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１．背景 

再生医療とは，本来再生能力のない高度に分化した各種臓器や器官の機能が

何らかの原因で損なわれた際に，組織培養や医療工学の技術を駆使して障害組

織の再生に努め機能回復を目指す新しい医療分野であり，従来の臓器移植とは

異なりドナーに依存しない治療が可能であるため寄せられる期待は大きい。し

かしながら，実際に再生臓器を創成しようとする際の共通の問題点は，栄養血

管網の誘導が不十分であるために細胞壊死を来たし易く十分な生着が得難いこ

とである。 

スフェロイドは種々の細胞より作製することができる細胞数百個程度から成

る球状の凝集体であり，組織の再生を検討する系として有用である。ラットよ

り採取した初代肝細胞は一般に長期間の培養継続が困難であるが，これをスフ
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ェロイド化すると長期生存可能となり，また単純培養のみでは見られなかった

肝臓特有の薬物代謝能・合成能そして原始的な肝小葉構造を有するようになる

ことが報告されている。すなわち，肝細胞スフェロイドは一種の小型再生臓器

と見なすことができることから，再生肝臓を創出するための材料となり得ると

考えた。本研究においては，まず小型再生組織ユニットであるスフェロイドに

血管を誘導し，さらに集積化していくことにより栄養血管のある大型再生臓器

を創出する，という戦略を立てた。 

ここで問題となるのは，移植されたスフェロイドにいかに周囲の宿主組織か

ら血管を誘導するかということである。これを解決するために，スフェロイド

の周囲を何らかのゲル状の素材で覆い宿主に移植するというモデルを想定した。

すなわち，このゲル状素材を通って周囲の宿主組織よりスフェロイド内に毛細

血管が侵入すれば，スフェロイドが長期的に生着することが期待できると考え

た。 

このような血管新生誘導素材となりうる材料として，本研究においてはコラ

ーゲンとクエン酸誘導体より合成したイオンコンプレックスゲル（ion complex 

gel; IC gel）を選択した。本物質は，コラーゲンを主成分とした電荷の異なる 2

種類の液体すなわち，アテロコラーゲン（AtCol）とクエン酸誘導体修飾アルカ

リ処理コラーゲン（AlCol-CAD）を混合し，イオン結合によりゲルを形成する。

AtCol は広くインプラント素材や創傷被覆材などに使用されている素材であり，

一方，AlCol-CAD は，ヒト臍帯静脈内皮細胞と高い親和性を持ち，かつ生体に

対する毒性が極めて低いことが先行する研究にて確認されている。IC gel はま

た，強力な血管誘導因子である塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）とも結合可

 2



能である。 

この IC gel と肝細胞スフェロイドを併用すれば効率の良い細胞移植が可能に

なると予想し，研究を実施した。 

 

２．目的 

本研究の目的は，生体内における IC gel の血管新生誘導能を評価し，同ゲル

をラット肝細胞スフェロイドの系に応用して栄養血管を誘導し生着を促進・安

定させる技術を開発することである。 

 

３．イオンコンプレックスゲル評価実験 

IC gel が生体内で実際にどの程度の血管新生誘導能を有するかを，ラットへ

の移植モデルを用いて評価した。 

IC gel には，1% AtCol と 1% AlCol-CAD を混合させて作ったもの（IC[1%]）

と，2% AtCol と 1% AlCol-CAD を混合させて作ったもの（IC[2%]）がある。こ

れら二種類の IC gel をマトリゲル・1%粗コラーゲンと比較検討した。 

各サンプルを Wistar 系野生型ラット腹直筋筋膜下に移植し，5 日目に摘出。

組織切片を作製し，血管内皮抗原（フォンウィルブランド因子；vWF）および

血管平滑筋抗原（アルファ平滑筋アクチン；SMA）に対する免疫染色を行った。

さらにこれらの免疫組織結果を画像解析ソフトウェアにて定量化し，統計学的

解析も行った。また，IC gel と bFGF の相乗効果を評価するために，IC[1%]・

IC[2%]・1%粗コラーゲンに bFGF を添加して移植用サンプルを作製し，同様に

比較検討を行った。 
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実験の結果，IC gel は，IC[1%]・IC[2%]ともにマトリゲルや 1%粗コラーゲ

ンと比較して生体内で有意差を持って高度な血管新生誘導能を有していること

が確認され，その効果が bFGF 添加によりさらに増強されることが判明した。 

 

４．ラット肝細胞移植実験 

次に，IC gel を用いたラット肝細胞スフェロイドの移植実験を実施した。 

初代肝細胞は，ドナー由来細胞の存在を確認するため GFP 遺伝子導入ラット

より採取した。使用動物は T 細胞系免疫不全動物であるヌードラットとし，比

較検討のため，以下の 4 群を設定した。 

①群：採取直後の遊離肝細胞をスフェロイド形成させずに，IC gel も用いず移

植した群 

②群：肝細胞をスフェロイド化させるが，IC gel を用いず直接移植した群 

③群：採取直後の遊離肝細胞をスフェロイド形成させずに，IC gel と混合して

移植した群 

④群：肝細胞をスフェロイド化させ，かつ IC gel と混合して移植した群 

以上を移植後 5 日目と 10 日目に摘出，組織切片を作製し，抗 GFP 抗体を用

いた免疫染色によりドナー由来肝細胞の存在確認を行うとともに，vWF 染色に

て血管新生の評価も行った。さらに，これらの染色結果を画像解析ソフトウェ

アにより定量化し，統計解析した。 

実験の結果， 5 日目と 10 日目いずれの時点でも，④群が，肝細胞の存在面積・

血管新生面積ともに他の 3 群と比較して有意に高値であった。 

また，肝細胞スフェロイドと IC gel を混合して移植したサンプルが肝臓固有
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の代謝機能を持つかどうかの評価を，CYP2E1 に対する免疫染色を行って確認

した。その結果，移植後 4 ヶ月までの時点で，GFP 染色陽性細胞が同時に

CYP2E1 染色にも陽性であることが確認された。 

これらの結果より，ラット肝細胞小規模集団を生体内で生着させるためには，

細胞をスフェロイド化させて IC gel と混合して移植するという方法が有効であ

ることが示された。 

 

５．考察 

スフェロイドに血管新生を効果的に誘導・促進するためには，血管新生誘導

素材の導入が必要となると考え，IC gel がそのような血管新生誘導素材となり

得るかについてラットによる移植モデルで検討した。結果，IC gel が高い血管

新生誘導能力を持つことが示された。 

IC gel が高い血管新生誘導能力を有する要因としてまず考えられるのは，IC 

gel の高分子立体構造が最適であった可能性が挙げられる。血管新生を効率よく

誘導するためには素材の高分子ネットワークの網目サイズが重要な意味を持つ。

網目サイズが新生血管と比較して小さすぎる場合，ゲルの内部に血管が侵入し

てくることは不可能となる。一方で網目サイズが過度に大きい場合は，ゲル自

身の立体構造を保つことができず，やはり血管新生の足場として機能すること

は不可能となる。網目サイズを規定する要素が濃度であり，一般的に血管内皮

細胞を立体的に培養する際に添加するコラーゲン懸濁液濃度は 0.25%程度と報

告されている。これらの知見を参考にし，かつ生体内で安定した立体構造を保

つべく，IC gel の主成分である二種類のコラーゲンすなわち AtCol と

 



AlCol-CAD の濃度が決定された。 

IC gel の主成分がコラーゲンであることもまた，この素材の血管新生能力が

優れている理由となる。コラーゲンは，生体内においてインテグリンやフィブ

ロネクチンなどの細胞接着分子と親和性が高いことが判明しており，血管壁を

構成する細胞の接着を促進する上で有利であると考えられる。一方，素材の内

部にまで新生血管の侵入を促すためには，血管が伸長するにしたがって素材自

身が分解・吸収されることが必要である。コラーゲンは MMP などの蛋白分解

酵素で消化吸収される生分解素材であるため，この点でも望ましい素材と言え

る。コラーゲン単独では低濃度で生体内に投与すると体液により容易に液状化

してしまうことが弱点であるが，イオンコンプレックスである IC gel は，単な

るコラーゲンと比較してはるかに安定した分子構造を有している。今回の実験

結果からも，IC gel が 1%粗コラーゲンよりも有意に高度な血管新生誘導能力を

有することを確認し得た。 

以上より，IC gel は細胞移植のための栄養血管誘導素材として適応可能であ

ると判断し，肝細胞スフェロイド移植実験を実施した。実験の結果，仮説の通

り，肝細胞スフェロイドと IC gel を混合して移植した群が，他群よりも肝細胞

の生存・新生血管の侵入ともに有意に高値であった。これは，細胞をスフェロ

イド化しかつ IC gel を使用して移植を行うと，ゲルにより短期間に効率よくス

フェロイド周囲に血管が誘導され，それが移植細胞の栄養血管として機能した

ためと考えられる。 

肝細胞の移植実験においてはさらに，移植された細胞が肝臓特有の機能を有

しているかどうかの確認が重要と考えられる。薬物代謝酵素群 CYP450 の中で
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も CYP2E1 は，肝に特異的に発現するものの一つであることが知られており，

肝細胞の培養や移植実験で代謝能の評価法として使われる。今回の結果では，

移植後 4 ヶ月目という長期間が経過した時点でもなお移植肝細胞内に CYP2E1

の発現が確認された。すなわちドナー由来の肝細胞組織が，長期的に肝臓とし

ての代謝機能を保持していることが明らかとなった。 

以上より，肝細胞をスフェロイド化して IC gel と混合して移植することの有

用性が確かめられた。 

 

６．結論 

IC gel は，生体内で良好な血管新生誘導能を有することが確認された。そし

て，ラット肝細胞スフェロイドの小規模集団をこの IC gel と混合して移植する

と良好な生存が得られ，この方法が今後の再生肝臓創出のための基礎的技術と

なる可能性が示唆された。 

 


