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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒト胎盤組織幹細胞やヒト多能性幹細胞に対して、新規の三次元多細胞共
培養システムを用いることによって、生体内の臓器発生過程や細胞社会の相互作用を模倣して新規消化器系組織
原基を創出する独創的技術を開発した。さらに、免疫不全ラットに対してヒト肝細胞を移植し、ヒトアルブミン
分泌やヒト型薬物代謝機能を確認した。またヒト-ラットの異種拒絶に関してはマクロファージの役割も確認で
きた。ヒト細胞に対する免疫寛容を誘導する“don't eat me”関連遺伝子をラットに発現させ、細胞移植でも臓
器移植でもない新しい移植モデルを創出でき、今後、移植医療、再生医療に大きな貢献をもたらすと期待され
る。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed an original technology to create novel digestive
 organoids by using a novel three-dimensional multicellular co-culture system for human placental 
tissue stem cells and human pluripotent stem cells to mimic the organogenesis process and 
cell-society interactions in vivo. Furthermore, by transplanting human hepatocytes into 
immunodeficient rats, it is confirmed human albumin secretion and human-type drug metabolism. We 
also confirmed the role of macrophages in human-rat xeno-rejection. By expressing the "don't eat me"
 gene, which induces immune tolerance to human cells, in rats, we can create a new transplantation 
model that is neither cell transplantation nor organ transplantation, and is expected to make a 
significant contribution to transplantation medicine and regenerative medicine in the future.

研究分野：幹細胞生物学と再生医学

キーワード： オルガノイド　肝不全　再生医療　細胞移植　ヒト体性幹細胞　免疫不全ラット　ヒト化肝臓
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫不全動物を用いて、異種移植におけるマクロファージの種差認識と拒絶に関わる役割の深く理解できたこと
は、器官移植医療における器官源の作成や移植効率向上に向けた基盤的技術につながると考えられる。また、肝
オルガノイドの作成と移植は、消化器系の難治性疾患であり年間死者数が2万人に及ぶ末期肝不全に対する新規
治療法となるものである。さらに、この移植・再生医療の新規基盤は、他臓器のオルガノイド移植、ヒト化動物
モデルの作成、創薬などの、一連の新しい治療のフロンティアとなりうるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
肝硬変・肝不全による死者は国内で年間 2 万人を超えるが、唯一の根治的治療である肝植は
深刻な臓器不足に直面しており、世界的な問題となっている。臓器移植の代替治療として、幹細
胞を用いた新規治療法の開発は重要かつ急務の課題である。羊膜は胎児の発生初期の状態をと
どめた組織から形成され、多能性を保持する ES細胞に極めて近い性質を有し、内中外胚葉のす
べての細胞に分化しうる（ Stem Cells 2005;23:1549; Biol Reprod 2007;77:577; Int 
JImmunopathol Pharmacol 2015;28:390）。ヒト羊膜細胞を、動物肝細胞や動物源細胞外マトリ
クスとの共存のもとで培養するか、或いは免疫不全動物に移植すると、肝細胞へと分化し、その
肝遺伝子発現はヒト肝細胞と同等となり、肝機能を補填することも示されている（Hepatology 
2011;53:1719）。また、ラット羊膜細胞を同種肝臓へ移植すると、ドナー由来細胞はレシピエン
トの障害肝臓を再構築することも可能であった（ Stem Cells Dev2015;24:1429）。しかし、未だ
に十分な機能を持つモデルは開発されておらず、日米とも羊膜材料を利用した臨床治験は眼疾
患の領域に限定され、肝疾患に関しては行われていないが現状である (ClinicalTrials.gov; 
UMIN-CTR）。本研究は、ヒト胎盤組織及び羊膜由来の体性幹細胞に対し、動物由来成分を含ま
ない新規ナノバイオ素材を用いて、生体内での臓器発生過程を模倣する三次元多細胞共培養シ
ステムを導入し、移植用ミニチュア肝臓である肝オルガノイドを作製するものであり、国内外を
通じて依然未開拓の研究領域である。この肝オルガノイドを移植することにより正常な機能を
有する肝組織を再構築することが可能となり、創薬研究などに役立つヒト肝臓動物モデル作成
や、肝不全に対抗する新たな移植治療の実現が期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト胎盤組織など幹細胞に対して新規の三次元多細胞共培養システムを用いる
ことによって、新規消化器系組織原基を創出する独創的技術の開発を目的とする。その最も独創
的な点は、羊膜幹細胞の特性を活かした分化の誘導と、生体内の臓器発生過程や細胞社会の相互
作用を模倣できる三次元・多細胞共培養システムである。本研究の達成により、臓器移植の代替
治療として多くの患者を救済する再生医療技術が大きく進歩する。肝オルガノイドを Ex vivoで
薬剤シミュレーションとして用いる、または動物に移植してヒト化した肝臓モデルを利用し新
たな医薬品開発に応用するなど、日本発の創薬研究を飛躍的に加速することが期待でき、大きな
意義がある。 
 
３．研究の方法 
 
胎盤組織および hiPSC 由来オルガノイド調製のための標準化 
1) 胎盤羊膜層、臍帯華通膠、臍帯静脈から羊膜幹細胞、血管内皮細胞、間葉系幹細胞を分離
し、標準的な分離、継代培養、同定技術を確立した;  

2) クラレの 3次元低接着性培養プレートを用いた肝臓オルガノイド培養系の確立した;  
3) 肝臓オルガノイド分化誘導のための培地組成、培養サイクル、細胞混合比の最適化した。 
 
肝臓ヒト化ラットの構築と評価 
1) ヒト初代肝細胞を用いた FRG ラットへの移植と、移植後のヒト化率を評価した。 
2) ヒト特異的な肝機能関連遺伝子の発現を評価した。 
3) ヒト化肝ラットにおける薬物代謝のヒト表現型を評価した。 
4) 移植成績を向上させるために、CRISPR/Cas9 遺伝子編集技術を用いて、ヒト細胞に対して
友好的に認識可能なヒト“don’t eat me” 関連遺伝子をラットに発現させ、新たなモデ
ルを作成した。 
 
 

４．研究成果 
 
１） より機能的な肝オルガノイドの in vitro 構築と移植技術の確立 
 
本プロジェクトでは、ヒト羊膜細胞や肝芽由来の人工多能性幹細胞と、臍帯静脈内皮細胞、間葉
系幹細胞を三次元培養プレートで共培養し、肝様器官（肝オルガノイド）を構築した。 
この肝オルガノイドでは、代謝酵素である CYP3A7、CYP2C9、CYP2C19、CYP3A4、CYP3A5、CYP3A7
や、尿素・アンモニア代謝に関連する CPS1、OTC 遺伝子の発現上昇を認めた。さらに肝様オルガ
ノイドのアルブミン分泌能、尿素生成能は 2D システムで誘導した肝細胞と比べて著しく上昇し、
初代肝細胞のレベルに近いことが確認された。肝オルガノイドにおける CYP3A4 活性は、RIF 誘
導後にさらに上昇することも確認された。 



FRG ラットの門脈および腎被膜下への移植では、血栓症などの副作用がないことがわかり、移植
の安全性が示された。肝障害モデルラットへの移植では、肝機能の改善や急性肝不全からの回復
を促すことがわかり、器官移植が将来の肝臓疾患の新しい治療法となる可能性が示された。 
 
２） 世界初の高度にヒト化された肝臓モデルラットの構築 
 
ヒト初代肝細胞を FRG ラットに
移植し、血清中のヒト由来アル
ブミンの分泌を定期的に測定す
ると、ヒト由来アルブミンの濃
度は経時的に上昇することが示
された。移植 7 カ月後のヒト由

来アルブミン分泌量は1.5 0.4 
mg/ml に達し（図１）、肝臓のヒ

ト化キメラ率は 31.24.5％に
達した（図２）。移植したラット
の組織学的解析を行ったとこ
ろ、肝細胞の 30％以上という高
い割合でヒト特異的アルブミン
発現を認め、これらの細胞は機
能性タンパク質マーカーである
CYP3A4 も発現していた。これら
の結果から、高度にヒト化した
肝臓が FRG ラットモデルにおい
て形成されたと考えらえた。ま
た、移植された細胞は増殖マーカー
である Ki67 を発現していることが
わかり、移植サイクルを延長することでヒト化肝臓のキメラ率をさらに高められる可能性が示
唆された。 
続いて、構築したヒト化肝臓について、ヒト特異的な代謝関連遺伝子の発現と in vivo での薬物
動態を検証した。 その結果、
ヒト化肝臓は CYP1A2 、
CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6、
CYP3A4、CYP3A7、CYP7A1、
UGT2B7、FAH といったヒト代
謝関連遺伝子を特異的に発
現していた。抗ウイルス薬
ジドブジンを用いた代謝実
験においては、30%のキメラ
率のヒト化肝臓ラットは、
ヒト特異的な第二相代謝酵
素であるウリジン二リン酸
グルクロノシルトランスフ
ェラーゼ 2B7 活性を有する
ことが示された。 
今後の展望として、本モデル
における薬物代謝検査や新薬開
発への応用が期待される。 

2mm 

図１ ヒト肝細胞を移植したモデルラットにおける、
血清中ヒトアルブミン量の推移。 

図２ ヒト化肝臓ラットの肝中葉切片の免疫蛍光染色像（赤：ヒ
トアルブミン陽性細胞、陽性率約 41％）。 
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