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1 Introduction 
生体外における肝組織再生において，3 次元的な組織を構築

することが課題である. しかし，バイオ人工肝臓にみられる

細胞塊による 3 次元組織を形成すると，肝機能の上昇は見ら

れるものの，生体内にみられる秩序だった構造を再構築する

には至らない．Sudoらは，Polycarbonate membrane (PCMB) を
用いた小型肝細胞の積層培養法を用いることで，生体肝にみ

られる肝細胞索状構造を模擬し，かつ肝特異的機能を維持す

ることに成功した[1]．しかし，PCMBは非分解性材料であり，

組織中に残存するため，2 層以上の積層が不可能である．本

研究では，生体吸収性材料を用いて薄膜を作製し積層培養に

用いることで，上記の課題の解決を試みた．重合比によって

分解速度を制御できる乳酸 -グリコール酸共重合体

poly(dl-lactide-co-glycolide);PLGAを使用し，相分離法を用い

て多孔質薄膜化した．また，薄膜を小型肝細胞layer間に介在

させる積層培養モデルを作製し，薄膜の分解による小型肝細

胞コロニーの積層 3 次元化を目指した．本モデルにおける薄

膜の分解，吸収および積層化の過程での上下の小型肝細胞の

形態，極性，機能変化を明らかにした． 
 
2 Materials & Methods  
2-1 PLGA 薄膜の作製  重合比 50/50PLGA を 50mg/ml で

Dioxane-IEW 溶液に調製した．Dioxane 内の含水率を 0～10%

で変化させた．高密度 Polyethylene シート上において溶液

400µlを 2000rpm，1Secスピンコートし，48h真空乾燥するこ

とで薄膜化した．PLGAmembrane;PLGAm両面にあらかじめrat 

tail collagenを塗布した． 

2-2 細胞分離・培養  小型肝細胞は，SDラット（8w，♂）よ

り 2 段階コラゲナーゼ肝灌流法と遠心分離法を用いて分離

し,DMEMを基本とする培地で培養した．  

2-3 積層 Dish 上で 6 日間培養した小型肝細胞 Monolayer

上に，PLGA薄膜上で培養した小型肝細胞を積層した．Medium

を抜き，1h Incubateした． 

 
3 Results&Discussion 
3-1 作製したPLGAmのスペック  Dioxane-IEW相分離法を用

いることで,PLGAｍに孔が形成された(図.1)．また，Dioxane

内の含水率を変化することで,孔径，空隙率が制御された．含

水率8％のPLGAmについてDMEMのみ,IEWのみ，小型肝細胞の単

層培養のそれぞれの条件において平均分子量は 20 日目で約

30%にまで減少したが,条件による差はみられなかった.DMEM

のみの場合，30日を経過しても空隙率に変化は見られなかっ

たのに対し，小型肝細胞を培養するとコロニー下部分につい

て培養10日目から空隙率の上昇が見られた．PLGAは加水分解

により分子量が減少し，オリゴマー領域まで分解すると水溶

性に変化し,10 日目周辺から重量の減少がはじまる[2]．培養

10 日目からコロニー下部における空隙率の上昇がはじまっ

たのは，PLGAmの重量減少に伴う変化と考えられる． 

3-2 PLGAmの分解に伴う小型肝細胞の変化 膜上面の小型肝

細胞核は，培養10日目から真球化が進んだ．また，薄膜の分

解により積層化された小型肝細胞間に細胞接着蛋白である

Cadherin が発現した(図.2)．培養 14 日目には組織内に短い

毛細胆管様構造がMRP-2により同定され，20日目には毛細胆

管が枝分かれして形成されていた．また，PLGAm の分解に伴

い肝特異的機能であるAlbumin産生能が培養20日目において

単層培養の約 1.5 倍に向上した．PLGAm に接着していた小型

肝細胞は，PLGAmの分解により上下の細胞と接着し，Cadherin

を発現した．細胞同士の接着は足場に対する接着よりも弱い

ため，細胞核が真球化したといえる．また，Cadherinの発現

に伴い肝細胞が極性を持つ過程で毛細胆管を形成し，分化し

た．これらのPLGAmの分解に端を発する積層化の過程により

形成された3次元構造が，生体内の肝小葉にみられる微小構

造を模擬する形で再組織化されたため，Albumin 産生能が向

上したと考えられる． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図. 1 作製されたPLGAmの SEM画像(含水率8％) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図. 2 積層された小型肝細胞間のCadherin (Arrowhead) 

Day 12, Red;Nuclei，Green;Cadherin Scalebar=20µm 
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