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研究成果の概要（和文）：哺乳類では、口から食物を摂取して消化された物質は腸において吸収・代謝されて、
門脈を経由して肝臓へ運ばれる。肝臓は、運ばれてきた物質を代謝し、エネルギー源として貯蔵または全身へ循
環したり、解毒・排出等、生命維持に必要な役割を担っている。創薬において、腸や肝における動態・代謝・毒
性を調べることは必須であり、多くの動物実験や臨床試験を行っているのが現状である。そこで、本研究では、
ES/iPS細胞から肝組織および腸管上皮組織を作製し、さらに、独自に開発したマイクロ流体デバイスで培養を行
い、薬物代謝試験等に成功した。本成果は、動物実験代替法として大いに期待できる。

研究成果の概要（英文）：In mammals, digested substances taken from mouth were incorporated and 
metabolized at the intestine, and then were delivered to liver through hepatic portal vein. Liver 
plays crucial roles such as energy source accumulation and supply to whole body, detoxification and 
excretion by conjugation. Because, for drug development, it is necessary to investigate kinetics, 
metabolism, and toxicity of drugs in intestine and liver, many animal experiments and clinical 
studies have been carried out. So, we succeeded to establish ES/iPS-derived in vitro drug metabolism
 assay system closed to real intestine and liver, and these ES/iPS-derived intestine and liver 
tissues were cultured on our original fluidic devices. These results must be expected to be animal 
experiment alternatives.  

研究分野： 合成生物学
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１．研究開始当初の背景 
マイクロ流体デバイス技術の進歩は目覚

ましく、単一の細胞培養に留まらず、各臓器
に対応する細胞培養を連結した A Living 
System On A Chip（または Body On A Chip）
を 作 製 す る 試 み が 始 ま っ た （ Nature 
471:661-665, 2012 等）。しかしながら、デバ
イス技術は高水準にある一方で、組織・細胞
側は細胞株（未熟で低機能な腫瘍細胞が主）
を培養する報告がほとんどであり、デバイス
技術と組織・細胞開発に大きな格差がある。 
我々は、マウス ES/iPS 細胞から単に肝細

胞を誘導するのではなく、個体における肝器
官形成を模したプロセスを経由した、つまり、
ES/iPS 細胞の集団の一部を拍動心筋細胞へ
分化誘導した後、その心筋周囲に内皮細胞ネ
ットワークを有する肝様組織を構築可能な
オリジナルの in vitro 肝器官形成モデルの作
製に成功した。さらに、インスリンとグルカ
ゴンを各々産生する細胞の集団（膵島）も誘
導で来ていることを見出し、マウス ES/iPS
細胞から心筋、肝組織、膵島（mouse ES/iPS 
cell-derived in vitro Heart, Liver, and 
Pancreas:iHLPmES/iPS）へと、一つのディッ
シュ内で分化させることに成功している。こ
れまでの単なる初代培養肝細胞や Hep G2 等
の腫瘍肝細胞株とは異なり、iHLPmESはマウ
ス個体の肝臓に近い薬物代謝を示す。さらに
独自に開発したマイクロ流体デバイスを用
いたところ、長期間、高い肝機能を有してい
た。ヒト ES/iPS 細胞と血管内皮細胞をゲル
上で培養することにより、ヒトの in vitro 肝
組織モデルも作出し、チップ化に成功してい
る。 
  
２．研究の目的 
我々は食物を口から摂取・咀嚼し、胃や腸

等の消化器官で消化し、必要な栄養素も毒素
も十二指腸の上皮細胞から吸収する。吸収さ
れた物質は、門脈を経由して肝臓に運ばれ、
肝細胞の類洞側からトランスポーターまた
は自然拡散により肝細胞内へ取り込まれ、代
謝／修飾を受ける。毒性物質は解毒されて胆
管に排出されるが、糖はグリコーゲンや脂肪
として貯蔵され、必要に応じエネルギーに変
換され、多くは血流に乗り全身に回る。各臓
器・組織ではエネルギーを使用し、代謝が行
われ、老廃物（特に毒素であるアンモニア）
が産生されるが、再び肝臓に運ばれて修飾／
分解を受けて排出される。この一連の流れで
は、ホメオスタシスが保たれている。このホ
メオスタシス調節を in vitro システムで構築
しようとする試みが A Living System On A 
Chip（または Body On A Chip）である。こ
のチップの中には、腸、肝、膵、心、肺、神
経、筋等の組織培養を含めている。マイクロ
流体デバイス工学としては現実的になって
きたが、細胞側はこれからである。そこで、
一度にからだ全体のチップ化は現実的には
難しいため、本研究では、薬物を腸から取り

込み、門脈経由で肝に運ばれ、環境に対応し
ながら肝細胞内で代謝／修飾・排出／貯蔵
（一連の過程を動態と呼ぶ）できる「組織高
性能薬物動態チップ：Intelligent Body On A 
Chip」を構築することを目指す。 

 
３．研究の方法 
 in vitro 肝組織モデル(IVL)としては、２つ
の型を作製した。一つは、EHS ゲル上に構築
した内皮細胞ネットワークと初代肝細胞や
ヒト ES/iPS 細胞由来肝細胞を共培養、もう
一方は、マウス ES 細胞から胚様体経由によ
って内皮細胞と肝細胞からなる IVL である。 
 腸管上皮組織は、適切な因子により腸管上
皮や杯細胞等が共存するようにマウス ES 細
胞を分化誘導した。 
 神経組織は化学処理した PA6 細胞フィー
ダー上で分化誘導し、ニューロン、オリゴデ
ンドロサイト、アストロサイトを同時に分化
誘導した。 
 マイクロ培養装置は、各々の組織に適した
設計をおこない、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。 
 
４．研究成果 
 本研究は、マウス ES/iPS 細胞から内皮細
胞と肝細胞が機能的に共存した肝組織、腸管
上皮組織、その他の組織の独立したマイクロ
流体デバイスを連結して、動物実験代替法と
なる、代謝／修飾・排出／貯蔵をおこなう「高
性能組織チップ」を構築し、最小哺乳類 in 
vitro システム(Minimal Mammal)の確立を目
指し研究をおこなった。 
 マウス ES/iPS 細胞由来肝組織のマイクロ
流体デバイスを用いて、デバイス内にアンモ
ニアを供給したところ、デバイスの出口から
尿素を定量することに成功した。腸管上皮組
織に関しては、C2BBe1 細胞を用いて、密着結
合により多孔質膜上に隙間なく接着を維持
でき、設計した流体デバイス上で培養するこ
とに成功した。マウス ES 細胞から腸管上皮
組織への分化誘導も免疫染色および遺伝子
発現において確認できた。嫌気性菌との共培
養のために、低酸素環境下や LPS 含有培地で
の腸管上皮様組織の培養も可能であること
がわかった。また、バクテリア用の培地と細
胞用培地の流路と抵抗値を測定する電極を
設けた流体デバイスを作製した。微生物と腸
管上皮組織の共培養系としての応用が今後
期待できる。これらのマイクロ流体デバイス
においては、培地はシリンジポンプで供給す
るものであり、培地は循環せず、開放型であ
る。これはアンモニアを尿素にして無毒化し
ても尿素を取り除くことができないからで
ある。そこで、腎機能をもたせた透析マイク
ロ流体デバイスを設計・作製することで、尿
素の除去に成功し、マイクロ流体デバイスに
おいて今後、培地を循環型にできることが期
待される。 



 次に、実用化を目指し、安定的な結果をえ
るための肝組織構築に集中して開発を行っ
た。特に、実際の肝組織において肝細胞に次
いで、主たる細胞である内皮細胞、星細胞を
外部から導入した場合の肝組織構築の安定
性を検討し、肝細胞と内皮細胞からなる in 
vitro 肝組織に星細胞株を加えることにより、
ネットワーク構造の長期安定化が示された。 
個体に近い毒性・代謝試験を目指すために、
in vitro 心筋・肝・神経組織各々に薬剤によ
る概日リズムを同調することに成功し、個体
と同様な時間軸による毒性・代謝応答を示す
ことができた。さらに、24時間ごとに薬剤を
添加することで７日間の概日リズムを安定
的に形成させ、長期間の毒性・代謝試験を可
能とすることができた。 
 ES 細胞由来神経組織（ニューロン、オリゴ
デンドロサイト、アストロサイトが共存）に
おいてはβアミロイドの変性状態によるニ
ューロンに対する毒性を示すことができた。
さらに、アンモニア毒性では、ニューロンに
対する毒性の他にアストロサイトの肥大化
や線維化も観察できた。 
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