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研究成果の概要（和文）：合成生物学的手法を開発することにより肝組織器官形成のin vitroモデルを構築するために
、我々は哺乳類における合成生物学的アプローチのプラットフォームの確立を目指した。各発生段階のマウス肝の遺伝
子発現解析をおこない、肝組織分化を補助するための肝由来内皮細胞株を樹立した。肝臓発生初期のES細胞を未分化維
持または内胚葉系分化のためにLIFまたはアクチビンのコンディショナル発現システムを構築し、内皮細胞に導入した
。マイクロ流体デバイスを用いた肝前駆細胞から肝組織の成熟分化手法を確立した。哺乳類の合成生物学のためのプラ
ットフォームとして、細胞間クロストークを考慮した例を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：To construct an in vitro model of hepatic tissue organogenesis by developing 
synthetic biological systems, we challenged to establish an adequate platform for synthetic approach in 
mammalian. Gene expression analysis was carried out at several liver developmental stages in mouse. Next, 
a hepatic endothelial cell strain was established as support cell for hepatic differentiation of mouse ES 
cells. To prepare in vitro system corresponding to early hepatic development period, conditional 
expression system of LIF and activin was constructed and was introduced into endothelial cell line to 
keep undifferentiation and endodermal differentiation of mouse ES cell, respectively. Mouse hepatic 
progenitor cells were cultured and differentiated to mature hepatocytes or cholagiocytes under the 
laminar flow-supplied different medium conditions in a same micro-fluidic device. In conclusion, we could 
show an adequate example as platform in consideration of cross talk for synthetic biology in mammal.

研究分野：生体医工学
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１．研究開始当初の背景 

身体を形成するすべての組織へ分化する
能力（pluripotency:万能性）を有している
胚性幹細胞（ＥＳ細胞：M. Evans ら（ノーベ
ル賞受賞）により最初に樹立）やマウスＥＳ
細胞の染色体ＤＮＡを操作することにより
作出される遺伝子改変マウス (M. Cappecci
ら（ノーベル賞受賞）)により、生物学は飛
躍的に発展した。また、これまで分化方向は
不可逆と考えられていたが、2006 年、山中ら
によりＥＳ細胞特異的発現転写因子群を分
化体細胞に導入することによりＥＳ細胞に
限りなく近い細胞（ｉＰＳ細胞）への可逆が
確認された。幹細胞を用いる再生医療の実現
の可能性が高まり、国内外を問わず関連研究
は激しい競争になっている。そのような応用
的側面だけでなく、転写因子の発現制御がで
きれば、細胞の分化を制御できることがわか
り、合成生物学領域においても幹細胞からの
分化をモデルにした研究が注目されている
(B.D. MacArthur, et al, ‘Systems Biology 
of stem cell fate and cellular 
reprogramming’, Nature,2009 等)が、実際
には合成生物学によるＥＳ細胞の厳密な分
化モデルの検証やその出口に至る報告はま
だなかった。 

また、本提案の出口の一つである肝組織マ
イクロ培養システムに関しても、肝細胞のみ
の単層またはスフェロイド培養による
(Fukuda, J., et al, 2006; Tanaka, Y., et 
al, 2006 など)肝細胞チップの研究は盛んに
行われていた。しかし、肝細胞単独のシステ
ムではアルブミン産生や尿素合成能は確認
できても、その他の多くある代謝活性までは
報告できていない。我々が開発したＥＳ細胞
から肝細胞だけでなく管腔構造を有した内
皮細胞も分化誘導した「肝組織」を分化誘導
した高肝機能な独自のシステムは複数の検
証論文として報告されているが、そのＥＳ細
胞由来肝組織を利用したマイクロ培養シス
テムの報告はまだなかった。 
 
２．研究の目的 

肝細胞は、物質生産や薬物を取り込み修飾
して排出するという生命維持に必要不可欠
な２００以上の機能を有している。ただし、
肝細胞を単独で in vitro 培養してもそれら
ほとんどの機能は低下してしまうことから、
人工肝臓の開発が遅れている。申請者らは、
万能な分化能力を有しているＥＳ細胞から、
肝細胞だけでなく、非実質細胞の内皮細胞等
も同時に分化誘導するシステムを開発し、さ
らに、流路を有するマイクロ培養装置により、
高肝機能を維持することに成功した。しかし、
この肝組織形成は１０％以下の分化効率で
あり、最適な分化誘導系とはいえない。そこ
で、実験とシミュレーションを繰り返すこと
により、最適な分化誘導手法を探索したいと
考えた。さらに、合成生物分野で研究されて

いる人工遺伝子回路を応用して、分化誘導に
必要、かつ、肝組織における肝細胞極性を維
持できるようなさまざまな機能を有する分
化補助細胞を作出することを考えた。 
そこで、分化誘導因子の時空間的制御をし
ながら、ＥＳ細胞やｉＰＳ細胞を成熟肝細胞
まで分化誘導する合成生物学的アプローチ
を開発することとした。まずは、分化誘導課
程の動的シミュレーションを構築し、成熟肝
細胞分化誘導・維持のために最適な人工遺伝
子回路を情報科学的な方法で設計し、その人
工遺伝子回路を持ったストローマ細胞（分化
補助細胞）を開発し、個体の肝に近い肝細胞
を in vitro で維持すること（肝組織の構築）
を目指した。 
 
３．研究の方法 

（１）ES・iPS 細胞から肝組織構築までのプ
ロセスが安定的にできることを確認する。
さらに、肝組織構築までの各段階の遺伝子
発現の解析を RT-PCR によりおこなった。 
 
（２）in vitro 肝組織に培地流路のあるマイ
クロデバイスを開発し、マウス ES 細胞由
来肝組織チップにおいて肝機能を向上さ
せることを試みる。さらに、独自に樹立し
た門脈結紮誘導肝幹細胞から安定的に肝
細胞誘導や肝組織構築する手法を確立し
た。 
 
（３）成熟肝細胞へ分化誘導巣をサポートす
るための内皮細胞の樹立を試みる。類洞内
皮細胞を樹立するため、温度感受性 SV40T
抗原変異 DNA の作製し、発現ベクターに組
み込む。この発現ベクターをマウス個体へ
導入し、類洞内皮細胞の樹立を試みた。 
 
（４）遺伝子回路設計のための応答性プロモ
ーターの設計・シミュレーションを行った。 
 
４．研究成果 

（１）マウス ES 細胞から分化誘導により作
製した in vitro 肝細胞と内皮細胞を有し
た肝組織を用いた、尿素回路活性化による
アルコール誘導性肝細胞障害の抑制に成
功した。また、独自に開発したバイオリア
クターを用いて、マウス初代培養肝細胞を
高密度で培養し、コラーゲン細線維を有す
る肝組織モデルを構築した。これは、大ス
ケールでの肝組織構築であり、臨床応用へ
も期待できる。また、内皮細胞の足場材料
であるヒアルロン酸と肝細胞の足場材料
となるガラクトシル化キトサンを用いた
ハイブリットスポンジを作製し、肝細胞と
内皮細胞の共培養系を構築した。分化誘導
課程の動的シミュレーションのための遺
伝子発現を網羅的に解析するため、未分化
マウス ES 細胞と我々が独自に開発した分
化誘導法における肝組織（分化１８日目）
における遺伝子発現のリアルタイムPCRア



レイによる発現解析系を確立した。また、
アルブミン遺伝子発現制御配列を上流に
DsRed2 遺伝子を導入したマウス ES 細胞を
作製し、分化誘導における肝細胞への分化
を可視化できるシステムを構築した。分化
誘導因子の時空間的制御手法の確立をお
こなうため、ヒト ES・iPS 細胞を用いた肝
細胞系譜細胞への分化誘導方法の検討を
おこない、肝組織構築までのプロセスを明
確にすることを試みた。その結果、比較的
安定的に組織構築できる条件を見出した。
また、肝臓形成における各段階での遺伝子
発現解析のため、マウス肝臓を胎仔
（E18.5）、新生仔、４週齢におけるステー
ジで採取し、PCR アレイにより Signal 
Transduction Pathwayの解析をおこないど
のように推移するのかを検証し基礎的デ
ータが得られた。また、塩尻班（公募班）
との共同研究により、マウス胎生期肝臓発
生ならびに肝臓オルガノイド形成系にお
ける遺伝子発現をマイクロアレイ法で経
時的に解析し、肝臓構築における細胞間相
互作用ネットワークの探索をおこない、
PPI（Protein-Protein Interaction）解析
がネットワーク探索に有効であり、各遺伝
子相互作用の解析に成功した。また、幹細
胞の性質をもつ臓側卵黄嚢細胞の分化多
能性を検証し、壁側卵黄嚢ふくめ種々の細
胞に分化することを証明した。 
 
（２）精密な発現誘導をするために、微小環
境で分化誘導因子を制御するためのマイ
クロデバイスの開発を研究班相互の共同
研究で開発に着手した。２種類の培地を層
流で培養槽に流れ込むマイクロデバイス
を構築し、我々が独自に樹立した肝細胞と
胆管上皮細胞の両分化能を有するマウス
門脈結紮誘導肝前駆細胞株を用いて、２種
類の細胞への分化誘導による肝組織構築
を試みた。分化誘導因子の精密な時空間制
御により分化誘導制御ができつつある。こ
の肝幹細胞１つから成熟肝細胞へ分化す
るような微小環境コントロール可能なデ
バイスの開発も進めている。また、in vitro 
肝組織に培地流路のあるマイクロデバイ
スを開発し、マウス ES 細胞由来肝組織を
デバイス内で構築した肝組織チップにお
いて肝機能を向上させることに成功した。 
 
（３）遺伝子回路の導入をおこなうためのス
トローマ細胞として、類同内皮細胞株の樹
立も試みた。TS 変異 SV40LT 抗原発現ベク
ターを構築した。このベクターをハイドロ
ダイナミクスインジェクションにより門
脈内へ投与することで肝臓内の細胞に遺
伝子を導入する手法を試みたが、安定的な
遺伝子導入は困難であった。肝臓のコラゲ
ナーゼ灌流法により、肝非実質細胞を調製
し、類洞内皮細胞や星細胞、線維芽細胞の
樹立をおこなった。 

 
（４）遺伝子回路設計のための応答性プロモ
ーターの設計・シミュレーションを行った。
上平班（公募班）と花井斑（計画班）と共
同で、哺乳類細胞における誘導型遺伝子発
現回路の設計をおこなった。未分化維持に
重要な LIF と内胚葉分化に必要なアクチ
ビンの発現ベクターを上平班との共同研
究により作製し、分化誘導制御を検討し
た。またこれまでに上平班が開発したテト
ラサイクリン応答による肝細胞機能維持
に関わる転写遺伝子の発現系における肝
組織としての機能性について検討をおこ
なった。さらにテトラサイクリン誘導プロ
モーターによる肝細胞関連転写因子発現
ベクター導入肝細胞株を用い、肝機能発現
における各遺伝子発現の変動の解析を試
み、細胞レベルでの概日リズムの再現に成
功した。 
肝組織分化途中のプロセスを制御する
系は完成に至っていないが、哺乳類細胞
系における合成生物学研究の方向性とし
て、哺乳類では単一細胞ではなく細胞間
クロストークによる組織形成が重要であ
ることを示すことができた。 
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