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研究成果の概要： 
 個体発生時の肝臓形成を模倣したマウスＥＳ細胞から肝組織へ分化誘導する我々独自の手法

を応用して、肝細胞チップではなく、肝組織チップを開発することが本研究の目的であった。

胚様体またはＥＳ細胞由来肝組織を培養できる蓋開閉型マイクロ培養装置の開発を行い、肝機

能を測定することに成功した。また、ＥＳ細胞由来肝組織のほか、内皮細胞ネットワーク管状

構造の周囲に初代培養肝実質細胞が接着する類洞肝組織構造のマイクロ培養装置の開発にも成

功した。以上のことから、肝組織チップが薬物代謝や毒性試験へ応用できる可能性を示すこと

ができた。 
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１．研究開始当初の背景 

肝組織における肝細胞の３つの極性（肝細
胞‐肝細胞、肝細胞‐胆管、肝細胞‐ディッ
セ腔）を in vitro で再現することが難しいこ
となどから、肝臓から調製された肝細胞の培
養は困難を極めていた。バイオマテリアルの
開発や肝細胞だけでなく肝非実質細胞との
共培養なども多数報告があるが、肝組織構築
を再現することは難しかった。 
その一方で、分化に対して万能であるＥＳ

細胞を利用して、肝細胞のみへ分化誘導する

試みが多数報告されるようになった。ＥＳ細
胞由来肝細胞を移植医療へという方向性で
は正しいことであるが、ＥＳ細胞由来肝細胞
が本来の肝細胞と同一であるならば、in vitro
培養に関しては同様な問題を克服できない
ことは自明であると我々は考えた。 

我々は、肝細胞培養には肝組織構築が必要
不可欠であることに重点をおき、個体発生時
の肝臓形成を模倣するため、マウスＥＳ細胞
を用いて一から肝組織（肝細胞だけでなく内
皮細胞等もＥＳ細胞から分化）を形成させる
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ことに成功していた(S. Ogawa, Y. Tagawa, 
et al., Stem Cells, 2005)。 
 
２．研究の目的 
肝臓は、薬物の解毒、多くの栄養物の代謝、

血液凝固因子やアルブミン等のタンパク質

産生など非常に多くの機能を有する生命に

必須の臓器である。それらのほとんどの機能

を肝実質細胞（肝細胞）が担っており、しか

も、一般的な成熟細胞は一つの機能をもつよ

うになるが、一つの肝細胞でこれらの機能す

べてを同時に有していることが特徴である。

この肝細胞を in vitro で培養すると、これら

のほとんどの肝機能は劇的に失われてしま

うことから、肝細胞そのものを用いた薬物代

謝試験や肝細胞移植医療は困難であった。 
我々独自の発生学的知見を用いた肝組織

誘導法を応用し、これまでの肝細胞チップと

は異なり、肝組織チップを開発することを本

研究の目的とした。肝組織チップは、薬物代

謝試験への応用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) in vitro 肝組織を培養可能なマイクロ培
養装置を開発する。従来の細胞チップではマ
イクロ培養装置内へ培地と共に細胞をチュ
ーブを用いて導入し培養室内へ肯定する手
法であった。しかし、再構築した肝組織やま
たは分化誘導前の胚様体を流入路から導入
することは不可能であるため、マイクロ培養
装置を開閉可能な設計にすることにした。設
計したマイクロ培養装置はポリジメチルシ
ロキサン（PDMS）により加工した。 
(2)ヒトＥＳ細胞の使用に関する学内整備を
行い、申請を行った。 
(3)さまざまなバイオマテリアル上で血管内
皮細胞の管腔化を試み、管腔化内皮細胞に初
代培養肝細胞等を播種して肝組織の再構築
を行い、マイクロ培養装置にて培養を行った。 
(4)肝機能に関しては、特異的な遺伝子群の発
現の他、アンモニア代謝を比色法により、テ
ストステロンのＣＹＰによる水酸化を
HPLC により測定し、それぞれの能力を検討
した。 
 
４．研究成果 

胚様体またはＥＳ細胞由来肝組織を培養

できる蓋開閉型マイクロ培養装置の開発を

行い、肝機能を測定することに成功した。 

肝組織チップ（バッチ型）の構造と全体図
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図１ 肝組織チップとその代謝能力の例 
 
さらに、膜介在型のチップの開発も行い、

バイオマテリアルを導入した膜で培養室を

区切り、その膜の上の流路と下の流路を独

立させ、膜の上に肝実質細胞、下に内皮細

胞を接着させたチップを作製した。それぞ

れの細胞種が密に接着できるように、流路

を短くした。CYP の活性を測定し、一定の

活性レベルを確認できた。  
また、ＥＳ細胞由来肝組織のほか、内皮

細胞ネットワーク管状構造の周囲に初代培
養肝実質細胞が接着する類洞肝組織構造の
マイクロ培養装置の開発に成功した。この
培養はＥＨＳゲル等のバイオマテリアルを
用いる必要があるため、培地の流入圧に耐
えられる必要があるので、培地流入口を工
夫した。類洞様構造について、組織学的検
討を行い、切片および共焦点顕微鏡による
観察から管状構造を確認した。 
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