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研究成果の概要（和文）：孔貫通型シリコーンフィルム（Multi-Pored Silicone Film; MPSF）をベースして、
内皮細胞をネットワーク状に配置させた肝細胞／内皮細胞索状組織を作製した。HUVECやLSECをラット初代肝細
胞と配列培養すると、肝臓に特徴的な機能や構造の遺伝子を高発現した。肝細胞／内皮細胞索状組織は、マウス
皮下でも機能を維持し、管腔構造を有する毛細血管の再構築を示唆した。肝前駆細胞から効率的に胆管組織を作
製する手法を検討し、肝毛細胆管との接合を実証した。これらの技術を複合することにより、肝／類洞／胆管複
合組織を作製する革新的な手法を確立する。

研究成果の概要（英文）：Hepatocytes/endothelial cell tissue arranged in a network was prepared using
 a multi-pored silicone film (MPSF). Rat primary hepatocytes cultured with arranged human umbilical 
vein endothelial cells (HUVECs) or liver sinusoidal endothelial cells (hLSECs) showed highly 
expressed liver-specific genes. The tissue maintained its functions subcutaneously in mice, 
suggesting the reconstruction of capillaries with luminal structure. A method for efficiently 
producing bile duct tissue from hepatic progenitor cells were established. The junction between bile
 duct tissue and hepatic bile canaliculus were demonstrated. By combining these techniques, we will 
establish an innovative method for creating a “liver” with sinusoid and bile duct structures.

研究分野： 再生医工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝小葉に代表される秩序立った構造と多岐にわたる機能を持つ肝臓の再構築は、困難を極めている。本研究で
は、初代肝細胞、類洞内皮細胞、胆管細胞を立体配置して“効率的な物質交換を実現する肝細胞／類洞索状構
造”と“胆汁排泄を担う胆管”の複合組織を実現する世界初の技術を確立した。再生医療や薬物代謝アッセイ等
に有望な肝組織を作製する技術であり、ドナー不足の解消や薬剤代謝予測に繋がることから社会的な意義も大き
い。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 細胞の立体組織化は再生医療や薬物代謝アッセイ等に有望なアプローチの 1 つであるが、
複雑多岐な構造・機能を持つ組織・臓器の再構築は困難を極めている。 
 
(2) 肝臓は、類洞（多数の小孔を有し索状に配列した毛細血管）や肝内胆管（及び肝細胞間に
形成する肝毛細胆管）によって高い物質交換効率と豊富な細胞間相互作用を実現して細胞生存
と肝特異機能を維持しており、大きな肝組織を作製するほどこれらの重要性は高い。 
 
(3) これらの課題を打開するため、肝小葉を構成する初代肝細胞、類洞内皮細胞、胆管細胞を
立体配置して“効率的な物質交換を実現する肝細胞／類洞索状構造”と“胆汁排泄を担う胆管”
を作製する技術の創出が期待されている。 
 
(4) 肝臓に特徴的な立体的かつ秩序立った類洞や胆管を再構築し得る技術は存在しない上、肝
細胞間に形成する肝毛細胆管と胆管が機能的に接合した報告もない。 
 
２．研究の目的 
(1) “ヒト初代肝細胞と類洞内皮細胞の二次元配列・三次元培養”と“リプログラミングに基
づく肝毛細胆管－肝内胆管構造・機能の再構築技術”を融合し、肝細胞／類洞内皮細胞（類洞）
／胆管細胞（胆管）配列組織（Arranged-Hepatocytes/liver sinusoidal Endothelial 
cells/Cholangiocytes Tissues; A-HECT）を作製する。 
 
(2) マウスの皮下等に A-HECT を移植して立体組織化を促し、機能的な類洞及び胆管の再構築
を実証する。 
 
(3) 機能的な類洞と胆管を有する“ヒト肝臓”を立体再構築し得る新たな技術を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット初代肝細胞／内皮細胞配列組織体の作製及び移植 
① 矩形の孔貫通（300×1000 µm2）を有する PDMS 製格子状フィルム（Multi-Pored Silicone Film; 
MPSF、格子幅 300、500、800 µm）を作製した。温度応答性培養皿（TRCD）に MPSF を貼り付け、
Pt スパッタリングした。MPSF を除去した後、PEF-SH（Mw：10,000）を修飾して細胞接着／非接
着表面を作製した。 
 
② ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を 5.2×104 cells/cm2、ヒト脂肪由来幹細胞（hADSC）を 3.1
×104 cells/cm2で播種し、共培養した。HUVEC と hADSC の混合播種（Mix）、hADSC を 3 日間培養
した後に HUVEC を播種（hADSC／HUVEC）、HUVEC を 3 日間培養した後に hADSC を播種（HUVEC／
hADSC）する 3 条件で培養した。細胞トレーシング試薬や免疫組織化学染色を利用し、共焦点走
査型レーザー顕微鏡で細胞分布や立体構造を解析した。 
 
③ ラット初代肝細胞を FBS コートした TRCD 上に 8.8×cells/cm2で播種し、3 日間培養した。上
記①の培養基材（格子幅 500 µm）に HUVEC を 3 日間培養した後に hADSC を 2 日間共培養した。
それぞれ温度を低下させて細胞シートを作製し、重層して接着するまで静置した。細胞分布や立
体構造を解析した。NOD SCID マウスの皮下に移植し、1週間後の組織を回収して mRNA 発現レベ
ルを解析した。肝細胞シート（Hep）、肝細胞／HUVEC／hADSC 混合シート（Mix）、肝細胞シート／
HUVEC-hADSC ネットワーク組織（Network）を比較した。 
 
(2) ラット初代肝細胞／ヒト類洞内意細胞（hLSEC）配列培養 
① TRCD に MPSF（格子幅 500 µm）を貼り付け、ラット初代肝細胞を 4.5×104 cells/cm2で播種
し、3 日間培養した。MPSF を除去した後、hLSEC を 5.2×104 cells/cm2で播種して 3 
日間培養した。続いて、hADSC を 3.1×104 cells/cm2で播種して 2日間培養した。細胞トレーシ
ング試薬を利用し、細胞分布を解析した。 
 
② 培養 8 日目のラット初代肝細胞／hLSEC 配列組織から Total RNA を回収した。肝特異的な機
能に関連する遺伝子発現レベルをリアルタイム RT-PCR で評価した。肝細胞のみ及びランダムな
共培養と比較した。 
 
(3) ラット肝前駆細胞由来胆管の作製 
① ラット初代肝細胞を 0.1～5.0×104 cells/cm2 でコラーゲンコートディッシュに播種し、低
分子化合物（ROCK 阻害剤、TGF-β阻害剤、GSK3 阻害剤）を添加した DMEM/F12 培地で培養して肝



前駆細胞（Chemically-induced Liver Progenitors; CLiP）にリプログラミングした。 
 
② CLiP をマウス胎児由来線維芽細胞（MEF）上に播種し、マトリゲルを含む mTeSR1 培地で胆管
細胞へ分化誘導して管腔構造を作製した。MEF の有無、CLiP 作製条件、細胞播種密度が胆管形成
に及ぼす影響を評価した。リアルタイム PCR を利用し、CK19 や CFTR（Cl－排泄チャンネル）等
の遺伝子発現から胆管上皮細胞への成熟化を解析した。 
 
③ 培養胆管にラット初代肝細胞（単離肝細胞及び肝細胞スフェロイド）を接着させた。CLF（肝
細胞に取り込まれ毛細胆管に排泄される胆汁酸様蛍光試薬）取り込み評価により、肝毛細胆管に
排泄された蛍光試薬が胆管へ移動するか調査した。 
 
４．研究成果 

(1) 肝細胞／HUVEC 配列組織の機能発現 
① HUVEC と hADSC の混合播種、hADSC を接着させた後に HUVEC を播種する条件では、HUVEC の凝
集化やネットワーク形成は見られなかった。また、一般的なコラーゲンコートディッシュでは、
凝集化はほんの一部であった（Fig. 1）。 

 
② 格子幅 300、500、800 µm で HUVEC を接着させた後に支持細胞として hADSC を共培養すると、
接着領域中央に HUVEC が凝集した。特に格子幅 500 µm では、ネットワーク形成率が 97.4%であ
り、ほぼ全ての HUVEC が連なっていた。格子幅 800 µm では、ネットワーク形成率が 80.1%と低
く、コラーゲンコートディッシュのような不規則な凝集が見られた。 
 
③ HUVEC 上に播種された hADSC は、HUVEC の下層に遊走すると共に、HUVEC の凝集を促した（Fig. 
2A）。TRCD からネットワーク組織として回収すると、HUVEC を内腔として湾曲し、管腔様構造を
形成した（Fig. 2B、2C）。しかしながら、肝細胞シートと複合すると、管腔様構造は消失した。 

 
④ In vitro では、いずれの組織もアルブミン分泌活性は同等レベルであった。Network では、
Mix と比較して、rTat、rTdo2、rArg1、rAsl、rCps1、rBsep、rMrp2 等の肝臓に特徴的な構造・
機能に関連する一部の遺伝子で高発現が認められた。また、hPLXDC1、hIFITM1 等の内皮細胞の



管腔形成に特徴的な遺伝子の高発現が見られた。類洞内皮細胞に特徴的な hLYVE1 の発現上昇も
見られた。 
 
⑤ In vivo では、Network 移植群で rCyp1a1、rCyp1a2、rTtr、rG6pc、rOrc、rCps1、rNtcp 等の
肝特異的な遺伝子が高発現した。周皮細胞に特徴的な hPDGFRB や hCSPG4、内皮細胞の管腔形成
に特徴的な hIFITM1、類洞内皮細胞に特徴的な hLYVE1 の高発現が見られた。アポトーシス rCasp3
の発現が抑制されており、肝細胞の良好な生存が示唆された。 

 

(2) 肝細胞／hLSEC 配列組織の機能発現 
① MPSF を利用したパターニング培養では、ラット肝細胞が矩形、格子状の間隙に hLSEC が存在
しており、肝細胞／hLSEC の配列培養に成功した。（Fig. 3） 

 
 

② 肝細胞／hLSEC 配列組織では、肝細胞のみ及びランダムな共培養と比較して、rAlb、rAat、

rLdlr、rTat、rTdo2、rCps1、rArg1、rTtr、rG6pc 等の肝特異機能の高発現を維持した。 

 

(3) 効率的な培養胆管の作製及び肝毛細胆管との接合 
① いずれの条件でも、Alb は培養 7 日目までに劇的に減少し、かつ Ck19 や Afp は上昇してお
り、CLiP を作製し得た。培養系内の播種密度を変化させると、Ck19 及び Afp は低密度培養（単
位細胞数あたりの低分子化合物供給量が多く肝細胞間接着が少ない条件）において高値を示し
た。培養日数が経過するのに伴い Afp は上昇していることから、リプログラミングが進行して肝
前駆細胞を経て、さらに肝幹細胞へ脱分化していることが示唆された。 
 
② MEF を利用することによって胆管形成効率が向上したが、MEF や CLiP の播種密度を高くして
も形成効率の向上は見られなかった。MEF の存在が TGF-β、Notch、Jagged シグナルの活性化し
て分化誘導するとともに、三次元構造を裏打ちしたと考えられる。 
 
③ 0.25、1.0、5.0×104 cells/cm2で作製したラット CLiP（rCLiP-CN-0.25、rCLiP-CN-1.0、rCLiP-
CN-5.0）を比較すると、rCLiP-CN-5.0 で微細な管腔構造（小型肝細胞等の肝前駆細胞から成熟
化させた組織に類似）を高密度に形成することを確認したが、立体的かつ成熟した胆管様組織と
は異なっていた。CLiP 作製時の肝細胞播種密度を増加させたのに伴い、胆管様組織の Aqp 発現
は増加したが、Cftr 発現は減少した。 
 
④ 培養胆管上に単離ラット及びヒト初代肝細胞を播種して共培養すると、CLF の胆管への排泄
が見られた（Fig.4A）。すなわち、肝毛細胆管と培養胆管が機能的に接合したことを示している。
CLF を蓄積したラット肝細胞スフェロイド（胆汁うっ滞モデル）も同様に、スフェロド内の局在
した CLF の蛍光が減衰して培養胆管に移行が見られた（Fig.4B）。今後は、肝細胞／hLSEC 配列
組織と培養胆管を複合し、肝特異的な構造・機能の再構築を明らかにすると共に、移植治療への
展開を推進する。 
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