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[1．背景]  薬物性肝障害は，薬剤代謝に起因する肝臓の炎症および機能障害であり [1]，新薬

開発における安全性評価の重要な対象である．現在，非臨床試験における薬物性肝障害の評

価には，主に動物実験が用いられているが，種差によりヒトでの薬物応答を十分に予測する

ことは困難である．そのため，薬物性肝障害は，新薬候補化合物の臨床試験中止や既存薬の

市場撤退を招く主要因の一つとなっている [2]． 

近年，動物実験の代替法としてヒト由来細胞を用いた in vitroモデルが注目されている．しか

し，ウェルプレートなどを用いた従来の培養法では，肝組織に特徴的な細胞外マトリクスや

類洞血管構造を十分に再現できず，薬剤の拡散や濃度勾配を含む生理的な肝微小環境の模倣

には限界がある．ヒト肝スフェロイドは比較的高い肝機能を維持できる一方，血管構造を欠

くため，大型化に伴い内部の低酸素化や壊死が生じ，機能低下を引き起こすという課題があ

る [3]． 

そこで，微小空間内でヒト由来細胞を培養し，臓器機能を再現する生体模倣システム

（microphysiological systems, MPS）が注目されている．既存の肝臓MPSでは，肝細胞と血

管内皮細胞を共培養し，肝血管内外の物質交換を再現する試みが行われてきたが，多くは半

透膜を介した二次元培養系であり [4]，三次元肝組織内部への酸素・物質輸送を担う血管網の

再現が不十分である． 

そこで本研究では，ヒト肝スフェロイド内に三次元かつ灌流可能な血管網を実装した肝臓

MPSの構築を目的とした．肝細胞，肝類洞内皮細胞（liver sinusoidal endothelial cells, 

LSECs）および肺線維芽細胞（lung fibroblasts, LFs）から共培養肝スフェロイドを作製し，

ハイドロゲル中でマイクロ流路内に培養することで，スフェロイドと一体化した血管構造を

形成した．さらに，血管構造，物質拡散，肝機能を評価した． 

 

[2．実験手法]  本実験では，3チャネル型マイクロ流体デバイスを用いた．デバイスは，中央

チャネルとその両側に配置された2本のサイドチャネルから構成され，チャネル間はマイク

ロピラーにより仕切られている．中央チャネル幅，サイドチャネル幅，チャネル高さはそれ

ぞれ，1.5 mm，1 mm，100 μmとした．デバイスはPDMSを用いてソフトリソグラフィによ

り作製した． 
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本研究では，HepaRG肝がん細胞株，LSECs，LFsおよび type I collagenを含んだスフェロ

イドを，メチルセルロース含有培地を用いた急速凝集法で作製した[5]．各スフェロイドの細

胞比は，HepaRG:LSECs:LFs = 1:2:2とした．スフェロイド作製後，LFsを含むゲルとともに

センターチャネルへ導入した．ゲルは，fibrinogen，aprotinin，type I collagen，thrombinの最

終濃度が，それぞれ5.0 mg/mL，0.15 U/mL，2.0 ng/mLおよび0.5 U/mLとなるよう調製し

た．ゲル内のLFsの最終濃度は7.0 × 106 cells/mLとした．翌日，ヒト臍帯静脈内皮細胞

（human umbilical vein endothelial cells, HUVECs）を5.0 × 106 cells/mL含む細胞懸濁液をサ

イドチャネルに導入し，デバイスを傾斜させることでマイクロピラーおよびゲル表面に接着

させた．この日をDay 0とし，37℃，5% CO2下で約2週間培養した．培地には Endothelial 

Cell Growth Medium-2（EGM2）を用いた． 

培養は，静置培養条件および動的培養条件で行った．静置培養条件では，デバイスを

37℃，5% CO2下で静置した．動的培養条件では，デバイスを同条件下でロッキング式振とう

培養器上に設置し，チャネル内に重力駆動性の培地流を誘導した． 

血管形態評価には，蛍光顕微鏡および10倍対物レンズを用いてDay 1，3，5，7，9に取得

した画像を用いた．取得画像に対してノイズ除去および二値化を行った後，血管占有面積，

総血管長および血管分岐点数を算出した．血管占有面積および総血管長を血管量の指標，血

管分岐点数を血管網の複雑性の指標とした．物質輸送評価では，共焦点顕微鏡を用いてDay 

13における蛍光標識マイクロビーズおよび蛍光標識アルブミンの挙動を観察した．マイクロ

ビーズの血管網内への流入を灌流性の指標，アルブミン分布変化を拡散性の指標とした．ま

た，スフェロイド内部の血管の局在を評価するため，スフェロイド凍結切片を作製し，血管

内皮マーカーであるCD31に対する免疫染色を行った． 

肝機能評価では，凍結切片を用いてアルブミンおよびMRP2に対する免疫染色を行った．

さらに，代表的な肝機能指標として，アルブミン産生量および尿素合成量を測定した．Day 

4，6，8，10，12に各デバイスから培養上清を回収し上清中のアルブミン量尿素量をそれぞ

れ enzyme linked immunosorbent assay（ELISA），蛍光比色法により定量した． 

 

[3．結果・考察] MPS培養条件下において，メチルセルロース含有培地を用いた急速凝集法

により作製したスフェロイドを導入した場合は，96 wellプレート内で5日間自然凝集させた

スフェロイドを導入した場合と比較して，Day 7以降における血管占有面積，総血管長およ

び血管分岐点数が有意に増加した．また，約1週間の培養により，スフェロイドから伸長し

たLSECs由来血管と，サイドチャネルから伸長したHUVECs由来血管が吻合する様子が観

察された．血管吻合後，片側のサイドチャネルに導入したマイクロビーズが，血管網を介し

てスフェロイドに到達した後，反対側のサイドチャネルへ流出したことから，本モデルにお

いて灌流可能な血管網が形成されたことが示された．拡散評価の結果，アルブミンは血管網

内への導入後約20分間，血管内に保持された．その後，血管外への漏出が経時的に認めら

れ，導入後約2時間で血管内外の蛍光強度は概ね平衡に達した．凍結切片を用いた免疫染色



  P-14 

により，スフェロイド内部にCD31陽性の管腔様構造が確認された．この結果から，スフェ

ロイド内にも血管腔様構造が形成されていることが示された．以上より，本モデルでは，ス

フェロイド内外を接続する灌流可能な血管網が形成され，スフェロイド内部への物質輸送に

寄与しうることが示唆された． 

肝機能評価について，Day 8における血管化スフェロイドのアルブミン産生量は，二次元

培養された初代培養肝細胞の文献値と同程度であった [6]．MPS培養条件間の比較では，

HUVECsを播種しない非血管化静置培養条件と比較して，血管化静置培養条件においてDay 

6およびDay 12のアルブミン産生量が有意に高値を示した．このことから，血管化がアルブ

ミン産生能の維持または向上に寄与することが示された．さらに，血管化動的培養条件で

は，血管化静置培養条件と比較して，アルブミン産生量が約2倍に増加した．これは，ロッ

キングによる重力駆動性の培地流が，培地成分および酸素の輸送を促進し，アルブミン産生

能の向上に寄与した可能性を示している．一方，尿素合成量はいずれのMPS培養条件におい

ても，二次元培養された培養された初代培養肝細胞の文献値の約2–3倍で推移した [6]． 

 

[4．結論]  本研究では，ヒト肝スフェロイド内に三次元かつ灌流可能な血管網を有する肝臓

MPSを構築し，MPS培養において肝スフェロイド内外を接続する血管構造の形成に成功し

た．マイクロビーズの灌流およびアルブミンの拡散評価により，その血管網の灌流性と，血

管から周囲組織への局所的な物質拡散が示された．さらに，血管化および動的培養によって

アルブミン産生能が向上し，尿素合成能も高い状態で維持されることが明らかとなった．以

上より，本モデルは，血管構造，物質輸送および肝機能を備えた肝臓MPSとして有用である

ことが示された． 
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