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研究成果の概要（和文）：現在地球上にある約3万種類ある既存化学物質の安全性評価を行うために、ヒト肝細
胞の三次元培養モジュールを用いた化学物質の毒性評価法の確立のための基礎研究を行った。その結果、①この
モジュールを用いて成人肝細胞の亜急性毒性に必要な１か月間の生存及び機能維持に成功した。②500種類以上
ある肝機能の評価を迅速に行うために188の肝機能関連遺伝子解析用DNAチップを開発し、その再現性の確認を行
った。③胎児肝細胞は成人肝細胞に比べてミトコンドリア（MT)活性が低いことが遺伝子解析等で明らかとな
り、化学物質に対する毒性発現の違いがMT活性の違いに依存している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The toxicity of about 30,000 chemical compounds on the earth should be 
evaluated by using in vitro cell-based assay system including three-dimensional (3D) culture module.
 In this research, (1) we have succeeded in the maintenance of the cell viability and CYP3A4 
activity of the cryopreserved human hepatocytes for about one mont by perfusion culture using this 
3D culture module. (2)We have developed the customized human hepatocyte DNA chip including 188 
hepatic function related genes for rapid analysis of hepatic functions of the cells and confirmed 
the reproducibility of the analysis. (3)It was found by the DNA analysis and so on that the content 
and activity of mitochondria of fetal hepatocytes were lower than those of adult hepatocytes. And it
 was suggested that the toxicity differences of several chemical compounds between fetal and adult 
hepatocytes were depended on their mitochondrial contents and activities.

研究分野：工学
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１．研究開始当初の背景 
化学物質の人体に対する感受性は、成人に
較べて成長期の個体（胎児・新生児）におい
て高いと考えられている。また、胎児期にお
ける健康被害は長期間にわたる場合や、恒久
的な障害が起こる場合があるため、臨床試験
が不可能で、これまで主に動物実験が行われ
てきた。しかし、個体の成長期は、動物実験
の結果からヒトへの外挿が難しい時期でも
あり、また、大量の動物を犠牲にすることに
対する倫理的問題もある。 
一方、わが国では、国際的な化学物質管理
に関する戦略的アプローチ（SAICM）に沿っ
て、2020 年までに、約３万種類ある既存化
学物質の安全性評価を行うことが重要な政
策課題（閣議決定）となっている。 
上記の動物実験による安全性評価のペー
スは、多くとも１年間に約 100件の化合物程
度であり、このままでは、上述の SAICM に
沿って、2020 年までに化学物質の安全性に
ついて網羅的に把握することは困難である。 
そこで、動物実験を代替するヒト胎児細胞お
よび成人細胞を用いた評価系の開発が強く
求められている。取り分け、重要な薬物代謝
器官である肝臓は、胎児において、成人とは
機能に差異があることが知られており、胎児
および成人肝細胞を用いた評価系の開発は、
わが国においても喫緊の課題である。 
このような背景で、肝細胞、あるいは肝ミ
クロソームを用いた毒性評価実験は、これま
でも行われてきた。しかし、図１に示すよう
に、例えばある種の抗生物質の血中・培地中
の濃度変化は、肝細胞単層培養系や肝ミクロ
ソーム実験系では再現できず、唯一肝還流実
験系で再現されている。しかし肝還流実験も
ヒト肝臓では困難であり、そのため、肝組織
と同様な肝細胞の三次元培養系や、培地や血
液などの還流培養を実現するためのモジュ
ールの開発が課題とされてきた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これに対し研究代表者は、2008 年より三
菱レイヨン（株）横浜技術研究所との共同研
究で、同社が有するガス透過性中空糸を利用
した三次元細胞培養モジュール（図 2）の開
発を行い、これまで 8件の特許を登録・公開・
出願してきた。他の細胞に比べ酸素消費速度
の速い肝細胞は、この三次元培養モジュール
での培養に適しており、すでにヒト胎児肝細
胞で約 130日間、成人肝細胞で約 30日間の
長期維持培養に成功している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
 
 

図 2 三次元細胞培養モジュール 

また一方で、研究代表者は、国立医薬品食
品研究所薬理部の石田博士と共同で、ヒト胎
児肝細胞と、そこから誘導した肝幹細胞の一
種の肝芽細胞、そしてその三次元培養系を利
用して、成人肝細胞と胎児肝細胞のトランス
クリプトミクス解析・メタボローム解析を行
い、両者の違いを比較検討した。また種々の
化学物質に対する感受性の違いを評価して
きた。その結果、尿素回路の中間体がヒト成
人肝細胞で多く、その代謝反応に関与する酵
素の発現も胎児肝細胞に比べ成人肝細胞で
上昇しており、胎児の肝臓では成体に比べ、
尿素回路の代謝活性が低いことが示唆され
た。また、同様にグルクロン酸抱合も胎児肝
において低いことが示唆された。さらに、ヒ
ト胎児由来肝細胞とヒト成人肝細胞に、
all-trans レチノイン酸（急性前骨髄性白血
病治療薬）、酢酸鉛（染料）、トリブチルすず
（殺菌剤）、セレン酸ナトリウム（メッキ添
加剤）を暴露し、毒性発現を調べると、胎児
肝由来肝細胞とヒト成人肝細胞で毒性発現
に差異が観察され、胎児・新生児において成
体とは機能に差異があることを示唆する結
果を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの研究成果を活かし、
上述の SAICMを踏まえて、動物実験を代替
するヒト肝細胞を用いた in vitroの化学物質
毒性評価実験系を確立するための知見を得
ることを目的とする。そのために、本研究で
は、化学物質の中心的代謝臓器である肝臓に
ついて、研究代表者が、研究分担者の石田博
士（国立医薬品食品衛生研究所）と行ってき
たヒト胎児および成人肝細胞の三次元培養
に関する知見と、研究協力者の渋谷博士（三
菱レイヨン）と開発してきた三次元培養モジ
ュールを組み合わせて、種々の化学物質のヒ
ト胎児及び成人肝細胞への低濃度長期暴露
による毒性評価（亜急性毒性）などに関する
知見を得ようとするものである。 
 
３．研究の方法 
(1)トランスクリプトミクス解析・メタボロ
ーム解析の結果を踏まえた各種化学物質の
IC50値測定 

図 1 種々の実験系による抗生物質 VP16 の消失パターン

（出典：毒性試験動物代替法、佐藤・佐藤・遠藤編、佐藤哲
男著、榮光堂、1993） 



①尿素回路・グルクロン酸抱合で代謝される
化学物質に対する IC50値測定 
 これまでのヒト胎児肝細胞及び成人肝細
胞のトランスクリプトミクス解析・メタボロ
ーム解析の結果を踏まえ、胎児肝で活性が低
いと予測される尿素回路およびグルクロン
酸抱合で代謝される化学物質（アセトアミノ
フェン（解熱鎮痛剤）とバルプロ酸（抗てん
かん剤）など）に焦点を絞り、両細胞への暴
露実験を行うとともに、その IC50値の違いか
ら、成人と胎児での感受性の違いを推定する。
また、肝臓と同様に、発達期の神経系に影響
すると考えられている化学物質のリストか
ら、トリブチルスズ（殺菌剤・塗料）、酢酸
鉛（染料）、all-trans-レチノイン酸、パー
フルオロオクタンスルホン酸カリウム
（PFOS）についても同様に検討する。ヒト胎
児肝細胞は DS ファーマ社から、成人肝細胞
は BIOPREDIC 社から市販の細胞を購入する。
IC50値の測定には、96 穴プレートの静置培養
と WST-8 アッセイを用いる。 
②化学物質暴露細胞のトランスクリプトミ
クス解析 
 上記の実験系において、IC50値の測定だけ
でなく、化学物質を暴露した細胞から、DNA
及び RNA を抽出し、Gene Chip を用いてトラ
ンスクリプトミクス解析を行う。すでに、化
学物質を暴露していない細胞のトランスク
リプトミクス解析を終えており、両者の比較
から、化学物質の暴露によって変化する遺伝
子の網羅的解析を行い、毒性評価に適したマ
ーカー遺伝子の探索を行う。 
 
（2）三次元培養モジュールを用いた化学物
質の低濃度長期暴露実験 
①本モジュールを用いた上記の化学物質の
IC50値以下の低濃度での長期暴露実験 
 三次元培養モジュールでは、現在、ヒト胎
児肝細胞では 100 日間以上、成人肝細胞では
約 30 日間の機能維持が確認されている。そ
こで、上記の化学物質の IC50値以下の低濃度
での長期暴露実験を、このモジュールを使っ
て行い、亜急性毒性（28 日間連続投与毒性試
験）についても、評価可能かどうかの検証を
行う。細胞の毒性評価は、肝細胞からの漏出
酵素（LDH（乳酸脱水素酵素）・AST（アスパ
ラギン酸アミノトランスフェラーゼ）・ALT
（アラニンアミノトランスフェラーゼ））な
どの活性測定によって行う。 
②化学物質を長期暴露した細胞のトランス
クリプトミクス解析 
 本三次元培養モジュールを用いて、上記の
化学物質を長期暴露した胎児肝細胞及び成
人肝細胞から、DNA 及び RNA を抽出し、Gene 
Chip を用いてトランスクリプトミクス解析
を行う。すでに、化学物質を暴露していない
細胞のトランスクリプトミクス解析を終え
ており、両者の比較から、化学物質の暴露に
よって変化する遺伝子の網羅的解析を行い、
亜急性毒性評価に適したマーカー遺伝子の

探索を行う。 
 
４．研究成果 
（1）トランスクリプトミクス解析・メタボ
ローム解析の結果を踏まえた各種化学物質
の IC50値測定 
 メタボローム解析の結果、胎児肝細胞のエ
ネルギー代謝は解糖系に依存し、成人肝細胞
ではTCA回路に依存していることが示唆され
た。また、胎児肝細胞の尿素回路の活性も低
いことが示唆されたため、両細胞のミトコン
ドリア含有量をフローサイトメーターによ
って解析したところ、胎児肝細胞中のミトコ
ンドリアは、成人肝細胞の約半分ほどの含有
量であることが示された。 
また、５種類の化学物質（トリブチルス
ズ・バルプロ酸・PFOS・レチノイン酸・アセ
トアミノフェン）を暴露し IC50値を測定した
結果、トリブチルスズ、バルプロ酸、アセト
アミノフェンは、胎児肝細胞で感受性が高く
（低いIC50値）、逆にPFOSとレチノイン酸は、
成人肝細胞で感受性が高かった。トリブチル
スズ、バルプロ酸、アセトアミノフェンは、
様々な毒性発生機序が報告されているが、胎
児肝細胞のミトコンドリア活性の低さが原
因となっていることが示唆され、メタボロー
ム解析の結果と一致した。これによって、今
後、ミトコンドリア活性に影響を与える化学
物質は、胎児肝細胞への毒性の感受性が高ま
ることが予測された。 
 肝細胞は、その機能が 500 種類以上にわた
るため、研究者によって、その焦点を当てる
機能が異なることがあり、その結果を比較し
づらい点が存在する。そのため、肝機能の標
準的な解析方法として、肝機能評価用の DNA
チップ（ Genopal® customized Hepatocyte 
chip）を三菱レイヨン社と共同で開発した。
このチップには、遺伝子発現量を基準化する
ためのハウスキーピング遺伝子5を含む肝機
能に関する遺伝子188を搭載している。まず、
この DNA チップの再現性を確認した結果、良
好な相関性と再現性を得ることができた。ま
た、このチップを使って、アセトアミノフェ
ン代謝に関わる遺伝子の発現解析を行った
ところ、主たる代謝経路のグルクロン酸抱合
（UDP－グルクロン酸転移酵素（UGT1A1）の
発現量が成人に比べて胎児肝では約1/500と
低く、その結果、強い毒性を持つ N-アセチル
-p-ベンゾキノンイミン（NAPQI）が胎児で生
成しやすいことが示唆された。 
（2）三次元培養モジュールを用いた化学物
質の低濃度長期暴露実験 
 肝細胞を用いた化学物質の亜急性毒性試
験法の確立には、より長期間の肝細胞の維持
培養が必要であるため、まず長期維持培養に
ついて、本モジュールを用いて検討を行った。
その結果、108cells/cm3-module の高細胞密度
状態で、最長 156 日間の維持培養が可能であ
った。また、ヒト肝細胞において、薬物を含
む化学物質代謝の中心酵素である CYP3A4 活



性も、培養 131 日まで生体内と同じレベルの
活性を有していることが明らかとなった。 
 また、製薬企業等との聞き取り調査によっ
て、亜急性毒性を示す薬物の代表として、抗
糖尿病治療薬トログリタゾンによる肝障害
が有名であることことが判明したため、その
薬物の低濃度長期暴露実験の条件設定を行
い、三次元モジュール内での細胞の生存評価
法などについて、基礎的知見を得ることがで
きた。 
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