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要旨 

ヒト多能性幹細胞を用いた肝臓の発生機構の研究は、新たな分化誘導法の探

索を通して、創薬や再生医療の発展に貢献する。これまで、薬物代謝やタンパク

質合成などの肝機能の中心を担う肝実質細胞への分化機構が解明されてきた。

しかし、肝発生において、分化した肝実質細胞の機能発現に重要とされる血管の

形成機構については未だ不明な点が多い。 

生体内では、肝臓原基（肝芽）において血管が形成し、その際、肝芽は心臓原

基に隣接する。心臓原基由来の化学的因子（線維芽細胞増殖因子）は肝芽を構成

する肝芽細胞への分化を促進するが、血管形成を促進しない。一方、肝再生時に

は、伸展刺激による血管形成因子の増強を通して、血管形成が促進される。そこ

で、肝発生時の血管形成を促進する因子として、心臓原基の拍動による物理的因

子に着目した。拍動は、肝芽に伸展や圧縮などの機械的刺激を与える可能性があ

る。本研究では、ヒト ES細胞由来の肝芽細胞において、周期的伸展刺激が血管

形成因子の生成に与える影響とその機構を明らかにすることを目指した。 

まず、空圧により、直径 3 mmの円形の平面膜が円蓋状に変形することで、膜

上の細胞へ伸展刺激を付与するマイクロデバイスを設計・開発した。続いて、本

デバイス上で、先行研究の分化誘導法を改善し、ヒト ES細胞から肝芽細胞へ分

化誘導した。分化誘導した細胞が Keratin19、Forkhead box A2、Hepatocyte nuclear 

factor 4などの肝芽細胞マーカーを発現していることを確認した。また、分化誘

導した細胞は、KDR（Kinase-insert Domain Receptor）陽性細胞を含有しており、

生体内の肝芽細胞と同様の分化能も有していたことから、肝芽細胞であること

を確認した。 

次に、肝芽細胞に伸展刺激を付与した後、肝実質細胞へ分化誘導した。分化誘

導した細胞において、肝実質細胞マーカーの Albumin分泌量と Cytochrome P450 

3A活性が、伸展刺激の影響を受けないことを確認した。その後、RNA-seqによ
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り周期的伸展刺激が肝芽細胞の遺伝子発現へ与える影響を解析した。伸展刺激

により有意に発現量が上昇した遺伝子を Gene Ontology解析したところ、形態・

血管形成に関連する遺伝子が高く発現していた。KDR 陽性細胞および KDR 陰

性細胞をそれぞれ分取、培養した時、肝芽の血管形成に関わる Hepatocyte growth 

factor（HGF）とMatrix metalloproteinase9（MMP9）の生成量と分泌量は、いずれ

の場合も伸展刺激により増加しなかった。一方、KDR 陽性細胞と KDR 陰性細

胞を共培養した時、HGFとMMP9の生成量と分泌量はともに増加した。 

本研究では、肝芽細胞の分化能について、周期的伸展刺激付与による変化がな

いことを明らかにした。その後、ヒト ES細胞由来の肝芽細胞において、周期的

伸展刺激が血管形成に関わる遺伝子の発現、タンパク質の生成・分泌を促進する

ことを明らかにした。この促進には伸展刺激だけではなく、肝芽細胞の KDR陽

性細胞と KDR陰性細胞の共培養が必要であった。本研究成果は、肝臓の発生機

構の解明や新たな分化誘導法の開発に繋がると期待できる。 
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略語表 

AAT Alpha-1-antitrypsin 

AFP Alpha fetoprotein 

ALB Albumin 

BMP4 Bone morphogenetic protein 4 

CXCR4 

CYPファミリー 

C-X-C chemokine receptor type 4 

Cytochrome P450ファミリー 

CYP3A 

DAPI 

Cytochrome P450 3A 

4’,6-diamidino-2-phenylindole 

DEGs Differential gene expression 

DMEM/F12 Dulbecco's modified eagle medium ： nutrient 

mixture F-12 

D-PBS Dulbecco's phosphate-buffered-saline (no calcium, 

no magnesium) 

ELISA Enzyme-linked immuno-sorbent assay 

ES細胞 Embryonic stem 細胞 

FBS Fetal bovine serum 

FGF2 Fibroblast growth factor 2 

GO解析 Gene ontology解析 

HGF Hepatocyte growth factor 

HHEX Haematopoietically expressed homeobox protein 

HNF4α Hepatocyte nuclear factor 4α 

iPS細胞 Induced pluripotent stem細胞 

KDR Kinase-insert domain receptor 

KRT19 Keratin 19 
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MMP2 Matrix metalloproteinase 2 

MMP9 Matrix metalloproteinase 9 

mTeSRTM1 modified Tenneille serum replacer 1 

NEAA Eagle's minimum essential medium non-essential 

amino acid solution without L-glutamine, liquid, 

sterile-filtered bioreagent suitable for cell-culture  

OCT4 Octamer-binding transcription factor 4 

PDMS Polydimethylsiloxane 

RLU Relative light units  

RNA-seq RNA sequence 

ROCK Rho-associated kinase 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

RT-qPCR Real-time quantitative PCR 

SEM Scanning electron microscope 

SOX17 Sex determining region Y box 17 

SSEA1 Stage-specific embryonic antigen 1 

SSEA4 Stage-specific embryonic antigen 4 

TRA-1-60 Tumor-related antigen 1-60 

VEGFR2 Vascular endothelial growth factor receptor 2 
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1.1. ヒト多能性幹細胞を用いた分化機構の解明 

ヒト多能性幹細胞である ES 細胞(1)が初めて確立されて以降、ヒト多能性幹

細胞を効率的に維持培養する技術が開発されてきた。特に、ROCK 阻害剤

（Y27632）の添加による多能性幹細胞のシングルセル継代法の確立は、ヒト多

能性幹細胞が有する高い自己増殖能と多分化能を最大限に活用し、大量培養を

容易にしたと言える(2, 3)。そのような維持培養技術の発展を背景として、ES細

胞と iPS 細胞(4)などのヒト多能性幹細胞は、その高い自己増殖能と多分化能に

より、発生生物学、再生医学、臨床薬学など多岐にわたる研究領域の発展に寄与

することが期待されてきた。例えば、発生生物学の分野においては、ヒト多能性

幹細胞を用いることで、生体内での研究が困難な細胞の分化機構が解明されて

きた(5‒7)。 

 

1.2. ヒト多能性幹細胞由来肝実質細胞の成熟していない肝機能 

ヒト多能性幹細胞を用いた細胞の分化機構の研究の中でも、肝臓の主要細胞

である肝実質細胞への分化が着目されてきた(8‒12)。その理由として、内分泌系

のホルモン分泌や外分泌系の胆汁分泌の他、グリコーゲンの貯蔵、CYP ファミ

リーなどによる薬物解毒、代謝の制御、コレステロールの合成と輸送、尿素代謝、

ALB やアポリポタンパク質を含む広範な血漿タンパク質の分泌を肝実質細胞が

担っていることが挙げられる(13)。また、肝線維症、肝炎、肝臓癌などの肝疾患

は罹患率・死亡率ともに高く、米国の成人の死亡原因の第 4位となっており(13)、

ヒト多能性幹細胞から肝実質細胞への分化誘導に関する研究は、新規分化誘導

法の探索を通して、肝疾患に対する創薬の開発や肝移植に寄与すると期待され

ている(14)。特に、重度の肝疾患の患者に対して肝移植が効果的な治療であるが、

ドナー不足や拒絶反応などの問題により、肝移植に必要な灌流可能な血管を有

した、ヒト多能性幹細胞由来の肝実質細胞を含む肝臓作製が急務である(14)。 
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これまでの研究によって、ヒト多能性幹細胞から胚性内胚葉細胞と肝芽細胞

を経て、さらに肝実質細胞へと分化誘導する過程で必要な化学的因子や転写因

子が一部明らかになっている。例えば、胚性内胚葉細胞から肝芽細胞への分化に

必要な化学的因子として BMP4 と FGF2 が必要であること(9, 11)、肝芽細胞へ

の運命決定に関わる転写因子は FOXA2 が重要な転写因子であること(12)など

が挙げられる。しかし、従来の分化誘導法によって得られたヒト多能性幹細胞由

来の肝実質細胞は、成人生体由来の肝実質細胞と比較すると、CYP3A4の代謝能

などの肝機能が十分成熟していないことが課題として残されている(12, 15, 16)。

これは、現在の肝実質細胞の分化誘導法が、生体内の肝実質細胞の細胞外環境を

十分に再現できていないことが主な要因だと考えられる。 

 

1.3. 肝実質細胞の機能成熟への細胞外環境としての類洞の寄与 

成体肝臓において、肝実質細胞の細胞外環境に着目すると、肝実質細胞は類洞

と呼ばれる毛細血管網に囲まれている。これは、肝臓特有の構造である肝小葉に

基づくものであり、肝小葉はヒトの場合、出生前後で形成される(17)。肝小葉は

六角柱をなしており、その角に門脈と肝動脈が存在し、これらの血管と中心静脈

を結ぶ類洞が肝実質細胞板の間に存在する（図 1-1）(13)。肝小葉では類洞から

肝実質細胞への物質の吸収や排出が類洞内皮細胞の類洞窓を介して行われ、門

脈と肝動脈から中心静脈にかけて肝実質細胞の遺伝子発現やタンパク質生成、

酵素活性などが位置特異的に異なる「Liver zonation」が形成される（図 1-1）(13, 

18)。さらに、類洞に囲まれた肝実質細胞は、従来の手法で分化誘導した ES 細

胞由来の肝実質細胞には見られない細胞極性や突起を生じる(19)。また、細胞極

性に応じた細胞膜上における輸送タンパク質の発現や細胞小胞による化合物の

運搬も観察される(19)。このように、肝実質細胞の機能成熟には、類洞内皮細胞

を介した物質交換や類洞に囲まれた細胞外環境が影響している可能性が高い。 
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1.4. 肝実質細胞の機能成熟機構の解明を目指したアプローチ 

本研究では、ヒト ES細胞由来の肝臓モデルを用いた類洞形成に伴う肝実質細

胞への分化・成熟機構の解明を目指す。しかし、類洞形成機構に加えて、肝発生

時の血管形成機構に関して未だ不明な点が多い。また、ヒト生体内において、こ

れらの形成機構を解明する手段が存在せず、生体内と同様の肝臓特有の血管構

造も再現できていない。そこで、肝実質細胞の機能成熟機構の解明を目指したア

プローチとして、マイクロデバイスを利用した肝臓血管発達過程の模倣を行う。 

 

1.5. 肝芽における血管発達過程 

受精後 3~4週のヒト胚において、静脈洞由来の卵黄静脈が肝臓原基（肝芽）に

侵入することで、肝臓の血管構造は発達する（図 1-2）(20, 21)。このとき、肝

芽において、血管芽細胞や内皮細胞前駆体細胞、内皮細胞の細胞表面に発現する

血管内皮増殖因子受容体 KDR(22, 23)を発現している細胞が肝臓の血管発達に

重要であることが示唆されている(24)。この KDR陽性細胞は、内胚葉細胞から

分化した肝芽細胞マーカーFOXA2 陽性である肝芽細胞である(25)。肝芽特異的

に KDR をノックアウトしたマウス由来肝芽を ex vivo で培養した時、血管網や

肝芽自体の発達が阻害された(24)。さらに、血管形成因子 HGFのアンタゴニス

トである NK4を添加し、マウス由来肝芽を ex vivoで培養した時、KDRをノッ

クアウトした時と同様に血管網や肝芽自体の発達が阻害されることから、KDR

陽性肝芽細胞は血管形成因子 HGFなどの生成・分泌に関連していることが示唆

されている(24)。このように、生体外において肝芽の血管発達過程を模倣するた

めには、KDR陽性肝芽細胞を利用する必要がある。 

一方、ヒト多能性幹細胞から分化誘導した肝芽細胞にも、KDR 陽性肝芽細胞

が含まれていることが確認されている(26, 27)。しかし、KDR陽性肝芽細胞を含

有する肝芽細胞を血管内皮細胞あるいは間葉系幹細胞と組み合わせる培養法で
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は、ヒト多能性幹細胞由来の肝芽において灌流可能な血管網の誘導には至って

いない(28, 29)。これは KDR 陽性肝芽細胞に加えて、肝芽への血管誘導におい

て血管形成因子の生成の促進に必要な、さらなる要因の存在を示唆している。 

 

1.6. 伸展刺激が血管形成因子の生成を促進する可能性 

肝芽における血管形成因子生成の促進機構についての手がかりを得るために、

生体内の血管形成時における肝芽周囲の環境に着目した。生体内の肝芽は受精

後 4 週に形成され、受精後 3~4 週頃から拍動する心臓原基に隣接している（図

1-2）(13, 30, 31)。心臓原基から放出される FGFが肝芽細胞への分化を促進する

ことは報告されているが(13)、それだけでは肝芽細胞が生成する血管形成因子

を十分に促進するには至らないと考えられる。また、分化誘導時に肝芽細胞の 3

次元培養(32)や細胞接着基盤の剛性を変化させる培養(33)により、血管形成因子

HGFの生成・分泌が促進することや HGF受容体の下流シグナルの活性化するこ

とは報告されていない。 

一方、肝臓における血管形成因子 HGFの生成・分泌促進機構は肝再生過程に

おいて報告されている。生体内の血圧や生体外の接着基盤の伸展による伸展刺

激が類洞内皮細胞の血管形成因子を増強し、肝実質細胞の増殖や血管形成を促

進する(34)。これらを踏まえると、肝芽においても伸展刺激などの機械的刺激が

血管形成因子の生成促進に寄与する可能性が考えられる。再度、肝芽周囲の環境

に着目すると、隣接した心臓原基の拍動に伴う変位は、肝芽へ伸展・圧縮などの

機械的刺激を周期的に与えていると推測される。そのため、本研究では、周期的

伸展刺激が、肝芽細胞においても、血管形成因子の生成・分泌を促進していると

仮説を立てた。 
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1.7. 伸展刺激を付与するマイクロデバイス 

 ヒト多能性幹細胞由来の肝芽細胞に周期的伸展刺激を付与し、その影響を解析

するためには、従来の培養ディッシュではなく、刺激の周期や、細胞に生じるひ

ずみを制御可能な培養方法が必要である。近年、力学刺激や化学勾配を制御した

環境で細胞を培養可能な organ-on-a-chip など、マイクロデバイスを用いた培養

手法が注目を集めている(35‒37)。特に、PDMS製の高い伸縮性を持つ膜を変形

させ、膜上で接着培養している細胞へ伸展刺激を与える技術が報告されている

(38)。この方法では、複数条件の伸展刺激による効果を同時に比較することがで

きるだけではなく、PDMS が高い生体適合性を有するため細胞毒性も低いこと

が利点である。従来の培養方法と比較して、このようなマイクロデバイスを用い

ることで、より体内に近い環境での細胞培養が実現し、生体内や一般的な培養法

では困難であった研究を展開できると期待される。 

本研究では、空圧により円形の PDMS 平面膜が円蓋状に変形し、その膜上で

培養している細胞へ伸展刺激を付与するマイクロデバイスを設計・作製した。こ

れを用いて、ヒト ES細胞由来の肝芽細胞に周期的伸展刺激を与える。 

 

1.8. 本研究の目的 

肝実質細胞の機能成熟機構の解明を目指すにあたって、以下の 3 つのステッ

プを達成する必要がある（図 1-3）。（i）肝芽細胞において伸展刺激が血管形成因

子の生成・分泌を促進することを証明する。（ii）伸展刺激が肝芽内部への血管誘

導を促進することを証明する。（iii）血管が誘導された肝芽において、類洞形成

に伴い、肝実質細胞が機能成熟化することを証明する。3つのステップの達成に

より、機能成熟機構の解明に加えて、灌流可能な血管を有し、ヒト多能性幹細胞

由来の機能成熟化した肝実質細胞により構成された肝臓を作製することが可能

となる。 
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本研究ではこれらの中でも最初のステップとして重要な（i）について取り組

む。本研究の目的は、マイクロデバイスを用いてヒト ES細胞由来の肝芽細胞に

周期的伸展刺激を与え（図 1-4）、その刺激が血管形成因子の生成に及ぼす影響

と、その機構を明らかにすることである。あわせて、周期的伸展刺激付与による

血管形成因子生成の促進において、KDR 陽性肝芽細胞と KDR 陰性肝芽細胞の

共培養の必要性を検証する。本研究の成果を通じて、血管構造を模倣し、肝機能

のさらなる成熟化を目指す新しい培養方法の確立に貢献する。  
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図 1-1 肝小葉における肝臓特有の血管構造。門脈と肝動脈は肝実質細胞板間

を通って中心静脈へ伸びている。肝実質細胞は類洞内皮細胞に囲まれており、

肝実質細胞の機能は血管に対する位置により異なる。細胞外環境としての類洞

は、肝実質細胞の機能化に寄与している可能性が高い。 

（参考文献（20）の図を改変した。） 
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図 1-2 受精後 3~4週のヒト胚において肝芽は形成する。この段階で、肝芽は

拍動している心臓原基に隣接しており、卵黄静脈が肝芽に侵入することで、肝

臓において血管形成が生じる。 

（参考文献（22）と（33）の図を改変した。）  

受精後約 3週 受精後約 4週 
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図 1-3 肝実質細胞の機能成熟機構の解明を目指すために達成するべき 3つの

ステップ。（i）肝芽細胞において伸展刺激が血管形成因子の生成・分泌を促進

することを証明する。（ii）伸展刺激が肝芽内部への血管誘導を促進することを

証明する。（iii）血管誘導された肝芽において、類洞形成に伴い、肝実質細胞が

機能成熟化することを証明する。 
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図 1-4  本研究の概略図。培養層、伸展層、加圧層、固定層の 4 層からなるマ

イクロデバイスを用いて、ヒト ES細胞由来の肝芽細胞へ周期的伸展刺激を与

えた。 
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第 2 章 材料と方法 
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2.1. 培養細胞への伸展刺激の付与方法 

2.1.1. 伸展刺激を付与するマイクロデバイスの設計 

 ヒト ES細胞由来の肝芽細胞に、細胞の接着基盤の伸展による伸展刺激を付与

可能なマイクロデバイスを開発した(39)。本デバイスには、高い生体適合性、ガ

ス透過性、光透過性、伸縮性を有し、細胞培養に広く使用されている PDMS を

材料として用いた(40‒45)。伸展刺激を実現するため、培養層、伸展層、加圧層、

固定層の 4 層からなる構造を採用した（図 2-1A）。加圧層の加圧チャンバーに圧

力を加えることにより、伸展層の PDMS 膜が円蓋状に変形し、PDMS 膜上で細

胞を接着培養することで、細胞へ伸展刺激を与えることが可能となる（図 2-1B）。

培養層の培養チャンバーを約 40 µLの細胞培養液で充填可能である。固定層は、

スライドガラスで構成され、伸縮性に富む PDMS で構成されたマイクロデバイ

スの湾曲を抑制する。 

  



23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1 伸展刺激を付与するための 4 層構造のマイクロデバイス。（A）培養層、

伸展層、加圧層: PDMS、固定層：スライドガラスで構成される。（B）加圧チャ

ンバーへの加圧によって、PDMS膜が伸展し、伸展刺激を培養細胞に付与可能で

ある。 
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 ヒト ES 細胞由来の肝芽細胞における血管形成因子の生成と伸展刺激の関係

を明らかにするため、15 通りの伸展刺激を実現可能なデバイスを設計した。設

計時、空気などの流体が管を通過する際に、流体と通過した管壁との摩擦や渦流

などにより、インレットからの距離に応じて圧力が減少する現象、圧力降下を利

用した。マイクロデバイス内の流路に対して 15 個の圧力チャンバーを設置した。

また、顕微鏡のステージ上での操作の容易さを考慮して、全ての流路や圧力チャ

ンバーが、スライドガラス（25 mm × 75 mm）に収まるように、下記の計算式を

用いてマイクロデバイスを設計した。 

先行研究(38)で示されている PDMS 製のマイクロ流路とその中での圧力降下

の関係式 

Δ𝑃 = 4𝑓 &
𝐿
𝐷)

*
𝜌𝜈!

2
. (4- 1) 

𝐷 =	&
2𝑤ℎ
𝑤 + ℎ)

(4- 2) 

を参考にし、チャンバーを配置する間隔を計算した。ここで、L は流路の長さ、

ρは流体密度、νは流体の速度、wは流路の幅、hは流路の高さ、Dは wと hで

定まる変数である。設計上、マイクロデバイスは 15通りの伸展条件のチャンバ

ーを 2組ずつ搭載している（図 2-2）。 
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図 2-2 マイクロデバイスの設計図。圧力降下を利用することで、マイクロデバ

イスは複数の伸展条件のチャンバーを搭載している。  
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2.1.2. マイクロデバイスの作製 

本研究では、鋳型の作製に、フォトリソグラフィより短時間（2 日間）かつ低

コストで作製可能な、高精細度の光造形 3D プリンターによる鋳型作製法(46, 

47)を用いて、以下の手順でマイクロデバイスを作製した（図 2-3）。 

まず、3D CAD ソフト（OpenSCAD）を用いて、マイクロデバイス作製に使用

する鋳型を設計した。鋳型作製には、3Dプリンター（AGILISTA-3200; KEYENCE 

CORPORATION）を用いた（図 2-3 1a）。作製した鋳型を 99.5%エタノールで 12

時間洗浄し、80˚Cで 30分間乾燥した。その後、SYLGARDTM 184 PDMS Elastomer 

Baseと Curing Agent（Dow Corning Toray）を重量比 10:1の割合で混合した上で、

加圧層と培養層用の鋳型に流し込み、30 分間デシケーターで脱気した。鋳型に

流し込んだ PDMSを 80˚Cのオーブンで 16時間固化した（図 2-3 1b と 1c）。鋳

型から取り外し、スコッチ®メンディングテープ（3M Company）により PDMS表

面の汚れを除去した。 

次に、PDMS膜を作製するため、再び SYLGARDTM 184 PDMS Elastomer Base

と Curing Agentを重量比 10:1で混合した。Trichloro（1H,1H,2H,2H-perfluorooctyl）

silane（Sigma-Aldrich）により表面を撥水性コーティングした片鏡面シリコーン

ウェハーの鏡面側に混合した PDMSを注いだ。シリコーンウェハーと PDMSを

500 rpm、30 秒間スピンコーター（MIKASA）で回転した後、10分間 80˚Cのオ

ーブンに入れ、PDMSを固化した（図 2-3 2a）。 

伸展層となる PDMS膜と加圧層の表面をプラズマ処理し、接着した。伸展層-

加圧層を 80˚Cのオーブンに 6時間静置した（図 2-3 2b）。接着後、伸展層-加圧

層をシリコーンウェハーから剥離し、出入口を穿孔した。（図 2-3 2c）。その後、

伸展層-加圧層、細胞培養層、固定層（スライドガラス; 松浪硝子工業）の表面を

それぞれプラズマ処理し、全ての層を接着した（図 2-3 d）。培養層-伸展層-加圧

層-固定層を 80˚Cのオーブンに 16時間静置し、マイクロデバイスを完成させた。 



27 

 

 

図 2-3 マイクロデバイス作製法。（1a）3Dプリンターを用いて加圧層と培養層

用の鋳型を作製した。（1b、c）鋳型に PDMS を流し込み、80 ˚C で固化した。

（2a）シリコーンウェハー上に PDMS を注ぎ、500 rpm、30 秒間スピンコート

し、80 ̊ Cで固化した。（2b）培養層と伸展層を接着し、80˚Cで固化した。（2c）

加圧層-伸展層を剥離し、穿孔した。（d）加圧層-伸展層を培養層と接着し、さら

にガラスと接着した。 
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2.1.3. 伸展刺激付与のためのマイクロデバイス制御 

マイクロデバイスに加える空気の圧力を調整するため、コンプレッサーを接

続した controller board（VC3 8 controller [ALA Scientific Instruments]と NI USB-6501 

[National Instruments]）と圧力制御電磁弁（Microfluidic System Works Inc.と THE 

LEE Company）（図 2-4A）を、ソフトウェア: LabVIEW（Version 11.0, National 

Instruments）（図 2-4B）により制御した。 

 

 

図 2-4 （A）コンプレッサーに接続した controller boardと圧力制御電磁弁。（B）

圧力制御電磁弁を制御する LabVIEW。 
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2.2. 伸展刺激の評価法 

2.2.1. マイクロデバイスの PDMD 膜の厚さと膜中心の変位測定 

 変形していない状態のマイクロデバイスの構造断面を SEM で観察し、PDMS

膜の厚さを測定するため、スパッタリング（MSP 30T; Shinku Device）により、

表面をプラチナで膜コーティングした。SEM（JCM-5000; JEOL Ltd）により、マ

イクロデバイス構造断面の画像を撮影した。 

さらに、インレット近くに接続した高精度デジタル圧力スイッチ（ZS-46-5F; 

SMC）を用いて、マイクロデバイスに加えた空気のゲージ圧を測定した。また、

膜変形時の PDMS膜中心の厚さ方向の変位を測定するため、CCDレーザ変位計

（LK-G5000; KEYENCE CORPORATION）を用いて、加圧時に円蓋状に変形した

PDMS膜中心の高さを測定した。 

 

2.2.2. 伸展刺激付与時に変形した培養細胞の観察 

 伸展刺激付与時の細胞の変形を観察するため、2 章 3.4 項の方法に従ってマイ

クロデバイス上で Caco-2 細胞を培養した。顕微鏡による観察ため、2 章 3.2 項

の方法に従った。立体的な観察には、Nikon ECLIPSE Ti2-E 倒立蛍光顕微鏡

（Nikon）上に構築された Andor Dragonfly 502 システム（Andor）の共焦点顕微

鏡を用いた。このシステムは、Fusion2（Andor）による Zyla 4.2 と相補型金属-

酸化膜-半導体(sCMOS)カメラ(Andor)、CFI Plan apochromat lambda 10× dry/0.45 NA 

(Nikon)、CFI Super Fluor 20× dry/0.75 NA (Nikon)、電動 XYステージとステージ

ピエゾ(Applied Scientific Instrumentation,)、および 3つのレーザ(405, 488, 561, 637 

nm)を搭載していた。マイクロデバイス上の細胞の観察は固定層側から行った。 
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2.2.3. PDMS 膜の面内ひずみの解析 

マイクロデバイスに加圧した際に生じる PDMS 膜の面内ひずみを解析するた

め、有限要素解析を行った。PDMS の材料特性は等方弾性体とした。また

Elastomer Agentと Curing Agentを 10:1で混合した PDMSのヤング率は先行研究

より 1800 kPa、ポアソン比は 0.48 とした(48, 49)。メッシュパラメーターを

Ratio:0.65、Slices:20、Segments:27、Stacks:10、Z-bias:1、R-bias:1、Mesh Type: Butterfly 

centerと設定し、59,200 個の六面体要素に離散化した。有限要素解析の計算と計

算結果の可視化は Finite Elements for Biomechanics（Febio）を用いて行った(50)。 
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2.3. 細胞培養と分化誘導法 

2.3.1. ヒト ES 細胞の多分化能の維持培養 

本研究で用いたWA09（H9）ヒト ES細胞は、WiCell Research Instituteより購

入し、京都大学の倫理委員会のガイドラインに従って使用した（使用計画【ES3-

9】、【ES3-10】として承認された）。 

維持培養では、細胞培養用ディッシュに DMEM/F12（Merck KGaA）で 75:1に

希釈したMatrigel® hESC-Qualified Matrix（Matrigel; Corning, Inc.）を加え、35˚C

で 1時間インキュベートした。Matrigelを除去した後、2 mL DMEM/F12で洗浄

した。ヒト ES 細胞の培養には mTeSRTM1（STEMCELL Technologies）を使用し

た。なお、本研究で用いた全ての培地に 1% penicillin/streptomycin（Fujifilm Wako）

を添加した。 

ヒト ES細胞の継代時、D-PBS（no calcium, no magnesium; Thermo Fisher Scientific）

で細胞を洗浄後、 TrypLETM Express Enzyme（1X）、phenol red（TrypLETM; Thermo 

Fisher Scientific）を加え、37˚Cで 3分間インキュベートした。その後、遠沈管に

剥離した細胞を回収した。遠沈管内の細胞を 200 × gで 3分間遠心した後に再懸

濁し、1.5×105 cellsを細胞培養用ディッシュに播種した。培養 1 日目まで、10 µM

の ROCK inhibitor、Y27632 （Fujifilm Wako）を含む mTeSRTM1で培地交換した。

継代まで毎日 1 回、培地交換を続け、3-4 日ごとに継代した。 

 

2.3.2. 細胞培養ディッシュ上での胚性内胚葉細胞への分化誘導 

D-PBSに溶解した 2 mL 0.1% 豚皮ゼラチン（Aタイプ）（Merck KGaA）溶液

を φ35 mmの細胞培養ディッシュに入れて 25C˚で 30分間インキュベートした。

ゼラチン溶液を除去した後、10% fetal bovine serum（JRH Biosciences）、1% L-

glutamine、100 µM 2-mercaptoethanol（Fujifilm Wako）を添加した DMEM/F12を
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細胞培養ディッシュに満たし、37˚Cで 24時間インキュベートした。ヒト多能性

幹細胞から胚性内胚葉への分化培養を始める前に、DMEM/F12 で洗浄してから

使用した。 

細胞培養ディッシュで培養していた H9細胞を D-PBSで洗浄後、TrypLETM を

加え、37℃で 3分間インキュベートした。その後、mTeSRTM1と共に, 細胞懸濁

液を遠沈管に回収した。遠沈管内の細胞を 200 × gで 3分間遠心した後、上清を

除去し、10 µM Y27632、100 ng/mL activin A（human recombinant; Fujifilm Wako）

を加えた mTeSRTM1 で再懸濁した。その後、細胞培養ディッシュに 5.00 × 104 

cells/cm2で播種し、37℃で培養した。以下の手順で分化 6 日目（D6）まで分化誘

導した（図 2-4）。 

D1: 100 ng/mL activin Aを添加した mTeSRTM1で培地交換した。 

D2: 10 µM Y27632、100 ng/mL activin A、10 ng/mL BMP-4（human recombinant; 

R&D Systems）、 10 µM LY294002（ Cayman Chemical）、 3 µM CHIR99021

（REPROCELL）を添加した mTeSRTM1で培地交換した。 

D3: 10 µM Y27632、100 ng/mL activin A、10 ng/mL BMP-4、10 µM LY294002、

を添加した mTeSRTM1で培地交換した。 

D4: 2% B-27® Supplements（Thermo Fisher Scientific）、 1% NEAA（Merck KGaA）、 

100 ng/mL activin A、100 ng/mL bFGF（human recombinant; Fujifilm Wako）、

GlutaMaxTM Supplement（Thermo Fisher）を添加した RPMI1640（Thermo Fisher）

で培地交換した。 

D5-6: 2% B-27® Supplements、1% NEAA、50 ng/mL activin A、GlutaMaxTM 

Supplementを添加した RPMI1640で培地交換した。 
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2.3.3. マイクロデバイス上での肝芽細胞への分化誘導と伸展刺激付与 

本研究では、先行研究(51)の手法を改変し、マイクロデバイス上でヒト ES細

胞から肝芽細胞へ分化誘導した（図 2-5）。マイクロデバイスでの接着培養のた

め、培養前にマイクロデバイスのウェルの不純物をエアーブローにより除去し

た後、DMEM/F12で 75:1に希釈したMatrigelを 30 µLずつマイクロデバイスの

ウェルに加え、35˚C で 1 時間インキュベートした。ディッシュで培養していた

ヒト ES細胞を D-PBSで洗浄後、TrypLETMを加え、37℃で 3分間インキュベー

トした。その後、mTeSRTM1と共に, 細胞懸濁液を遠沈管に回収した。遠沈管内

の細胞を 200 × gで 3分間遠心し、上清を除去した後、10 µM Y27632、100 ng/mL 

activin Aを加えた mTeSRTM1で 7.0 × 105 cells/mLに再懸濁した。マイクロデバイ

スの各ウェルに 30 µLずつ加えていった。その後、600 × gで 10 秒間遠心し、細

胞を接着させた。以下の手順で D12まで分化誘導した。 

D1: 100 ng/mL activin Aを添加した mTeSRTM1で培地交換した。 

D2: 10 µM Y27632、100 ng/mL activin A、10 ng/mL BMP-4、10 µM LY294002、

3 µM CHIR99021を添加した mTeSRTM1で培地交換した。 

D3: 10 µM Y27632、100 ng/mL activin A、10 ng/mL BMP-4、10 µM LY294002、

を添加した mTeSRTM1で培地交換した。 

D4: 2% B-27® Supplements、1% NEAA、10 µM Y27632、100 ng /mL activin A、

100 ng/mL bFGF（human recombinant）、GlutaMaxTM Supplement を添加した

RPMI1640で培地交換した。 

D5-7: 2% B-27® Supplements、1% NEAA、10 µM Y27632、50 ng/mL activin A、

GlutaMaxTM Supplementを添加した RPMI1640で毎日培地交換した。 

D8: 2% B-27® Supplements、1% NEAA、10 µM Y27632、20 ng/mL BMP-4、10 

ng/mL FGF-10 (human recombinant; R&D Systems)、GlutaMaxTM Supplementを添加

した RPMI1640で培地交換した。 
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D9-D12: 2% B-27® Supplements、1% NEAA、10 µM Y27632、20 ng/mL BMP-4、

10 ng/mL FGF-10、25 mM HEPES（Fujifilm Wako）、GlutaMaxTM Supplementを添

加した RPMI1640 で毎日培地交換した。周期的伸展刺激を培養細胞に与える場

合、D9から D12の間、継続的に刺激を与え続けた。 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4 細胞培養ディッシュ上でのヒト ES細胞から内胚葉細胞への分化誘導過

程。 

 

 

図 2-5 マイクロデバイス上でのヒト ES細胞から肝芽細胞への分化誘導過程。

D9以降に肝芽細胞に周期的伸展刺激を加えた。 
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2.3.4. Caco-2 細胞の培養 

本実験では、10% FBS（Cell Culture Bioscience）、1% NEAAを添加した DMEM

（low glucose; Thermo Fisher Scientific）により、ヒト間葉系幹細胞を維持培養し、

3から 4 日ごとに継代した。D-PBSで細胞を洗浄後、trypsin/EDTA（0.04%/0.03% 

[v/v]）を加え、37˚C で 3 分間インキュベートした。その後、遠沈管に剥離した

細胞を回収した。遠沈管内の細胞を 200 × gで 3分間遠心し、再懸濁後、φ35 mm

の細胞培養ディッシュに 1.5×105 cellsを播種した。マイクロデバイス上で培養す

る際は、接着培養のため、培養前にデバイスのウェルの不純物をエアーブローに

より除去した後、DMEM/F12で 75:1に希釈したMatrigelを 30 µLずつマイクロ

デバイスのウェルに加え、35˚Cで 1時間インキュベートした。1ウェルあたり、

2.0 × 104 cellsをマイクロデバイスのウェルに播種した。 

 

2.3.5. ヒト間葉系幹細胞の維持培養 

本実験では、10% FBS（Cell Culture Bioscience）、1% NEAAを添加した DMEM

（low glucose）により、ヒト間葉系幹細胞を維持培養し、3から 4 日ごとに継代

した。D-PBSで細胞を洗浄後、TrypLETMを加え、37˚Cで 3分間インキュベート

した。その後、遠沈管に剥離した細胞を回収した。遠沈管内の細胞を 200 × gで

3分間遠心し、再懸濁後、φ35 mmの細胞培養ディッシュに 1.5×105 cellsを播種

した。 

 

2.3.6. 間葉系幹細胞を用いた血管内皮細胞への分化誘導 

デバイス上で分化培養した D9、D12の肝芽細胞を 0.1% trypsin /EDTAを用い

て剥離し、等量の 1 mg/mLトリプシンインヒビター（Fujifilm Wako）を混合して

回収した。抗体による染色を行うため、BD PharmingenTM Stain Buffer（BD 
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Biosciences）により肝芽細胞を 1.0×107 cells/mL に希釈した。表 1 に示す通り、

25 µL の細胞懸濁液あたり 1 µL の Alexa Fluor® 647 Mouse Anti-Human CD309

（KDR; BD Biosciences）抗体を加え、細胞懸濁液を 25℃で 1 時間静置した。

FACSAriaTM II SORP（BD Biosciences）を用いて分取した 1.0×104 cellsの KDR陽

性細胞もしくは KDR 陰性細胞を 1.0×103 cells の間葉系細胞と、ゲル化させた

Geltrex™ hESC-Qualified, Ready-To-Use, Reduced Growth Factor Basement 

Membrane Matrix（Geltrex; Thermo Fisher Scientific）内で、100 ng/ mL VEGF-165

（human recombinant; Fujifilm Wako）を添加した EGMTM Endothelial Cell Growth 

Medium BulletKitTM（Lonza）を用いて 7 日間培養した。 

 

2.3.7. ゲル上における血管内皮細胞への分化誘導 

Geltrexを細胞培養ディッシュ上に 100 µL 滴下し、37˚Cで 30分間保温してゲ

ル化した。その後、第 2 章 3.5 項で述べた手法と同様に、KDR 抗体を用いて分

取した KDR陽性細胞、KDR陰性細胞をそれぞれ、ゲル上に播種した。血管内皮

細胞へ分化誘導するために、100 ng/ mL VEGF-165（human recombinant）を添加

した EGMTM Endothelial Cell Growth Medium BulletKitTMを用いて 48時間培養し

た。 

 

2.3.8. 肝実質細胞への分化誘導 

 30 ng/mL oncostatin M（R&D Systems）、50 ng/mL HGF（PeproTech, Rocky Hill, 

NJ）を添加した HCMTM Hepatocyte Culture Medium BulletKitTM（Lonza）で D12の

細胞、もしくは分取した D9 の KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞をそれぞれ培養

した。最大で 16 日間、2 日に 1 回、培地交換した。 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A1569601
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A1569601
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A1569601
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2.4. 培養細胞における分化マーカーや血管形成因子の解析 

2.4.1. フローサイトメトリーによる解析 

 培養した細胞を回収した後、抗体による染色を行うため、BD PharmingenTM 

Stain Buffer（fetal bovine serum）を用いて細胞を 1.0×107 cells/mLに希釈した。そ

の後、2 µLの蛍光ラベルされた抗体（表 1）を 50 µLの細胞懸濁液に加え、25℃

で 1時間静置した。300 × gで 5分間遠心した後、上清を除去し、Stain Bufferで

洗浄した。その後、FACSCantoTM II（BD Biosciences）により、細胞懸濁液を解析

した。データ解析には、FlowJoTM software（v9; FlowJo）を用いた。 

 

2.4.2. 免疫細胞染色によるタンパク質の発現確認 

 D-PBS で洗浄した細胞に 4%パラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液（Fujifilm 

Wako）を加え、25℃で 20分間固定処理した。核内染色時には、細胞膜の透化処

理のため、0.1 % Triton X-100を添加した D-PBS により、25℃で 5分間細胞を処

理した。ブロッキング処理のため、5% normal goat serum blocking solution （Maravai 

Life Sciences）、5% normal donkey serum（Jackson ImmunoResearch）、3% albumin、

essentially globulin-free（Merck KGaA）、0.1% Tween-20（Nacalai Tesque）を添加し

た D-PBS（ブロッキングバッファー）を固定した細胞に加え、4℃で 16 時間静

置した。表 2に示す希釈倍率通り、1次抗体をブロッキングバッファーで希釈し

た。これを細胞に加え、4℃で 16時間静置した。その後、0.1% Tween-20 溶解し

た D-PBSにより細胞を 3 回洗浄した。さらに、表 3に示す希釈倍率通り、2次

抗体をブロッキングバッファーで希釈した。これを 1 次抗体で染色した細胞に

加え、25℃で 1時間静置した。必要に応じて核を染色するため、DAPI（Fujifilm 

Wako）を加えた D-PBSと細胞を 25℃で 1時間静置した。 

免疫細胞染色したサンプルの画像の撮影には、CFI plan fluor 10 × /0.30 N.A. 対
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物レンズ（Nikon）、CCDカメラ（ORCA-R2; Hamamatsu Photonics）、水銀ランプ 

（Intensilight; Nikon）、XYZ automated stage（Ti-S-ER motorized stage with encoders; 

Nikon）、蛍光フィルターキューブ（DAPI, GFP HYQ, TRITC; Nikon）を搭載した

Nikon ECLIPSE Ti 倒立型蛍光顕微鏡用いた。もしくは、FLUOVIEW FV3000 共

焦点レーザ顕微鏡（Olympus）を用いた。 

 

2.4.3. 顕微鏡画像に基づく単一細胞プロファイリング 

第 2 章 4.2 項において撮影した画像を解析するため、CellProfilerTM（ver. 3.1.9）

(52)を用いた。抗体で染色した各タンパク質の画像と DAPIで染色した核の画像

をそれぞれ入力した。大津の二値化法(53)により、ピクセル数が 75以上 400以

下の核を自動で認識した。核のデータを基に、CellProfilerTMの Propagation method

により染色したタンパク質と細胞質を自動で認識した。認識した核、細胞質のデ

ータを基に、個々の細胞における蛍光強度を自動で定量した。 

 

2.4.4. CYP3A 活性の測定 

 CYP 3Aの活性を測定するため、P450-GloTM CYP3A4 assay and Screening System

（Promega）を使用した。マイクロデバイスのウェルから培地を 20 µL 回収した。

次に、pro-luciferin IPAを RPMI培地に希釈した（1.5:1000)。マイクロデバイスの

駆動を停止した後、作製した pro-luciferin IPAを含む培地を各ウェルに加えた。

その後、マイクロデバイスを 37˚C で 1 時間インキュベートした。Luciferin IPA

を含む培地を 2 つのウェルから 25 µL ずつ回収し、白色 96 ウェルプレート

（White Microwell SI; Thermo Fisher Scientific）に計 50 µL加えた。そこに 50 µL 

P450-Glo Reagentを加え、28˚Cで 20分間インキュベートした。SynergyTM HTX 

Microplate Reader（Biotek）を用いて、RLUを計測した。ウェル中の細胞の総タ
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ンパク質量により、RLUの値を標準化した。 

 

2.4.5. 細胞のタンパク質の回収と定量 

マイクロデバイスの各ウェルで培養した細胞のタンパク質を回収した。ウェ

ルから細胞を 1.5 mL チューブに回収した。細胞を回収した 1.5 mL チューブを

3,000 × gで 3分間遠心し、上清を除去した。細胞を氷冷した D-PBSで洗浄し、

氷冷した 1× RIPA buffer（Cell Signaling Technology）を加えた。氷上で 30分間処

理した後、US-1R cleaner（AS ONE）を用いて、氷水中で 1分間ソニケーション

した。ソニケーション後のチューブを 10,000 × g、4˚Cで 20分間遠心した。上清

を新しい 1.5 mLチューブに回収し、-20˚Cで保存した。 

タンパク質の定量のため、BCA protein kit（TaKaRa）を用いた。回収したタン

パク質溶液と working solution（BCA reagent A:B = 100 :1）を混合した。その後、

37˚Cで 60分間インキュベートした後、SynergyTM HTX Microplate Readerを用い

て 562 nmの波長で吸光度を測定し、溶液中のタンパク質濃度を計算した。 

 

2.4.6. マイクロデバイスで培養した細胞の total RNA の精製と定量 

マイクロデバイスで培養している細胞もしくは第 2 章 4.1 項の手法により分

取した細胞の total RNAを RNeasy micro Kit（Qiagen）を使用して精製した。D-

PBSで洗浄した細胞を 2-mercaptoethanolを加えた buffer RLT Plusで細胞を溶解

した。そこに 70% エタノール溶液を等量加え、スピンカラムに加え、8,000 × g 

で 15 秒間遠心した。さらに、RW.1 solutionをスピンカラムに加え、8,000 × g で

15 秒間遠心した。Buffer RDD に溶解した DNase をスピンカラムに加え、25 ˚C

で 15分間静置した。再度、RW.1 solutionをスピンカラムに加え、8,000 × g で 15

秒間遠心した。RPE solutionをスピンカラムに加え、8,000 × g で 15 秒間遠心し
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た。さらに、80 % エタノール溶液を加え、8,000 × g で 2分間遠心した。15,000 

× g で 5分間遠心した後、RNase free waterを加えて、8,000 × g で 2分間遠心す

ることで total RNAを溶出した。 RNA-seqのライブラリー調整には、Agilent 2100 

Bioanalyzer（Agilent Technologies）と RNA 6000 Pico Kit（Agilent Technologies）を

用いて解析した時に、RNA Integrity Numberが 8以上の total RNAのみを使用し

た。 

 

2.4.7. RNA-seq  

 京都大学大学院 生命科学研究科の生命動態共用研究施設において、RNA-seq

を行った。NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for IlluminaとNEBNext 

Poly（A）mRNA Magnetic Isolation Moduleを用いて、total RNAから poly A配列

を有する RNA を分離した上で、ライブラリーを調整した。さらに Qubit 

Fluorometer（Thermo Fisher）と Agilent 2100 Bioanalyzerを用いて、調整したライ

ブラリーの定量と定性を行った。その後、NextSeq 500を用いてライブラリーの

シーケンスを取得した。取得したシーケンス解析に当たって、Cutadapt（ver. 3.1）

を用いて、poly G配列を有するリードを消去した。HISAT2（ver. 2.2.1）(54)を用

いて、処理済みのシーケンスデータをヒトゲノム（GRCh38）に、マッピングし

た。SAMtools（ver. 1.13）により、リードカウントデータを出力し、iDEP（ver. 

94）(55)により解析した。Metascape(56)を用いて GO解析をした。 

 

2.4.8. RT-qPCR 

2 章 4.6 項の手法で total RNAを精製した。cDNAを作製するため、total RNA 

12 ngを PrimeScriptTM RT Master Mix（Perfect Real Time; TaKaRa）、滅菌蒸留水と

混合し、37 ˚Cで 15分間逆転写し、85 ˚Cで 5 秒間静置した。2.5 ngの作成した
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cDNAに対して 12.5 µLの SYBR® Premix Ex TaqTM II（TaKaRa）、0.5 µLの ROX 

Reference Dye（TaKaRa）、4 µLの 10 µM フォワード/リバースプライマー（表 3）、

7.5 µLの滅菌蒸留水を混合し、qPCR用プレートに分注した。Applied Biosystems 

7300 Real-Time PCR System（Life Technologies）を用いて qPCRを行った。 

 

2.4.9. ELISA 

 交換してから 24時間後の培地を回収し、-25 ˚Cで保存した。回収した培地中

のALB、HGF、MMP9の量を計測するためHuman ALB EIA Kit （MK132;TaKaRa）、

Human HGF Quantikine enzyme-linked immuno-sorbent assay （ELISA; DHG00B; 

R&D systems）、Human MMP-9 Sandwich ELISA Kit（KE00164; Proteintech）を使用

した。抗体がコートされたマイクロプレートに回収した培地を入れ、37 ˚Cで 2

時間インキュベートした。培地を除去し、wash buffer で洗浄した後、Detection 

Antibody solutionを入れ、37 ˚Cで 1時間インキュベートした。Wash bufferによ

る洗浄後、Streptavidin-HRP 溶液を入れ、37 ˚Cで 40分間インキュベートした。

Wash bufferによる洗浄後、TMB substrate solutionを入れ、20分間インキュベー

トした。さらに、Stop Solutionを加えた後に、SynergyTM HTX Microplate Reader

を用いて、450 nmの波長で吸光度を測定し、培地中の ALB、HGF、MMP9 濃度

をそれぞれ算出した。 

 

2.5. 統計解析 

R software（ver. 4.0.2）を用いて、一元配置分散分析として Tukey’s testと二元

配置分散分析としてWelch’s testを行った。Microsoft Excelを用いて、Two-tailed, 

unpaired Student’s t-testを行った。 
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第 3 章 結果 
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3.1. マイクロデバイスとヒト ES 細胞の解析 

3.1.1. マイクロデバイスの PDMS 膜は円蓋状に変形した 

 開発したマイクロデバイス（図 3-1A）の断面を SEM により観察した（図 3-

1B）。3D プリンターを用いて、マイクロデバイスの鋳型を作製したため、設計

図と比較すると流路やチャンバーの断面は長方形ではなく、角が丸みを帯びて

いた（図 3-1B）。画像（図 3-1B）を基に PDMS膜の厚さを測定した結果、140.0±2.6 

µm（n=3）であった。PDMS膜の変形の観察のため、加圧層を一部切除し、スパ

ッタリング処理により白金で表面を被覆した。マイクロデバイスのインレット

から加圧すると、PDMS膜は円蓋状に変形した（図 3-1C）。この時、接合部から

空気の漏れはなかった。 
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図 3-1 作製したマイクロデバイス。（A）上段の写真では培養チャンバーを赤の

インク、流路を緑のインクで満たしている。下段の写真では流路のみを緑のイン

クで満たしている。（B）SEM により、観察したマイクロデバイスの断面。（C）

インレットへの加圧により円蓋状に変形する PDMS膜。 
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次に、マイクロデバイスのインレットに加圧可能な圧力を測定した。コンプレ

ッサーを接続した controller board、NI USB-6501、圧力制御電磁弁からマイクロ

デバイスのインレットに加圧可能な最小の圧力は 18 kPa だった。一方、45 kPa

以下では設計通りにマイクロデバイスは作動した。この圧力範囲で加圧した時

の各チャンバー上の PDMS 膜の中心の厚さ方向への変位を CCD レーザ変位計

で測定した。測定結果のうち、加えた圧力が 18 kPa、32 kPa、45 kPaの時の変位

を図示した（図 3-2A）。各加圧条件において、インレットからの距離に負の相関

を示して、PDMS膜中心の厚さ方向への変位は小さくなった。このことから、マ

イクロデバイス内の流路を空気が通過する際に、圧力降下が生じていると考え

られる。また、異なる加圧条件で、同じチャンバーにおける PDMS 膜中心の厚

さ方向への変位は小さくなった。これは PDMS が非線形弾性体であるためだと

考えられる。一元配置分散分析として Tukey’s test を行い、変位に有意差（P < 

0.05）が確認されたチャンバーについて、マイクロデバイス上で可能な限り多く

の条件を含む組み合わせを選定し（図 3-2A: 赤色で示す条件のチャンバー）、ヒ

ト ES細胞から肝芽細胞への分化誘導に使用した。 

 さらに、マイクロデバイスへ 45 kPa加圧した際、PDMS膜中心の厚さ方向へ

の変位が 0.58 mmであるウェルの膜上で培養した Caco-2細胞を観察した（図 3-

2Bと C）。PDMSの変形時も Caco-2細胞は接着しており、細胞にひずみが生じ

た。 
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図 3-2 マイクロデバイスにおける PDMS膜の解析（A）加圧時（18、32、45 kPa）

の各加圧チャンバー上の PDMS 膜の中心の厚さ方向への変位を CCD レーザ変

位計により測定した。一元配置分散分析として Tukey’s testを行い、18、32、45 

kPaにおける全ての変位を比較した。赤色で示す条件のチャンバーを細胞培養に

用いた。各プロットは、1 つのデバイスで 2 つのチャンバーにおける PDMS 膜

中心の厚さ方向への変位を測定し、独立した 4 回の実験の平均値とその標準偏

差（SD）を示している。（B）PDMS膜変形に伴って変形する Caco-2細胞。スケ

ールバー: 100 µm。（C）PDMS膜変形時の Caco-2細胞を共焦点顕微鏡で観察し

た。スケールバー: 400 µm。  
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3.1.2. 変形した PDMS 膜では位置依存的なひずみが生じた 

 加圧時に PDMS 膜上の細胞に生じるひずみを予測するため、3 章 1.1 項で測

定して得られた値を用いて、円蓋状に変形した PDMS 膜の面内ひずみを有限要

素解析した。 

 マイクロデバイスへの加圧時、PDMS 膜中心の厚さ方向への変位が最も小さ

い 0.28 mmの時の円周方向へのひずみ、半径方向ひずみを求めた（図 3-3A）。そ

の結果、PDMS膜中心から辺縁部にかけて、円周方向ひずみは 0.045から 0まで

単調に減少した。PDMS膜中心から 0.80 mm付近まで、半径方向ひずみは 0.045

からほとんど変化しなかった。膜中心から 0.80 mm付近から 1.20 mm付近まで、

半径方向ひずみは 0.045から 0まで単調に減少した。PDMS膜中心から 1.20 mm

付近から辺縁部まで、半径方向ひずみは 0から-0.075まで減少し、負のひずみを

生じていた。 

同様に、PDMS 膜中心の厚さ方向への変位が最も大きい 0.58 mm の時のひず

みを求めた（図 3-3B）。PDMS 膜中心から辺縁部にかけて、円周方向ひずみは

0.11から 0に単調に減少した。PDMS膜中心から 1 mm付近にかけて、半径方向

ひずみは、0.12 からほとんど変化しなかった。膜中心から 1.0 mm 付近から 1.3 

mm にかけて、半径方向ひずみは 0.12 から 0 まで単調減少した。さらに、膜中

心から 1.3 mmより外側では、半径方向ひずみは 0から-0.15まで減少し、負のひ

ずみが生じていた。PDMS 膜中心の厚さ方向への変位が 0.28 mm から 0.58 mm

に変化すると、膜中心から 1.25 mm 付近で、円周方向ひずみと半径方向ひずみ

の大きさが等しくなる地点が、膜中心から辺縁部へ移動した。これは、PDMS膜

が非線形弾性体であることが原因だと考えられる。 

このように、変形した PDMS 膜上において、生じるひずみは膜中心からの距

離に依存して変化し、位置依存的である。 
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図 3-3 マイクロデバイスの PDMS 膜上で生じるひずみについてのシミュレー

ション。（A）PDMS膜中心の厚さ方向への変位が 0.28 mmの時の PDMS膜上の

円周方向ひずみと半径方向ひずみを図示したグラフ。（B）PDMS 膜中心の厚さ

方向への変位が 0.59 mmの時の PDMS膜上の円周方向ひずみと半径方向ひずみ

を図示したグラフ。  
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3.1.3. 維持培養したヒト ES 細胞は多能性維持していた 

 本研究で用いたヒト ES細胞が多能性を維持していることを確認するため、多

能性細胞表面マーカーの SSEA4、TRA-1-60、分化細胞表面マーカーの SSEA1を

用いて(37, 57)、フローサイトメトリーを行った。SSEA4陽性は 99.8±0.08%、

TRA-1-60陽性は 92.2±0.79%、SSEA1陽性は 3.9±0.75%であった（図 3-4A）。

さらに免疫細胞染色により、多能性マーカーの OCT4と NANOGの発現(11, 37)

を観察した結果、未分化ヒト ES 細胞の全ての細胞が陽性であったが、ヒト ES

細胞から分化誘導した D6 の胚性内胚葉細胞はほとんどが陰性であった（図 3-

4B）。以上から、使用したヒト ES細胞は多能性を維持していた。 
  



53 

 

 

 



54 

 

図 3-4 培養したヒト ES細胞の多能性解析（A）フローサイトメトリーを用いて

解析した未分化ヒト ES 細胞の SSEA4、SSEA1、TRA-1-60 陽性細胞比率。（B）

免疫細胞染色した未分化ヒト ES細胞とヒト ES細胞から分化した胚性内胚葉細

胞（D6）の OCT4と NANOG（赤）、核（DAPI、青）。スケールバー: 50 µm。   
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3.2. マイクロデバイスにおける肝芽細胞への分化誘導 

3.2.1. 細胞外マトリックス Matrigel と ROCK 阻害剤は接着分化誘導を可能と

した 

 開発したマイクロデバイスの PDMS 膜上において、ヒト ES 細胞から肝芽細

胞へ分化誘導条件を検討した。本研究では、先行研究の分化誘導法(51)を初めに

用いた。細胞培養ディッシュ上において、ヒト ES細胞から肝芽細胞へ接着分化

誘導した先行研究と同様に、PDMS膜をゼラチン溶液によりコーティングし、接

着分化誘導を試みたが、培養 2 日目（D2）には PDMS膜から細胞が遊離した（図

3-5A）。 

この問題を解決するために、ラミニン、コラーゲン IV、ヘパラン硫酸プロテ

オグリカンなどの各細胞外マトリックスを含有するMatrigelを用いて、PDMS膜

をコーティングした。その結果、ゼラチン溶液によるコーティング時に生じた細

胞遊離は抑制された。Matrigelコーティングした PDMS膜上で、先行研究(51)と

同様の培地を用いて分化誘導を行ったところ、肝芽細胞を誘導する前の D5にお

いて、細胞が PDMS膜から遊離した（図 3-5B）。 

そこで、細胞遊離を抑制するために、細胞運動を抑制するROCK阻害剤Y27632 

(2)を培地中に 10 µM添加した。Y27632を添加することにより、Matrigelでコー

ティングした PDMS膜上では、D5時点の細胞遊離は抑制された（図 3-5B）。一

方、ゼラチン溶液でコーティングした PDMS 膜上では、Y27632 を添加しても、

細胞遊離は抑制されなかった。また、D6において、Y27632非添加培地に交換す

ると、交換直後に細胞は遊離し、細胞塊を形成した（図 3-5C）。したがって、細

胞を PDMS膜上に安定に接着させるためには、Matrigelコーティングと Y27632

の継続的添加が必要である。以上のように、先行研究(51)の分化方法を改善する

ことで、マイクロデバイスの PDMS膜上において、ヒト ES細胞の接着分化誘導

の条件を確立した（図 3-5D）。  
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図 3-5 マイクロデバイス上でのヒト ES細胞から肝芽細胞への分化誘導条件の

検討。（A）ゼラチンコーティングした PDMS膜上では、D2において細胞の剥離

が観察された。矢印は細胞の遊離した箇所を示している。（B）ゼラチンコーテ

ィングした PDMS膜上や Y27632（Y）を使用していない培養チャンバーでは、

D5において殆どの細胞が遊離した。Matrigelと Y27632（Y）を使用したチャン

バーでは細胞遊離が抑制された。（C）D6の途中で Y27632を中断すると培地交

換直後に細胞は遊離した。（D）Matrigelと Y27632を使用して、ヒト ES細胞か

ら分化誘導した D1、D4、D8、D9の細胞を顕微鏡により観察した。スケールバ

ー: 100 µm。 
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3.2.2. 分化誘導 6 日目の細胞は胚性内胚葉細胞マーカーを発現していた 

 D6 にヒト ES 細胞から胚性内胚葉細胞を誘導したことを確認するため、胚性

内胚葉細胞のマーカータンパク質である転写因子の SOX17、ケモカインレセプ

ターの CXCR4 を免疫細胞染色法とフローサイトメトリーにより解析した(51, 

58)（図 3-6）。その結果、未分化ヒト ES細胞は、SOX17を全ての細胞において

発現していなかった。一方、マイクロデバイス上で分化誘導した細胞は SOX17

を発現していた（図 3-6A）。さらに、フローサイトメトリー解析において、先行

研究(51)の手法により分化誘導した胚性内胚葉細胞と比較した結果、先行研究

と同様に、マイクロデバイス上で分化誘導した細胞の 99.0%以上は CXCR4を発

現していた（図 3-6B）。未分化ヒト ES細胞は、CXCR4を発現していなかった。 

 以上から、改善した分化誘導条件のもと、マイクロデバイス上でヒト ES細胞

から胚性内胚葉細胞へ分化していることを確認した。 
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図 3-6 ヒト ES 細胞と分化誘導した D6 の細胞における胚性内胚葉細胞マーカ

ーの発現。（A）ヒト ES細胞とマイクロデバイス上で分化誘導した D6細胞にお

ける SOX17（緑）および核（DAPI, 青）を免疫細胞染色により観察した。スケ

ールバー: 50 µm。（B）未分化ヒト ES細胞（D0）、細胞ディッシュ上で先行研究

の手法により分化誘導した D6細胞、マイクロデバイス上において分化誘導した

D6 細胞の CXCR4 を発現している細胞比率をフローサイトメトリーにより解析

した。 
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3.2.3. KDR 陽性・陰性の肝芽細胞を分化誘導した 

マイクロデバイス上で胚性内胚葉細胞を分化誘導した細胞の肝芽細胞マーカ

ーの発現を確認した。肝芽細胞は、KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞に分類され

ることが報告されている(25, 26)。これを確認するため、D9 の細胞を回収し、

KDR 抗体を用いてフローサイトメトリーを行った。その結果、得られた細胞に

おいて 85.1%が KDR陰性、14.9%が KDR陽性だった（図 3-7A）。 

次に、KDR 陰性細胞と KDR 陽性細胞において、肝芽細胞マーカーである

KRT19、FOXA2、HHEX、SOX17、HNF4αの発現を比較したところ、KDR陰性

細胞は、これらのマーカーをより強く発現していた（図 3-7B）。 
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図 3-7 ヒト ES細胞から分化誘導した KDR陽性細胞と KDR陰性細胞から構成

される D9時点の細胞。（A）マイクロデバイス上で分化誘導したヒト ES細胞由

来の D9 時点の細胞における KDR 発現を示すフローサイトメトリー解析。（B）

D9 時点の細胞において、肝芽細胞マーカー（KRT19、黄; FOXA2、マゼンタと

黄; HHEX、黄; HNF4α、マゼンタ; SOX17、黄）、KDR（マゼンタ）、核（DAPI、

シアン）を染色した D9時点の細胞を蛍光顕微鏡で観察した。スケールバー: 100 

µm。さらに、観察した細胞の蛍光強度を解析し、定量的 1細胞プロファイリン

グの結果を図示した。
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 また、D9時点における、KDR陽性細胞と KDR陰性細胞において、肝芽細胞

および血管内皮細胞マーカー遺伝子の発現量を評価するため、KDR 抗体を用い

てフローサイトメトリーにより細胞を分取した後、それぞれの細胞から RNAを

回収し、RT-qPCR解析を行った。KDR陽性細胞は、13.9±1.4%であり（図 3-8A）、

KDR 陽性細胞の 13.6%は血管内皮細胞マーカーである CD31 を細胞表面に発現

していなかった（図 3-8B）(27, 59)。 

未分化 ES細胞と比較して、KDR陽性細胞と KDR陰性細胞のいずれにおいて

も、肝芽細胞マーカーの KRT19、FOXA2、SOX17、HHEX、HNF4Aの遺伝子を有

意に高く発現していた。また、KDR 陽性細胞と比較した時、KDR 陰性細胞は、

KRT19、FOXA2、SOX17の遺伝子を有意に高く発現していた（図 3-8C）。一方、

KDR 陰性細胞と KDR 陽性細胞の間で、HHEX、HNF4A の遺伝子発現に有意差

は認められなかった。 

さらに、本研究で分化誘導により得られた KDR陽性細胞が血管内皮前駆細胞

のような特徴を有するかを確認するため、血管内皮細胞マーカーの KDR、CD31

の遺伝子発現量を測定した。未分化 ES細胞、KDR陰性細胞と比較した時、KDR

陽性細胞は、KDR、CD31の遺伝子を有意に高く発現していた（図 3-8D）。一方、

未分化 ES細胞と KDR陰性細胞間で、KDR、CD31の遺伝子発現に有意差は認め

られなかった。 
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図 3-8 D9における KDR陽性細胞と KDR陰性細胞の評価（A）フローサイト

メトリーによる D9細胞における KDR陽性細胞比率の解析。データは全て平均

値 ±SD で表現した。（n=3）（B）KDR 抗体と CD31 抗体を用いたフローサイト

メトリーによる D9細胞の解析。（C、D）細胞分取後の KDR陽性細胞と KDR陰

性細胞における、RT-qPCRによる肝芽細胞マーカー (C、KRT19, FOXA2, SOX17, 

HHEX, HNF4A) と血管内皮細胞マーカー (D、KDR, CD31) の遺伝子発現解析。

データは全て平均値 ±SDで表現した。一元配置分散分析として Tukey’ testを行

い、有意差を算出した（n=4）。 
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D9の KDR陽性細胞と KDR陰性細胞の分化能を評価するため、血管内皮細胞

と肝実質細胞への分化誘導用培地で、それぞれ培養した。 

まず、Geltrex 上で、血管内皮細胞への分化誘導用培地により 48 時間培養し、

血管内皮細胞に特徴的な sprouting 網形成能(27)と CD31 の発現評価を行った。

KDR陽性細胞は sprouting網を形成し（図 3-9A）、CD31を発現した（図 3-9B）。

一方、KDR陰性細胞は sprouting網を形成せず（図 3-9A）、CD31も発現しなか

った（図 3-9B）。また、KDR陽性細胞と KDR陰性細胞を分取し、ヒト間葉系幹

細胞とそれぞれ混合し、血管内皮細胞への分化誘導用培地により Geltrex中で培

養した。その結果、KDR陽性細胞は血管様構造を形成し、CD31を発現した（図

3-9C）。一方、KDR陰性細胞は血管様構造を形成せず、CD31を発現しなかった。 

次に、KDR陽性細胞と KDR陰性細胞をそれぞれ、肝実質細胞への分化誘導用

培地を用いて 12 日間培養し、肝実質細胞のマーカータンパク質の AAT、ALB、

CYP3A7、CYP3A4について(11)、免疫細胞染色した（図 3-9D）。KDR陽性細胞

と KDR陰性細胞のどちらも肝実質細胞マーカーを発現した（図 3-9D）。 

以上の結果から、KDR陽性細胞と KDR陰性細胞は、どちらも肝芽細胞マーカ

ーを発現しており、肝実質細胞へ分化誘導可能であったことから、(28, 55)肝芽

細胞であると考えられる。KDR 陽性細胞は、血管内皮細胞マーカータンパク質

である CD31 を細胞表面に発現していなかったが、血管内皮細胞マーカー遺伝

子レベルは、ES 細胞と KDR 陰性細胞よりも高く、血管内皮細胞へ分化誘導可

能であった。そのため、KDR 陽性細胞は血管内皮前駆細胞などの特徴も有する

と考えられる。 
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図 3-9 D9 の KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞の血管内皮細胞への分化能の評

価。（A）細胞分取後の Geltrex 上で KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞を血管内皮

細胞へ分化誘導した。スケールバー：100 µm。（B）細胞分取後に Geltrex上で血

管内皮細胞への分化用培地で 2 日間培養した KDR陽性細胞と KDR陰性細胞に

おいて、血管内皮細胞マーカー（KDR、マゼンタ; CD31、イエロー）および核

（DAPI、シアン）を染色した後、蛍光顕微鏡で観察した。スケールバー；200 µm。

（C）細胞分取後にGeltrex内で間葉系幹細胞と共培養したKDR陽性細胞とKDR

陰性細胞において、血管内皮細胞マーカー（KDR、マゼンタ; CD31、イエロー）

および核（DAPI、シアン）を免疫細胞染色した後、蛍光顕微鏡で観察した。ス

ケールバー: 50 µm。 
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図 3-9  D9の KDR陽性細胞と KDR陰性細胞の肝実質細胞への分化能の評価。

（D）細胞分取後、肝実質細胞への分化用培地で 12 日間培養した KDR陽性細胞

と KDR陰性細胞において、肝実質細胞マーカー（CYP3A7、マゼンタ; CYP3A4、

イエロー; AAT、マゼンタ; ALB、イエロー）および核（DAPI、シアン）を染色し

た後、蛍光顕微鏡で観察した。スケールバー: 100 µm。   
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3.3. 伸展刺激が肝芽細胞に与える効果 

3.3.1. 伸展刺激は肝実質様細胞への分化を阻害しなかった 

伸展刺激が肝芽細胞の分化に与える影響を評価するため、D9、D12 時点の肝

芽細胞で活性がみられる CYP3A活性(11, 16, 60)を測定した（図 3-10）。伸展刺

激の条件として、PDMS 膜中心の変位が 0、0.37、0.41、0.45、0.49、0.54、0.58 

mm の時の伸展刺激を細胞に 0.1 Hz の周期で与えた。ここで、変位条件が 0.58 

mmの周期的伸展刺激を与えた細胞を（0.58）として表記することにする。まず、

周期的伸展刺激を加える前の D9の細胞はほとんど CYP3Aの活性を示さなかっ

た。一方、D12の（0）の CYP3Aの活性は、D9に対して高かった。また、D12

の（0）と比較した時、（0.37）、（0.41）、（0.45）の CYP3A活性は変化がなかった。

しかし、（0.49）、（0.54）、（0.58）の CYP3A活性は（0）に対して、それぞれ約 1.6、

1.8、2.1 倍高かった。以上の結果から、D9から D12の培養は肝芽細胞への分化

を促進し、変位の大きな周期的伸展刺激は肝芽細胞の分化をより促進する可能

性が示唆された。 

さらに、周期的伸展刺激が肝芽細胞の分化能に与える影響を評価するため、

（0.58）を肝実質細胞へ分化誘導した。分化誘導した細胞に対して、肝実質細胞

マーカーとして使用される ALB 分泌量と CYP3A 活性を測定した（図 3-11A）。

肝実質細胞へ分化誘導した細胞において、刺激の有無に関わらず、ALB 分泌量

と CYP3A活性は経時的に増加した。ALB分泌量について、各日、刺激の有無に

よる有意差はなかった。一方、D15 と D23 において、周期的伸展刺激を付与し

た細胞の CYP3A 活性は、平均 2.4 倍、1.7 倍増加した。また、ALB 分泌量と

CYP3A活性の測定結果に基づき、分泌量と活性が最も高かった D23において肝

実質細胞マーカーを免疫細胞染した（図 3-11B）。ここでは CYP3A のサブファ

ミリーであり、胎児において優勢に発現する CYP3A7 と成体において優勢に発

現する CYP3A4(61)を染色した。さらに、ALB に加えて、分化して初期から発
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現する代表的な肝実質細胞である AATを染色した(11)。その結果、刺激の有無

にかかわらず、D23の細胞は CYP3A7と CYP3A4は両方を発現しており、ALB

と AATについても両方陽性であった。この染色結果は、ヒト多能性幹細胞から

分化誘導した肝実質細胞を染色した結果と同様であった(15, 58)。以上の結果か

ら、ヒト ES細胞由来の肝芽細胞への周期的伸展刺激の付与は、肝実質細胞への

分化能の阻害に繋がらないと考えられる。 
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図 3-10 （A）D9と各伸展刺激条件下の D12における肝芽細胞の CYP3A活性。

全サンプルの細胞溶解液中のタンパク質で標準化した RLUに対して、一元配置

分散分析として Tukey’s test を行い、有意差を算出した。*P < 0.05, **P < 0.001

（n=3）。（B）肝実質細胞へ分化誘導した細胞から分泌された ALB。データは全

て平均値 ±SDで表現した。（n=3）。（C）肝実質細胞へ分化誘導した細胞の CYP3A

活性。データは全て平均値 ±SD で表現した。Unpaired Student’s t 検定により有

意差を計算した（n=3）。（D、E）D23における CYP3A4（黄）および CYP3A7（マ

ゼンタ）; ALB（黄）および AAT（マゼンタ）について免疫細胞染色を行い、蛍

光顕微鏡を用いて観察した。スケールバー: 150 µm。 
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3.3.2. 伸展刺激は肝芽細胞関連遺伝子の発現を阻害しなかった 

 周期的伸展刺激が肝芽細胞の遺伝子発現に与える影響を調べるため、分化 9

日目の肝芽細胞（D9）、伸展刺激を与えていない肝芽細胞（D12_S(-)）、3 章 3.1

項において CYP3A活性が最も高かった（0.58）の肝芽細胞（D12_S(+)）を用い

て、RNA-seq を行った。サンプル間の遺伝子発現変動パターンを可視化するた

め、RNA-seqにより得られた結果を主成分分析した。各サンプルは D9、D12_S(-)、

D12_S(+)ごとのグループに識別された（図 3-11A）。この結果から、PC1は D9か

ら D12の培養による分化を識別する第 1成分、PC2は D12における伸展刺激の

効果を識別する第 2成分と考えられる。 

分化 9 日目から 12 日目への培養による影響を明らかにするため、D9 と

D12_S(-)、D9 と D12_S(+)の DEGs 解析をそれぞれ行った。D9 と D12_S(-)を比

較した時、D12_S(-) において上昇した DEGsが 2538遺伝子、低下した DEGsが

2392遺伝子だった（図 3-11B）。上昇した DEGsに、肝芽細胞マーカー遺伝子と

なる ALB、CYP3A5、HNF4A、AFP、CREB、血管内皮細胞マーカーの CD31が含

まれていた(13, 27, 62)。一方、低下した DEGsに、胚性内胚葉細胞のマーカー

遺伝子の CXCR4(58)が含まれていた。それぞれの DEGs に対して、生物学的意

味を明らかにするため、GO解析を行った。D12_S(-) において、上昇した DEGs

の GO terms には肝芽細胞の代謝能に関わる「Transport of small molecules」、

「Regulation of system process」などが含まれていた。一方、低下した DEGsの GO 

termsには細胞分裂に関わる「Cell cycle」、「DNA replication」などが含まれてい

た（図 3-11C）。さらに、これらの DEGsを TRSSUT解析することで(63)、DEGs

を制御する可能性のある転写因子を解析した（図 3-11D）。解析により示唆され

た SP1、HNF4Aなどの転写因子は、活性化すること肝芽細胞分化を促進すると

報告されている(13, 64)。以上の結果から、分化 9 日目から 12 日目への培養に

より、肝分化が促進されたと考えられる。 
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同様に、D9 と D12_S(+)を比較した時、D12_S(+) において上昇した DEGs は

2487 遺伝子、低下した DEGs は 2457 遺伝子だった（図 3-11E）。ここでも、上

昇した DEGsに、ALB、CYP3A5、HNF4A、AFP、CREB、CD31が含まれており、

低下した DEGs に CXCR4 が含まれていた。GO 解析において、上昇した DEGs

の GO termsには、「Transport of small molecules」、「Regulation of system process」

などに加え、「Embryonic morphogenesis」や「Tissue morphogenesis」などの GO terms

が高いエンリッチメントスコアで含まれていた（図 3-11F）。一方、低下したDEGs

の GO terms には、「Cell cycle」、「DNA replication」などが含まれていた（図 3-

11F）。また、D9と比較した時の D12_S(+)のおける上昇した DEGsを対象とした

TRRUST解析によっても、SP1、HNF4Aなどの転写因子が示唆された（図 3-11G）。

以上の結果から、周期的伸展刺激を肝芽細胞に与えた場合でも、分化 9 日目か

ら 12 日目への培養過程において肝分化は促進されたと考えられる。 
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図 3-11（A）RNA-seq により解析した D9、D12_S（-）、D12_S（+）の遺伝子発

現プロファイリングに基づく主成分分析では、D9（赤）、D12_S（-）（青）、D12_S

（+）（緑）が 3 つのグループに分離された。（B）D9 と D12_S（-）を比較した

volcano plot。赤と青のプロットは偽発見率（FDR）<0.05と｜log2fold change (FC)

｜> 1で解析した DEGsを示す。D12_S（-）において上昇した DEGsには、肝芽

細胞マーカー（CYP3A5、HNF4、AFP、ALBなど）が含まれ、D12_S（-）におい

て低下したDEGsには、内胚葉マーカー（CXCR4）と細胞分裂関連遺伝子（CDK15、

CCND1、BIRC1など）が含まれていた。（C）D9と比較した時、D12_S（-）にお

いて、上昇した 2538DEGsと低下した 2392DEGsに基づく GO terms。（D）TRRUST

により示唆された、D12_S（-）において DEGs を制御する可能性のある転写因

子。（E）D9と D12_S（+）を比較した volcano plot。D12_S（+）と同様に、上昇

した DEGsには、肝芽細胞マーカー（CYP3A5、HNF4、AFP、ALBなど）が含ま

れ、低下したDEGsには、内胚葉マーカー（CXCR4）と細胞分裂関連遺伝子（CDK15、

CCND1、BIRC1など）が含まれていた。（F）D9と比較した時、D12_S（+）にお

いて、上昇した 2538DEGsと低下した 2392DEGsに基づく GO terms。（G）TRRUST

により示唆されたD12_S（+）においてDEGsを制御する可能性のある転写因子。  
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3.3.3. 伸展刺激は血管形成関連遺伝子の発現を促進した 

次に、周期的伸展刺激により変化した DEGsを明らかにするため、D12_S(-) と

D12_S(+) を解析した（図 3-12A）。D12_S(+)において上昇した DEGs は 459 遺

伝子、低下した DEGsは 547遺伝子だった。D12_S(+)において上昇した DEGsに

は、IL6、NODAL、EGF、ZEB2、MMP2、MMP9、TWSIT1など血管形成や、血管

形成時に生じる上皮間葉転換に関連する遺伝子が含まれていた(65‒68)。また、

肝臓の血管再生時(34)や肝芽の成長時(69)に血管形成に関連する HGFも含まれ

ていた。そのため、HGF の下流に共通して存在する、上皮間葉転換に関連する

遺伝子の発現量（TPM）を調べた（図 3-12D）。その結果、これらの遺伝子にお

いて、周期的伸展刺激による発現量の上昇がみられた。さらに、得られた DEGs

に対して GO解析を行った（図 3-12B）。D12_S(-) において、上昇した DEGsの

GO terms は形態形成や血管形成に関わる「Embryonic morphogenesis」、「Tissue 

morphogenesis」、「Vasculature development」であった。減少した DEGsの GO terms

はイオン輸送に関わる「Metal ion transport」、「Anion transport」であった（図 3-

12B）。 

さらに、D12_S(-) 比較した時の D12_S(+)における DEGs を対象とした

TRSSUT 解析により、上昇した DEGs を制御する可能性がある転写因子として

SP1、STAT3、CREB1 などが示唆された（図 3-12C）。一方、低下した DEGs を

制御する可能性がある転写因子は示唆されなかった。これらの示唆された転写

因子の遺伝子発現量（TPM）を調べたところ、D12_S(-) と D12_S(+) の間で有意

差はなかった（図 3-12E）。以上の結果から、SP1、STAT3、CREB1 の遺伝子発

現量が上昇したのではなく、これらの転写因子が活性化したことで、下流に存在

する遺伝子が上昇したと考えられる。これらの転写因子はカルシウムイオンに

より活性するため、カルシウムイオンが流入することで発現量が上昇する遺伝

子について調べたところ、殆どの遺伝子において上昇がみられた（図 3-12F）
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(70)。細胞質内へのカルシウムイオン流入に関わるチャネルの遺伝子発現量

（TPM）を確認した。機械的刺激により活性化し細胞質内へカルシウムイオンを

流入させる機械受容チャネルである TRP ファミリー(71‒73)と PIEZOファミリ

ー(74)のうち、PIEZO1、TRPM4、TRPM7の遺伝子発現量が分化に関係なく比較

的高かった（図 3-12H）。細胞質内へのカルシウム流入に関わる ITPR3や SERCA

など他の遺伝子の遺伝子発現量（TPM）には変化がなかったため（図 3-12G）

(75, 76)、PIEZO、TRPM4、TRPM7などのチャネルを介した細胞質内へのカルシ

ウムイオン流入が SP1や STAT3、CREB1の活性化に関わっている可能性が考え

られる。 
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図 3-12（A）D12_S（-）と D12_S（+）を比較した volcano plot。D12_S（+）に

おいて上昇した DEGsには、血管形成に関連する遺伝子（HGF、MMP2、NODAL、

MMP9、IL6、ZEB2、TWIST）が含まれていた。低下した DEGsには、内胚葉マ

ーカー（CXCR4）とイオン輸送関連遺伝子（SLC5A5、SLC6A3、SLC9A2）が含

まれていた。（B）D12_S（-）と比較した時、D12_S（+）において上昇した 459DEGs

と低下した 547DEGs。（C）TRRUSTにより示唆された D12_S（+）において DEGs

を制御する可能性のある転写因子。 
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図 3-12（D）D12_S（-）と D12_S（+）における HGF の下流に存在し、上皮間

葉転換に関連する遺伝子の発現量。（E）D12_S（-）と比較した時、D12_S（+）

において上昇した DEGsを TRRUSTにより解析して得られた転写因子の遺伝子

発現量（TPM）。（F）D12_S（-）と D12_S（+）における STAT3と CREBなどを

介したカルシウムシグナリングに関連する遺伝子発現量（TPM）。（G）細胞質へ

のカルシウム流入に関連しているタンパク質の遺伝子発現量（TPM）。データは

全て平均値±SDで表現した。（H）D9、D12_S（-）と D12_S（+）における TRP

ファミリーと PIEZOファミリーの遺伝子発現量（TPM）。 
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3.4. 伸展刺激による血管形成因子の生成と分泌の促進 

3.4.1. 伸展刺激は血管形成因子の分泌を促進した 

 伸展刺激が血管形成に関連するタンパク質、血管形成因子の分泌に与える影響

を評価するため、肝臓の血管形成に関連する HGFとMMP9に着目した(34)。伸

展刺激とHGFとMMP9の放出量の関係を解析するため、複数条件の周期（0.01、

0.1、1 Hz）と PDMS膜中心の厚さ方向への変位（0.45、0.51、0.58 mm）の伸展

刺激を与え、D12の肝芽細胞の HGFとMMP9の分泌量を測定した（図 3-13A）。 

 肝芽細胞の HGFとMMP9の分泌量は、どちらも伸展刺激の周期と相関して増

加した。同じ周期の伸展刺激では、PDMS膜中心の厚さ方向への変位量の増加と

相関して、HGFとMMP9の分泌量は増加した。さらに、位置依存的なひずみを

生じる PDMS膜上の肝芽細胞における HGF、MMP9、肝芽細胞マーカー（HNF4α

と KRT19）の生成量を可視化するため、免疫細胞染色法で D12の肝芽細胞を染

色した（図 3-13B）。3 章 2.2 項における有限要素解析を用いた PDMS膜の面内

ひずみと各タンパク質の蛍光強度の明らかな相関は見られなかった。 
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図 3-13A PDMS膜中心の厚さ方向への変位が 0.45 mm、0.51 mm、0.58 mm、周

期がそれぞれ 0、0.01、0.1、1 Hzの伸展刺激を与えて培養した肝芽細胞が分泌し

た HGFとMMP9。データは平均値±SD。一元配置分散分析として Tukey’s testを

行い、有意差を算出した（n=3）。 
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図 3-13B 1 Hz（周期）、0.58 mm（PDMS膜中心の厚さ方向への変位）の伸展刺

激を与えて培養した D12 の肝芽細胞について、PDMS 膜上で肝芽細胞マーカー

（HNF4α、赤; KRT19、緑）、血管形成因子（HGF、赤; MMP9、赤）および核（DAPI, 

青）を用いて免疫細胞染色をした。スケールバー: 300 µm。 
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3.4.2. KDR 陽性・陰性細胞の双方で血管形成関連遺伝子の発現量が上昇した 

 肝芽細胞において周期的伸展刺激が血管形成因子の生成・分泌を促進した細

胞を明らかにするため、KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞それぞれの血管形成関

連遺伝子の発現量を測定した。 

まず、3 章 4.1 項の結果において、HGFとMMP9の分泌量が最も多かった、

1 Hz、PDMS 膜中心の厚さ方向への変位が 0.58 mm の伸展刺激を肝芽細胞に与

え、伸展刺激が KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞の比率に与える影響をフローサ

イトメトリーにより解析した。その結果、D12時点で刺激の有無による KDR陽

性細胞と KDR陰性細胞の比率に有意差は認められなかった。（図 3-14A、B）。 

次に、フローサイトメトリーにより分取した KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞

の遺伝子発現を RT-qPCR により解析した（図 3-14C）。KDR 陽性細胞と比較し

て、刺激の有無に関わらず、KDR陰性細胞は CYP3A7と HNF4Aなどの肝芽細胞

マーカー遺伝子を高く発現していた。また、周期的伸展刺激により、CYP3A7の

遺伝子発現量は平均 15 倍上昇し、HNF4A の遺伝子発現量は平均 0.37 倍に低下

した。HNF4A の遺伝子発現量の減少は、肝芽において上皮間葉転換を生じた肝

芽細胞に見られる(77)。一方、KDR陰性細胞と比較して、KDR陽性細胞は KDR

と CD31 などの血管内皮細胞マーカー遺伝子を高く発現していた。周期的伸展

刺激により、血管内皮細胞マーカー遺伝子の発現量は変化しなかった。 

さらに、周期的伸展刺激を付与した時の KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞にお

いて、肝芽形成時に発現量が上昇し、血管形成に関係していると考えられる遺伝

子（HGF、MMP2、MMP9、TWIST1）(34, 78)の発現量の変化を RT-qPCRを用い

て調べた（図 3-14D）。周期的伸展刺激の付与により、KDR陰性細胞の HGFの

遺伝子発現量は平均 44 倍に上昇した一方、KDR 陽性細胞において変化はなか

った。また、伸展刺激により MMP9の遺伝子発現量は KDR陽性細胞において平

均 12 倍、KDR陰性細胞において平均 22 倍、それぞれ上昇した。周期的伸展刺
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激付与により、KDR 陽性細胞、KDR 陰性細胞の MMP2 の遺伝子発現量はそれ

ぞれ平均 2.2 倍、18 倍上昇し、TWISTの遺伝子発現量はそれぞれ平均 15 倍、13

倍上昇した。以上の細胞分取と遺伝子解析の結果、肝芽細胞の KDR陽性細胞と

KDR 陰性細胞のどちらにおいても、周期的伸展刺激は血管形成関連遺伝子の発

現を促進していた。 
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図 3-14（A）周期的伸展刺激の有無が D12の肝芽細胞の KDR陽性比率に与える

影響。データは全て平均値±SD で表現した。（n=3）（B）周期的伸展刺激の有無

が D12 の肝芽細胞の KDR と CD31 陽性比率に与える影響。（C）周期的伸展刺

激の有無が KDR陽性細胞と KDR陰性細胞における肝芽細胞マーカー（HNF4A

と CYP3A7）と血管内皮細胞マーカー（CD31と KDR）の遺伝子発現に及ぼす影

響。データは平均値±SDで表現した。Unpaired Student’s t 検定により有意差を計

算した（n=4）。（D）KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞において、周期的伸展刺激

の付与により変化した HGF、MMP2、MMP9、TWIST1の遺伝子発現。データは

全て平均値±SD で表現した。Unpaired Student’s t 検定により有意差を計算した

（n=4）。 
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3.4.3. 血管形成因子の生成・分泌促進には KDR 陽性・陰性細胞の共培養が必

要だった 

 周期的伸展刺激による HGF と MMP9 の生成と分泌の促進に KDR 陽性細胞と

KDR陰性細胞の共培養が必要であることを検証するため、D9の KDR陽性細胞

と KDR陰性細胞を分取し、それぞれをマイクロデバイスの培養チャンバーに播

種した（図 3-15A）。播種してから 1 日後、1 Hz、PDMS膜の厚さ方向への変位

が 0.58 mmの周期的伸展刺激を与え、3 日間培養した。 

共培養した KDR陽性細胞と KDR陰性細胞において、伸展刺激により HGFの

分泌量は平均 3.2 倍増加したが、分取培養時、伸展刺激により HGFの分泌量は

変化しなかった（図 3-15B）。一方、共培養した細胞、分取培養した KDR 陽性

細胞において、MMP9の分泌量は、平均 3.7 倍と 18 倍にそれぞれ増加した（図

3-15B）。 

また、刺激の有無と、共培養の有無が HGFとMMP9の生成量に与える影響を

調べるため、免疫細胞染色を行い、蛍光強度を解析した。これらの細胞の共培養

時、伸展刺激により、HGFの生成量は平均 2.0 倍に増加した。一方、周期的伸展

刺激により HGF の生成量の増加は、分取培養した KDR 陰性細胞において平均

1.2 倍、分取培養した KDR 陽性細胞において平均 1.4 倍に留まった（図 3-15C

と D）。共培養した細胞、分取培養した KDR 陽性細胞において、周期的伸展刺

激によりMMP9の生成量は約 1.7 倍それぞれ増加した。一方、分取培養した KDR

陰性細胞においては、周期的伸展刺激により MMP9 の生成量の増加は約 1.2 倍

に留まった。 

このように、KDR陽性細胞と KDR陰性細胞の共培養を介して、周期的伸展刺

激は HGFとMMP9の分泌量を増加させた。また、分取培養した KDR陽性細胞

においても、伸展刺激はMMP9の分泌量を増加した（図 3-15C と D）。 
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図 3-15 KDR陽性細胞と KDR陰性細胞の共培養時に、周期的伸展刺激は血管

形成因子である HGFと MMP9の生成と分泌を促進した。（A）D8の KDR陽性

細胞と KDR 陰性細胞の分取後の培養と周期的伸展刺激付与についての概要図。

（B）D12において刺激の有無によって変化した、共培養・分取培養した時の HGF

と MMP9 の分泌量。データは全て平均値±SD で表現した。Unpaired Student’s t-

testを行い、有意差を計算した（n=3）。（C）刺激の有無によって共培養時と分取

培養時の肝芽細胞マーカー（KRT19、黄）、血管形成因子（HGF、マゼンタ;MMP9、

マゼンタ）、核（DAPI、シアン）によって免疫細胞染色を行い、撮影した蛍光顕

微鏡画像。スケールバー: 25 µm。（D、E）（C）の顕微鏡画像に基づく共培養お

よび分取培養時における HGF および MMP9 発現の定量的細胞プロファイリン

グ。同時に免疫細胞染色を行った 2 つのウェルにおいて PDMS 膜中心付近と端

付近の細胞を撮影し、計 4枚の画像から輝度を算出した。データは平均値±SDで

表現した。二元配置分散分析としてWelch’s testを行い、有意差を算出した。 
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第 4 章 考察 
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4.1. 本研究で用いた分化誘導法 

本研究では、周期的伸展刺激の付与により KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞の

比率が約 1.5:8.5から変化しないことを確認した（図 3-14A）。この比率は、受精

後 15から 24週の胎児由来の肝芽細胞における KDR陽性と KDR陰性細胞の比

率（1.25:8.75）とほぼ同等である(27)。マウスにおいて肝類洞内皮細胞の一部は、

内胚葉細胞由来の KDR陽性細胞から生じることが報告されている(27)。本研究

で分化誘導した KDR 陽性細胞は血管内皮細胞マーカーである KDR を細胞膜表

面に発現していたが、CD31を細胞膜表面に発現していなかった（図 3-8B）。ゲ

ル上で培養することにより、KDR陽性細胞は sprouting網を形成し、CD31を発

現した一方、KDR陰性細胞はそのような構造を形成せず、CD31も発現しなかっ

た（図 3-9Aと 3-9B）。さらに、肝実質細胞へ分化誘導することにより、KDR陽

性細胞と KDR陰性細胞は肝実質細胞マーカー（CYP3A7、CYP3A4、ALB、AAT）

を発現した（図 3-9D）。これらの結果は、本研究で得られた KDR陽性細胞は肝

類洞内皮細胞と肝実質細胞に分化する可能がある一方、KDR 陰性細胞は肝類洞

内皮細胞に分化できないことを示唆している。このように、本研究では、生体内

の肝芽細胞と同様の特徴を有する肝芽細胞を分化誘導したと考えられる。 

本研究において、伸展刺激により血管形成因子の分泌が促進された時、KDR

陽性肝芽細胞の血管内皮細胞への分化は促進されなかった。KDR 陽性肝芽細胞

の血管内皮細胞への分化誘導において VEGF を用いたように、生体内において

もKDR陽性肝芽細胞を血管内皮細胞へ分化誘導する因子は、伸展刺激ではなく、

肝芽へ侵入した血管内皮細胞や血管壁細胞から分泌される VEGF などの化学因

子だと考えられる（図 3-14C）。 
  



99 

 

4.2. カルシウムシグナリング増幅による血管形成因子生成・分泌促

進の可能性 

本研究では、RNA-seq解析により、周期的伸展刺激がヒト ES細胞由来の肝芽

細胞の HGF や MMP9 などの血管形成に関わる遺伝子発現を促進することを示

した（図 3-12H）。D12_S(+)において上昇した DEGs についての GO 解析と

TRRUST 解析では、HGF や MMP9 を含む「Embryonic morphogenesis」、「Tissue 

morphogenesis」、「Vasculature development」などの形態形成や血管形成に関わる

GO termsが確認され（図 3-12I）、これらの遺伝子発現の促進は STAT3や CREB1

などの転写因子の活性化による可能性が示唆された（図 3-12L）。一方、周期的

伸展刺激により STAT3や CREB1の遺伝子発現量は変化していなかった。肝芽細

胞において、伸展刺激により分泌が促進された HGFとMMP9は、カルシウムシ

グナルに関係する転写因子 STAT3 や CREB1 により遺伝子発現制御されており

(79, 80)、伸展刺激の周期やひずみと正の相関を示した（図 3-13A）。これらの結

果から、伸展刺激の周期に依存して活性化する PIEZO1や TRPV4などの機械受

容チャネルを介して(81, 82)、細胞質へのカルシウムイオンの流入が生じ、STAT3

と CREB3が活性化している可能性が考えられる(83‒85)。また、本研究の RNA-

seq 解析による機械受容チャネルに関連する遺伝子プロファイルにおいて、

TRPM7や PIEZO1、TRPM4、PKD1などの一部の機械受容チャネルの遺伝子発現

量が高かった（図 3-12O）。したがって、これらのチャネルが STAT3 や CREB3

の活性化に関連している可能性がある。その場合、生体内での胎児の心臓の 1分

間あたりの心拍数は 110-150 回と報告されているため(86)、本研究においてマイ

クロデバイスで与えることが可能であった最速周期の伸展刺激（1 Hz、すなわち

60 回/分）よりも 2 倍程度速く、生体内では肝芽細胞の機械受容チャネルの活性

化と血管形成因子の生成は、より促進されている可能性がある。 
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4.3. 血管形成因子生成・分泌促進への KDR 陽性・陰性細胞の共培

養の寄与 

本研究では、HGFやMMPなどの血管形成因子の促進に KDR陽性細胞と KDR

陰性細胞の共培養が必要であることを実証するため、ヒト ES細胞から分化誘導

した肝芽細胞において、KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞をそれぞれ分取し、培

養した。分取培養した KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞へ周期的伸展刺激をそれ

ぞれに与えた時、HGF の遺伝子発現、タンパク質の生成や分泌は促進しなかっ

たが、共培養することで、HGFの生成量は平均 2.0 倍、分泌量は平均 3.2 倍増加

した（図 3-15B-D）。一方、共培養した時の KDR陽性細胞における HGFの遺伝

子発現量は変化しなかった（図 3-13D）。これらの結果は、KDR陽性細胞におけ

る HGF の翻訳および分泌過程に、KDR 陰性細胞との細胞間相互作用が関与し

ている可能性を示している。KDR 陽性細胞と共培養した KDR 陰性細胞では、

伸展刺激により、HGF の遺伝子発現量とタンパク質の生成・分泌量は促進され

た（図 3-14D、3-15B-D）。これは、KDR陽性細胞との細胞間相互作用が HGFの

発現に関与していることを示唆している。そのため、KDR 陰性細胞では、伸展

刺激による、カルシウムイオン流入を介した STAT3や CREB3の活性化(84, 85)

に、KDR陽性細胞との細胞間相互作用が関与している可能性がある。 

 また、分取培養した KDR陽性細胞および共培養した肝芽細胞において、伸展

刺激は、MMP9 の分泌を促進したが、分取培養した KDR 陰性細胞において、

MMP9の分泌を促進しなかった（図 3-15B）。共培養した肝芽細胞や分取培養し

た KDR陽性細胞と比較して、分取培養した KDR陰性細胞におけるMMP9の生

成量の増加は小さかった（図 3-15C-D）。これらの結果から、KDR 陽性細胞と

KDR 陰性細胞間の細胞間相互作用も MMP9 の転写因子の活性化に寄与してい

る可能性がある。分取培養した KDR陽性細胞においても、伸展刺激はMMP9の

分泌を促進していた（図 3-15B）。KDR陽性細胞と KDR陰性細胞の細胞間相互
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作用が MMP9 の分泌に与える影響を考慮するため、共培養した KDR 陽性細胞

と KDR陰性細胞の細胞数の比（陽性細胞:陰性細胞=1.5 : 8.5）と分取培養した時

の細胞のMMP9分泌量より、細胞間相互作用の影響がないと仮定したMMP9の

分泌量を加重平均で算出した。算出した加重平均は 3.92 pg/μgであったが、実際

に共培養した時のMMP9の分泌量は 7.44 pg/μgであった。これは、KDR陽性細

胞と KDR 陰性細胞間の細胞間相互作用が MMP9 の分泌量を促進したことを意

味する。 

以上の結果を総合すると、肝芽細胞において KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞

の細胞間相互作用を介して、周期的伸展刺激は血管形成に関わるタンパク質の

生成と分泌を促進していると考えられる。この細胞間相互作用の候補として、

RNA-seqによる解析により活性化したと示唆された SP1、STAT3や CREB1の上

流に存在する FOSL1(87)や MAPK(88)などの転写因子を促進するリガンドが考

えられる。実際に、volcano-plot解析により、FOSL1の遺伝子発現が周期的伸展

刺激によって上昇している（図 3-12A）。この候補を具体的に絞り込むため、周

期的伸展刺激条件下で、共培養した KDR 陽性細胞と KDR 陰性細胞と、分取培

養した KDR陽性細胞と KDR陰性細胞をそれぞれ網羅的遺伝子解析し、volcano-

plotにより比較する手法が有効だと考えられる。 

 

4.4. 本研究で用いた手法の改良点 

本研究では、PDMS膜を加圧し、円蓋状に変形させることで細胞に伸展刺激を

与えるマイクロデバイスを用いた。本デバイスでは、伸展刺激以外にも力学刺激

が加わっている可能性がある。例えば、PDMS膜の変形に伴う培地の流れによる

細胞へのせん断応力、膜の厚さ方向への周期的な細胞の変位による静水圧の周

期的な変化による刺激などが考えられる。伸展刺激のみが重要だと検証するた

めには、PDMS 膜を 2 次元方向に物理的に引張ることで伸展刺激を細胞に与え
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るマイクロデバイスとポンプを使用してせん断応力を細胞に与えるマイクロデ

バイスを開発の上、細胞を培養・比較することが考えられる。さらに、ヒト胚に

形状が似たマウス胚を用いて、心拍に伴う肝芽の変形を心拍に同期した MRIな

どで撮影し、肝芽細胞に生じるひずみを分析した上で、マイクロデバイスに反映

させることは、より体内に近い伸展刺激を再現することを可能とする。 

一方、これまでの研究により、様々な細胞において、伸展刺激は、細胞内の化

合物やシグナル伝達、構造を変化させることが明らかになっている(89)。伸展刺

激を付与した際の細胞質内へのカルシウムイオン流入には、主に PIEZO チャネ

ルなどの機械受容チャネルが関連しており、PIEZO チャネルの活性化は細胞の

分化や発生に寄与している(90, 91)。このような機構の関連を検証には、カルシ

ウムセンサーやレポーター遺伝子を細胞に導入し、カルシウムシグナリングに

関わる遺伝子のノックダウン・ノックアウトやライブセルイメージングを組み

合わせる実験が有効である。しかし、本研究において用いた 3 層構造のマイク

ロデバイスは培養中に焦点が変化するため、蛍光顕微鏡を用いたライブイメー

ジングに適さない。本研究結果により示唆された分子機構を解明するためには、

伸展刺激条件下において細胞のライブイメージングを可能とするマイクロデバ

イスを開発する必要がある。 

 さらに、本研究の改良点として、肝芽を構成する横隔間充織細胞を用いる点が

挙げられる。体内では、横隔間充織細胞から分泌される BMP4 が肝芽細胞の分

化を促進することが報告されている(92, 93)。さらに分化に加えて、横隔間充織

細胞が肝芽における血管の発達に寄与している可能性があるため、伸展刺激に

よる血管形成因子の生成促進機構の解明には、横隔間充織細胞と肝芽細胞を混

合した培養系へ改良し、伸展刺激条件下での多細胞間相互作用についても考慮

する必要がある。 
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4.5. 発生生物学分野と組織工学分野への貢献 

 本研究では、伸展刺激の付与による肝芽細胞の血管形成に関わるタンパク質

の生成と分泌を促進する機構について解明の手掛かりを得た。機械受容チャネ

ルやカルシウムイオンの流入の関与が示唆された。示唆された肝芽細胞におけ

る血管形成因子の促進機構を完全に解明することで、灌流可能な血管を有する

ヒト多能性幹細胞由来肝芽作製を実現する手掛かりになる。この肝芽の実現は、

生体移植に利用可能な人工肝臓の開発を加速するだけではなく、肝小葉におけ

る血管構造形成機構の理解にも寄与する。また、そのような機構の解明は肝臓以

外の器官における血管形成の発生研究や組織工学への応用が期待される。例え

ば、心臓や肺など、血管網が機能維持に重要な役割を果たす器官においても、伸

展刺激による血管形成の制御機構が関与している可能性が考えられる。この知

見を用いることで、他臓器においても生体内の臓器により近い人工臓器の作製

の実現が期待される。さらに、実現した人工臓器を基にした病態モデルの開発や、

血管形成異常を伴う疾患の発症メカニズムの解明、治療法の開発に寄与する。こ

のように本研究成果は、肝臓やその他の器官における発生生物学や組織工学へ

貢献する大きな可能性を秘めている。 

一方、これらを実用化する上で解決すべき課題は山積している。その中でも、

分化誘導にかかる時間的コストは金銭的コストにも繋がるため、解決すべき最

も重要な課題である。例えば、機能が成熟していない肝実質細胞を分化誘導する

ために、現在の手法は 30 日近く要する。そこで将来的に、生体内環境を再現す

る培養デバイスや発生時間が異なる動物種の多能性幹細胞を組み合わせて研究

を行うことで、この分化誘導に要する時間の短縮に関する手掛かりを得る必要

がある。また、このような研究により、分化や発生といった生物学的な疑問を解

き明かすことが可能となる。 
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本研究では、マイクロデバイスを用いてヒトES細胞由来の肝芽細胞において、

伸展刺激が血管形成因子の生成に与える影響とその機構を明らかにすることを

目指した。その結果、ヒト ES細胞由来の肝芽細胞において、伸展刺激が HGFや

MMP9 などの血管形成に関わる遺伝子の発現、タンパク質の生成・分泌を促進

することを明らかにした。また、この促進に伸展刺激の周期に相関して活性化し、

STAT3などの転写因子が関わる機構が寄与している可能性を示唆した。さらに、

伸展刺激による血管形成因子の生成・促進には、KDR 陽性肝芽細胞と KDR 陰

性肝芽細胞の共培養が必要であることを明らかにした。 

本研究で用いた手法と結果は、肝芽における血管形成因子の分泌機構の解明

や灌流可能な肝芽を生体外で作製するための組織工学技術の発展に寄与する。

また、肝芽における血管形成因子の分泌機構の解明は、肝臓以外の肺や心臓のよ

うな臓器における血管形成機構の解明の一助となる。さらに、将来的に筆者は細

胞の分化誘導期間の短縮を実現することで、再生医療において血管を有する人

工臓器を用いた移植を実現したい。 
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表 

表 1. フローサイトメトリーに使用した抗体  
名称 会社名 Catalog number 希釈 

R-Phycoerythrin-labeled human 
anti-SSEA4 Stemgent 09-0003 1:50 

DylightTM 488-labeled 
Human anti-TRA-1-60 Stemgent 09-0068 1:50 

Allophycocyanin-labeled human 
anti-CD15 (SSEA1) BioLegend 323012 1:50 

Mouse IgG3, k Isotype Control 
phycoerythrin Stemgent 09-0004 1:50 

Mouse IgM, k, Isotype Control 
Dylight Stemgent 09-0072 1:50 

Mouse IgG,k Isotype Ctrl Biolegend 400130 1:50 
Alexa Fluor® 647 Mouse Anti-
Human CD309 （KDR） BD Biosciences 560495 1:50 

Alexa Fluor® 488 anti-human 
CD31 BioLegend 303110 1:50 

Alexa Fluor® 647 Mouse IgG1κ 
isotype control BD Bioscience 557783 1:50 

Alexa Fluor® 488 mouse IgG1κ 
isotype control BD Bioscience 557782 1:50 
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表 2. 免疫細胞染色に用いた抗体リスト 

名称 会社 Catalog number 希釈 

NANOG Antibody Cell signaling 4903S 1:200 

OCT4 Antibody Santa Cruz sc-5279 1:200 
MMP9 Antibody Bioss bs-0397R 1:500 
HHEX Antibody R&D systems MAB83771-100 1:200 
SOX17 Antibody R&D systems MAB1924 1:200 
HGF Antibody Protein tech 26881-1-AP 1:500 
KRT19 Antibody Thermo Fisher 61-7300 1:500 
FOXA2 Antibody R&D systems AF2400 1:200 
KDR Antibody Abcam ab2349 1:500 
HNF4α Antibody Cell signaling mAb #3113 1:200 
CD31 Antibody R&D systems AF3628 1:500 

CYP3A4 antibody Santa Cruz 
Biotechnology Sc-53850 1:50 

CYP3A7 antibody Proteintech 55428-1-AP 1:400 
ALB antibody R&D Systems 188835 1:400 
AAT antibody Dako A0012 1:400 
AlexaFluor® 488 donkey anti-
mouse IgG (H + L) 

Jackson 
ImmunoResearch 715-545-150 1:1000 

AlexaFluor® 647 donkey anti-
rabbit IgG (H + L) 

Jackson 
ImmunoResearch 711-606-152 1:1000 

AlexaFluor® 488 donkey Anti-
goat IgG Abcam Ab150129 1:1000 
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表 3. Real-time RT-PCR 解析に用いたプライマーリスト 

Gene Symbol プライマー (forward/reverse; 5′ to 3′) 
FOXA2 GGAACACCACTACGCCTTCAAC/AGTGCATCACCTGTTCGTAGGC 

CD31 AAGTGGAGTCCAGCCGCATATC/ATGGAGCAGGACAGGTTCAGTC 

KDR GGAACCTCACTATCCGCAGAGT/CCAAGTTCGTCTTTTCCTGGGC 

TWIST1 GCCAGGTACATCGACTTCCTCT/TCCATCCTCCAGACCGAGAAGG 

HGF GAGAGTTGGGTTCTTACTGCACG/CTCATCTCCTCTTCCGTGGACA 

GAPDH GCACCGTCAAGGCTGAGAAC/TGGTGAAGACGCCAGTGGA 

CYP3A7 AAGTCTGGGGTATTTATGACT/CGCTGGTGAATGTTGGAGAC 

HNF4A GAGCTGCAGATCGATGACAA/TACTGGCGGTCGTTGATGTA 

HHEX CCAGGTGAGATTCTCCAACGAC/CTCCATTTAGCGCGTCGATTCTG 

KRT19 AGCTAGAGGTGAAGATCCGCGA/GCAGGACAATCCTGGAGTTCTC 
MMP2 TACAGGATCATTGGCTACACACC/GGTCACATCGCTCCAGACT 

SOX17 AGGAAATCCTCAGACTCCTGGGTT/CCCAAACTGTTCAAGTGGCAGACA 
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