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研究成果の概要（和文）：iPS細胞から分化誘導させた肝細胞の臨床応用を展開するにあたり、用いる細胞を生体内で
拡散させるのではなく、目的局所で限局させることが可能な治療法開発のための要素技術開発を目的とした。
マイクロフルイディクスを基盤としたマイクロ流路デバイスシステムを用いて、細胞をファイバー内列状充填した直径
200ミクロン以下の細径ファイバー型肝オルガノイドの作製技術を確立した。HepG2細胞またはiPS由来肝細胞等の肝細
胞と非実質細胞が充填されたマイクロファイバー型肝オルガノイドにおいて、肝細胞機能を確認した。さらにこれら肝
オルガノイドは動物実験において移植手技が可能であることを確認した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project was to create several fundamental technologies that allow 
us to create cell-loaded transplantable devices that could be used for cell-based therapies toward liver 
diseases. The fundamental concept is that cells will be localized after transplantation, instead of 
scattering the cells after conventional cell infusion-based transplantation procedures.
Hepatocytes are loaded into ultra-thin (<200micrometer in diameter) alginate micro-fibers using 
micro-fluidic devices and microfluidic technologies for creating liver micro-organoids. We have confirmed 
liver functions at considerable levels of the liver micro-organoids made of HepG2 cells or iPS-derived 
hepatocytes with non-parenchymal cells. We have also confirmed that the liver micro-organoids were 
durable for transplantation procedures on a mouse transplantation experiments.
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１．研究開始当初の背景 

 多くの重症肝病態に対応可能な先進的治療と

して、ドナー肝から分離される初代肝細胞を病

態肝臓に門脈系を介して注入する肝細胞移植

が先端革新的医療として世界約１０施設で試験

的に実施されてきている 1)。iPS 肝細胞はその次

世代を担う重要な細胞源であるが、腫瘍化等の

課題から安全性を高く担保する治療法の開発が

重要である。本研究の連携研究者水口は、アデ

ノウイルスベクターの段階的遺伝子導入によっ

て iPS 細胞から高分化肝細胞の分化誘導系を

樹立し、細胞創薬評価の実用化iPS由来肝細胞

を提供している 2)。連携研究者の山田は、マイク

ロ流体デバイスを用いた生体模倣組織作製分

野において、世界的先駆テクノロジーを数々開

発している 3)。申請者の大橋は、Cell 

Transplantation Society のアジア唯一の代表

Council member として、コンセンサス会議開催

等を通じ肝細胞の医学利用において肝細胞評

価ガイドライン確立にむけての貢献 1)を続けつつ、

肝細胞治療研究を邁進させるとともに 4, 5)、すで

に水口・山田と共同研究を開始し、世界へ発信

できる成果を挙げている 2)。  

 これらの３研究を中心とする医療技術結集によ

り、本研究においては、肝細胞を注入移植して

拡散させるのではなく、生体内において移植細

胞を配置を制御することで拡散を防止し、かつ、

移植細胞を簡便に摘出することが可能な細胞移

植治療の開発を目指す。  

２．研究の目的 
 平成２６年度は、マイクロフルイディクス技術を

応用したハイドロゲルファイバー作製条件を基

に、iPS肝細胞またはHepG2細胞が列状充填し

たマイクロファイバー肝組織体を作製する。平成

２７年度は、組織体作製技術をさらに改良し、機

能を高めるとともに、生体内への移植手技が可

能かの検証も行う。 

 
３．研究の方法 
（１） iPS 肝細胞/HepG2細胞充填—マイクロファ

イバー肝組織の作製 

 60-200mの間の任意の径を有するマイクロ

ファイバー内に、肝細胞（非実質細胞を並列

配置する群も検討）を充填したマイクロファイ

バー肝組織を作製する。本組織体は、マイク

ロフルイディクスを基盤としたマイクロ流路デ

バイスシステムを用いて細胞をファイバー中

心に配列させることを可能とするもの（図下）

で、連携研究者（山田）および申請者が中心

となり開発した技術を応用する 7)。肝細胞、線

維芽細胞を別々に懸濁したアルギン酸溶液、

ゲル化溶剤、バッファー溶液をマイクロデバイ

ス内へ独立して流入させることにより、iPS 肝

細胞を中心に列状充填したマイクロファーバ

ーを作製する。溶液流速や回収巻き取り速度

で、異なった直径を有する（60m-200m）マ

イクロファイバー肝組織を作製する。 

（２） ヒト iPS 細胞から肝細胞の分化誘導 

アデノウイルスベクターを用いて FOXA2 およ

びHNF1aを分化段階毎に適宜発現させ、さら

に異なる増殖因子添加を用いる肝分化手法

により肝細胞分化を行う。連携研究者が中心

となり既に開発したものを応用する 6) 。 iPS

由来の肝細胞または HepG2 細胞を実質細胞

として、また、線維芽細胞を非実質細胞として

用い、下②記述の手法にてマイクロファイバ

ー肝オルガノイド組織体を作製する。 

（３）マイクロファイバー癌オルガノイドの作製 

膵癌細胞株と非実質細胞を用いて、上記②

で至適化されている条件を応用し、癌細胞と

間質系細胞が列状に配置するマイクロファイ

バー膵癌オルガノイドを作製した。一部の実

験では、DsRed 染色で膵癌細胞を標識し、フ

 



ァイバー内の細胞配置を観察した。また、培養

皿内において作製マイクロファイバー膵癌オル

ガノイドを培養し、抗がん剤添加実験において、

細胞死滅度合いを評価した。 

 
４．研究成果 

（１） マイクロファイバー肝組織作製システム 

 図に示すごとく、微量注入ポンプから各溶液が

流入するマイクロ流路を倒立顕微鏡上におき、

細胞懸濁液のアルギン酸がゲル化していく状況

を随時リアルタイムで観察（下左）しながらマイク

ロファイバー型肝オルガノイドを作製するシステ

ムを構築した。具体的には、ヒュージョンタッチ

100 およびヒュージョンタッチ 200（アイシス社製）

の微量注入シリンジポンプを用いて、バッファー

溶液・細胞懸濁液・ゲル化溶液をシリンジから倒

立顕微鏡状に固定したマイクロ流路デバイス（中

右）に任意の流速で注入するシステムを構築し

た。また、流出

するアルギン

酸ゲルマイクロ

ファイバーの自

動巻き取りが

可能になるように、回転ローラーを改良して連結

した。流出してくるマイクロファイバーの先端一

部を引っ掛けるようにして巻き取りすることで、直

径 100m のマイクロファイバー組織を 4m/分の

速度で巻き取り回収することに成功した。さら

に、マイクロファイバー肝組織は、ピンセットで

把持できる強度を有することも確認した（図下

右）。 

（２） iPS 細胞由来分化誘導肝細胞における

肝細胞機能 

 用いる iPS 肝細胞の高機能化を試みた。分

化誘導ステップにの肝幹前駆細胞の段階で、

Ad-FOXA2 および Ad-HNF1を用いた遺伝

子導入を行うとともに、培養液に Oncostatin 

M, HGF, デキサメタゾンを添加して成熟肝細

胞を分化誘導した。分化誘導肝細胞の機能

を、血液凝固第 IX 因子の発現レベルにて評

価した。iPS 細胞由来分化誘導肝細胞（図

iPS-hepa）は、初代成熟肝細胞（図のPHH）に

は及ばないものの、未分化 iPS 細胞（図

iPSCs）と比較して有為に高い機能発現を確

認した。 

（３） 非実質細胞含有膵癌オルガノイド作製 

 実質細胞（肝細胞）と非実質細胞を整然とマ

イクロファイバー内に列状充填させる技術が

確立できたことから、その意義を確認する目

的で、癌細胞と非実質細胞が列状に配列す

る癌オルガノイドの作製を行った。 

 非実質細胞が豊富な癌種として、膵癌を選

択し、上記［１］ での各種至適条件を参考に、

膵癌細胞株と膵臓間質細胞を用いてマイクロ

ファイバー膵癌オルガノドを作製した。 
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