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研究成果の概要（和文）：肝組織からの分離された細胞を包括的１細胞遺伝子解析することにより、肝臓を構成
する細胞種の同定と機能解析、さらには疾患肝からの解析により病態を形成する細胞集団の特徴を明らかにし
た。その結果、肝細胞、胆管細胞の上皮細胞のみならず、免疫担当細胞や間葉系細胞の多様性がみられ、肝疾患
の病態を形成する細胞種は疾患毎に多彩であり、また疾患を特徴付けるものであった。さらに、従来から肝病理
組織でみられる組織所見について細胞集団データから解析し、肝病態を形成する各組織所見の意義について解明
することができた。今回の先駆的な解析法により、正常肝および疾患肝における細胞社会の詳細を明らかにする
ことができた。

研究成果の概要（英文）：The novel analysis of single cell analysis using human liver tissues 
revealed the identification and function of each cells composing normal and diseased livers and 
characterized the cell populations organizing various pathological conditions. Immune cells and 
mesenchymal cells as well as liver resident epithelial cells (hepatocytes and cholangiocytes) 
consist of varied cell populations and its heterogeneity could characterize each liver diseases. 
Moreover, the pathological significance of histological findings found in various hepatobiliary 
diseases could be clarified from the aspect of the comprehensive gene expression in each constituent
 cells. 

研究分野：病理学　肝臓

キーワード： 病理　原発性胆汁性胆管炎　１細胞遺伝子解析　肝疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
病理診断学は細胞から組織、臓器さらには病態へと形態学的に認識・診断する学問であり、長年の組織学的およ
び免疫組織化学的知見の蓄積を基盤とするが、疾患を構成する個々の細胞種の機能や動的評価は不可能である。
今回の新規解析法による肝臓病の研究にて、肝組織に出現する組織学的所見と各所見を構成するクルーの細胞社
会を解析することができ、さらには各肝疾患の病態形成における個々の細胞種の同定及びそれらの意義を明らか
にすることができ、各肝疾患に対する新規の治療戦略への一端を担うことができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 病因または病態形成に自己免疫や免疫異常の関与が想定されている肝疾患として自己免疫性
肝炎, 原発性胆汁性胆管炎(PBC), 原発性硬化性胆管炎がある。これら疾患の臨床病理学的鑑別
は治療方針の決定に必須であり、さらに非定型例や悪性腫瘍の除外のためも肝生検が必要不可
欠である。しかし、いずれの疾患も壊死炎症性変化や線維化などの非特異的な病変が主体であり、
また非定型例、同時性または異時性のオーバーラップも存在することから、病理診断に難渋する
症例が多い。その主な原因として、疾患の病因はもとより肝炎(肝細胞炎), 胆管炎などの実質炎
に起因する病態が疾患ごとに異なっているにも関わらず、肝炎,胆管炎で出現する細胞障害→細
胞変性(または細胞老化)→細胞死にいたる組織学的スペクトラムが疾患ごとで特徴付けられて
いないこと、また免疫学的標的細胞としての肝細胞や胆管細胞の反応性、特にサイトカインやケ
モカイン等の液性因子産生による肝内微小環境形成への加担について詳細な研究がなされてい
ないことが挙げられる。現在まで、我々を含めた国内外の肝臓研究者は、アポトーシス,オート
ファジー,自然免疫などの現象に着目した免疫組織化学的解析や全肝組織を用いた網羅的解析を
行ってきたが、疾患を真に特徴付ける分子や組織所見の発見にはいたっておらず、非定型例や治
療不応例等に対する臨床病理学的診断および病態の解釈は不明のままである。このような問題
を打破すべく、１細胞レベルでの包括的遺伝子解析にて、各種肝胆道系疾患の肝組織内に存在す
る免疫担当細胞および免疫の標的となる肝細胞,胆管細胞の表現型, 機能, 免疫に関わる分子の
異同を明らかにし、肝組織内の細胞社会について新たな観点から解析する。従来の病理学的研究
対象は、全身→臓器連関→各臓器→組織内小器官→細胞→細胞内小器官レベルへと変遷を遂げ
てきたが、今回の細胞レベルでの包括的１細胞遺伝子解析は胆管等の組織内小器官レベル～細
胞レベルでの網羅的病態解析を可能とするものであり、さらには組織内小器官から全身レベル
に反映する血液内バイオマーカーへの発見へと繋がる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
自己免疫性肝炎,原発性胆汁性胆管炎等の自己免疫性肝胆道系疾患の病態および非アルコール
性脂肪性肝炎,薬物性肝障害で出現する自己免疫現象を攻撃細胞，標的細胞および免疫担当細胞
を中心とした肝内微小環境の観点から解析する。具体的には、「１細胞遺伝子解析」と称する画
期的な包括的解析と肝臓病理学解析を融合した独自の肝内細胞社会の解析を行う。本法により
肝内の構成細胞および発現遺伝子を特性化し、肝胆道系疾患の自己免疫現象の病態解析に加え、
診断,予後予測,病勢(活動度)に関する分子病理学的所見や新規バイオマーカーを明らかにし、細
胞標的-攻撃因子軸を基盤とした新たな臨床的治療戦略へ展開していくことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
原発性胆汁性胆管炎等の肝疾患患者から診断用に採取された肝組織の一部を対象に、細胞分
解処理後、生細胞のみを分離し、生存率が 80%以上の検体のみをシングルセル解析に供した。
シングルセル解析の手法はナノウェルをベースにした橋本らの Nx1-seq の手法 1)を使用。シー
ケンスデータは bowtie2 と Perl custom scripts を用いてマッピング及びアノテーションを行っ
た。マッピングデータにmRNA配列とペアになったバーコード配列を結合して細胞毎の発現遺
伝子をカウントし、シングルセル遺伝子発現データを得た。 



データ解析には自施設で生成した肝疾患データに加えてオープンデータを利用した（表１）。疾
患間における性状の違いを比較するために、正常肝以外にも胎児肝や肝硬変、肝細胞癌、肝内胆
管癌を含むシングルセルデータを解析に用いた。シングルセルデータの解析には R と Rstudio
ソフトを使用した。クラスタリング解析後、正規細胞マーカーを用いて、特定の細胞型のクラス
ターのみを抽出し解析した。 

 
４．研究成果 
使用した統合データの内訳 
 自験例の PBC 症例を含めて解析に使用したシングルセルデータの細胞数は合計 123597 個 
(内訳：PBC_1 症例 2133 個、PBC_2：1774 個、NL_1:8439 個、NL_2: 12601、NL_3: 49241 個、 
CH: 38214 個, NL_4: 451 個 、FL：798 個、HCC: 5703 個、ICC:4243 個)。解析データとして
得られた細胞種はおよび細胞数は、肝細胞/胆管細胞 (15220 個)、NKT細胞(44626 個)、単球・
マクロファージ系細胞(13964 個)、血管内皮細胞(12059 個)、間葉系細胞(4901)となった。 
① 肝細胞/胆管細胞集団の性状 
肝細胞・胆管細胞集団には肝細胞集団(Hep)と胆管細胞集団(BEC)以外に、胆管マーカーと
Progenitor マーカーと同時に肝細胞マーカーを弱発現する HHyP(Hepatobiliary-hybrid-
progenitor population)に相当する集団 1) が多くを占めていた。HHyP 内には IGF やMAPFKシ
グナルを発現するプロジェニターよりの細胞、上皮結合分子や炎症関連の遺伝子を発現する胆
管のよりの細胞、TCAサイクルや糖新生等の遺伝子を発現する肝細胞よりの細胞に分けられた。
PBC ではプロジェニターよりの HHyP の頻度が高く、BEC の頻度が低い傾向にあった。また、
PBCの BEC では CXCL12, CCL2, CXCL8, CXCL2 の強発現が見られ、PBCにおける胆管減少
や炎症動員傾向が示唆された。 

② 非実質細胞集団（NKT細胞、MP細胞、血管内皮細胞、間葉系細胞）の性状 

免疫担当細胞は T細胞がNaieve like_T cell, Cytotoxic Tcell、Dysfunctional T cell、Reguratory 
T cel(Treg)、NK細胞が circulating NK と liver resident NK、MP細胞がMonocyte, Dendritic 
cells (DC), Scar Associated Macrophage(SAM), Kupffer cell に分類され、データセットを超えて
共通する肝の免疫細胞型が同定された。PBC では CH や HCC,ICC と同様に Treg の頻度が高
く、Cytotoxic T cell の頻度が低い傾向あり既報の結果とやや相違があったが、IL-1B や Th1 型
サイトカイン（IL18、IL12B）の強発現や Treg における抗炎症サイトカインの(IL10)の発現減
少を認めた。また、PBC の DC やMonocyte において CCL5，CCL8、CXCL10, CXCL14 等の
ケモカインの高発現を認めた。免疫調節に重要な免疫チェックポイントに関しては、PBC の
Naieve_like Tcell において共刺激マーカーであるCD28 や ICOS（CD278）、TNFRSF（CD134）



の高発現を認めた。要約すると PBCにおける炎症細胞の刺激および動員環境が示唆された。 
血管内皮細胞、間葉系細胞の比較では HCC, ICC における類洞内皮細胞の減少、筋線維芽細
胞の増加があったが、PBC では正常肝と同様の細胞構成比や機能を示し、疾患の進行していな
い状態を反映しているものと考えられた。 

③ 対象マーカー（ゾーネーション、KRT7 陽性肝細胞、VIM陽性胆管細胞）の解析 

 小葉内の肝細胞の機能の違い（ゾーネーション）や、慢性胆汁うっ滞や肝線維化との関与が示
唆されているが意義が不明であった KRT7(ケラチン 7)陽性肝細胞およびVIM（ビメンチン）陽
性胆管細胞を解析した。ゾーネーションの解析では、既報の zone 1/zone 3 マーカー7)の発現度
スコアを比較することで CH や FL の肝細胞における zone1 への偏りを明らかにした。また、
zone1 と zone3 スコアと相関する遺伝子はそれぞれ zone1,zone3 機能に関連する遺伝子であり、
単細胞レベルでの肝細胞の機能制御が示された。KRT7 を強発現する肝細胞は PBCや CHで多
く見られ、CD24, TACSTD2 などの胆管マーカーやNOTCHや TGFB1 シグナル遺伝子の発現
増加を示し、疾患による胆管細胞への形質転換の誘導が示唆された。VIM 陽性胆管細胞の解析
では、VIM と相関して発現する遺伝子としてMYL12 や TAGLN2, TPM1 などの筋収縮関連遺
伝子やマトリックスプロテアーゼである MMP7 などの細胞動態に関与する遺伝子が認められ
た。EMT関連遺伝子との相関は明らかではなかったが、VIM陽性胆管細胞の動的変化の性質が
示唆された。 

④ 正常胆管・肝細胞における癌細胞集団の性状 

癌細胞は由来する正常細胞の形質や機能を保持するという仮説のもとで、肝細胞癌および胆
管癌に由来する細胞データを正常細胞データと同時に解析をして正常細胞との比較をした結果、
癌細胞においても各正常細胞型の分類を反映することが示された。HCC肝細胞癌内に胆管細胞
型に分類される細胞がある一方で ICC の中に肝細胞型に分類される細胞を認めた。さらに癌の
症例によって細胞型の構成比に違いがあり、肝癌における腫瘍内および症例間の不均一性が示
された。 
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