
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２４年５月２８日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 
マウス不死化星細胞、内皮細胞、肝細胞をラジアルフロー型バイオリアクターで共培養し

たバイオ人工肝臓は、通常の 2%FBS 添加 ASF-104N 培養液の培養では肝線維化活性を示

した。線維化抑制薬剤を添加すると、星細胞にはビタミン A 貯留能を反映する LRAT の再

発現や LAP-D 濃度変化から、抗線維化薬の効果判定にも利用できると考えられた。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Bio artificial liver model which is co-cultured with immortal mouse stellate cell, 
endothelial cell and hepatocyte using radial flow bioreactor showed activity of liver 
fibrosis in conventional culture fluid(2%FBS+ASF-104N). When an anti-fibrotic agent 
was added in this bio artificial liver model, LRAT which reflect ability to store vitamin 
A into stellate cell was re-expressed in mRNA and protein level.  
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１．研究開始当初の背景 
 
肝線維化は肝硬変を特徴づける重要な病

態であり、肝線維化の抑制が、病因を問わず

に肝不全、肝癌の発症を抑制できる唯一の方

法であるが、未だ有望な肝線維化抑制療法は

ない。in vitro 肝線維化実験モデルとしては、

1980 年代に開発された星細胞の分離・単層

培養モデルが有用であった。しかし、初代培

養でも数日中に活性化されてしまい、TGF-
β産生、その活性化、Smad3 などの細胞内

シグナルが暴走した状態で、生体内での実際

の星細胞の活性化や肝線維化反応とは明ら

かに異なっている。 
そこで、我々は、ラジアルフロー型バイオ

リアクターを用いた３次元肝線維化モデル

を作製し、このモデルを用いて、静止期星細

胞 マ ー カ ー で あ る lecithin:retinol 

acyltransferase（LRAT）を用いて、線維化

の機構解析、抗線維化薬の開発を試みた。 
 
 
２．研究の目的 
 
肝臓星細胞はビタミン A 貯蔵細胞であると

ともに、病的肝臓においては myofibroblast
化してコラーゲンを産生し、肝臓の線維化を

促進する。本研究の目的は、線維化の機構解

析や抗線維化薬の開発に用いるための、バイ

オ人工肝臓での肝臓線維化モデルを開発す

ることである。 
 
 
３．研究の方法 
 

マウス不死化星細胞 A7細胞、不死化肝細胞

IMH-4、不死化類洞内皮細胞 M1をラジアルフ

ロー型バイオリアクターで培養し、バイオ人

工肝臓モデルを作製した。静止期星細胞のマ

ーカーはビタミン A貯蔵酵素

lecithin:retinol acyltransferase (LRAT)

と cellular retinol binding protein 1 

(CRBP1)の共発現、線維化活性は TGF-β活性

化の指標である latency associated protein 

の断片（LAP-D)の培養液での濃度変化で評価

した。 

 

 

４．研究成果 

 

プラスチックディッシュでの単層培養下で

は、星細胞 A7 は活性化しており、LRAT と

CRBP1の mRNAの発現はほとんど認めなかった。

肝細胞 IMH4 では LRATｍRNA のみ、内皮細胞

M1では CRBPmRNAのみが発現していた。A7, M1, 

IMH-4 の３細胞を小型ラジアルフロー型バイ

オリアクター（RFB)で、2％FBS添加 ASF-104

培養液を還流し、共培養すると、約 2週間の

培養後、LRATmRNA は低下し、CRBP-1 のみ発

現を認めた（図１）。 

 

この時点で肝臓線維化活性を示す培養液中

の TGF- β LAP-D は 単 層 培 養 ヒ ト 肝 臓

myofibroblast の 培 養 上 清 と 同 程 度

（150-200pM)検出された。3 種の細胞を共培

養したのみのバイオ人工肝臓では、線維化活

性が強いと考えられた。そこで、線維化活性

を抑制することが期待される薬剤 Aを加えて、

3 種の細胞を共培養したバイオ人工肝臓に投

与したところ、LRATmRNAが検出されるように

なり（図１）、その免疫染色でも内皮細胞と

星細胞と思われる非実質細胞に LRAT 陽性細

胞を認めた（図２）。しかし、薬剤 Aでは LAP

濃度の低下は認めず、TGF-β活性化は抑制さ

れなかった（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



図 1 LRAT,CRBP mRNA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 3 次元共培養（薬剤 A 添加）での毛細

血管様構造部位の LRAT染色像 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

矢頭：内皮細胞、矢印：星細胞 

図３ TGF-β LAP-D 濃度 
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