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研究成果の概要（和文）： 

ＥＨＳゲル上に培養した内皮細胞ネットワークに、初代培養肝細胞、門脈結紮誘導肝幹細胞、

またはヒトES/iPS細胞由来肝細胞を播種してin vitro 肝組織を構築した。このin vitro肝組織に

よるアセトアミノフェン誘導肝障害モデルを作製し、メタボローム解析をおこなった。このin 
vitro肝組織をマイクロ培養装置で培養し、高肝機能な肝組織地チップを開発した。我々の開発

した肝組織チップは今後の薬物動態試験への応用に期待できる。 

研究成果の概要（英文）： 
  We have succeeded to establish to construct in vitro liver model culturing primary 
hepatocytes, portal vein-ligation-induced hepatic stem cells, or human ES/iPS cell-derived 
hepatocytes with the networks of endothelial cells on EHS gels.  The culture of these in 
vitro liver models in our original microfluidic system had significantly larger advantages 
for liver specific potentials compared to the non-fluidic.  Our results lead strong 
expectation of our in vitro liver chips for application of drug metabolism and disposition.  
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１．研究開始当初の背景 

マウスＥＳ細胞を分化誘導した集団の中

に肝細胞特異的な遺伝子発現を確認した報

告(Hamazaki et al, 2001; Chinzei et al,

 2002; Jones et al, 2002など)があるが、

これらの研究ではＥＳ細胞集団全体を単一の

細胞種へ均一に分化誘導する方法の確立に全

力が注がれてきた。しかし、我々は、肝器官

（肝組織）の発生に必要な環境（心筋細胞や

血管内皮細胞）を全て同じＥＳ細胞から作り

出し、ＥＳ細胞集団の一部を肝組織へ分化誘

導するin vitroシステム（IVLmES : in vitro 
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liver derived from mouse ES cells）の確立

に成功した(Stem Cells, 2005)。我々の手法

は、ＥＳ細胞が万能であることを利用し、肝

細胞のみならず肝臓が発生するためのニッチ

形成に必要な心筋細胞や肝非実質細胞も同時

に分化誘導する独創的なシステムである。 

 
２．研究の目的 

肝臓は薬物の代謝・解毒やアルブミンや血

液凝固因子といった生命維持に必要不可欠な

タンパク質産生等、我々が生存するために必

須な役割を担っている臓器である。また、創

薬研究における薬物代謝評価のためにヒト肝

臓のミクロゾームや実験動物による解析が行

われているが、肝臓の実質細胞（肝細胞）を

培養し解析に用いることができれば動物実験

を代替しうると思われる。しかしながら、肝

細胞を培養すると、長期間の生存は難しく、

肝機能も速やかに失うことが問題となってい

る。研究代表者の田川は、肝細胞が長期間培

養でき、高機能を維持できるためには肝組織

の再構築が必要なのではないかと考えた。 

そこで、本課題では、再構築「肝組織」を

マイクロ培養装置で培養した「肝組織チッ

プ」を開発し、薬物代謝試験への実用化を目

指すものである。従来までの肝細胞のみの肝

細胞チップの開発研究と異なり、「肝組織チ

ップ」が本提案の特色である。 
 
３．研究の方法 

肝細胞の種類によって２つの型の IVL を

作製した。初代肝細胞、門脈結紮誘導肝幹細

胞、ヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞は EHS ゲル

上に構築した内皮細胞ネットワークとの共

培養による、マウス ES 細胞の場合は胚様体

経由による IVL である。 

門脈結紮肝幹細胞は、麻酔下のマウスを開

腹し、７０％肝側の門脈を結紮した後閉腹し、

１週間後に肝臓をコラゲナーゼ処理して非

実質画分から増殖性の細胞を株化した。 

マイクロ培養装置は、蓋の開閉式チップを

設計し、ポリジメチルシロキサン（PDMS）

により作製した。培地はシリンジポンプによ

り培養槽内へ供給した。この再構築型肝組織

チップを培地フロー条件下で培養し、アンモ

ニア代謝を比色定量法、テストステロンとい

ったさまざまな物質に対するＣＹＰ活性を

ＨＰＬＣとＬＣ－ＭＳや肝特異的遺伝子発

現をＲＴ－ＰＣＲで検討した。 

 
４．研究成果 

第一に、マウス初代肝細胞、内皮細胞株と

バイオマテリアル（ＥＨＳゲル）の３者の組

み合わせにより再構築した肝組織（IVLPH&EC／EHS

）を用いて、解熱剤であるが大量摂取すると

肝毒性を示すアセトアミノフェンによる反応

を観察した。マウス個体同様に我々の初代培

養肝細胞の肝組織を用いた系では肝毒性が通

常の初代培養法に比べて顕著に高いことを確

認した。メタボローム解析をおこない、アセ

トアミフェンの代謝を確認し、さらにその際

の様々な代謝物の変化を解析した。さらに、

IVLPH&EC／EHSを我々が独自に開発した蓋開

閉式培地フローチップ内で培養した。この肝

組織チップによるフロー培養は、通常の培地

のフローなしバッチ培養に比較して有意に肝

機能（尿素合成能、チトクロームＰ４５0アイ

ソザイム活性能）が有意に高かった。  

第二に、マウス肝門脈を結紮することによ

り、結紮、非結紮葉ともにから肝前駆細胞（

肝幹細胞）株を樹立することに成功し、この

細胞は肝細胞と胆管上皮細胞の両方向に分化

できる能力を有することを確認した。 

第三に、内皮細胞ネットワークと共培養に

よりヒトｉＰＳ細胞およびヒトES細胞から

肝様組織（IVLhES/iPS&EC／EHS）を誘導するこ

とに成功した。この分化誘導における分子生

物学的な解析をおこない、成熟肝細胞への分



化を確認した。 

第四に、これまでのシングル流路マイクロ

培養装置を４流路に設計し、肝細胞培養とし

て利用できることを確認した。 

第五に、 肝臓潅流モデルにおけるアンモ

ニアからの尿素合成をモニターし、オルニチ

ン投与によりその尿素合成が促進されること

を確認した。そこで、マウスES細胞由来肝組

織において、同様に、アンモニアやオルニチ

ンの添加による反応を解析したところ、肝臓

潅流モデルの場合と同様な反応性を確認でき

た。このことは、尿素サイクルの一部がミト

コンドリア内で反応が起きていることからも

、ミトコンドリアの活性やミトコンドリアへ

の流入・排出のトランスポーターが働いてい

ることを示している。また、色素などの肝細

胞への取り込み・反応・局所的排出も確認で

きたとことから、マウスES細胞由来肝組織の

肝細胞には細胞極性が構築されており、特に

微小胆管への代謝物の排出が確認できたこと

は、今後の薬物動態試験への応用に期待でき

る。 

 以上のことから、本研究では、肝細胞とし

ての細胞ソースを絞り込むことなく、目的に

応じ、長期培養可能から短期培養高機能なも

のまでの IVL を構築し、その肝組織チップ化

することにより in vivo にちかい肝臓モデル

の構築に成功し、目標であった実用化に限り

なく近づいたと思われる。 
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