.1、1%と徐々に SDS

濃度を上げた溶液を各 1日ずつ流し、その後、1% Triton X-100溶液を 30分流して脱細胞

化肝臓を取得した後、門脈から肝細胞を播種し、再細胞化を行っている。in vitroでの灌流

培養においてアルブミンや尿素の合成が確認されており、また、腎動脈と腎静脈に 8 時間

接続している。その後、再細胞化の播種方法の最適化や、ブタにおける脱細胞化について

も報告している。 

 

 

Fig. 2-8 Decellularized whole liver matrix (left) and same liver after recellularization 

with about 50 million hepatocytes (right). [48] 
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2）Baptista PMらのグループ [51] [52] 

 彼らは主にフェレットを用いて研究を行っている。使用している界面活性剤は 1% Triton 

X-100溶液であり、内臓全般においても検討している。スキャフォルドとしての培養や、流

速測定、応力試験、そしてバイオリアクターとしての応用などを報告している。 

 

3）Bao Jらのグループ [53] 

Bao らは血栓形成防止のためのヘパリンを導入した脱細胞化肝臓を用いて再細胞化肝臓

を作製し、90%肝切除モデルの門脈に移植し、移植 3 日後においても細胞が生存していた

ことを報告している。しかしながら、消化管のうっ血や腹水も確認されており、門脈圧亢

進症を併発していることも示唆されている。 

 

4）本研究グループ [54] [5] 

 本研究室においては、4%Triton X-100溶液を灌流することで脱細胞化肝臓を取得した。

本研究室で開発された脱細胞化肝臓は血管間隔 1 mm 以下の非常に精緻な血管構造を保持

しており肝グラフト構築のための鋳型として非常に有用であることが示唆されている。更

に本鋳型に対して血管内皮細胞の播種に成功し、初代肝細胞の播種によってアルブミン合

成能も確認された。 

 

 

Fig. 2-9 The cast of the tubular structure in decellularized liver. Red and blue resins 

were injected via the portal vein and hepatic vein, respectively. [5] 
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以上のように、脱細胞化肝臓を用いた移植用肝グラフトの構築の可能性は既に示されて

おり、今後は更なる最適化を進め、移植によって真に肝不全患者を救命できるグラフトの

構築を目指さなければならない。 

既往の研究では構築された再細胞化肝臓のほとんどが in vitroで評価されている。しかし

ながら、肝不全からの救命のための指標は未だ不明であり、in vitroでは再細胞化肝臓の救

命効果を評価することは不可能である。従って、実際に肝不全動物に対して再細胞化肝臓

を適用し、有効性を評価しなければならない。一部の研究者は動物に対する移植評価も行

っている。しかしながら、構築した再細胞化肝臓の内皮化の不完全さによって血液の漏洩

や血液凝固といった問題が起こり、満足に評価ができていない。以上のように、現状の in 

vitro 評価系と最終目標である移植評価との乖離が大きいが故に再細胞化肝臓の有効性評価

が実現できていない。つまり、肝不全動物を用いた新たな評価系を開発し、再細胞化肝臓

の有効性を評価する必要があると考えられる。また、このような評価系が実現できれば、

評価で得られた情報を基に再細胞化肝臓の最適化が可能となり、臨床において真に有用な

パワーを有する移植用肝グラフトが実現可能になると思われる。 
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第3章 肝不全ラットモデルの開発 

 

3.1 本章の目的および概要 

 肝不全の詳細な発症機序や救命の為に改善すべき項目の指標は未だに明らかになってい

ないため、構築したグラフトの治療効果を評価するためには、肝不全動物に適用すること

が必要となる。そこで本章では、再細胞化肝臓の有効性評価に適した肝不全動物モデルの

開発を目指した。本研究においては、小型動物であり取り扱いが比較的容易である事から

ラットを用いた検討を行った。 

 第 2 章で述べたように、肝不全モデル動物の作製法は様々であり、実験の目的に沿った

モデルを用いなければならない。本研究における肝不全ラットモデルの使用用途は、再細

胞化肝臓の肝不全に対する有効性の評価である。従って、個体差が小さく再現良く作製で

きること、性能評価のために重篤度を制御できること、肝臓以外の全身障害を極力併発し

ないことが最低限求められる。 

 本章では、上記のような条件を満たす肝不全ラットモデルの開発を目的とした。 
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3.2 既往の報告に基づく肝不全ラットの作製 

3.2.1 本節の目的 

 第 2 章で述べたように、薬物によって肝不全を誘導した肝不全モデルは再現性が低い 

[55]。そこで本研究では、本研究室での既往の報告 [16]を基に、急性肝不全のモデルとな

る温虚血肝不全ラットに対して部分肝切除を行うことによって個体差を低減したモデルの

開発を行った。加えて、本モデルは既往の報告において、温虚血時間によって重篤度の制

御が可能であると報告されている。従って、本研究を遂行するにあたり、適した肝不全ラ

ットモデルであると考えられる。 

 

 

3.2.2 実験方法 

 基本的な作製方法は既往の報告 [16]に準ずる。ラットに対して麻酔をかけた後に開腹し、

左葉および中葉の切除を行い、続いて門脈および肝動脈の血流を遮断することによって肝

障害を惹起させる（Fig. 3-1）。本手法によって肝臓は虚血再灌流障害を受け、本障害によ

って肝機能が低下するものと考えられる。以下に、詳細な実験手順を示す。 

8週齢の雄のWistarラット（Kyudo、Saga, Japan）に対してイソフルラン（Pfizer Japan, 

Tokyo, Japan）で吸入麻酔をかけた。術前の血中成分の測定のために 26G針付きシリンジ

（Terumo, Tokyo, Japan）を用いて尾静脈より採血を行った。続いて、腹部をバリカンで

剃毛し、70%エタノールおよびイソジンで術部の滅菌を行った。正中線に沿って I字に開腹

し、小腸および大腸を体外に出し、ガーゼで覆った。この際、乾燥を防ぐために生理食塩

水で適宜濡らしておいた。中葉および左葉を 5-0の縫合糸で根元から結紮し切除した。今回

の手法による残存肝はおよそ全肝の 26%であると思われる。門脈および肝動脈を血管用ブ

ルドック鉗子でクランプし、30分の温虚血を行った。虚血終了後、内臓を元の位置に戻し、

開腹部を縫合した。経過観察時に適宜尾静脈より採血し、術後の血中成分の測定用の血液

サンプルを採取した。採取した血液サンプルはアンモニアテストワコー（FUJIFILM Wako 

Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）を用いて血中アンモニア濃度を測定した。 
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Fig. 3-1 Procedure of previous hepatic failure rat model [16]. 

 

 

3.2.3 結果 

 既往の研究に基づき、中葉・左葉を切除後に 30分の温虚血を行い、肝不全ラットを作製

した。しかし、術前のアンモニア濃度が 0.15 mMであったのに対し術後の血中アンモニア

濃度は術後 45分において 0.15 mM、術後 24時間後において 0.12 mMとなり、上昇は確

認されず、肝不全が誘導できていないことが示唆された（Fig. 3-2）。また、術後のラット

の生存も確認された。 

 一方で虚血中に、腸がうっ血している様子が確認された（Fig. 3-3）。これは門脈の血流

を完全に遮断してしまっているため門脈圧亢進症を引き起こしたためであると考えられる。 
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Fig. 3-2 Ammonia concentration in the blood of 30-min ischemia rat model. 

 

 

Fig. 3-3 Photograph of intestine of 30-min hepatic failure rat model during warm 

ischemia. 
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3.2.4 考察 

 既往の報告 [16]に基づき、温虚血と部分肝切除による肝不全ラットモデルを開発したが、

手術前後での血中アンモニア濃度がほとんど変化しなかったことから肝不全の誘導ができ

ていないと考えられる。1例のみであるため、個体差による影響である可能性もあるが、本

来このような極端な個体差が存在する肝不全ラットモデルは本研究において不適であると

思われる。 

 一方で、温虚血中において腸の重度のうっ血が確認されている。腸に対して流れ込んだ

血液は、門脈に合流し肝臓へと向かう。本手法においては、門脈及び肝動脈がクランプさ

れ、血流が完全に遮断されるため、温虚血中は門脈圧が著しく亢進する。門脈圧が亢進す

ると、行き場を失った血液が迂回路を形成しようとし、異常な場所に血管流路が形成され

る。また、血液が肝臓を迂回し体循環へと戻っていくため、解毒されていない血液が全身

を巡り、多臓器不全を引き起こす危険性があると考えられる。従って、虚血時間の延長に

伴い肝臓以外の臓器にも障害が及ぶ可能性が潜在的に危惧され、本研究の目的に対し不適

であると考えられる。 

従って、再細胞化肝臓の評価に適した新たな肝不全モデルを開発する必要があることが

示唆された。 

 

 

3.2.5 本節のまとめ 

既往の研究に基づき、中葉および左葉を切除し門脈と肝動脈を鉗子でクランプすること

によって肝不全ラットを作製したが、血中アンモニア濃度の上昇は確認されなかった。ま

た、腸が激しくうっ血している様子が確認され、門脈圧亢進症による全身状態の悪化が懸

念された。 
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3.3 新規肝不全ラットモデルの開発および評価 

3.3.1 本節の目的 

 既往の研究に基づき肝不全ラットの作製を行ったが、門脈・肝動脈を完全にクランプ

するため、門脈圧亢進症の併発による全身障害が危惧された。つまり、既往の肝不全ラッ

トモデルは再細胞化肝臓の評価に不適であると考えられた。そこで本節では、再細胞化肝

臓の評価に適した新たな肝不全ラットモデルの開発を目的とした。 

今回の本研究の目的の達成のために肝不全ラットモデルに要求される項目を以下に述べ

る。 

 

1）重篤度が制御可能であること 

 様々な重篤度の肝不全ラットモデルに対し再細胞化肝臓を適用することによって、どの

重篤度の肝不全まで救命が可能か検討することが可能となる。 

 

2）再現性が良いこと 

 肝不全ラットモデルの再現性は、評価の信頼性や動物実験数の低減に直結する。 

 

3）肝臓のみが障害を受けていること 

肝臓以外の他臓器への障害を惹起するような作製法である場合、評価結果に他臓器の障

害の影響が加味されるため、今回の目的に不適である。 

 

上記の項目を満たすために、薬物誘導型の肝不全ラットモデルは、再現性が低いことや

副作用による他臓器への影響が懸念され 2）および 3）の条件を満たしておらず不適である

と考え、外科的手法を用いた肝不全ラットモデルの開発を目指した。また、外科的手法の

中でも門脈-下大静脈短絡経路造設モデルは、アンモニア等の有害物質を含んだ血液が全身

に循環することによって多臓器不全を誘発するものであり、肝細胞に障害はほとんどない

と言われている。従って、再細胞化肝臓の有効性を評価するための肝不全ラットモデルと

して不適であると思われる。従って、温虚血と部分肝切除を組み合わせた肝不全ラットモ

デルが適切であると考えられる。 

80%部分肝切除後においても生存が可能と言われていることから、今回は 80%部分肝切

除を行い、残存肝に対しては虚血障害を加えることによって重篤度を制御するモデルの開
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発を試みた。温虚血による障害を加える場合、全肝臓に対して虚血を加えるよりも一部の

肝臓に対して虚血を加えた方が虚血による障害誤差が少なくなると思われる。 

また、部分肝切除前に右葉のみを虚血し、虚血終了後に右葉以外の肝葉である中葉、左

葉、尾状葉を切除することによって、虚血中も右葉以外の肝臓が機能し血流も維持される

ため、虚血中の門脈圧亢進症の併発を防ぐことが可能である（Fig. 3-4）。 

本節では、上記のような手法で肝不全ラットモデルの開発および評価を行った。 

 

Previous method Current method 

  
Fig. 3-4 Comparison of previous method and current method. 

 

 

3.3.2 実験方法 

  本実験では、体重がおよそ 300 gの 8週齢の雄の Sprague Dawleyラット（Japan SLC, 

Shizuoka, Japan）を用いた。ラットはイソフルラン（Pfizer Japan, Tokyo, Japan）によ

って麻酔された。まず、肝臓の各葉（中葉、右葉、左葉、尾状葉）を結紮および切除しそ

れぞれの肝重量を測定し、各葉の肝臓全体に対する割合を調査した。一方、肝不全モデル

用のラットは麻酔後に正中切開によって開腹され、肝動脈および右葉へと通じる門脈をそ

れぞれブルドック鉗子を用いてクランプされ 30 分から 60 分温虚血が行われた。虚血終了

後に中葉、左葉、尾状葉を結紮および切除し、腹部を縫合し閉腹した（Fig. 3-5）。採血は

尾静脈および大腿静脈より適宜行った。術後 2週間は経過観察を行い、生存率を評価した。
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また、虚血 30、45、60分モデルについては再灌流から 6時間後に採血および肝臓のサンプ

リングを行い、プロトロンビン時間の測定（Sysmex, Hyogo, Japan）に加えてヘマトキシ

リンおよびエオジン（H&E）染色での肝臓の組織学的評価による壊死範囲の測定を行った。

更に虚血 30分モデルについては血中アンモニア濃度（PocketChem BA:ARKRAY, Kyoto, 

Japan）、ALT、AST（DENKA SEIKEN, Tokyo, Japan）、の経時変化を測定した。詳細な

実験手順を以下に示す。 

 

3.3.2.1 ラット肝重量測定 

8週齢の雄の Sprague Dawleyラット（Japan SLC, Shizuoka, Japan）の体重測定を行

った。続いて、ラットにイソフルラン（Pfizer Japan, Tokyo, Japan）で吸入麻酔をかけた。

腹部に 70％エタノールを噴霧し滅菌後、手術用はさみで腹部を正中切開した。中葉・左葉・

右葉・尾状葉を、5-0縫合糸を用いて結紮し、摘出した後、各葉をキムワイプで軽く拭きそ

れぞれ秤量した。 

 

3.3.2.2 新規肝不全ラットモデルの作製 

8週齢の雄の Sprague Dawleyラット（Japan SLC, Shizuoka, Japan）に対しイソフル

ラン（Pfizer Japan, Tokyo, Japan）で吸入麻酔をかけた。術前の血液サンプルを採取する

ために 26G針付きシリンジ（Terumo, Tokyo, Japan）を用いて尾静脈より採血を行った。

腹部を剃毛し、70％エタノール、続いて 70%エタノール・イソジン混合溶液（1：1）を噴

霧し滅菌後、腹部を正中切開した。術野を確保するため小腸・大腸を体外に露出させ、生

理食塩水を含ませたガーゼで包んでおいた。続いて、ピンセットを用いて肝動脈を単離し、

ブルドック鉗子を用いてクランプした。更に門脈の右葉へ向かう部分をブルドック鉗子で

クランプし温虚血を開始した（Fig. 3-5 a）。虚血終了後、すぐに中葉・左葉・尾状葉を結紮

し切除した（Fig. 3-5 b）。小腸・大腸を元の位置に戻し、腹部を縫合した。少なくとも 2

週間の経過観察を行い、生存率を評価した。一部のラットは経時的に採血を行い、再灌流

から 6時間後に犠死させて右葉を摘出し、H&E染色による組織学的評価を行った。採血さ

れた血液の血中成分評価を行った。タンパク合成能の指標としてプロトロンビン時間をト

ロンボチェック PT（Sysmex, Hyogo, Japan）を用いて測定した。また、肝障害に指標と

して ALT（グルタミン酸ピルビン酸トランスアミナーゼ）および AST（グルタミン酸オキ

サロ酢酸トランスアミナーゼ）をそれぞれ GPT-JS および GOT-JS（Denka Seiken, Tokyo, 
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Japan）で測定した。さらに肝機能の指標として血中アンモニア濃度を PocketChem BA

（ARKRAY, Kyoto, Japan）を用いて測定した。 

 

 

Fig. 3-5 The image of the hepatic failure procedure in rats. a Warm ischemia was 

performed by clamping the proper hepatic artery and the right portal vein via the right 

lobe. b Other liver lobes except the right lobe were resected after the end of warm 

ischemia. 

 

 

3.3.3 結果と考察 

3.3.3.1 ラット肝重量測定 

ラットの肝臓は大別すると、中葉、左葉、右葉、尾状葉に分かれており、まずラットの

各葉の肝臓全体に占める割合を調査した。それぞれの葉の重量を測定し 3 匹の平均を算出

したところ、中葉が 4.4 ± 0.32 g、左葉が 3.5 ± 0.38 g、尾状葉が 0.72 ± 0.16 g、右葉

が 2.2 ± 0.33 gであった（Table 3-1）。また、その割合はそれぞれ中葉が 41%、左葉が 32%、

尾状葉が 7%、右葉が 20%であった。従って、右葉以外を切除する場合の残存肝は約 20%

であることが確認された。 
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Table 3-1 The weight of each liver lobe and the ratio with respect to the whole liver. The 

weight of each lobe was measured and the ratio of each lobe was calculated after 

harvesting the liver from 3 rats. 

 

Weight (g) 

Rat 
Middle 

lobe 
Left lobe 

Caudate 

lobe 
Right lobe 

Whole 

liver 

1 320 4.058 3.322 0.553 1.955 9.888 

2 325 4.455 3.263 0.745 1.985 10.448 

3 320 4.697 3.944 0.860 2.536 12.037 

Average 322 4.403 3.510 0.719 2.159 10.791 

Standard 

deviation 
2.9 0.323 0.377 0.155 0.327 1.110 

Ratio  40.8% 32.5% 6.7% 20.0% 100% 

 

 

3.3.3.2 新規肝不全ラットモデルの開発 

 生存率について着目すると、虚血 30分モデルの生存率 100%（n=3）から虚血 60分モデ

ルの 0%（n=3）と変化し、虚血時間に伴った生存率の低下が確認された（Fig. 3-6）。さら

に再灌流から 6 時間後の右葉をサンプリングし H&E 染色を行い、組織学的評価を行った。

各モデルの典型的な部位を Fig. 3-7に示す。虚血 30分モデルについては、ほとんど壊死は

確認されず壊死範囲は全体のおよそ 1.11 ± 0.39 %であった。対して虚血 45分モデルでは

8.37 ± 5.20 %、虚血 60分モデルについては、20.89 ± 2.43 %の範囲で壊死が観察され

構造も崩壊していた（Fig. 3-8）。加えて虚血 30分、虚血 45分、虚血 60分モデルを作製し、

再灌流から 6 時間後の血液のプロトロンビン時間を測定したところ、肝不全前はいずれの

モデルにおいても 15秒弱であったのに対し、虚血 30分モデルは約 18秒、虚血 45分モデ

ルは約 20秒、虚血 60分モデルは約 28秒に延長したことが確認された（Fig. 3-9）。検量線
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を用いて、プロトロンビン時間を凝固活性に変換すると、虚血 30分モデルはおよそ正常値

の 50%、虚血 45分モデルはおよそ 33%、虚血 60分モデルはおよそ 20%となり、虚血時間

の延長に伴って凝固活性が低下することが確認された。 

 

 

 

Fig. 3-6 The relation between the warm ischemic period and survival ratio in the 

developed HF rat model (n indicates the number of rats used in each condition). 

 

 

Fig. 3-7 H&E staining of the liver in the HF rat model. (i) 30-min ischemia, (ii) 45-min 

ischemia, and (iii) 60-min ischemia at 6 h after the end of warm ischemia. Bars: 1 mm. 

Necrotic area is shown in yellow. 
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Fig. 3-8 Liver necrosis area of the 30, 45, and 60-min ischemia rat model at 6 h after the 

end of warm ischemia. (n indicates the number of rats used in each condition)  

 

 

 

Fig. 3-9 Prothrombin time of 30, 45, and 60-min ischemia rat models at 6 h after the end 

of warm ischemia. (n indicates the number of rats used in each condition)  
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一方、術後の血中成分の経時変化を測定するために虚血 30分モデルにおいて術後から経

時的に採血を行い、血中成分を評価した。トランスアミナーゼについては、ALT、AST と

もに再灌流からの経時的な上昇が確認され、正常値を大きく上回る値を示した（Fig. 3-10）。

また、血中アンモニア濃度については、再灌流からの経時的な上昇が確認され、再灌流か

ら 6時間後には肝性昏睡発症レベル [56]と言われている 100 Mまで上昇していることが

確認された（Fig. 3-11）。また特筆すべきことに、血中成分の推移における個体差が非常に

小さく、術後からわずか 6時間で再現良く肝不全が誘導できていることが示唆された。 

まとめると、個体差がきわめて少なく、かつ虚血時間により応じた重篤度の制御が可能な

肝不全ラットモデルの作出に成功した。 

 

 

Fig. 3-10 ALT and AST activities in blood of 30-min ischemia rat model at 1, 3, and 6 h 

after the end of warm ischemia. The value at 0 min indicates ALT and AST activities of 

the rat before HF operation (n = 3). Blue circle: ALT, red diamond: AST. 
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Fig. 3-11 Ammonia concentration in the blood of 30-min ischemia rat model at 1, 3, and 

6 h after the end of warm ischemia (n = 3). The value at 0 min indicates the ammonia 

concentration before the HF operation.   

 

 

3.3.4 考察 

 本節では、再細胞化肝臓の有効性評価に適した肝不全ラットモデルの開発を行った。今

回のモデルの残存肝は全肝のおよそ 20%である。つまり、この 20%の残存肝に対して温虚

血中の酸素枯渇による壊死および再灌流後の虚血再灌流障害を付与し、肝不全を惹起して

いるのが今回のモデルである。壊死範囲の結果を用いると、生存率 100%の虚血 30 分モデ

ルでは生存している肝細胞の全肝に対する割合は 20%であり、生存率 60%の虚血 45 分モ

デルでは 18%、生存率 0%の虚血 60分モデルではおよそ 15%であると推察される。本モデ

ルは温虚血時間の延長に伴って、肝細胞の壊死範囲が増大した。この肝細胞の壊死範囲の

増大によって、肝特異的機能の一つである血液凝固活性が低下したと考えられる。以上の

ように壊死範囲の増大によって肝機能が低下し、それに伴い生前率が低下したと考えられ

る。また、虚血 30分モデルの生存率は 100%であったが、血液凝固活性は正常血漿の 50%

であった。肝障害の重篤度の目安となる Child-Pugh(チャイルド・ピュー)分類において、

血液凝固活性 50%は移植の適用となるような極めて重篤な肝不全と診断される。つまり、
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ヒトとラットは動物種が違うため一概には言えないものの、今回作製したモデルは虚血 30

分から 60分のどのモデルにおいても移植の適用となるような重篤なモデルである事が示唆

されている。 

以下に、他の肝不全動物モデルとの差異について考察する。既往の肝不全ラットモデル 

[16]を作製した際には手術前後の血中アンモニア濃度の上昇が確認されなかったが、本節で

の手法によって作製された肝不全ラットモデルは、経時的な上昇が確認された。また、本

手法は温虚血中の門脈流を確保でき、温虚血中の腸のうっ血も確認されなかった（Fig. 

3-12）。従って、全身障害の併発を防止できたことが期待された。以上より、以前の肝不全

ラットモデルの改善に成功したと考えられる。一方で、トランスアミナーゼに着目すると、

ALT および AST がほとんど同じ挙動を示していた。ALT は肝特異的酵素であり、AST は

肝臓のみならず心臓や骨格筋、腎臓および脳などに幅広く存在している。つまり、AST が

ALT と比較して大幅に上昇している場合は肝障害よりも他の臓器の障害が重篤であること

を意味する。予備実験において、ラット初代肝細胞中の ALT および AST 活性はほぼ同等

であることが確認されており（Fig. 3-13）、今回の結果は ALTと ASTの値がほぼ同等であ

ることから、肝臓以外の臓器に対する障害はほとんどなく、肝臓のみに対して障害を与え

ることに成功したことが示唆された。 

 また、他の外科的手法によるモデルとして 95%肝切除によって肝不全を誘導したモデル 

[21]においては、術後の ALT活性は 2676 ± 872 U/Lと誤差はおよそ 33%であるものの、

本検討における術後の ALT 活性は 1759 ± 294 U/L と誤差はおよそ 17%であり、本肝不

全ラットモデルは他の肝不全ラットモデルと比較しても非常に再現性が良いことが示唆さ

れている（Fig. 3-14）。 

 更に、本モデルは虚血30分モデルにおいて、術後わずか6時間で肝性昏睡発症ライン [56]

と報告されている 100 Mを超えており、短時間で肝不全を誘導可能であることが示唆され

ている。参考までに、アセトアミノフェンや D-ガラクトサミンを用いた薬物投与による肝

不全モデルにおいては、作製まで少なくとも 12時間以上 [57]を要している。短時間で肝不

全が誘導可能である場合、個体差の低減や、実験労力の低減等がメリットとして挙げられ

る。 

 以上より、本肝不全ラットモデルは重篤度が制御可能であり、既往の報告と比較しても

個体差が少なく、再現性の高い有用なモデルであると考えられる。 

本モデルは、肝細胞障害に起因する急性肝不全のモデルであると考えられ、慢性肝不全
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や肝硬変、肝がん等のすべての実験に用いることができるような万能な肝不全モデルでは

ない。しかしながら、本肝不全ラットモデルは本検討のみならず、急性肝不全モデルを用

いることが適切である実験系（人工肝臓の救命効果の評価など）においても応用が可能で

あると考えられる。 

一方で本モデルを更に特徴づけるためには、排泄系の機能としての胆汁酸やビリルビン、

肝性昏睡の程度の指標としてラットの意識状態の評価等、更なる病態の評価が必要となる

と考えられる。 

 

 

 

Fig. 3-12 Photograph of intestine of new 30-min hepatic failure rat model during warm 

ischemia. 
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Fig. 3-13 Relationships between ALT and the number of hepatocytes (blue circle) and 

between AST and the number of hepatocytes (red diamond).  

 

 

 

 

Fig. 3-14 ALT activities in the blood of the past hepatic failure rat model (left) [15] and 

this hepatic failure rat model (right).  
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3.3.5 本節のまとめ 

 本肝不全ラットモデルは温虚血時間 30 分～60 分と操作することで生存率はそれぞれ

100%～0%となった。更に虚血時間の延長に伴って、本モデルの肝壊死範囲の増大および肝

臓のタンパク合成能の指標である血液凝固活性の低下が確認された。一方、血中アンモニ

ア濃度、ALT、AST の経時変化の結果より、わずか 6 時間で肝不全を誘導可能であり、個

体間のばらつきも小さいことが確認された。 

以上より、温虚血と部分肝切除を組み合わせることにより、温虚血時間によって重篤度

が制御可能かつ再現性の高い肝不全ラットモデルの開発に成功した。 
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3.4 本章のまとめ 

 

 既往の報告に基づき温虚血と部分肝切除を組み合わせた肝不全ラットモデルを作製し

たが、循環障害の併発が危惧され、本研究には不適であると示唆された。 

 

 温虚血中の血流を確保し再灌流後に部分肝切除を組み合わせることで、重篤度が制御

可能かつ再現性の高い肝不全ラットモデルの開発に成功した。 

 

 本肝不全ラットモデルは上記の特徴を有しているため、再細胞化肝臓の有効性評価に

非常に適していると期待された。 
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第4章 再細胞化肝臓の有効性評価 

 

4.1 本章の目的および概要 

 第 3 章では、再細胞化肝臓の有効性を評価するための肝不全ラットモデルを開発した。

本章では本肝不全ラットモデルに対して再細胞化肝臓を適用することで、再細胞化肝臓の

肝不全に対する有効性を評価することを目的とした。 

 再細胞化肝臓は最終的には移植による肝不全患者の救命を目指すものであるため、理想

的には同所移植による評価を行うべきである。再細胞化肝臓の移植評価が数例報告されて

いるが [48] [50] [53]、現状として再細胞化肝臓からの血液の漏洩や血栓の形成といった問

題が解決されておらず、満足に評価できていない。従って、未だに肝不全患者の救命の為

に必要な細胞数等の指標が得られておらず、再細胞化肝臓の開発指針が不明瞭なままであ

る。本研究では、以上のような現状が再細胞化肝臓の最適設計を阻害している原因である

と考え、再細胞化肝臓の新たな性能評価系の開発を目指した。 
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4.2 血液灌流による再細胞化肝臓の in vitro評価 

4.2.1 本節の目的 

 第 3 章において、再細胞化肝臓の有効性評価のために肝不全動物に適用する適用するこ

との必要性を述べた。しかしながら、in vitroにおいて肝機能を確認することなく再細胞化

肝臓を肝不全動物に適用することは動物愛護の観点からも好ましくない。そこで本節では、

再細胞化肝臓が肝不全動物に適用するに値する肝機能を有しているか評価することを目的

とした。 

 

 

4.2.2 実験方法 

4.2.2.1 ラット初代肝細胞採取 

実験には 6-8週齢の雄性Wistarもしくは Sprague Dawleyラットより、Seglen法 [58]

を改変した中村らの方法 [59]を参考に 2 段階コラゲナーゼ灌流法により採取した肝実質細

胞、肝非実質細胞を用いた。この方法は前灌流液により肝臓内の脱血を行い、コラゲナー

ゼ溶液により肝細胞の足場であるコラーゲンを主成分とする ECMを消化し、肝細胞を単離

する方法である。両溶液の組成は Table 4-1に示す。 

前灌流液には GEDTA（同仁化学,熊本）を添加している。これは、GEDTA が細胞結合

に必要な Ca2+とキレートを形成するという性質を利用するためであり、これを除去するこ

とにより肝細胞間の結合を弱めることが目的である。また前灌流液によって肝臓内の脱血

を行い赤血球、白血球、血小板をはじめとする血液成分を除去し、コラゲナーゼによる ECM

消化を効率的に行う役割もある。 

コラゲナーゼは肝細胞間の結合に重要なコラーゲンを消化するために用いた。また別種

のタンパク質消化酵素であるトリプシンの活性を抑えるためにトリプシンインヒビターを

用いた。トリプシンインヒビターは常温で溶液状態では失活しやすく、それによって生存

率は大きく低下すると言われている。 

これらの溶液は調製後、pH = 7.4にしてから孔径 0.22 mのメンブレンフィルターを用

いて濾過滅菌を行い、4℃で保存した。長期保存によるコラゲナーゼおよびトリプシンイン

ヒビターの失活を防ぐため、コラゲナーゼ溶液は調製後 1-2日で肝細胞採取に用いた。また、

使用時には液温を酵素活性の至適温度である 37℃とした。 

 また、培養に用いた血液の希釈に D-HDM 培地を用いた。これは、基礎培地として
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM Low-Glucose（1000 mg/L））を用い、これ

に肝機能発現・維持に効果的であると言われている成分（EGF、インスリン、L-プロリン、

ヒドロコルチゾン）を添加したものである [60] 。Table 4-2 に D-HDM の組成を示す。

D-HDM の成分のうち、リノール酸は難水溶性であるため 50 mg-Linoleic acid/600 

L-Ethanol となるようにエタノールに溶解後、培地に添加した。さらに 3500 mg/L の

Glucoseを添加し 4500 mg-Glucose/L-mediumとなるように調製した。それぞれの培地は

孔径 0.22 mのメンブレンフィルターによって濾過滅菌を行い 4℃で保存した。 

 

 

Table 4-1 Composition of pre-perfusion buffer and collagenase buffer. 

 

Component 
Concentration [g/L] 

Pre-perfusion buffer Collagenase buffer 

NaCl 8.00 8.00 

KCｌ 0.40 0.40 

CaCl2 - 0.56 

NaH2PO4・2H2O 0.078 0.078 

Na2HPO4・12H2O 0.151 0.151 

HEPES 2.38 2.38 

NaHCO3 0.35 0.35 

GEDTA 0.19 - 

Glucose 0.90 - 

Penicillin 0.0588 0.0588 

Strepromycin 0.10 0.10 

Trypsin inhibitor - 0.05 

Collagenase TypeⅠ - 0.50 
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Table 4-2 Composition of D-HDM. 

 

Component Concentration 

D-HDM 10 [g/L] 

Epidermal Growh Factor 50 [g/L] 

Insulin 10 [mg/L] 

CuSO4・5H2O 0.1 [M] 

H2SeO3 3 [g/L] 

ZnSO4・7H2O 50 [pM] 

Linoleic acid 50 [mg/L] 

Penicillin 58.8 [mg/L] 

Streptomysin 100 [mg/L] 

NaHCO3 1.05 [g/L] 

HEPES 1.19 [g/L] 

L-proline 60 [mg/L] 

Hydrocortisone 7.5 [mg/L] 

 

 

以下に、詳細な実験手順を示す。 

実験に用いるラットの腹腔内に 0.30 - 0.40 mLのソムノペンチル(Kyoritsuseiyaku, Tokyo, 

Japan )を注射して麻酔をかけた後、ラットを解剖台に固定して 70%エタノールを全身に噴

霧し滅菌した。開腹し、腸を向かって右側に寄せ門脈を露出させ、門脈に縫合糸を 2 本か

けて心臓側 1 本はループを作った。ループを作っていない方の糸を左手で引き寄せ、ルー

プを通るように静脈留置カテーテル（Insyte, 18G; Becton Dickinson, U.S.A.）を門脈に挿

入し、カテーテルの外装のみを肝臓の 2 mm ほど手前まで進め、縫合糸を縛ることで固定

した（Fig. 4-1）。この際、門脈へカテーテルを挿入した後は先端に針を露出させないよう

にして血管の損傷を防ぐことに留意した。カテーテル固定後、前灌流液の流動を開始し、

同時に開胸して心臓を切開、大静脈をはさみで半切し、溶液の流出を確認した。ペリスタ

リックポンプを用い、カテーテルを通じて前灌流液をポンプの最大流量で流し肝臓内の脱

血を行った。肝臓が赤色から黄土色へと変化し脱血が完了した後、コラゲナーゼ溶液を灌
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流した。灌流中はクレンメを用いて大静脈を挟み、コラゲナーゼ溶液が肝臓内に充分に行

き渡るよう留意した。また肝臓内の液圧が上がりすぎるのを防ぐため 2-3分おきにクレンメ

を解放した。20 分程度コラゲナーゼ溶液を灌流し、視覚的、触覚的に肝臓内の ECM が十

分に消化されたことを確認し、門脈に挿入していたカテーテルを取り外し、肝臓を周辺組

織から切り離した。コラゲナーゼ溶液の肝細胞への接触は最小限にし、ダメージによる生

存率低下を防いだ。採取した肝臓を氷冷しておいたガラスシャーレに移し、クリーンベン

チ内へ持ち込んだ。続いて、肝臓を基礎培地中に浮遊させた状態で一対のメスで細切した。

得られた肝細胞懸濁液を孔径 150 m、45 mのステンレスメッシュで濾過し未消化の肝組

織や周辺組織を除去した後、80 mL程の基礎培地に懸濁し(50 mL遠沈管 2本)、低速遠心

分離（40×g （500 rpm）, 2 min）を行った。肝実質細胞は非実質細胞よりも比重が大き

いため、遠心分離後のペレットの大部分は肝実質細胞である。細胞ペレットの培地への再

懸濁、遠心分離を 2 回行うことによりほぼ純粋な肝実質細胞ペレットを調製した。得られ

たペレットを 30 mLの培養培地によって懸濁し、細胞懸濁液を調製した。細胞懸濁液を 10

倍に希釈して細胞数計数および生細胞数計数を行った。生細胞数はトリパンブルー色素排

除法により測定した。トリパンブルー溶液は PBS にトリパンブルーを 3.0 g/L となるよう

に溶解して調製した。 

 

 

 

Fig. 4-1 The image of cannulation to the portal vein. 
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4.2.2.2 再細胞化肝臓の作製 

 本研究室での既往の報告 [54], [5]に基づき、再細胞化肝臓を作製した。ラットは 80%部

分肝切除後においても生存することができると報告されている [15]。従って、本研究では

まず全肝の 20%の機能を有する再細胞化肝臓の構築を目指した。第 3 章での検討によって

右葉の体積はおよそ肝臓全体の 20%であることが明らかとなっているため、本研究では右

葉のみを使用し、再細胞化肝臓を作製した。 

 イソフルランで麻酔後に開腹し、前灌流液を門脈から潅流させ肝臓の脱血を行った後に

右葉以外の肝切除を行った。肝臓の脱細胞化は既往の報告 [5]を簡略化したプロトコルで行

った。具体的には、カルシウム-マグネシウムフリーの PBS（CMF-PBS）を溶媒とする

4%TritonX-100（Sigma-Aldrich、St. Louis, MO, USA）を右葉に対し 100 mL/hで 2時間

潅流することによって脱細胞化を行った。更に界面活性剤の除去のために CMF-PBS で洗

浄を行い、脱細胞化肝臓を得た。再細胞化に用いる初代ラット肝細胞は 6～8 週齢の雄の

Wistar ラットより 2 段階コラゲナーゼ潅流法 [59]で得た。再細胞化は既往の報告 [5]と同

様に初代ラット肝細胞 1×107 cellsを 1 mLのコラーゲンゾルに懸濁し 26Gの針（Terumo, 

Tokyo, Japan）を有する注射器を用いて、周囲から脱細胞化肝臓に注入し、37℃で 30分イ

ンキュベートすることによって行った。ネガティブコントロールとしては脱細胞肝臓に 1 

mLのコラーゲンゾルのみ注入したグラフトを作製した。ポジティブコントロールとしては

摘出直後の右葉をグラフトとして用いた。 

 

以下に詳細な実験手順を示す。 

肝摘出を行うラットの腹腔内に 0.30 - 0.40 mL のソムノペンチル（Kyoritsuseiyaku, 

Tokyo, Japan ）を注射して麻酔をかけた後、ラットを解剖台に固定して 70%エタノールを

全身に噴霧し滅菌した。開腹し下大動脈より採血を行った。このときシリンジに 1000 U/mL

ヘパリンナトリウム（Mochida Pharmaceutical, Tokyo, Japan） 1 mLをあらかじめ入れ

ておき、血液が凝固しないように留意した。門脈に 18G カニューレ（Becton Dickinson, 

U.S.A.）を挿入し 0.19 mg/mL GEDTA・抗生物質添加 CMF-PBSを流して脱血した。右葉

以外の葉（中葉・左葉・尾状葉）を結紮・切除した。門脈・肝静脈以外の血管・胆管等を

結紮し、液が漏洩しないようにした。肝静脈に塩ビ製チューブ（Kawasumi Labolatories, 

Tokyo, Japan）を装着し、右葉を摘出した。表面からの灌流液の漏洩を防ぐために摘出し

た右葉をガーゼとボルヒール（Kaketsuken, Kumamoto, Japan）で表面をコーティングし
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た（Fig. 4-2）。抗生物質添加CMF-PBSに 4%Triton X-100を溶かした溶液を流し、200 mL/h

で約 1 h脱細胞化を行った。抗生物質添加 CMF-PBSを流し、200 mL/minで約 1.5 h洗浄

を行った。107 cells/mL ラット初代肝細胞懸濁コラーゲンゾル 1 mL を調製した。調製し

たゾルを 26G 針付きシリンジで脱細胞化肝臓の複数個所より注入した。37℃で 30 分間イ

ンキュベートしゲル化させた。再びガーゼとボルヒールでコーティングした。 

 

 

Fig. 4-2 Photograph of native liver coated with fibrin gel and gauze. 

 

 

 

4.2.2.3 血液灌流による再細胞化肝臓のアンモニア代謝能評価 

 再細胞化肝臓の肝機能評価の一つとして、アンモニア代謝能について評価を行った。ア

ンモニアは劇症肝炎の主な死因となっている肝性昏睡を引き起こす原因物質の一つである

と言われている。また、肝細胞のアンモニア代謝反応は応答が早く、短時間での評価が可

能である。以上の理由より、Ijimaらの報告 [61]を参考にして高アンモニア血症のモデルと

して灌流液中に 1 mMとなるように塩化アンモニウムを添加し、アンモニア負荷試験によ

る評価を行った。一方で、肝臓に対する酸素供給に留意し、酸素キャリアとして血液を灌

流液に添加した。 
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詳細な実験方法を以下に示す。 

グラフトチャンバーと血液回路用チューブ（Kawasumi Labolatories, Tokyo, Japan）、

ペリスタリックポンプ（Gilson, Middleton, WI, USA）からなる灌流培養回路を構築した。

別のラットより採血した血液を用いて灌流液を調製した（血液 2 mL, 1000 U/mLヘパリン

ナトリウム 1 mL, MEM基礎培地 16.8 mL, 100 mM 塩化アンモニウム水溶液 0.2 mL）。

回路用チューブとしてカワスミコネクティングセット（Kawasumi Labolatories, Tokyo, 

Japan）を用い、灌流回路を構築し、前述の灌流液を満たした（Fig. 4-3）。再細胞化肝臓を

回路につなぎ、0.4 mL/min で 1 hの灌流を行った。アンモニア-テストワコー（FUJIFILM 

Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）で灌流終了時の灌流液中のアンモニア

濃度を測定した。 

 

 

Fig. 4-3 The image of the circuit for the ammonia metabolism evaluation of the graft in 

vitro. This system consisted of the chamber, the peristaltic pump, tubes for circuit, air 

vents, the water bath which is set to 37°C. 
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4.2.3 結果 

 本研究室の既往の報告に基づき、再細胞化肝臓を作製した。1時間の血液灌流後の灌流液

中のアンモニア濃度は、脱細胞化肝臓適用条件が 0.897 ± 0.095 mMであり、初期濃度の 1 

mMからほとんど変化しなかった。一方で、正常肝臓適用条件では 0.284 ± 0.099 mM、再

細胞化肝臓適用条件では 0.445 ± 0.071 mMとなり、灌流液中のアンモニア濃度が減少した

（Fig. 4-4）。したがって、再細胞化肝臓がアンモニア代謝能を有することが確認された。 

 

 

Fig. 4-4 Ammonia concentration in the perfusate after circulation culture. DC-liver 

(decellularized liver), RC-liver (recellularized liver), and native liver were applied in the 

circuit (n = 2).  

 

 

4.2.4 考察 

アンモニア濃度が減少した要因として、元々右葉内に満たされていた溶液によって希釈

されたことが考えられる。しかし、右葉の体積は約 2 mLであり、容器内の血液は 20 mL

と、理論上 10/11にしか希釈が起こらないはずである。また、脱細胞化肝臓においてはほと

んどアンモニア濃度が変化していない点からも、希釈のみがアンモニアの減少に寄与した

わけではなく、再細胞化肝臓中の肝細胞によるアンモニア代謝能によってアンモニア濃度

が減少したことが確認された。 

 細胞あたりの代謝速度についてもおよそ 50 pmol/cell/dayであると算出された。これは初
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代ラット肝細胞のコラーゲンゲル包埋培養での予備検討で得られた代謝速度である 6.4 

pmol/cell/day よりも大幅に高いことが示された。この結果は、脱細胞化肝臓の精緻な血管

構造による良好な物質移動、細胞外マトリックスの成分による肝機能増強などによるもの

であると考えられる。 

更に、2D培養時（32 pmol/cell/day） [62]やスフェロイド培養時（5.5 pmol/cell/day） [63]

の初代ラット肝細胞のアンモニア代謝能に関する既往の報告と比較しても高水準であるこ

とが確認された。つまり、再細胞化された個々の細胞が良好に機能していることが示唆さ

れた。 

以上より本再細胞化肝臓は肝不全ラットモデルの血中アンモニアを代謝できると期待さ

れた。 

 

 

4.2.5 本節のまとめ 

 以上の結果より、今回作製した再細胞化肝臓がアンモニア代謝能を有していることが確

認された。また、その細胞あたりの代謝速度は既往の 2D培養系よりも高く、再細胞化肝臓

内の個々の細胞が良好に機能していることが示された。 

 したがって、本再細胞化肝臓は肝不全動物に対しても有効であると期待された。 
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4.3 Ex vivoでの再細胞化肝臓の肝不全に対する有効性評価 

4.3.1 本節の目的 

 第 4 章 2 節において今回作製した再細胞化肝臓がアンモニア代謝能を有していることが

確認された。また、再細胞化肝臓の細胞あたりのアンモニア代謝速度は、2D培養系での初

代肝細胞のアンモニア代謝速度とほぼ同等かそれ以上の値を示した。そこで本節では、再

細胞化肝臓を第 3章で開発した肝不全ラットモデルへ適用した。 

 本章の冒頭で述べたように、移植評価の実現のためには、再細胞化肝臓は血管構造の不

完全性による血液の漏洩や血液凝固などの克服すべき課題が多い。更に、上記の課題を完

全に克服した再細胞化肝臓の作製の目途はまだ立っていない。そこで新たな評価系として

体外灌流に着目した。ハイブリッド型人工肝臓は体外灌流によって肝不全動物に適用され、

その治療効果は既に実証されている [64]。そこで本研究においても再細胞化肝臓を組み込

んだ体外灌流を肝不全動物に対して行うことで、再細胞化肝臓の有効性を同様に評価でき

ると考えた。本節では、3章で開発した肝不全ラットモデルに対して再細胞化肝臓を組み込

んだ血液体外循環システムの開発を行った。また、本システムを用いて再細胞化肝臓の肝

不全に対する有効性を評価し、再細胞化肝臓の最適設計に向けた開発指針を示すことを目

的とした。 

 

 

4.3.2 実験方法 

 再細胞化肝臓を組み込んだ血液体外循環を実現させるため、まずは血液体外循環回路の

開発を行った。以下に回路構築のポイントを列挙する。 

 

循環ライン総体積（プライミングボリューム） 

ラット等の小動物を実験動物として用いる場合、生体内血液量の少ない小動物は血液体

外循環による影響を受けやすいことから、循環負荷の軽減のためにも極力循環ラインの総

体積を減らさなければならない。更に、生体外での血液は血管内皮と異なる異物との接触

により血栓形成の可能性が高まることからも循環ライン総体積の低減が望まれる。肝不全

患者に一般的に施行されている血漿交換療法を参考にすると、回路の血液量については、

一般的には全血液量の 10%以下の容量であれば生体への負荷が小さく、体外循環が円滑に

行うことができるとされている。 
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循環ライン流量 

血液体外循環の実験において、ラットの頸動脈および頸静脈にカニュレーションを行い、

頸動脈から血液を引き出し頸静脈から血液を戻す手法を用いて体外循環を行う。これはラ

ットにおいて頸動脈及び頸静脈は各 2 本ずつ存在し、各 1 本ずつが体外循環によって用い

られたとしても生存が可能であるからである。血液流量は頸動脈及び頸静脈直下に存在す

る心臓に即座に大きな影響を及ぼすことから、心拍数や血圧の低下を招く恐れがある。ま

た、麻酔下においては心拍数や血圧が低下することから、かなり余裕を持って設定する必

要がある。また、回路間の高低差がある場合は、その高低差に起因する圧力損失によって

安定した血液体外循環ができない可能性があるため極力高低差をなくす必要がある。 

 

温度管理 

 ラットのような小動物は体重に対する比表面積が大きく、体温管理に関して大型動物よ

りもシビアに管理する必要がある。術中のラットに対する体温管理のみならず、特に血液

体外循環において体内へと戻っていく血液は体温と同等まで加温されなくてはならない。 

 

上記のポイントを踏まえ、グラフトチャンバー、ペリスタリックポンプ、血液回路用チ

ューブ、エアトラップ、保温用の恒温槽、熱交換器からなる回路体積およそ 5 mLの血液体

外循環システムを構築した（Fig. 4-5, Fig. 4-6）。エアトラップは左頸動脈および右頸静脈

付近にそれぞれ 1 つずつ設置された。これらの回路は事前に滅菌され、循環直前まで 100 

U/mLのヘパリン（Mochida Pharmaceutical, Tokyo, Japan）添加生理食塩水によってプ

ライミングされた。また、先述と同様の方法で初代ラット肝細胞 2×107 cellsを播種したグ

ラフトを循環直前にチャンバーに入れ回路に接続した。虚血 30分の肝不全ラットモデルを

作製し、左頸動脈および右頸静脈にカニューレ（Becton, Dickinson and Company, Franklin 

Lakes, NJ, USA）を挿入した。ラットには 30 Uのヘパリンを静脈内投与した。虚血のク

ランプを解放してから1時間後にカニューレと回路を接続し0.4 mL/minで血液体外循環を

開始した。循環開始直後と循環終了直前および循環終了から 4 時間後（再灌流から 6 時間

後）に採血を行い、アンモニアおよび ALT、AST を測定した。また、循環中は 30 分おき

に 10 U/mLヘパリン添加生理食塩水を 1 mLずつ補液した。血液体外循環は 1時間行い、

循環終了から 4 時間後にラットはサクリファイスされ、肝臓をサンプリングした。適用し

たグラフトおよび肝不全ラットモデルの循環後の肝臓は 10%中性緩衝ホルマリンによって
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固定化されH&E染色によって評価された。 

 

以下に詳細な実験手順を示す。 

循環回路のチューブ（Kawasumi Labolatories, Tokyo, Japan）に 70％エタノール、生

理食塩水、100 U/mLヘパリン添加生理食塩水を順に流した。頚動脈側のカテーテル（Insyte, 

24G; Becton Dickinson, U.S.A.）には 10 U/mL、頚静脈側には 100 U/mLのヘパリン添加

生理食塩水を満たしておいた。イソフルラン（Pfizer Japan, Tokyo, Japan）で循環を行う

8週齢の Sprague Dawleyラット（Japan SLC, Shizuoka, Japan）に吸入麻酔をかけた。

尾より採血し、アミチェック（Arkray, Kyoto, Japan）で血中アンモニア濃度を測定した。

首回りをバリカンで剃毛し、70％エタノール、エタノール・イソジン混合溶液（1：1）を

順に噴霧して滅菌後、首を V 字に切開し頸動脈・頸静脈に 3 本ずつ糸をかけておいた。ま

た、不感蒸散を極力防ぐため、切開部を生理食塩水を含ませたガーゼで覆っておいた。腹

部を正中切開し、術野を確保するため小腸・大腸を体外に露出させ、生理食塩水を含ませ

たガーゼで包んでおいた。肝動脈をトリミングし、ブルドック鉗子を用いてクランプした。

門脈の右葉へ向かう部分を同様にブルドック鉗子でクランプし、温虚血を開始した。虚血

中は、中葉・左葉・尾状葉に糸をかけておき、すぐに結紮できるように準備しておいた。

30 分間の虚血終了後、すぐに中葉・左葉・尾状葉を結紮し切除した。小腸・大腸を元の位

置に戻し、正中切開部を縫合した。頸静脈の頭側の糸を結び、準備しておいた静脈用カテ

ーテル（Insyte, 24G; Becton Dickinson, U.S.A.）を挿入した。この際 100 U/mLヘパリン

ナトリウム溶液を約 0.3 mL 注入し全身のヘパリン化を行った。頸動脈の頭側の糸を結び、

体側を鉗子で止め準備しておいた動脈用カテーテル（Insyte, 24G; Becton Dickinson, 

U.S.A.）を挿入した。各カテーテルと体外循環回路をつなぎ、頸動脈側の鉗子を外して血

液体外循環を開始した。循環回路より適宜血液のサンプリングを行い、アミチェック

（Arkray, Kyoto, Japan）で血中アンモニア濃度を測定した。循環終了後、頚動脈を結紮し

カテーテルを抜き、回路内の血液を頸静脈へと戻した。頸静脈を結紮し、切開部を縫合し、

経過観察を行った。 
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Fig. 4-5 The image of the blood extracorporeal circulation circuit. The blood 

extracorporeal circulation system consisted of a chamber, a peristaltic pump, tubes, air 

vents, a water bath and a blood heating system. HF: hepatic failure. 
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Fig. 4-6 The photograph of the blood extracorporeal circulation. 

 

 

4.3.3 結果と考察 

 Fig. 4-5および Fig. 4-6に示すような血液体外循環システムを構築した。本システムの詳

細を以下に示す。 

循環ライン総体積（プライミングボリューム） 

 循環ライン総体積はおよそ 5 mLであった。その内訳は、グラフトチャンバーが 3.7 mL、

回路用のチューブが 1.3 mLであった。 

循環ライン流量 

 循環ライン間の高低差はラットへの心負荷を考慮し最小限にとどめた。本循環ラインの

高低差は最大で 9 cmと最小化することによって 0.4 mL/minでの安定した血液体外循環が

可能となった。 

温度管理 

 グラフトチャンバーを37℃の恒温槽中に設置することでグラフトを37℃に保温すること

に成功した。また、肝不全ラットへの負荷を軽減するために、血液が体内へと戻る頸静脈

付近の回路に熱交換器を設置した。本熱交換器によって血液を 37℃に加温後にラットの体
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内へと戻すことに成功した。 

以上のように、プライミングボリュームや循環流速、温度管理等に留意して血液体外循

環回路を構築することで肝不全ラットモデルに対する血液体外循環が実現可能となった。 

そこで、虚血 30分モデルに対し、再灌流から 1時間後に正常肝臓、脱細胞化肝臓、再細

胞化肝臓をそれぞれ血液体外循環によって適用し、再灌流から 6 時間後にサクリファイス

し、肝臓の組織学的評価を行った。また、経時的に採血し血中アンモニア濃度およびトラ

ンスアミナーゼの測定も併せて行った。 

まず、肝障害の指標となるトランスアミナーゼ活性については、全条件において再灌

流から 1 時間後に正常値からの上昇が確認され、その値は各条件間でほぼ同等であった。

（Fig. 4-7, Fig. 4-8）したがって、各条件下においてグラフト適用前の肝障害はほぼ同等で

あることが確認された。更に、血液体外循環以降の経時変化については統計学的な有意差

は確認されなかったものの、正常肝、再細胞化肝、脱細胞化肝の順で肝障害が抑えられて

いるという傾向が確認された。しかしながら、肝不全ラットモデルの肝臓の組織学的評価

においてはほとんど壊死範囲に差が見られなかった。（Fig. 4-9 a,b,c） 

 

Fig. 4-7 The value of ALT activity in the blood of the 30-min ischemia rat models after 

the end of ischemia. Blood extracorporeal circulation was performed for 1 h from 1 h 

after the end of ischemia. The value at 0 min indicates ALT activity in the blood of the 

rat before HF operation (n = 3). Black triangle: DC-liver, red circle: RC-liver, blue 

diamond: Native liver. 
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Fig. 4-8 The value of AST activity in the blood of the 30-min ischemia rat models after 

the end of ischemia. Blood extracorporeal circulation was performed for 1 h from 1 h 

after the end of ischemia. The value at 0 min indicates ALT and AST activities in the 

blood of the rat before HF operation (n = 3). Black triangle: DC-liver, red circle: RC-liver, 

blue diamond: Native liver. 

 

 

 

   

Fig. 4-9 H&E staining of the liver of 30-min ischemia rat models applied (a) DC-liver, (b) 

RC-liver, (c) native liver at 4 hours after the end of the blood extracorporeal circulation. 

Bars:200 m 
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一方で、適用肝についての組織学的評価については、脱細胞化肝臓は酵素処理を行って

いないため、多少の核の残存は確認されるが、完全な細胞は確認されなかった（Fig. 4-10 i）。

再細胞化肝臓については播種したゲル内にのみ、初代肝細胞が確認された（Fig. 4-10 ii）。

また、すべての適用肝の全体に赤血球が確認され、グラフト全体に血液が行き渡っている

ことが確認され、各グラフトの効果が期待された（Fig. 4-10）。 

 

 

Fig. 4-10 H&E staining of (i) DC-liver, (ii) RC-liver, and (iii) native liver applied in the 

BECS. Bars indicate 200 m in upper figures and 100 m in lower figures. White 

arrows: areas that seemed to be injected with collagen gels, black arrows: hepatocytes. 

 

更に、血中アンモニア濃度の経時変化について着目すると、いずれの条件においても再

灌流から 1 時間後には 100 M 前後に上昇していた。また、脱細胞化肝臓適用条件では体

外循環終了時である再灌流から 2 時間後には 300 M 程度に上昇していたのに対し、正常

肝臓および再細胞化肝臓適用条件では 150 M未満であり、正常肝および再細胞化肝臓が肝

不全ラットモデルの血液中のアンモニアを代謝したことが確認された。さらに再灌流から 6

時間後では脱細胞化肝臓が 135 Mであったのに対し、正常肝臓適用条件が 52 M、再細

胞化肝臓が 66 M、という結果となり、正常肝および再細胞化肝臓適用群の良好な回復が

示唆された（Fig. 4-11）。 
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Fig. 4-11 Ammonia concentration in the blood of 30-min ischemia rat models after the 

end of warm ischemia. At 1 h after the end of warm ischemia, blood extracorporeal 

circulation was performed for 1 h. The value at 0 min indicates the ammonia 

concentration in the blood of rats before HF operation (n = 3). Black triangle: DC-liver, 

red circle: RC-liver, blue diamond: Native liver. Significant differences were analyzed by 

Dunnett’s test with DC-liver as the control group. RC-liver and native liver were 

compared with DC-liver at 2 h (†:p < 0.05) and 6 h (‡:p < 0.05). n.s.: not significant. 

 

 

 一方で、別のラットに対して各グラフト（正常肝臓、脱細胞化肝臓、再細胞化肝臓）を

組み込んだ 2 時間の血液体外循環を行い、経過観察を行ったところ、再細胞化肝臓が生存

率を改善する傾向は見られたものの正常肝臓適用条件のように全例の生存は確認されてお

らず、再細胞化肝臓は救命に対しては不十分であることが示された（Fig. 4-12）。 
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Fig. 4-12 Survival time of 30-min ischemia hepatic failure rat model which was treated 

each graft. RC: recellularized liver, DC: decellularized liver.  

 

 

4.3.4 考察 

 現在のハイブリッド型人工肝臓は非常に強力な肝機能のサポートが可能であるが、肝再

生が期待できない重篤な肝不全に対しては根治療法とならない。一方で、再細胞化肝臓は

移植が可能で半永久的に自身の臓器として使用可能であることが期待される一方で、その

肝機能は未知であった。そこで、本研究では新たな ex vivo評価系を開発し、再細胞化肝臓

の性能評価を行った。 

ハイブリッド人工肝補助システムにおける既往の報告において、肝補助システムによっ

て肝不全動物の生存時間の延長が確認されており、その動物モデルの血中アンモニア濃度

の上昇が抑えられていた [64]。つまり、血中アンモニア濃度は肝不全動物の生存と相関が

強く、良い指標となると考えられる。今回の検討において、ハイブリッド型人工肝補助シ

ステムと血中アンモニア濃度が同様の傾向を示したことは非常に価値ある結果であると考

えられ、再細胞化肝臓の肝不全動物に対する有効性が期待された。 

 また、血中アンモニア濃度について、再細胞化肝臓と正常肝臓がほぼ同等の傾向を示し

ている。以上の結果から、再細胞化肝臓が正常肝臓と同等の機能を有することが期待はさ

れる。しかしながら、本再細胞化肝臓は ex vivoでの適用であるため、血液の流量が in vivo

とは異なるため、機能の直接的な比較はまだ実現できない。これは、本結果が代謝基質で
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あるアンモニアの供給速度律速となっている点を否定できないためである。今回は麻酔下

で血液体外循環を行っているため、Fig. 4-13のようなシステムを応用し、覚醒下での血液

体外循環が実現できれば in vivoとほぼ同等の血流量が確保でき、正常肝臓との機能の比較

が可能になると思われる。また、他の評価指標（胆汁生成能や血液凝固活性等）について

も評価を行い、総括的に再細胞化肝臓の評価を行う必要がある。特に、血液凝固因子の産

生能については、臨床でも非常に重要視されており、重視すべき指標であると考えられる。 

 

 

Fig. 4-13 The complete head apparatus attached to the rat and connected to two 

indwelling catheters and to an infusion apparatus. [65] 
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 移植評価の実現にはまだ課題が多く、完全な内皮化や血栓形成の防止が実現できるまで

は本研究のような ex vivoでの評価を行い、再細胞化肝臓の最適化を進めていかなくてはな

らない。本評価系の体外循環負荷においても、更なるプライミングボリュームの低減（グ

ラフトチャンバーの更なる小型化や回路全長の縮小など）や、循環流速等の検討を引き続

き行っていく必要がある。 

 

また、本検討で用いた再細胞化肝臓の細胞数は全肝臓のおよそ 1%である。これは脱細胞

化肝臓内の血管化が不十分であるため、現状における実現可能な最大の播種細胞数である。

本評価によって、再細胞化肝臓によるアンモニアの代謝が確認されたものの、現在の細胞

数では救命はまだ実現できないことが示された。つまり、今後は移植によって肝不全患者

を救命可能な細胞数（たとえば全肝臓の 20%）を目指して細胞数の増加の必要性が示され

た。 

 

 

4.3.5 本節のまとめ 

 肝不全ラットモデルに対して再細胞化肝臓を組み込んだ血液体外循環システムを開発し

た。本システムによって、再細胞化肝臓の肝不全に対する有効性を評価することが可能で

あることが示された。本評価系に作製した再細胞化肝臓を適用したところ、血中アンモニ

ア濃度の上昇が抑制され、再細胞化肝臓の肝不全に対する有効性が期待された。 

 今後は再細胞化肝臓の更なる細胞密度の増加に伴って、より重篤な肝不全ラットモデル

に対する適用や様々な血中成分評価等によって有効性を実証できると考えられる。 
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4.4 本章のまとめ 

  

 本研究において作製した再細胞化肝臓が in vitro 血液灌流システムによってアンモニ

ア代謝能を有していることが確認された。また、再細胞化肝臓内の細胞あたりのアン

モニア代謝速度は他の培養系と比較して高いレベルにあった。 

 

 再細胞化肝臓を組み込んだ血液体外循環システムの開発に成功した。 

 

 作製した再細胞化肝臓を 3 章で開発した肝不全ラットモデルに適用したところ、肝不

全ラットモデルの血中アンモニアを代謝し病態を改善する傾向が確認された。 

 

 以上の結果から、肝不全ラットモデルと血液体外循環システムによる再細胞化肝臓の

ex vivo評価システムの開発に成功した。 

 

 本評価系によって、肝不全からの救命に向けて再細胞化肝臓の細胞数の増加の必要性

が示された。 
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第5章 再細胞化肝臓の高機能化に向けた基盤技

術の開発 

 

5.1 本章の目的および概要 

 第 4 章では、再細胞化肝臓を肝不全ラットモデルに血液体外循環によって適用し、有効

性の評価を行った。その結果、再細胞化肝臓が肝不全ラットの血中アンモニアを代謝し、

肝不全の症状を改善する傾向が見られた。しかしながら、今回播種できた細胞数は全肝の

およそ 1%であり、移植に必要であると考えられる細胞数にはまだ不十分であると考えられ

る。従って今後は再細胞化肝臓の細胞数の増加が必須であると考えられる。そこで、本章

では、細胞の高密度化の観点から再細胞化肝臓の高機能化を目指し、その基盤技術の開発

を行った。 

 再細胞化肝臓の肝細胞の高密度化を達成するためには、初期に高密度で播種する、もし

くは初期に低密度で播種し成熟化させるといった 2 つの方針が考えられる。いずれの方針

においても、成熟肝細胞は酸素要求性が高い [66]ため、十分な酸素供給能を持つ臓器培養

システムの開発が求められる。そこで本章では、再細胞化肝臓の臓器培養の実現のための

基盤技術として、十分な酸素供給能を有する臓器培養システムの開発を目的とした。 
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5.2 酸素化灌流培養システムの構築 

5.2.1 本節の目的 

 高密度化を目指し、再細胞化肝臓を培養する場合、播種した細胞に対する酸素供給が最

も大きな課題となると考えられる。再細胞化肝臓に対して十分な酸素供給を行うためには、

灌流培養が必須であると考えられる。そこで本節では、再細胞化肝臓の培養において、律

速条件は酸素供給であると考え、十分な酸素供給を行える酸素富化装置を開発し、それを

灌流培養回路に組み込んで再細胞化肝臓の培養システムを構築することを目的とした。 

まず、開発した酸素富化装置の性能評価を行い、再細胞化肝臓に対して十分な酸素供給

を行うことができるか検討を行った。その後、高密度再細胞化肝臓のモデルとして正常肝

臓の培養を行い、細胞の生存および機能が維持できるか評価した。 

 

 

5.2.2 実験方法 

5.2.2.1 酸素富化装置の作製および評価 

 市販の人工肺は小動物系に適用するには大きすぎるため、小型の酸素富化装置の開発を

行った。市販の人工肺の構造を参考に、ポリカーボネート製の円筒型のハウジング内に中

空糸を充填し、両端をポッティングすることによって装置を作製した。 

中空糸は、市販の脱気・吸気膜モジュール（STERAPORE 2000、Mitsubishi Rayon, Tokyo, 

Japan）より回収して用いた。以下に中空糸膜の特性を示す。 

 

Table 5-1 Characteristics of the hollow fiber. 

Multi-layered composite hollow-fiber membrane 

Material Polyethylene 

Inner diameter (m) 200 

Outer diameter (m) 275 

 

上記の中空糸を約 400本用いて酸素富化装置を作製した（Fig. 5-1）。 
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Fig. 5-1 Photograph (i) and dimension (ii) of the oxygenator. 

 

本装置の有効膜面積はおよそ 200 cm2であり、中空糸の充填率はおよそ 30%と計算され

た。 

 

上記のようにして作製した装置が、実際に培養液への酸素富化が可能か、またどの程度

の酸素富化を行えるのかを評価する。そこで評価方法として、本装置を組み込んだ灌流培

養システムの酸素移動容量係数 kLa[/min]に着目した。kLa は単位時間当たりの酸素移動量

の程度を示す値である。これを亜硫酸ナトリウムと酸素の化学反応を用いて測定した。 

本実験における亜硫酸ソーダの酸化および滴定原理は以下のような化学反応に基づく。 

Na2SO3 + 1/2 O2 →Na2SO4     (1) 

ここでの未反応の Na2SO3の量をヨードメトリーによって求め、その量から吸収された酸素

量を求める。まず、サンプリング液を I2 溶液と反応させる。このときの反応式は次のよう

になる。 

Na2SO3 + I2 + H2O → 2HI + Na2SO4 

その後、過剰の I2 量をチオ硫酸ナトリウムを用いた滴定により求めることで反応式(1)にお

ける未反応の Na2SO3の量を求めることができる。この時、以下の反応が起こる。 

2Na2S2O3 + I2 → 2NaI + Na2S4O6 

また、kLaは以下の式で表される。 

v = kLa(C*-C)     (2) 

理想溶液と仮定すると、C*は Henryの法則により推算することができる。 

Pi = HC* 

また、未反応の Na2SO3濃度を S([mol/mL])とすると、(1)式から 
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v = -1/2・dS/dt 

C は 0と仮定するとこれらから、 

kLa = -1/2・(H/Pi)・dS/dt     (3) 

が導かれる。 

ただし、 

v：培養液単位体積あたりの酸素移動速度 [mol/(mL・min)] 

C*：気相中酸素分圧に対する平衡状態の溶存酸素濃度 [mol/mL] 

C；液相の溶存酸素濃度 [mol/mL] 

Pi：気液界面の酸素分圧 [atm] 

H：ヘンリー定数 [atm・mL/mol] 

t：時間 [min] 

Piは飽和酸素分圧 0.21 atmに等しいとし、H = 9.3×10
5
 atm・mL/molとする。 

 

詳細な実験手順を以下に示す。 

kLa測定回路を準備した (Fig. 5-2)。リザーバーには蒸留水 30 mL、無水亜硫酸ナトリウ

ム 1.2 g および 0.1 M硫酸銅溶液 240 µLを加えておいた。37ºC下、2 mL/min で循環を開始

した。経時的にリザーバーから溶液を 200Lサンプリングした。サンプルチューブに 0.05 M 

ヨウ素-ヨウ化カリウム溶液 750 µLを入れ、サンプリングした試料を 75 µL採取し、チップ

の先端を液に入れ、空気に接触しないように注入した。よく混合した後、残存 I2 を 0.1 M 

Na2S2O3液で滴定した。I2の褐色が薄くなったとき、1% デンプン液を 10 µL 加え、濃青色

が消えるところを終点とした。液中 Na2SO3濃度と時間とをプロットし、kLa を(3)式により

求めた。 
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Fig. 5-2 kLa measurement circuit. 

 

 

また、実際に静脈血を本酸素富化装置に流通させ、酸素富化装置の前後の血液の酸素飽

和度を測定することで、実際に血液に対して酸素富化が可能であるか評価した。血液の酸

素飽和度は、酸素化ヘモグロビンと脱酸素化ヘモグロビンの波長スペクトルの違いから測

定が可能である [67]。 

体重 180 g程度の 6週齢の雄のSprague dawleyラットより右葉を氷冷した前灌流液で脱

血後に摘出し、本右葉に対して血液を肝臓に流通させることで静脈血を得た。続いて、得

られた静脈血を酸素富化装置に流通させ、酸素富化装置前後の血液をサンプリングした。

得られたサンプルに溶血試薬（10% Triton X-100）を加え、遠心分離を行い、上澄みを得

た。分光光度計で波長スペクトルを測定し、検量線より酸素飽和度を求めた。酸素飽和度

は以下の式によって計算できる。 

 

𝐎𝐱𝐲𝐠𝐞𝐧 𝐬𝐚𝐭𝐮𝐫𝐚𝐭𝐢𝐨𝐧 =  
𝑺𝑯𝒃,𝟓𝟎𝟔

𝑺𝑯𝒃𝑶𝟐,𝟒𝟕𝟓𝟒𝟕𝟓−𝑺𝑯𝒃,𝟒𝟕𝟓
 ×  

𝑫,𝟒𝟕𝟓

𝑫,𝟓𝟎𝟔
 − 

𝑺𝑯𝒃,𝟒𝟕𝟓

𝑺𝑯𝒃𝑶𝟐,𝟒𝟕𝟓 −𝑺𝑯𝒃,𝟒𝟕𝟓
   (4) 
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ここで、SHb,506および SHb,475はそれぞれ、脱酸素化された酸素飽和度 0%の血液の 506 nm

および 475 nmの吸光度を示す。SHbO2,506および SHbO2,475はそれぞれ、酸素化された酸

素飽和度 100%の血液の 506 nmおよび 475 nmの吸光度を示す。同様に、D,506および D,475

はそれぞれ、サンプルの 506 nmおよび 475 nmの吸光度を示す。 

 

5.2.2.2 酸素富化装置を組み込んだ灌流培養システムによるグラフトの培養 

 続いて、先述の酸素富化装置を組み込んで灌流培養回路を作製した（Fig. 5-3）。設計指

針を以下に述べる。 

生体内における右葉に対する血液の流速と合わせるため、本灌流培養システムでの灌流

液の流速は 2 mL/minとした。先述の検討で、酸素富化装置の酸素移動容量係数を測定した。

しかしながら、酸素移動容量係数は気体から液体への酸素の移動のみを対象とする指標で

あり、灌流液から肝臓への酸素供給の指標とはならない（Fig. 5-4）。灌流液から肝臓への

酸素移動を大きく支配する操作変数である流速は、液流れによる肝臓に対するせん断応力

によって制限されるため、液中の酸素濃度を向上させる必要がある。つまり、本流速で十

分な酸素供給を行うためには灌流液中に酸素キャリアの添加が必須である。従って、灌流

液は肝細胞培養培地である D-HDM と血液を 1:1 で混合したものを用いた。一方で、灌流

液に血液を用いるため、灌流培養中の血液凝固が問題となると考え、抗凝固剤であるヘパ

リンを連続的に供給した。 
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Fig. 5-3 The image of organ perfusion culture system. 

 

 

 

Fig. 5-4 The flow of oxygen to liver graft. 

 

 

本灌流培養回路に対して、高密度再細胞化肝臓のモデルとしてラット肝臓の右葉を適用

し、灌流培養を 12 時間行った（Fig. 5-5）。更に、培養後に別の灌流培養回路に繋ぎ替え、

高アンモニア血症のモデルとして灌流液中に 1 mM となるように塩化アンモニウムを添加

し、アンモニア負荷試験による評価を行った。 

評価指標としては、灌流培養中の肝障害の指標として ALT および H&E 染色、培養後の

機能評価の指標としてアンモニアを用いた。 
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Fig. 5-5 The photograph of the organ perfusion culture system. 

 

 

5.2.3 結果 

5.2.3.1 酸素富化装置を組み込んだ灌流培養システムの性能評価 

今回構築した灌流培養システムの酸素移動容量係数 kLa を亜硫酸ソーダ法によって測定

したところ、酸素富化装置なしの条件では kLa = 0.42 /min であったのに対し、酸素富化装置

ありの条件では kLa = 2.4 /minとなり、酸素富化装置による酸素移動容量係数の上昇が確認

された（Fig. 5-6）。 
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Fig. 5-6 Over-all oxygen transfer coefficient of each conditions. 

 

 

 以上の結果より、高密度再細胞化肝臓の酸素供給を充足させることができると期待され

るが、血液に対して酸素富化が可能であるかの検討も引き続き行った。結果として、酸素

富化装置前、つまり静脈血の状態での酸素飽和度が約 44%であったのに対して、酸素富化

後の血液の酸素飽和度は約 99%であった（Fig. 5-7, Fig. 5-8）。以上のことから、本酸素富

化装置は血液に対しても酸素富化が可能であり、酸素飽和度もほぼ 100%を達成できている

ことから、その性能も申し分ないことが示唆された。 
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Fig. 5-7 Optical absorbance spectrum of hemoglobin before and after the oxygenator. 

 

 

Fig. 5-8 Oxygen saturation of blood before and after the oxygenator. 
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5.2.3.2 灌流培養システムによるラット右葉の培養 

 現時点では、正常肝臓に匹敵する細胞密度での再細胞化肝臓の作製は実現できていない。

そこで今回は高密度再細胞化肝臓のモデルとしてラットの右葉の灌流培養を行った。 

 まず、基礎検討として、酸素富化装置の有無を変数としてラット右葉の 12時間の灌流培

養を行い、肝障害の指標として ALTを経時的に測定した。また、培養終了後の右葉の H&E

染色を行った。結果として、灌流培養 12 時間後には酸素富化装置なしの条件では ALT が

2549 U/Lまで上昇し、酸素富化装置ありの条件では 234 U/Lに抑えられていた（Fig. 5-9）。

肝細胞懸濁液を超音波処理によって破砕して ALT を測定して細胞あたりの ALT 量を実験

的に求めたところ、およそ 0.44 U/106 cellsとなった。本データを用いて灌流培養後の右葉

の何割が死滅しているか推算したところ、酸素富化装置なしの条件ではおよそ 40%が死滅

していたのに対して、酸素富化装置を組み込むことで約 4%の死滅に肝障害を抑えることが

できたことが示唆された。また、H&E染色の結果からも、酸素富化装置なしの条件では広

範囲に壊死が見られ重度のうっ血や肝障害が確認されたが、酸素富化装置を組み込んだ条

件においては壊死や類洞構造の崩壊等はほとんど観察されなかった（Fig. 5-10）。以上の結

果より、酸素富化装置の導入によって長期間の培養が可能であることが期待された。 

 

 

Fig. 5-9 The change of ALT activity in perfusate with time. The right lobe was cultured 

for 12 h (n = 1). 
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×40 

  

×200 

  

Fig. 5-10 H&E staining of 12 h preserved liver in the perfusion culture system. Bars : 

200 m 

 

 

 更に、灌流培養後の肝機能評価として、灌流培養回路に 1 mM となるように塩化アンモ

ニウム水溶液を添加し、1時間灌流を行うことによってアンモニア負荷試験を行った。1時

間の灌流培養後の灌流液中のアンモニア濃度を Fig. 5-11に示す。本灌流システムによって

12 時間の灌流培養を行った右葉は、摘出直後の右葉と同等のアンモニア代謝能を有してい

ることが示された。この結果から、本灌流培養システムによって培養された右葉はアンモ

ニア代謝能を保持していることが明らかとなった。従って、本灌流培養システムによって

高密度再細胞化肝臓の培養が可能になることが期待される。 
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Fig. 5-11 Ammonia concentration after 1 h perfusion of the perfusate which contained 1 

mM ammonia. n means the number of experiments. 

 

 

5.2.4 考察 

最終的な目的であるラット右葉と同等の細胞密度を有する再細胞化肝臓への酸素供給の

ために必要な酸素移動容量係数について考察を行う。まず、肝細胞の酸素消費速度は 12 

fmol/cell/min である [66]。また、肝臓 1 gにつき 2.14×10
8
 cellsの肝細胞が存在すると言わ

れているため、ラット右葉がおよそ 2 gであることから、4×10
8
 cells程度の肝細胞が存在す

ると考えられる。これらのことから、ラット右葉の酸素消費速度は約 4.8
 
µmol/min となる。

よって、今回の実験で用いた回路全体を一つの通気槽であると考えると、このときの(2)式

における v = (-1/2・dS/dt) = 4.8/30 µmol/(mL・min) = 0.16 µmol/(mL・min)であり、(2)式より

kLa = 0.71 /minとなる。本灌流培養システムは kLa = 2.4 /minであるため、気液界面での酸素

の移動は十分行われることが示された。 

一方で、灌流液から肝臓への酸素の移動つまり本灌流培養系の酸素供給速度がラット右

葉の酸素消費速度を充足させることができるか計算を行い、確認した。ここで、本灌流培

養システムの灌流液中の酸素濃度を求める。灌流液は D-HDMと新鮮血液を 1:1で混合し調

製しているため、酸素は液中のみならず、赤血球中のヘモグロビンとも結合し存在してい

る。液中に溶解している酸素、つまり溶存酸素濃度は 37℃の大気圧下において、0.51 mL-O2/L

である。一方で、ヘモグロビンは 1分子につき、4分子の酸素分子を結合させることができ、
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ヘモグロビン 1 gには 1.39 mLの酸素が結合できる。本ラット血液のヘモグロビン濃度は約

15 g/dLであるため、灌流液中のヘモグロビン濃度は半分の約 7.5 g/dLである。従って、ヘ

モグロビン結合型酸素濃度は 10.43 mL-O2/dL と計算される。以上より、血中酸素濃度は溶

存酸素濃度とヘモグロビン結合型酸素濃度の和であるため、およそ 11 mL-O2/dLと計算され

る。単位換算を行うと、およそ 5 mmol/Lとなる。本灌流培養システムの流速は 2 ml/minで

あるので、血中の酸素がすべて肝臓で消費されると仮定すると酸素供給速度は、約 10 

mol/min と概算される。一方で、先述のように、ラット右葉の酸素消費速度は約 4.8
 
µmol/min

と計算される。従って、本灌流培養システムの酸素供給速度はラット右葉の酸素消費速度

の約 2 倍であることが期待された。従って、今回作製した酸素富化装置を含む灌流培養シ

ステムによって右葉と同等の細胞数（細胞数が全肝の 20%程）を有する再細胞化肝臓の灌

流培養が可能になったと考えられる。 

 一方で、実際に高密度再細胞化肝臓のモデルとしてラット右葉の培養を行ったところ、

培養 12時間後においても細胞の生存やアンモニア代謝能の維持が確認されており、本臓器

培養システムの設計指針の妥当性が示された。 

以上より、本灌流培養システムは臨床での適用を見据えた高密度な再細胞化肝臓に対し

ても十分な酸素供給が可能であることが示された。 

 

 

5.2.5 本節のまとめ 

 灌流液に対して、十分な酸素化が可能な酸素富化装置の開発に成功した。また、灌流液

に酸素キャリアとして血液を添加することによって、生体内とほぼ同等の流速で灌流培養

が可能であることが示された。更に、本灌流培養システムに高密度再細胞化肝臓のモデル

として右葉の灌流培養を行ったところ、培養後においてもほとんどの細胞が生存しており、

更にアンモニア代謝能を有していることが確認された。以上の結果より肝臓の高い酸素消

費速度を満たすことが可能な灌流培養システムの開発に成功した。 
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5.3 再細胞化肝臓への酸化ストレスに関する検討 

5.3.1 本節の目的 

 5 章 2 節において、肝臓の酸素消費を満たすことが可能な灌流培養システムを開発した。

しかしながら、再細胞化肝臓の作製において細胞播種時には、たとえ一過性ではあっても

虚血は避けられず、灌流培養時に酸素供給が再開されることによる虚血再灌流障害が潜在

的に危惧される。虚血再灌流障害は、主に再灌流時に大量に産生されるヒドロキシラジカ

ルなどの活性酸素種による酸化ストレスによって引き起こされる [68]。そこで本節では、

本灌流培養システムでの酸化ストレスの影響について検討を行った。 

虚血再灌流障害に対して、福田らは肝虚血再灌流障害マウスモデルに対して水素ガスを

吸入させることで酸化ストレスを軽減することが可能であると報告した [69]。水素ガスは

その優れた還元能によって活性酸素種の中でも最も酸化力が強く有害であるヒドロキシラ

ジカルと選択的に反応し除去する。一方で、生体内での代謝における酸化還元や細胞シグ

ナル伝達に必要な活性酸素種はほとんど阻害しない [70]。そこで本節では、本灌流培養シ

ステムに水素ガスを導入することで再細胞化肝臓の灌流培養時における酸化ストレスの低

減を目指した。 

  

 

5.3.2 実験方法 

 水素ガスは可燃性であり爆発の危険があるため、その取扱いには十分注意する必要があ

る。従って本検討では、爆発の危険性のない 1%水素ガス混合空気を用いた。 

 

5.3.2.1 水素ガスの虚血再灌流障害に対する有効性の確認 

 本検討では安全性を考慮し、1%水素ガスを用いる。1%水素ガスの有効性を確認するため

に、再細胞化肝臓ではなく虚血再灌流ラットモデルに対して 1%水素ガスを導入しその効果

を確認した。 

まず、第 3章で開発した手法で虚血 60分の肝不全ラットモデルを作製した。作製した肝

不全ラットモデルを 1%水素ガス混合空気環境下に 6時間おき、経過観察を行った。経過観

察後に採血および肝臓の採取を行い、血中成分分析および組織学的評価（H&E染色）を行

った。 

 



第 5章 再細胞化肝臓の高機能化に向けた基盤技術の開発 

85 

 

詳細な手順を以下に示す。 

8週齢の雄の Sprague Dawleyラットにイソフルランで吸入麻酔をかけた。腹部を正中切

開し、腸をガーゼ上に出し生食をかけて乾燥しないように留意した。ブルドック鉗子を用

いて門脈の右葉への分岐部分と肝動脈をクランプすることによって、右葉に対し 45分また

は 60分間温虚血を行った。虚血終了後、速やかに右葉以外の部分肝切除を行った。腸を元

の位置に戻し腹部の縫合を行った。1%水素ガスおよび空気の環境下（両条件ともに 1 L/min

で供給）に置き経過観察を行った。再灌流から 6 時間後にサクリファイスし、血液および

肝臓のサンプリングを行った。採取した肝臓を 10%中性緩衝ホルマリンで固定化し、H&E

染色を行った。採血した血液の血中 ALTおよび AST活性を測定した。 

 

 

Fig. 5-12 Photograph of 1% hydrogen gas administration to hepatic failure rat model. 

 

5.3.2.2 灌流培養システムへの水素ガスの適用 

5章 2節において開発した灌流培養システム中の酸素富化装置に 1%水素ガス混合空気を

送り込むことで灌流培養システム中に水素ガスを導入した。高密度再細胞化肝臓のモデル

としてラットの右葉を用いた。再細胞化時の肝細胞の虚血状態を模倣するために、本右葉

に対して 60 分の温虚血を行い、水素ガスを導入した灌流培養システムを用いて 24 時間の

灌流培養を行った。 
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詳細な実験手順を以下に示す。 

5 章 2 節と同様の灌流培養を構築した。まず、滅菌操作として 70%エタノールを流し、

生理食塩水で洗浄した。酸素富化装置を取り付け、ヘパリン＋生理食塩水（1 mL : 9 mL）

を流し、回路のヘパリン化を行った。リタイアラット（Japan SLC, Shizuoka, Japan）か

ら採血を行った。この時あらかじめシリンジにヘパリン 1 mLを加えておき、血液凝固を防

止した。6週齢の雄の Sprague Dawleyラットの右葉に前灌流液を流し、摘出した。摘出し

た右葉を 60分間温浴に浸漬することで温虚血状態（37ºC）にした。血液 15 mL＋D-HDM

培地 15 mLを混合しこれを灌流液とし、恒温槽で 37℃に温めたのち、リザーバーに入れ回

路を満たした。リザーバーに摘出した肝臓を取り付けた後、灌流液をすべて移した。中空

糸膜モジュールの中空糸中に 1% H2 / Airを 1 L/minで流し、37ºC下、灌流液流速 2 mL/min

で灌流培養を開始した。灌流中に経時的に灌流液をサンプリングした。この際、2 h以降の

サンプリング時にヘパリンを添加し、ヘパリン濃度 50 U/mL を維持するように留意した。

サンプリングした液は遠心分離後、上澄みを採取し ALTを測定した。12 hの灌流培養後、

肝臓を採取し、組織中の MDA の測定を行った。また、一部の組織は 10%ホルマリンで固

定化後H&E染色を行った。 

 

 

5.3.3 結果 

5.3.3.1 水素ガスの虚血再灌流障害に対する有効性の確認 

 今回は肝不全ラットモデルに対し、水素ガスを吸入させ、虚血再灌流障害の原因の一つ

である酸化ストレスの低減による肝障害の緩和の確認を目指した。まず、虚血 45分モデル

に対して空気および 1%水素ガスを適用したところ、壊死範囲はそれぞれ 35%、10%であっ

た。更に虚血 60 分モデルに対しては、壊死範囲は空気および 1%水素ガスを適用した条件

においてそれぞれ 60%、10%であり、水素ガス適用の条件において壊死が抑えられること

が確認された（Fig. 5-13, Fig. 5-14）。一方で、血中 ALT、AST活性に関しても、統計学的

有意差は確認されなかったが、水素ガス適用の条件において虚血 45 分および 60 分モデル

の両条件において平均値として低い値を示していた（Fig. 5-15）。また、その差は虚血時間

が 60分になってもほぼ同じであり、水素ガスの有効性には限界があることが示唆された。 

以上の結果より、水素ガスが虚血再灌流障害モデルに対して効果があることが示唆され、

水素ガスを導入した機械灌流保存システムの構築によって保存中の虚血再灌流障害を低減
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できることが期待された。 

 

 

  

Fig. 5-13 H&E staining of 45-min ischemia rat model’s liver. Left: Air, right: 1% 

hydrogen. Arrows: necrosis 

 

  

Fig. 5-14 H&E staining of 60-min ischemia rat model’s liver. Left: Air, right: 1% 

hydrogen. 
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Fig. 5-15 ALT and AST activities of 45 and 60-min ischemia rat model. Significant 

differences were analyzed using Tukey’s test. *:p < 0.05, **:p < 0.01. 

 

5.3.3.2 灌流培養システムへの水素ガスの適用 

肝損傷の指標となる灌流液中の ALT 活性の経時変化を Fig. 5-16 に示す。水素ガス未導

入および導入の灌流培養開始時の ALT活性はそれぞれ 236 ± 143 U/L、194 ± 100 U/L

であり、温虚血による肝障害はほぼ同程度であることが確認された。灌流培養開始から 12

時間には水素ガス未導入条件では、734 ± 124 U/L、水素ガス導入条件では、855 ± 270 

U/Lとなり、両条件において差異は見られなかった（Fig. 5-16）。細胞あたりの ALT 活性か

ら肝障害を受けている細胞の割合を概算すると、両条件ともに約 13%の細胞が障害を受け

壊死していると推察される。また、酸化ストレスの指標として広く用いられている脂質過

酸化分解生成物である MDA (Malondialdehyde)についても、水素ガス未導入条件で 7.2 ± 

2.1 pmol/mg-tissue、水素ガス導入条件で 7.1 ± 1.2 pmol/mg-tissueとなり、共に正常肝

臓よりも高い値を示しているが、両条件において差異は見られなかった（Fig. 5-17）。さら

に、灌流培養終了時の右葉の H&E 染色結果においては、どちらの条件においても微小循環

障害によるうっ血が見られ、同程度の肝障害が起きていることが示唆された (Fig. 5-18)。 
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Fig. 5-16 The change of ALT activity in perfusate with time. The 60-min ischemia right 

lobe was cultured for 12 h (Air: n = 3, 1%Hydrogen + Air: n = 2). 

 

 

 

Fig. 5-17 MDA concentration in the 12 h-cultured right lobe (Native: n=2, Air: n = 3, 

1%Hydrogen + Air: n = 2). 
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 Air 1%Hydrogen + Air 

×40 

  

×200 

  

Fig. 5-18 H&E staining of 12 h-cultured liver in the perfusion culture system. Bars : 200 

m 

 

 

5.3.4 考察 

 再細胞化肝臓作製の際に潜在的に危惧される虚血再灌流障害による酸化ストレスを軽減

するために、活性酸素種の還元剤として 1%水素ガスの導入を試みた。動物モデルに対して

は既往の報告と同様に有効性が確認された。しかしながら、灌流培養時においては 1%水素

ガスの導入による有意性が確認されなかった。 

今回の検討において用いた水素ガス濃度が 1%であるため、高濃度の水素ガスを用いるこ

とで肝障害が低減される可能性も考えられる。しかしながら、水素ガスは可燃性の気体で

あり、酸素存在下において高濃度の水素ガスを使用するためには特別な管理用の設備が必

要となり、爆発等のリスクから臨床には不適であると思われる。 

動物モデルに対して 1%水素ガスの有効性が確認されたことから、肺と同等のガス交換能

を持つ水素富化装置の開発を行うことによって灌流培養においても虚血再灌流障害の低減
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が実現可能になると考えられる。また、水素ガス以外の還元剤（アスコルビン酸、ビタミ

ン Eおよびグルタチオンペルオキシターゼなど）の検討も有効となると考えられる。 

  

5章で得られた知見をまとめると、再細胞化肝臓の臓器培養の基盤となる、十分な酸素化

が可能な臓器培養システムの構築に成功した。しかしながら、現段階ではあくまで“基盤

技術”であるため、本システムの更なる最適化を行っていく必要がある。 

具体的には、5章 3節で検討を行った酸化ストレスへの対策や、臓器全体への均一な血液

灌流を実現するための臓器形状の保持など包括的なシステムの開発が必要となると思われ

る。 

 

 

5.3.5 本節のまとめ 

 本灌流培養システムに水素ガスの導入を行い、虚血再灌流障害の低減を目指した。高密

度再細胞化肝臓のモデルとして温虚血を行った右葉の灌流培養を行ったところ、培養後に

おいても差異が確認されず、効果がほとんどなかったと考えられる。動物モデルに対して

は水素ガスの有効性が確認された事から、今後はガス交換装置の性能向上によって虚血再

灌流障害の低減が実現できると期待された。 
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5.4 本章のまとめ 

 

 肝臓の灌流培養を実現するために必要な酸素供給能を持つ酸素富化装置の開発に成功

した。 

 

 本酸素富化装置を灌流培養回路に組み込み、灌流液に酸素キャリアとして血液を添加

することによって、12時間の灌流培養後においてもほとんどの細胞が生存していた。 

 

 12 時間の灌流培養後も正常肝臓と同等のアンモニア代謝能を有していることが確認さ

れた。 

 

以上の結果より、十分な酸素化が可能な再細胞化肝臓培養システムの開発に成功したこ

とが示された。 

 

 酸化ストレス対策として 1%水素ガスが虚血再灌流障害ラットモデルに対して有効で

あることが確認された。 

 

 灌流培養システムに 1%水素ガスの導入を試みたが有効性は確認されず、ガス交換装置

の性能向上の必要性が示唆された。 
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第6章 結論 

 

6.1 本論文のまとめ 

 本研究では、脱細胞化肝臓を鋳型とした移植用肝グラフトの開発に必要となる基盤技術

の開発を行った。現状において再細胞化肝臓の最適化が停滞している理由として、再細胞

化肝臓の肝不全に対する有効性が評価できていないことが挙げられる。そこで本研究では

再細胞化肝臓の評価のために必要な肝不全ラットモデルを開発した。更に、本肝不全ラッ

トモデルに対して再細胞化肝臓を組み込んだ血液体外循環を行う新たな ex vivo評価系を開

発した。一方で、再細胞化肝臓の更なる高機能化に向けて、臓器培養システムが必須であ

ると考え、再細胞化肝臓に対して十分な酸素供給が可能な灌流培養システムを開発した。 

 

第 1章では、本研究の背景について述べ、本研究の目的を明らかにした。 

 

 第 2章では、既往の研究について述べ、研究上必要な知見や課題を明らかにした。 

 

 第 3 章では、再細胞化肝臓の有効性評価のための肝不全ラットモデルの開発を行った。

温虚血と 80%部分肝切除を組み合わせることで、重篤度の制御が可能であり再現性の高い

肝不全ラットモデルの開発に成功した。また、本モデルは手術からわずか 6 時間で肝性昏

睡発症レベルの血中アンモニア濃度を示し、迅速に肝不全が誘導可能な非常に有用なモデ

ルであることが示された。 

 

 第 4 章では、本研究室の既往の報告に基づいた再細胞化肝臓を作製し、その有効性を評

価した。まず、in vitroにおいて、高アンモニア血症のモデルとして塩化アンモニウムを添

加した灌流液を再細胞化肝臓に灌流することによってアンモニア負荷試験を行い肝機能評

価を行った。本検討により、再細胞化肝臓がアンモニア代謝能を有していることが確認さ

れ、その細胞あたりの代謝速度は既往の細胞培養系での報告よりも高い値を示し、播種さ

れた細胞の良好な肝機能発現が示された。一方で、第 3 章で開発した肝不全ラットモデル

に対して再細胞化肝臓を血液体外循環によって適用し、再細胞化肝臓の肝不全に対する有

効性を評価した。本検討により、肝不全ラットモデルの血中アンモニア濃度の上昇が抑え
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られ、再細胞化肝臓の有効性が示されたとともに、本 ex vivo評価システムによって肝不全

に対する有効性の評価が可能となったことが示された。 

 

 第 5 章では、酸素富化装置の開発および本装置を組み込んだ再細胞化肝臓の灌流培養シ

ステムを構築した。本検討によって灌流液に対して、十分な酸素化が可能な酸素富化装置

の開発に成功した。また、灌流液に酸素キャリアとして血液を添加することによって、生

体内とほぼ同等の流速で灌流培養が可能であることが示された。更に、本灌流培養システ

ムに高密度再細胞化肝臓のモデルとして右葉の灌流培養を行ったところ、3日間の培養後に

おいてもほとんどの細胞が生存しており、アンモニア代謝能を有していることが確認され

た。以上の結果より肝臓の高い酸素消費速度を満たすことが可能な灌流培養システムの開

発に成功した。 
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6.2 今後の展望 

 今後、脱細胞化肝臓を鋳型として作製した再細胞化肝臓の実用化に向け、高密度かつ臓

器全体に均一に細胞播種が可能な再細胞化方法の開発や、移植の実現に向けた検討、患者

由来の細胞源の確保等が必要となると考えられる（Fig. 6-1）。 

 現時点においては、正常肝臓とほぼ同オーダーの細胞密度での臓器全体への均一な播種

は実現できていない。既往の報告としては門脈より細胞懸濁液を灌流する播種や、本研究

のように細胞懸濁ゲルを外部より注入する播種が主に行われているが、それぞれ、播種細

胞による血管網の閉塞、臓器表面の損傷等の課題がある [48] [5]。近年、移植の際に吻合を

行わなくても生存が可能と考えられる肝動脈からの細胞懸濁液の灌流や胆管からの播種 

[71]を行ったもの等が報告されており、これらの手法を細胞ごとに適した経路を用いて播種

することによって元の肝臓とほとんど同様の構造を有する再細胞化肝臓の構築が期待され

る。 

 移植の実現に向けては、脱細胞化肝臓に対して抗血栓性を有するヘパリンを固定化し、

移植初期における血栓形成を防止する研究 [72]が報告されており、短期的な移植評価につ

いての基盤は整いつつあると思われる。しかしながら、長期的な移植評価のためには、血

液灌流のための完全な血管部位の内皮化やその内皮細胞を維持するための壁細胞等も必要

となると考えられる。更に、肝臓表面からの血液の漏洩に対する対策として生分解性を有

する素材での表面のコーティング等が必要になると考えられる。 

 また、細胞源としては患者由来の細胞から誘導した増殖性を有する細胞を用いる必要が

あると考えられる。近年、山中らによって報告された iPS 細胞 [73]が細胞源として様々な

研究分野で期待されている。この iPS細胞由来の肝芽細胞とMSCおよび血管内皮細胞であ

るHUVECを共培養することによって発生学における肝原基が形成されるとの報告 [74]も

あり、様々な細胞を脱細胞化肝臓内で共培養を行うことによって、血管新生や自己組織化

による類洞構造の形成等も期待される。 

 以上のような検討を行い、本研究によって開発された性能評価システムや灌流培養シス

テムに組み込んでいくことによって再細胞化肝臓の最適化が進展し、臨床への道が拓ける

と思われる。 
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Fig. 6-1 Results of this study (red and green) and future works (blue). 
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