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Microsurgery in Liver transplantation



Cross-border academia collaboration in the world

`Bio-Imaging Rat` developed world-first by Prof. Kobayashi in the early years of 2000s 

(Shanghai 2015)



(Zhou S, Li QF, et al 2015)

Translational Research 
in Shanghai 9th People’s Hospital



ES, iPS cell Naïve fibroblast

Tissue specific 
fibroblast 

Tissue Progenitor Cell

Tissue Specific 
Cell

MSC

（Kobayashi E 2017）

Concept of Tissue/Organ Formation
with Extracelluler Matrix (ECM)



Strategy POC in Small Animals POC in Pigs

（１） In Vivo Bioreactor

Pancreas（Kobayashi T, et al. Cell 2010）

Pancreas（Yamaguchi T, et al. Nature 2017）

Kidney（Usui J, et al. Am J Path 2012）

Liver（Hata T, et al. Ann Surg 2013）*

Pancreas（Matsunari H, et al. PNAS 2013）

Liver（Fisher JE, et al. Liver Transplant 2013）

Liver（Hsu H, et al Transplant Proc 2017)*
Pig/Human Chinera（Wu J, et al Cell 2017) 

（２） Organ Buds Kidney  （Stem Cells 2012）*

（３）Ex vivo fabrication

（Decelluler）

Heart（Ott HC, et al. Nature Med 2008）

Kidney（Ross EA, et al. JASN 2009）

Liver（Uygun BE, et al. Nature Med 2010）

Lung（Ott HC, et al. Nature Med 2010）

Kidney （Ann Surg 2012）

Liver （ Cell Transplant 2012）

Heart (Cardio Thrac Surg 2016)

Pancreas（Hammerman M, et al. 
Organogenesis 2012）

Strategy for Creating `Transplantable Organs`

（Kobayashi E 2017）

Kidney（Yokote S, et al. PNAS 2015）*

Heart(Sekine H, et al. Nature Com 2013) *

（Tissue Expend）

Liver ( Nature 2013)）

Liver, Kidney, Spleen, Bone, etc
(Kobayashi E, et al. unpublished)*

Kidney（ Cell Stem Cell 2014）

＊Author’s

（Organ culture）

Liver (Scientific Reports 2017) *



Schematic illustration of  the concept used for in virto
engineering of 3-D tissue with perfusable blood vessels

(Sekine H, et al. Nature Com 2013)



Bioreactor set up and tissue perfusion culture

24 48 72 [hrs]

Perfusion flow rate [uL/min]

Arterial pressure [mmHg]

Medium return [g]

Perfusion pump

Pressure sensor
Medium tank Camera

Electronic balance

Tissue culture chamber



＊p＜0.05 (One-way ANOVA with Fisher’s LSD test)

In vitro perfusable blood vessel formation 
and viable cardiac tissue fabrication

18.3min

45 min 90 min
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Multi-layered cardiac tissue

Vascular bed

Artery

Vein

Multi-step overlaying of triple-layer 
cardiac cell sheets for scale up

12 days after perfusion culture
(Sekine H, et al. Nature Com 2013)



Vascularized and Complex Organ Buds from Diverse 
Tissues via Mesenchymal Cell-Driven Condensation

Takebe T, Enomura M, Yoshizawa E, Kimura M, 
Koike H, Ueno Y, Matsuzaki T, Yamazaki T, 
Toyohara T, Osafune K, Nakauchi H, Yoshikawa HY, 
Taniguchi H.
Cell Stem Cell. 2015



The Journal of Experimental Zoology 5:245-258, 1907

The Journal of Experimental Zoology 128: 1, 53–120, 1955

Cell aggregate
(103~4 Cells in a spheroid)

Spheroid   
formation

Fused in a night

24～48h 24～48h

Spheroid 
fusion

Multi-cellular spheroid

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
再生医療、特に立体的な臓器再生を目指す分野を組織工学（ティシューエンジニアリング）とよばれている。

従来の常識では細胞と形を保持するための生体材料（Ｓｃａｆｆｏｌｄ）の組み合わせが必須とされていた。

しかし、コラーゲンやポリマーなどはアレルギー反応や、感染症のリスクが常につきまとう。

我々は、接着系の細胞が自然に凝集する自己組織化という100年以上前に報告された現象に注目した。

約1万個程度の自然凝集した細胞のかたまり（スフェロイド）は複数配置するとさらに連結／融合する現象が1950年代に報告されている。






Spheroids

3D Desine

Bio 3D Printer
Regenova 

Maturation3D printed

(By Nakayama K, et al )

Development of “Bio 3D Printer”

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
ただし、一個のスフェロイドの直径は0.5ミリ程度であり、これを人力で大量に剣山に刺すのは不可能であった。

そのため、自動的にスフェロイドを任意の場所に刺す　“バイオ３Ｄプリンタ”という装置を、企業と共同で開発した。

3次元のデザインデータと必要な数のスフェロイド、および剣山をセットすると２，３時間で中央の写真のような針に刺さった構造体が完成する。

これをさらに10日ほど、循環培養させ、細胞外マトリックスの産生を促したのちに剣山から抜くと、目的の生きた構造体が完成する。

プリンタをいうことばに対して、インクジェットプリンタを連想し、我々の装置はプリンタと呼ぶのはふさわしくないという意見が時々ある。

しかし、グーテンベルグの活版印刷機や、レーザーで文字を描く装置も、すべて“プリンタ”であり、目的のデザインを出力するという意味では、我々の装置も“プリンタ”であることに違いはない




Meniscus Liver Trachea

We have many piplines

(By Nakayama K, et al )

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
ほかにも、半月板や、肝臓、気管などへの応用がすすんでおり、様々な器官・臓器の再生医療が期待されている。
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3 D printing of a Liver bud originated 
from human cell source

(Yanagi Y, et al. Scientific Reports 2017)



1 cm

Development of Rat Fetus and Liver bud 
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(Yanagi Y, et al. Scientific Reports 2017)



Recipient liver
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Orthotropic Tx Heterotopic Tx

(Yanagi Y, et al. Scientific Reports 2017)

Passible mechanisms form histological examinations



Greenーhu-hepatocytes
Redーhu-endotherial cell

Broun- hu-Alb

(Yanagi Y, et al. Scientific Reports 2017)

In vivo and ex vivo methods of growing a human 
cell derived liver bud through tissue connection



“ Translational Research ”

Medicine

Basic Science

Bioethics

Expert Clinician

(Kobayashi E & Montero EF. Act Cri Bras 20;194,2005)
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