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研究成果の概要（和文）：医薬品開発での肝毒性評価に使用するための肝機能を保持した肝細胞を培養する基材
開発を目指し、樹木由来のセルロースナノファイバーと水産資源のキチンナノファイバーを用いて肝細胞および
肝機能を支える細胞（肝非実質細胞）のそれぞれに適した基材を探索した。その結果、肝細胞のモデルとして肝
がん細胞(HepG2)の培養を行ったところ、肝機能の指標であるアルブミン産生能が向上する基材や、肝非実質細
胞の増殖因子産生能の向上が期待される基材の発掘に成功した。

研究成果の概要（英文）：I aimed to develop a substrate for culturing hepatocytes that retain liver 
function for use in hepatotoxicity evaluation in drug development. I used cellulose nanofibers 
derived from wood and chitin nanofibers from crab shell to explore suitable substrates for both 
hepatocytes and cells that support liver function (hepatic non-parenchymal cells). As a result, we 
succeeded in finding a substrate that improves albumin production, which is an indicator of liver 
function, and a substrate that is expected to improve growth factor production in hepatic 
non-parenchymal cells when hepatocellular carcinoma cells (HepG2) were cultured as a model for 
hepatocytes.

研究分野：木質科学・生体分子化学・生体医工学

キーワード： セルロース　キチン　細胞培養基材

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、セルロースナノファイバーへ導入する官能基量や官能基の種類、繊維長によって肝細胞の凝集塊
のサイズ制御や細胞接着性を制御できることがわかり、基材の物性と細胞培養挙動の関係を詳細に検討すること
で、多糖基材への細胞接着・非接着のメカニズム解明が期待される。また、多糖基材で培養した肝細胞のアルブ
ミン産生能が向上していたことから、肝毒性評価の新たなプラットフォーム構築へとつながり、創薬支援基盤と
なることが期待される。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
肝臓は生体内外の物質の代謝、解毒、排出などに関与する主要な臓器であり、体内に投与され
た医薬品は主に肝細胞でシトクロム P450 (CYP) などの薬物代謝酵素により代謝される。薬物
の代謝によって生じる肝毒性は、医薬品候補化合物の開発中止となる主要な有害事象である。現
在、肝毒性の評価はモデル動物を用いた in vivo 試験や、HepG2 細胞などのヒト由来の肝ガン
細胞株、ヒト初代培養肝細胞を用いた in vitro試験が行われている。しかし、動物を用いた試験
ではヒト特異的な毒性を予測することは困難であり、HepG2細胞では CYP活性が極めて低く、
CYP による代謝に関連した毒性を評価できない。また、ヒト初代培養肝細胞は入手機会に限り
があるため高価であり、ロット差が極めて大きいため、安定した毒性評価を行うことが困難であ
る。以上から、安定に使用できるヒト由来の細胞系を用いた肝毒性評価系の確立が望まれている。
そこで、無限に増殖が可能なヒト iPS (induced Pluripotent Stem) 細胞から分化誘導した肝細
胞を使用できれば、従来の毒性評価の問題点が克服でき、肝毒性評価のための新しい細胞ソース
として期待されている。すでに、iPS細胞から肝細胞への分化方法については、様々な研究者に
より報告されているが、分化させた肝細胞の CYP活性は初代培養肝細胞に比べて低く、さらな
る改善が求められている。 
一方、林産系ナノ素材として注目されている樹木由来セルロースナノファイバー (CNF) は、
天然に豊富に存在する構造多糖類であり、ナノメートルオーダーの明確な規則的構造を持つ「人
工合成不可能な」天然新素材としてのポテンシャルがある。また、CNFを TEMPO触媒で酸化
することで、結晶界面に規則的にカルボキシ基を導入できる。また。近年では、硫酸化やリン酸
化によるセルロースナノファイバーの調製方法も確立されており、CNF を使うことで初めて発
現する未知機能の発見と、新しいマテリアル設計戦略が強く希求されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ナノファイバー形態のセルロースと
キチンを用いて生体内で細胞を取り囲んでいる細
胞外マトリックス (ECM) を模倣して、iPS 細胞
由来の肝細胞と肝細胞の生存を支える肝非実質細
胞である類洞内皮細胞のそれぞれの細胞の生育環
境に適した培養基材を作製し、2 種の細胞が相互
にコミュニケーションを取れる環境を作ること
で、CYP活性やアルブミン産生能などの肝細胞機
能を向上させることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
物理解繊 CNFを TEMPO酸化し、次亜塩素酸ナ
トリウムの添加量でカルボキシ基の導入量を制御
することで TOCNF (COOH: 0.31–1.60 mmol/g) 
を得た。繊維長の短い CNF から調製した短繊維 
TOCNF (Sf-TOCNF) や、マーセル化処理によっ
てセルロースの結晶形に変化を持たせたマーセル
化 TOCNF (Mer-TOCNF) 、カルボキシメチル化
CNF (CM-CNF) も作製した。各ナノファイバー水分散液 (0.3–0.4 wt%) を 200 µL ずつカバ
ーガラス (直径 15 mm) に塗布し、室温で乾燥させたものを基材として細胞培養試験に供した。
細胞培養試験では、滅菌した基材を設置した 24-well プレートに肝細胞のモデルとして、ヒト肝
がん細胞 (HepG2 細胞) を播種し、3 日間から 9 日間培養した。培養後の細胞に対し、Cell 
Counting Kit-8での細胞数計測、カルセイン AMと Propidium iodideによる生細胞・死細胞の
同時染色、リアルタイム PCRによる遺伝子発現量の定量や、ELISAによるアルブミン産生量の
定量を行った。また、類洞内皮細胞のモデルとして、不死化ヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (HUEhT-
1) をキチンナノファイバー (CtNF) や各種 CNF 基材上で培養を行い、リアルタイム PCR に
よる肝細胞増殖因子の定量を行った。 
 
４．研究成果 
 
肝細胞は平面で培養する場合よりも 3D 培養を行うことで肝機能が向上することが知られてい
ることから、CNF 基材上でスフェロイドを形成させることで肝機能が向上すると考え、肝細胞
のモデルとしてHepG2細胞を用いて、各種 CNF 基材上での培養を行った。その結果、TOCNF



基材上では HepG2 細胞がスフェロイ
ドを形成することが確認された。さら
に、マーセル化した TOCNF 基材 
(Mer-TOCNF) や、カルボキシメチル
化 CNF (CM-CNF) 基材にも細胞は接
着せず、TOCNF と比べて大きな凝集
塊を形成し、スフェロイド内部は死細
胞が多くみられた。これは、凝集が大
きくなりすぎたために、内部での酸素
や栄養の供給が滞ったことに起因する
と考えられる。CNFの官能基量や種類
によってスフェロイドのサイズ制御が
可能であることが示唆された。一方、
繊維長の短い TOCNF (Sf-TOCNF) 
を用いて同様に培養を行ったところ、HepG2細胞が接着し、良好な細胞増殖性を示した。 
続いて、肝機能の評価として、各基材
で培養した HepG2 細胞が培地中に分
泌したアルブミンを ELISA で定量し
た。平面培養 (TCPS) と比較して、
CNF基材上で培養したHepG2細胞は
およそ 4 倍のアルブミンを分泌してい
た。一方、TCPS と同様に平面培養さ
れた Sf-TOCNF 基材上のHepG2細胞
のアルブミン産生能は、TCPS と同程
度であった。 
さらに、肝細胞の働きを支える類洞内

皮細胞のモデルとして、不死化ヒト臍

帯静脈血管内皮細胞 (HUEhT-1) を
用いて、多糖ナノファイバー基材上での

培養を行った。当初の予定では、HUEhT-
1細胞は CtNF 基材への接着が可能であ

ると予想していたが、実際に培養を行う

と、接着性は見られず、死細胞が多く目

立っていた。一方、TOCNF や硫酸化

CNF 基材上で培養を行うと、ポジテイブ

コントロールのコラーゲン (Col-I) と同

等の良好な細胞接着性と増殖性が確認

された。HUEhT-1細胞を培養する際に、

培地中へ内皮細胞増殖因子を添加して

いるが、増殖因子は一般的に分解されや

すいと考えられている。硫酸化 CNF 基

材では、これらの増殖因子が基材へ吸着

することで、細胞周辺の局所的な濃度が

増加した、もしくは、基材への吸着によ

り安定性が向上し、分解されにくくなっ

たことで HUEhT-1細胞の良好な細胞増

殖性につながった可能性がある。また、

肝細胞の働きを支えるための増殖因子

として、肝細胞増殖因子 (HGF) の遺伝

子をリアルタイム PCR で定量したとこ

ろ、硫酸化 CNF 基材上で培養した

HUEhT-1 細胞では HGF 遺伝子の発現

量が増加することが確認された。そのほ

かにも HepG2 細胞と HUEhT-1 細胞の
共培養による肝機能向上の検討も行っ

たが、細胞数の評価が困難であったこと

から、今後、それぞれの細胞を識別する

色素を保有させた状態で肝機能の評価を行い、肝機能を高度に保持する条件を確定させて、iPS
細胞由来の肝細胞を用いた検討を行うことで、多糖ナノファイバー基材と肝細胞を用いた創薬

支援基盤の構築につながると考えられる。 

HepG2培養6⽇後の細胞の様⼦
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