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研究成果の概要（和文）：	 

	 生体から単離された肝細胞はその機能を速やかに失う。このため肝細胞と人工装置を組み合
わせたハイブリッド型人工肝臓の開発では、肝細胞の機能を維持できる培養基質が求められて
いる。本研究では、肝細胞の接着および機能を維持することができるラミニン-111 由来の合成
ペプチドを同定した。肝細胞接着活性ペプチド及びそのアミノ酸配列は、肝細胞培養基質への
利用だけでなく培養基質のデザインへ応用することが期待される。	 
	 
研究成果の概要（英文）：	 
	 The	 isolated	 cells	 rapidly	 lose	 viability	 and	 hepatic	 functions.	 	 Therefore,	 for	 
development	 of	 culture	 systems	 for	 primary	 hepatocytes,	 effective	 substrata	 are	 required	 
for	 both	 hepatocyte	 adhesion	 and	 maintenance	 of	 hepatic	 function.	 	 In	 this	 study	 we	 
identified	 hepatocyte	 adhesive	 peptides	 in	 biologically	 active	 peptides-derived	 from	 
laminin-111.	 	 Some	 of	 them	 also	 maintained	 hepatic	 functions.	 	 The	 identified	 peptides	 
may	 be	 useful	 for	 the	 design	 of	 hepatocyte	 culture	 substrata	 that	 can	 regulate	 specific	 
cellular	 behaviors	 in	 the	 context	 of	 a	 bio-artificial	 liver.	 
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１．研究開始当初の背景	 
	 代謝の要である肝臓は、その複雑な代謝機
能の解明に加えて、人工肝臓の開発という点
において注目されている。特に重篤な肝臓疾
患では、肝臓の移植が最も有効な治療法であ
るにもかかわらず深刻なドナー不足があり、
早急な人工肝臓の開発が求められている。人
工肝臓は肝細胞の複雑な代謝機能のため人

工装置のみで代替することが難しい。そのた
め肝細胞と人工装置を組み合わせたハイブ
リッド型として開発が進んでいる。ハイブリ
ッド型人工肝臓は肝障害や肝細胞癌などに
よって失った肝細胞の機能を補助するだけ
でなく、新規薬物のスクリーニングなど薬物
動態の分野でも期待されている。ハイブリッ
ド型人工肝臓の開発における重要なポイン
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トは、肝臓から単離した肝細胞の代謝機能の
維持である。肝細胞の代謝機能は、さまざま
なサイトカインや細胞外マトリックスとい
った複雑な細胞外環境によって制御されて
いるため、肝臓から単離されると急速に低下
してしまうことが知られている。これまでに
国内外の多くの研究者が、サイトカインだけ
でなく、細胞外マトリックスを含む培養条件
の検討を行ってきた。なかでも、マウス腫瘍
由来の基底膜ゲル	 (通称、マトリゲル)	 を塗
布した培養ディシュで肝細胞を培養した場
合、通常の培養ディシュに比べて、肝細胞の
代謝機能が長く維持される。しかしながら、
マトリゲルはマウス腫瘍由来であり、種の違
いからヒトへの臨床応用に適さないこと、ヒ
ト型マトリゲルの開発も困難が予想されて
いる。このような背景から、ハイブリッド型
人工肝臓の開発を含む組織工学において、マ
トリゲルのように優れた機能をもち、再生医
療に適応できる培養基質が求められている。
一方、研究代表者・吉川は肝臓の特徴である
肝再生に着目し、肝再生における細胞外マト
リックスの動態について研究を行ってきた。
肝臓は薬物による障害を受たり外科的に切
除されると、その機能を補うために肝細胞の
増殖と組織の再構築が行われる。これまでに、
肝再生においてマトリゲルの主要成分であ
るラミニン-111	 と同様の機能を持つラミニ
ン-121	 が発現し、肝細胞の接着に関わるこ
とを明らかにした	 (Kikkawa	 et	 al.,	 Exp	 
Cell	 Res,	 2005)。この結果は、増殖した肝
細胞がマトリゲル様の細胞外環境中で代謝
機能を維持しながら肝組織へ再構成されて
いくことを示唆した。これらのことから、肝
細胞の代謝機能に関わる重要な機能部位が
ラミニン-111	 またはラミニン‒121	 にある
と予想された。以上のように、ハイブリッド
型人工肝臓の開発における問題点や研究代
表者による肝臓の肝再生におけるラミニン
の研究に基づいて、本研究課題である『ラミ
ニン機能部位を応用した肝細胞培養基質の
開発』を着想した。	 
	 
２．研究の目的	 
	 ラミニン-111 由来の合成ペプチドライブ
ラリーを利用して，肝細胞接着ペプチドのスク
リーニングを行い、肝細胞接着ペプチド上で培養
した肝細胞の代謝機能について評価する。さらに、
肝細胞接着ペプチドをキトサン膜に結合させ、ハ
イブリッド型人工肝臓に有効な培養基質を開
発する。	 
	 これまでにラミニン機能部位の探索手法
として、9~16	 残基の合成ペプチドが用いら
れている。研究代表者・吉川らは、マトリゲ
ルの主要成分であるラミニン-111	 に着目し、
すでにラミニン-111	 のアミノ酸配列に基づ
いた合成ペプチドのなかから、肝細胞に対し

て接着性を示す数種類の合成ペプチド同定
し、さらに代謝機能に関わる肝細胞接着ペプ
チド	 A13	 (RQVFQVAYIIIKA)	 を見出している。
しかしながら、ラミニン-111	 由来のペプチ
ドライブラリーには、スクリーニングが行わ
れていない合成ペプチドが残っている。本研
究の第	 1	 段階では、残りのラミニン-111 由
来ペプチドから肝細胞接着ペプチドを同定
し、肝細胞接着ペプチド上で培養した肝細胞
の代謝機能を検討する。第	 2	 段階では、キ
トサン膜に肝細胞接着ペプチドを結合させ
た膜型培養基質を作製する。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 肝細胞接着ペプチドの探索と活性配列
の同定	 
	 ラミニン-111	 は、α1、β1、γ1	 の鎖か
らなる分子量	 800kDa	 のヘテロ三量体蛋白
質である。これまでに、ラミニンα1	 鎖の全
アミノ酸配列を網羅した合成ペプチドのな
かでヒト線維肉腫細胞	 HT-1080	 に対して細
胞接着活性を示す活性ペプチドを用いて肝
細胞接着ペプチドのスクリーニングを行な
い、A13（RQVFQVAYIIIKA）が肝細胞接着活性
を示し、さらに肝細胞の機能低下を抑えるこ
とを見出してきた。さらに	 A13	 ペプチドに
おける肝細胞接着や遺伝子発現維持に必要
とされるアミノ酸残基を同定するために変
異を導入したペプチドを合成した。また、残
りのラミニンβ1 およびγ1 鎖の全アミノ酸
配列を網羅するペプチドのなかから、同様に
細胞接着活性を示す活性ペプチド	 22	 種類
について肝細胞接着活性を検討した。細胞接
着活性は、合成ペプチドを	 96	 穴の	 ELISA	 
プレートに吸着させ、ブロッキングの後、肝
細胞を播種し、接着した細胞数を測定した。
肝細胞はコラゲナーゼ灌流法により処理し
たラット肝臓から単離し、死んだ細胞を取り
除くためにパーコールを用いた密度勾配遠
心法を行った。以後の各実験には、肝細胞の
生存率が	 95%	 以上の分画を使用した。ペプ
チドは	 Fmoc	 固相合成法によって合成し、マ
ススペクトロメトリーにより正しく合成さ
れていることを確認した。	 
	 
(2)	 ペプチド上で培養した肝細胞の代謝機能
の評価	 
	 肝細胞接着ペプチド上で培養した肝細胞の
代謝機能は、肝分化マーカーの遺伝子発現に
より評価した。肝分化マーカーの遺伝子発現
は、Reverse	 transcriptase-PCR	 または	 Real	 
time-PCR	 法により検出した。肝細胞はペプチ
ドを吸着させた培養プレート上で培養し、経
時的	 (0,	 2,	 6,	 24,	 72	 時間)	 に	 RNA	 を抽出
した。肝分化マーカーの遺伝子として、アル
ブ ミ ン 、 ア ミ ノ 酸 代 謝 酵 素 で あ る	 
TAT:Tyrosine	 aminotransferase ;	 



TO:Tryptophan-2,3-dioxygenase、薬物代謝酵
素では	 Cytochrome	 P450	 (CYP3A1,	 4A3)	 のプ
ライマーを用いて発現を測定した。	 
	 
(3)	 膜型培養基質の作製と機能評価	 
	 カニの甲羅などに多量に含まれるキトサ
ンはヒトに対して抗原性をほとんど持たず、
すでに医療用のキトサン膜として創傷の被
覆に使用されている。本研究では、肝細胞の
積層培養を可能にするため、細胞接着ペプチ
ドをキトサン膜に固定化した膜型培養基質を
作製した。膜型培養基質上で細胞を培養し、
肝細胞の培養に適応できるか検討を行った。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 ラミニンα1	 鎖由来の肝細胞接着ペプ
チドの解析	 
	 これまでに我々の研究室ではラミニン
-111 のα1 鎖全アミノ酸配列を網羅する 321
種類のペプチドを合成し、ヒト線維肉腫細胞
HT-1080を用いて25種類の細胞接着ペプチド
を同定してきた	 (Nomizu	 et	 al.,	 J	 Biol	 Chem,	 
1995	 and	 1998)。そしてラット初代肝細胞を
用いて、これら合成ペプチドの細胞接着活性
を検討したところ、ラミニンα1鎖からは 16
種類のペプチドで肝細胞接着活性がみられ
た。なかでも A13（RQVFQVAYIIIKA,	 mouse	 
laminin	 α1	 chain	 121-133）に強い活性が
みられた（図 1）。さらに、ラット肝細胞を

A13 でコートしたプレート上で培養し、代謝
遺伝子の発現維持を RT-PCR 法にて解析した
ところ、通常の培養プレート上では Tyrosine	 
aminotransferase（TAT）、Tryptophan-2、
3-dioxygenase（TO）、Cytochrome	 P450（CYP）
4A3 といった代謝遺伝子の発現が経時的に消
失していくが、A13 をコートしたプレート上
ではマトリゲルと同様に 72 時間後において
も TAT、TO、CYP4A3 の発現が維持された	 (図

2)。このことから、A13 が肝細胞培養基質と
して有用であることが示された。	 

	 さらに A13 における肝細胞接着活性に必要
な配列を同定するため、A13 の C 末端、N 末
端を欠失させたペプチドの肝細胞接着活性
を測定した。その結果、A13 の N 端側に存在
する Arg、Gln を欠失させたペプチド A13a
（VFQVAYIIIKA）は接着活性を失った。また、
A13 の C	 末端を欠失させたところ、接着活性
は 3 つの Ile を全て欠失させた A13k
（RQVFQVAY）で認められなくなった。このこ
とから、A13j（RQVFQVAYI）が肝細胞接着活
性配列であることが明らかになった。A13 あ
るいは A13j における肝分化マーカー遺伝子
の発現レベルを比較するため Real	 Time-PCR
により定量化を行った。A13 あるいは A13j を
コートしたプレート上で 72時間培養した後、
ラット肝細胞の RNA を抽出し、逆転写反応を
行った。各肝分化マーカー遺伝子として
Albumin、TAT、TO、CYP4A3 について Real	 
Time-PCR を行い、遺伝子発現量を定量的に解
析した。その結果、何もコートしていないプ
レートに比べ A13 上で培養した肝細胞では	 
Albumin、CYP4A3、TAT、TO の遺伝子発現量が
維持された。一方、A13j 上では調べた全ての
遺伝子の発現量は維持されなかった。この結
果、肝細胞の機能維持には A13j の接着活性
部位だけでなく、その周辺のアミノ酸残基も
必要であることが示唆された。	 
	 
(2)	 ラミニンβ1	 およびγ1	 鎖由来の肝細
胞接着ペプチドの探索と解析	 
	 我々の研究室では、ラミニンβ1 鎖および
γ1 鎖の全アミノ酸配列を網羅する 352 種類
のペプチドを合成し、ヒト線維肉腫細胞
HT-1080 を用いて、β1 鎖からは 11 種類	 
(Nomizu	 et 	 al., 	 Arch 	 Biochem 	 Biophys,	 
2000)、γ1 鎖からは 11 種類の細胞接着ペプ
チドを同定している	 (Nomizu	 et	 al.,	 J	 Biol	 
Chem,	 1997)。さらに、ラミニンβ1鎖および
γ1 鎖にも肝細胞接着活性を示すペプチドが
あると予想されることから、肝細胞接着活性
や肝分化マーカー遺伝子の維持を評価した。	 
	 ラット初代肝細胞を用いて、ラミニンβ1
鎖およびγ1 鎖配列由来ペプチドの肝細胞接



着活性を測定した。その結果、B30、B31、B62、
B123、B133、B160、C16、C28、C31 の 9 種類
のペプチドが肝細胞接着活性を示した（図 3）。
なかでも B160 （ VILQQSAADIAR ） と C16
（KAFDITYVRLKF）が A13 やラミニン-111 と同
等の強い肝細胞接着活性を示した。一方、ヒ
ト線維肉腫細胞 HT-1080 に対して強い接着活
性を示した B20、B23、B43、C64、C68 には、
肝細胞接着活性がみられなかった。	 

	 ラット肝細胞を	 A13、B160、C16 でコート
したプレート上で 72 時間培養した後、mRNA
を抽出し、逆転写反応を行った。各肝分化マ
ーカー遺伝子として Albumin、TAT、	 TO、	 
CYP4A3 について Real	 Time-PCR を行い、	 遺
伝子発現量を定量的に解析した。その結果、
Albumin	 と	 CYP4A3	 の遺伝子発現は	 C16 上
で効果的に維持された。TAT	 と	 TO の遺伝子
発現は A13	 と同様に	 B160	 および	 C16 上で
維持された。このことから、ラミニンα1 鎖
以外にも肝細胞の接着や機能維持に関わる
機能部位の存在が示唆された。	 
	 肝細胞接着ペプチドの接着メカニズムを
解明するため、	 へパリン、EDTA、	 抗インテ
グリン抗体による肝細胞接着阻害アッセイ
を行った。その結果、	 A13、B160	 と	 C16	 の
肝細胞接着活性は同様にヘパリンと	 EDTA	 
の両方で阻害され、これらの肝細胞接着メカ
ニズムは 2価カチオン依存性であり、ヘパリ
ンあるいはヘパラン硫酸プロテオグリカン
の関与が示唆された。細胞表面の受容体であ
るインテグリンは 2価カチオン依存的である
ことが知られている。A13、B160、C16 の肝細
胞接着活性が EDTA で阻害されたことから、
インテグリンがこれらのペプチドの細胞受
容体として関与していることが示唆された。

そこで次に、抗β1 インテグリン抗体による
肝細胞接着阻害アッセイを行った。その結果、
A13 は抗β1 インテグリン抗体による接着の
阻害がわずかにみられたが、B160、C16 は阻
害がみられなかった。このことから、β1 サ
ブユニットを含まないインテグリンの関与
が示唆された。	 
	 
(3)	 膜型培養基質の作製と機能評価	 
	 細胞接着活性を持つ合成ペプチドを生体由来の
キトサン膜に結合させた。2	 種類の受容体特異性
の異なる細胞接着ペプチドをキトサン膜に結合さ
せることで細胞の形態を制御することが可能にな
った	 (Yamada	 et	 al.,	 Biopolymers,	 2010;	 Hozumi	 
et	 al.,	 Biomaterials,	 2010)。しかしながら、研
究期間中に肝細胞接着ペプチドを結合させたキト
サン膜の作製にまではいたらなかった。	 
	 
	 以上の研究成果の一部は、バイオマテリアル領
域のトップジャーナルである	 Biomaterials	 誌に
掲載され高い評価を得ることができた	 (Kikkawa	 
et	 al.,	 Biomaterials,	 2009)。残りの部分につい
ても、論文投稿中となっている。また、この論文
の研究内容により、日本結合組織学会から大高賞
が授与された。今後は、複数の肝細胞接着ペプチ
ドをキトサン膜に結合させ、よりラミニン-111	 
そしてマトリゲルの機能に類似した膜状の人
工細胞外マトリックスを目指す。本研究の一部
は、肝細胞癌の細胞接着メカニズム解明へ発展し
ている。	 
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