


Ⅰ　 研 究の成果　　(1000字 程度)

(図表も含めて分かりやす く記入のこと)

　再生医療の成功例として皮膚や軟骨が挙げられるが，肝や腎と言ったヒト大型臓器の再

構築に関する研究は依然として進んでいない。本研究は，ヒト臨床用埋め込み型肝組織

のin vitro再 構築を目指している。具体的には，まずは数値シミュレーションを活用す

るなど工学的側面から担体をデザインし，それに基づき新規のSLS(粉 末焼結積層造形法)

技術より造形，ブタ胎児肝前駆細胞をその担体内で培養，液性因子より分化増殖，人工酸

素運搬体を用いる新規な灌流培養にてin vitroで 育成，最後に血管化 ・移植する。この

ような新規再構築肝組織に基づく治療の方法論は，ヒトES細 胞や体性幹細胞の増幅技術

と結びつくことで，中長期的には国民医療福祉の向上への多大な寄与が期待できる。

1.　ブタ胎児肝細胞のin vitro成 熟化(前 回報告した)

2.　三次元担体のデザイン(前 回報告 した)

3.　三次元担体の造形(生 研 ・新野研　共同研究)と 灌流培養結果

　SLS造 形 にお ける各種パ ラメー タ(レ ーザ 強度 ・走査速 度 ・粉 面温 度な ど)を

最適化 し。この造 形条件 を用 いて，内径0.8mmの 流路構 造 を有 す る空 隙 率89％ ・

体積10cm3の 多孔質担体 を得 ることがで きた。多孔質部の孔径は100-200μm

で あった。 マ クロ流路が 正 しく造 形されていることをX線CTで の観 察 で確 か め

た。培養実験 では，流路の有無にかかわ らず1日 目の細 胞接 着 率 は ほ ぼ100％ で

あったが ，9日 間の灌流 培養 で は流 路配備 した ものは流路無 しの もの と比べて

3.9倍 の細胞増殖 が観 察 され，最終 日のグル コース消費量3.7倍 ・アル ブ ミ ン分

泌量は4.5倍 とな った。以上 よ り，提 案 したマクロ流路ネ ッ トワー クのデザイ ン

とSLS法 によ る担体三 次元造 形，お よび灌流培養による組織育成 は，大型臓器再

構築において有効な方法論であることが示 された。

4.　肝細胞培養におけるヘモグロビンベースの酸素運搬体(LEH)の 有効性

　三次元大 きな組織例 え ば肝臓 のin vitro再 構 築 に とって、 酸素 は必要 不 可欠

な ものである。 しか し、従来の培地だけの溶存酸素が、細胞 の消費に足 らな い。

一つ改善案 は培地中に酸素運搬体を添加す ること
。だか ら、モグロビンベースの酸

素運搬体は酸化したFe3+,Fe4+の ため、細胞への毒性は出る可能性がある。単層培養したヒ

ト肝癌細胞Hep G2に おいて、20％LEH添 加の培地 に、6日 間暴 露 で、 強 い毒 性 が観

察 され た。一方、ラッ ト正常肝細胞においてLEHの 毒 性発 現 は確 認 され な か っ た。

毒性が発現 しない理 由として、肝癌細胞にお いては リポソームの取 り込み能が亢

進 しているためである、 と考え られ る。

　今ラッ ト正常肝細胞を用いて、酸素不足領域が作られる平板型灌流培養作製し、モグロ

ビンベースの酸素運搬体の有効性を検討している。






