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研究成果の概要（和文）： 本研究では、肝幹細胞を起点とした肝臓組織の構築過程の可視化系

を確立することを目的とし、肝幹細胞、ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)、ヒト間葉系幹細胞(hMSC)

の三次元共培養法の開発、および、超高速型共焦点顕微鏡を用いた 4Dイメージング系の確立を

試みた。ヒト胎児由来肝臓細胞を HUVEC、hMSCとともにマトリゲル内で三次元共培養を行い、

マウス頭部に作製した観察窓 (クラニアルウインドウ) 内へ移植することにより、マウス血管

からの血流を伴う、ヒト血管網を持つヒト肝臓組織を再構成した。また、共焦点型超高速ライ

ブイメージング顕微鏡によるイメージング系を構築した。これにより、ヒト固形臓器の形成過

程を細胞レベルで解析するための基盤解析技術を確立した。 

 
研究成果の概要（英文）： In this study, we aimed to establish a visualization system to 
monitor liver organogenesis from liver bud in vivo. To this end, we developed a liver 
bud generation method according to the three-dimensional co-culture of human liver stem 
cells, human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and human mesenchymal stem cells 
(hMSC). Next, we established a 4D imaging system using ultra-high-speed confocal 
microscope system. Then we transplanted the human liver bud into the cranial window and 
observed visualized and reconstituted human liver tissue with human vascular network. 
We have established an imaging technology to visualize and analyze the formation of human 
solid organs. 
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１．研究開始当初の背景 

 組織幹細胞は組織を構成する細胞社会の

頂点に位置し、組織の発生や恒常性維持を担

っている。組織幹細胞を起点とした組織構築

過程を理解することは、固形臓器を対象とし

た再生医学の開発において極めて重要な課

題である。固形臓器の発生プロセスにおいて

は、血管ネットワーク形成が重要な役割を担

っていると考えられているものの、その理解

は限定的であった。組織幹細胞を起点とし、
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固形臓器の人為的な再構成法を確立するた

めには、固形臓器の発生プロセスにおける幹

細胞システムと血管ネットワークの相互作

用を明らかにする必要がある。 

 我々の研究グループはこれまでに、免疫不

全 (NOD/SCID) マウスの頭蓋部に作製した

クラニアルウインドウの内部で血管網を異

所性に再構成する技術を確立し、血管系を有

する固形臓器の発生過程を観察するための

要素技術を確立している (Koike N et al.; 

Nature 428: 138-9, 2004)。 

  

２．研究の目的 

 本研究では、特に高度な血管網を有する肝

臓を例に取り、申請者が独自に確立したクラ

ニアルウインドウ内部での血管網の人為的

再構成系において、肝幹細胞を起点とした肝

臓器官形成過程を再現しながら、三次元的に

ライブイメージングを行う為の基盤技術の

開発を試みる。これにより、肝臓の組織構築

過程において、各々の細胞の動態を三次元的

に捉えることが可能な解析基盤を確立する。 

 

３．研究の方法 

(1) クラニアルウインドウ内部におけるマ

ウス胎児肝臓組織の再構成 

 クラニアルウインドウ内において、肝細胞

が分化誘導されるか否かを検証するため、胎

生 13.5日目の EGFPマウスの肝臓細胞をコラ

ーゲン/フィブロネクチンゲル内に包埋した

後、NOD/Scidマウスの頭部に作製したクラニ

アルウインドウ(観察窓)内部に移植した。移

植後、クラニアルウインドウ内で血管網が再

構成されるか否か、また、肝臓細胞の分化が

誘導されるか否かを検討した。 

 

(2) クラニアルウインドウ内におけるヒト

肝幹細胞からの肝臓組織の再構成とイメー

ジング系の確立 

 クラニアルウインドウ内において、ヒト血

管網を持つヒト肝臓組織を再構成すること

が可能か否かを明らかにするため、ヒト肝幹

/前駆細胞をヒト血管内皮細胞 Human 

Umbilical Vascular Endothelial Cells

（HUVEC）、ヒト間葉系幹細胞 (hMSC)ととも

にゲル内で共培養した後、NOD/Scidマウスの

頭部に作製したクラニアルウインドウ(観察

窓)内部に移植した。移植後、クラニアルウ

インドウ内を経時的に観察し、肝臓組織の再

構成過程を検討した。れらのプロセスを可視

化することが可能な超高速型共焦点顕微鏡

による三次元的メージングの条件検討を行

った。 

 

４．研究成果 

(1) クラニアルウインドウ内部におけるマ

ウス胎児肝臓組織の再構成 

 胎生 13.5 日目のマウス胎児肝臓細胞を移

植後、血流を有した血管ネットワーク持つ肝

臓組織の形成が観察された。再構成された組

織は、血管のほか、成体肝臓で特徴的な類洞

構造、胆管構造などの高次構造を有していた

(図 1a-c)。組織解析の結果、移植後 30 日目

において、多核の肝細胞の存在が確認され

(図 1b)、また、サイトケラチンを発現する胆

管上皮細胞も観察された(図 1c)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらのことから、胎児肝臓細胞は、クラニ

アルウインドウ内で成熟した肝細胞あるい

は胆管上皮細胞へと分化誘導されることが

確認された。 

図 1. クラニアルウインドウ内でのマウス肝臓組織
の再構成  



 

 

 

(2) クラニアルウインドウ内におけるヒト

肝幹細胞からの肝臓組織の再構成とイメー

ジング系の確立 

 ヒト肝幹/前駆細胞、HUVEC、hMSC をゲル内

で短期間共培養を行い、クラニアルウインド

ウ内に移植したところ、移植後 3 日目より

HUVEC から成るヒト血管網が形成されること

が明らかとなった (図 2a)。超高速型共焦点

顕微鏡システムを用いてクラニアルウイン

ドウ内のライブイメージングを行ったとこ

ろ、形成されたヒト血管網は長期に渡って維

持されており、さらに、ホストマウスからの

血流を有することが明らかとなった (図 2b)。

また、ヒト血管網の中にヒト肝臓組織が再構

成されることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

再構成された肝臓組織には、アシアロ等タン

パク質レセプター等のマーカーを発現する

肝細胞が多数存在していた。また、これらの

組織中で、基底膜成分である IV 型コラーゲ

ンの発現が確認された。このことから、クラ

ニアルウインドウ内においてヒト肝幹/前駆

細胞、HUVEC、hMSC よりヒト肝臓組織が再構

成されることが明らかとなった。また、これ

らの肝臓組織の再構築過程のイメージング

系を確立することに成功した。 
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