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研究成果の概要（和文）：脱細胞化肝臓スキャフォールドに肝細胞癌の細胞株を生着させて癌細胞としての特性
解析を行ったところ、正常肝由来の脱細胞化スキャフォールドでの培養に比べて、上皮間葉転換に関するシグナ
ルが活性化されていることが示され、さらにそのメカニズムとしてFAKシグナルが活性化されていることが示さ
れた。つまり、硬変肝における細胞外基質には、癌細胞に対して上皮間葉転換を起こしやすい環境を提供してい
る可能性が示された。以上より、癌細胞が存在する組織において、細胞外基質の硬さや構成要素が細胞の悪性度
や転移能に影響を与えることを示した。

研究成果の概要（英文）：hepatocellular carcinoma cell line was engrafted in decellularized liver 
scaffold and characterized as cancer cell. As a result, it was found that the signl of 
epithelial-mesenchymal-transition was activated in decellularized scaffold derived from fibrous 
liver compared with that derived from normal liver. Adding to this, the FAK signal was activated as 
a mechanism. In other words, it was shown that the extracellular matrix in fibrotic liver may 
provide an environment susceptible to epithelial mesenchymal transition to cancer cells. From the 
above, it was shown that the hardness and constituent elements of the extracellular matrix affect 
the malignancy and metastatic potential of the cancer cells. 

研究分野： 再生医療
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１．研究開始当初の背景 
肝臓の機能解析は、疾病の治療目的だけ

でなく、創薬におけるスクリーニング検査
においても重要である。しかし、肝細胞は
通常の平面培養はもとより、コラーゲンゲ
ル培養といった特殊な三次元培養におい
ても形質の維持や増殖は困難である。昨今
iPS 細胞などの多能性幹細胞を肝細胞に分
化誘導する研究は盛んに行われているが、
肝細胞の機能を効率よく維持する培養法
は未だ確立されていない。また、創薬にお
いて、肝細胞に対する毒性を評価するにあ
たって適切な培養法が確立されていない
ため、効率の良い創薬スクリーニングの方
法が求められている。 

2008 年にラット肝臓の細胞成分のみを
取り除き細胞外基質のみを得る脱細胞化
技術が報告されて以来、様々な施設で脱細
胞化技術について研究が行われてきた。得
られた脱細胞化肝臓組織には、臓器特異的
な微細三次元構造が維持されているだけ
でなく、各種の成長因子も保持されている
など、生体内の細胞外環境がよく維持され
ていると考えられる。 
この技術は、in vitro において人工的な

臓器を作製できる可能性がある一方、生体
由来の細胞外マトリックスを、細胞成分を
除去した状態でえることが出来るため、よ
り生体に近い細胞培養条件の構築に応用
できる可能性を持っていると考えられ、肝
臓がもともと持っている細胞外基質の構
成要素が肝臓方向への細胞分化・表現型維
持に有用である可能性を有していると考
えられる。しかしながら、肝実質腔へ効率
よく細胞を注入する技術は未だ試行錯誤
が続いており、脱細胞化肝臓を用いた三次
元での長期培養の報告はまだない。脱細胞
化肝臓内に生着した細胞への栄養・ガス交
換には、血管から培地を環流させる方法が
理想的ではあるものの、手技的な難しさや
感染の可能性などを常に意識せざるを得
ず、実験の再現性にはやや不利であった。 
我々が行った初代肝細胞の培養実験で

は、細胞が生着した後の再細胞か肝臓組織
を分割して切り出すことで、培地を環流す
ることなく維持が可能であった。さらに、
こうして体内の細胞環境に近似した脱細
胞化肝臓組織内において三次元培養され
ることで、通常の平面培養に比べて、成熟
肝細胞の形質はより長く維持され、また肝
前駆細胞の肝細胞と胆管上皮細胞の両系
統への分化が促進されることを確認した 
本培養法を用いて肝細胞を培養するこ

とで、肝細胞の機能を高く維持しながら、
かつ創薬スクリーニングに応用できる可
能性を持つと考えられた。 

 
２．研究の目的 

生体の肝臓から細胞成分のみを除去し
た「脱細胞化肝臓組織」を足場とすること

で、新たな肝細胞の三次元培養法を提案す
る。生体の肝臓から細胞成分のみを除去し、
細胞骨格のみを温存させた３次元のスキ
ャフォールドは、細胞にとって、より生体
に近い環境で培養する事ができると考え
られ、本方法を用いることで肝臓の疾患解
析だけでなく再生医療の細胞源確保や創
薬スクリーニングへの応用が期待できる。 

３．研究の方法 
250-300gのLewisラットの肝臓を採取し、

門脈からまず 37 度でトリプシン、EDTA を
循環させたのち、界面活性剤（0.1%Triton 
X）を還流することにより、肝臓を脱細胞
化する。脱細胞かした肝臓は、その後の感
染を予防するために、十分に滅菌を行い、
PBS にて洗浄する。脱細胞化肝臓の門脈あ
るいは胆管より細胞を注入し生着させ、
engineered liver を作製する。培養細胞と
しては、マウス初代培養肝細胞、マウス肝
前駆細胞、血管内皮細胞や間葉系幹細胞を
用いる。肝細胞は肝実質に、血管内皮細胞
は血管腔に、それぞれの細胞を本来の位置
へ生着させるため、例えば肝細胞は胆管か
ら、血管内皮細胞は門脈や中心静脈から、
というように、細胞腫によって注入経路を
変更する。細胞を注入した脱細胞化肝臓は
「再細胞化肝臓」と呼び、この人工臓器に
おいて細胞が適切に再生組織を形成して
いるかを組織学的に確認する。また、肝細
胞機能や血管内皮細胞の機能を適切に輸
しているかどうかを確認する。次に、この
再生された再細胞化肝臓の被膜を切開・除
去し、細胞が肝実質腔内に高密度に生着し
た領域を切り出し、培地内に静置する。本
方法により、本来人工臓器としてあるべき
血液循環を模した門脈からの培養液の還
流においてはストレスにより肝細胞など
が死滅することが多く観察されたが、この
「静置培養」においては肝細胞をはじめと
した再細胞化された細胞のviabilityが高
く維持されることを観察した。 
また、脱細胞化組織については、正常肝

のみではなく、肝硬変の肝臓より作製した
脱細胞化組織を用いることで、肝硬変にお
ける細胞外気質が細胞へ与える影響につ
いての解析を行うこととした。細胞が細胞
外気質に与える影響についての研究報告
は多いが、細胞外気質が細胞に与える影響、
特に肝硬変における細胞外気質の変化や
それが細胞に与える影響についての報告
は少なく、その着眼点は有意義なものと考
えられた。 
細胞は、まず肝細胞癌の細胞株を用いて、

その特性がどのように変化するかを確認
する。また、その肝細株における機能の変
化、特に薬剤代謝活性などを中心に解析を
進める。 
 

４．研究成果 
脱細胞化肝臓スキャフォールドに肝細



胞癌の細胞株を生着させて癌細胞として
の特性解析を行ったところ、正常肝由来の
脱細胞化スキャフォールドでの培養に比
べて、上皮間葉転換に関するシグナルが活
性化されていることが示され、さらにその
メカニズムとしてFAKシグナルが活性化さ
れていることが示された。つまり、硬変肝
における細胞外基質には、癌細胞に対して
上皮間葉転換を起こしやすい環境を提供
している可能性が示された。以上より、癌
細胞が存在する組織において、細胞外基質
の硬さや構成要素が細胞の悪性度や転移
能に影響を与えることを示した。 
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