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研究成果の概要（和文）：従来のオルガノイド技術では、胆管細胞と胆汁の流れによる相互作用を静置下に観察
することは困難である. そこで３D胆管チューブの作成に応用可能なiPS細胞からの機能的胆管細胞の分化誘導法
を確立した。３D培養を経ることなく、化学化合物、サイトカイン、レチノイン酸の誘導で、大量の機能的胆管
細胞の分化誘導に成功した。これらの細胞は、胆管細胞の機能的一次繊毛を有しており、クロライドイオンの輸
送機能を有し、嚢胞線維症患者のiPS細胞より胆管細胞を誘導し病態モデルの作成も可能であった。３Dプリント
技術を活用し、３D胆管チューブの作成に成功し、胆汁の流れに伴う胆管細胞の機能を測定することが可能にな
った。

研究成果の概要（英文）：Observing the interaction between cholangiocytes and bile flow under static 
conditions using conventional organoid technology has proven challenging. To address this, we 
established a method for obtaining  functional cholangiocytes from iPS cells to create 3D bile duct 
tubes. By bypassing traditional 3D culture techniques, we successfully differentiated  a substantial
 number of functional cholangiocytes through the use of chemical compounds, cytokines, and retinoic 
acid.
The differentiated cholangiocytes exhibited functional primary cilia and has demonstrated the 
capability to transport chloride ions. Additionally, we were able to differentiate cholangiocytes 
from cystic fibrosis patients iPS cells derived from, thereby creating for modeling disease in 
vitro. Utilizing 3D printing technology, we measured the function of these cholangiocytes in 
association with bile flow, providing a new insight for studying cholangiocyte-bile flow 
interactions and related liver functions in vitro. 

研究分野：再生医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胆道上皮細胞は炎症、線維化などに起因する胆管障害により最終的には肝不全に至る。胆汁酸の過度の蓄積は胆
管細胞や肝細胞への毒性を引き起こし、炎症プロセスの蓄積により重篤な肝不全を発症する。重症胆汁鬱滞性肝
疾患に対する現在の唯一の有効な治療法は肝移植である。胆汁鬱滞性肝疾患の進行における基礎となる病態生理
学的メカニズムは、未だに十分に理解されておらず、臨床使用可能な薬剤の胆汁クリアランスを決定することは
非常に困難である。ヒトiPS細胞の技術的進歩は、胆汁を排出することができるヒト肝組織をiPS細胞から工学的
に作製し、最終的には胆汁性肝疾患を治療するための細胞治療戦略の開発に応用することが可能になる。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

１．研究開始当初の背景 
胆汁鬱滞性肝疾患は、肝細胞からの胆汁の生成および微細胆管への分泌の阻害、さらに胆管内で

の胆汁の移行障害により発生する。脂質消化に不可欠な胆汁の肝臓内での過剰な蓄積は深刻な

肝毒性を引き起こす。胆汁鬱滞性肝疾患の進行における病態生理の基礎的なメカニズムは殆ど

解明されておらず、その原因は多岐に渡るものの、重度の胆汁鬱滞性肝疾患に対する唯一の有効

な治療法は肝移植である。しかし、提供可能なドナー臓器の不足のため、代替治療法の開発が切

実に求められている。ヒト人工多能性幹細胞（hiPSCs）は、細胞移植のための機能的細胞を無制

限に提供することが可能であるため多くの期待がもたれている。しかしながら、hiPSCs からの

様々な細胞への分化誘導は、胎児期の発生学的プロセスを経由して行われるため、未成熟な性質

を保持し、実際の臓器と同等な機能を保持する細胞へ成熟化をさせるには様々な課題の克服が

必要である。最近、私たちのグループは hiPSCs から肝細胞（#1）および胆管細胞（#2）への分

化誘導の過程において、成熟化機能を獲得する因子を解明し、肝前駆細胞から効率よくこれらの

細胞へ誘導させる方法を開発した。特に hiPSCs 由来の胆管細胞が、成人の成熟細胞と非常によ

く似た機能的特性を示すことを証明した。しかしながら、従来の静的培養環境では、胆管細胞の

ような常に胆汁の流れにさらされている細胞にとって、その細胞が臓器内で存在する細胞周囲

の微小環境を模倣することは困難であり、胆管細胞の in vitroにおける生理的機能評価には限

界がある。このような背景から、hiPSCs 細胞からの胆管細胞のさらなる成熟には、生体内環境

を in vitro培養環境下で模倣することが重要であり、organ-on-chip 技術を活用した動的灌流

下での胆管細胞培養モデルの開発が検討されている。 

 

２．研究の目的 
この研究において、我々は以下の二つの仮説（１）肝胆道系の微小環境を In vitro培養にて模

倣することにより hiPSCs 由来の胆管細胞のさらなる成熟化が促進される。（２）肝胆道輸送を模

倣した胆道内の胆汁流路動態が、hiPSC 由来胆管細胞の機能を向上させる。を提唱し、この仮説

を検証するために、生理学的な胆道内胆汁輸送機能を示す hiPSC 由来の新しい肝胆道培養シス

テムを開発することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
上述の通り、従来のオルガノイド静的培養環境では、胆管細胞の生理的機能評価を行う上で大き

な制限がある。我々は、in vitroで肝臓特異的な微小環境、特に胆道内の胆汁輸送環境を確立

するために、灌流可能な血管網および分泌管系の導入による改善を加えることを主眼にし、organ 

-on-chip 技術を活用した。我々は過去に、３Dプリント技術を駆使し、384 ウェルプレート内に

１２４個の直線的な回路を伴う灌流可能な血管化肝臓モデルを確立している（#3、#4）。この技

術をさらに応用し、連続する３つのウェルが、自己組織化される hiPSC 由来胆管細胞からの胆管

ネットワークと接続し、３Dプリントされたチャンネルとそれぞれの末端で接続する出口チャネ

ルを介して交通するようなプラットフォームを作成した。このプラットフォームにおいて、３D

プリントされた直線チャンネルはそれぞれのウェルと交通し、培養液をチャンネルと交通する

ウェルに加えることによって、重力の変化によってチャンネル内に還流可能な微細流路を与え

ることが可能になる。この特殊なプレートを、プログラム加工された特殊な培養機に設置すると、

左右に約１５度、５分のインタバールで傾斜させることにより、培養液の液面が上下に動き、微

小な重力の圧力変化に伴い、中央のチャンネルのあるウェルに微小な還流を提供できる。このプ

ラットフォームを用いて hiPSC 由来胆管細胞をチャンネル内に播種し、チャンネル内での完全



 

 

な上皮化を促進し、オルガノイド作成を経由しない３D胆管チューブ作成をおこなった。 

 

4． 研究の結果 
(1) hiPSCs からの機能的一次繊毛を有する胆管細胞の生成。我々は過去において世界で初めて

hiPSCs由来胆管細胞分化および 3Dオルガノイドの作成のプロトコールを発表している（#2）。

このプロトコールをさらに改善させ、ハイスループット薬物スクリーニングや細胞治療への

応用のため、多くの細胞収率を確保する必要があるため、単層培養における拡張培養の利点

を活用し、胆管細胞への分化誘導をさらに促進する因子を特定した。これらの因子は、発生

学的に胆管分化を促進することが知られている誘導因子、誘導シグナルにおける活性剤（ア

ゴニスト）および阻害剤（アンタゴニスト）を精査する過程で特定され、まず、肝前駆細胞

（肝芽細胞）から Cl-（クロライド）イオントランスポーターである CFTR発現を誘導する因

子に注力し、レチノイン酸（RA）のみが有意なレベルの CFTR 発現を誘導することを確認し

た。しかしながら、CFTRを発現するこれらの細胞では、一次繊毛が存在しないため、CFTR 陽

性胆管細胞のさらなる成熟を促進する調節因子を特定した。RA 処理された胆管細胞（37 日

目の胆管細胞）において一次繊毛の陽性率を誘導する成長因子と低分子化合物アゴニスト/

アンタゴニストの異なる組み合わせを検討し、Rho-キナーゼ阻害剤（RI）、Forskolin（FSK）、

cAMPアゴニスト、または BMP 阻害剤 Noggin（NOG）のいずれかの処理が胆管細胞培養誘導 49

日目に一次繊毛陽性細胞の発達を促進することを同定した。本研究では、NOG、FSK、および

RI（以下 NFR）の組み合わせが、各因子単独よりも効果的であることを確認し、重要なこと

に、培養 49 日目の NFR 処理胆管細胞の 85％以上が免疫染色によって一次繊毛を有している

ことを確認した。走査型電子顕微鏡（SEM）のおける精査では、一次繊毛の典型的な形態を

示し、ウエスタンブロッティングによる蛋白定量では成熟した CFTR タンパク質の発現を確

認した。 

(2) 流路環境下での、hiPSCs 由来胆管細胞におけるカルシウムシグナル伝達および CFTR機能活

性の測定。次に、hiPSCs 由来胆管細胞が灌流環境下における機械感受性機能を誘導し、肝臓

内の胆汁の流れに対する一次繊毛の機能を再現するかどうかを確認した。胆管細胞をフロー

チャンバーに播種し、微量ポンプを用いて培養液の流れを誘導し、流れが伴う環境下で

hiPSCs 由来胆管細胞に発現する一次繊毛が屈折することを共焦点顕微鏡で確認した。次に、

培養液の流れ刺激に応じた hiPSC 由来胆管細胞における Ca2+シグナル伝達および CFTR 活性

を測定した。膜電位染料蛍光色素を使用して Apical chloride conductance: ACC（頂端ク

ロライド伝導度）を測定し、CFTRの活性が Ca2+シグナル伝達の活性化後に誘導されることを

確認した。嚢胞線維症（Cystic Fibrosis）患者由来 iPS 細胞より胆管細胞を作成し、この

細胞上に微小灌流ポンプで流れの刺激を行い、流れで刺激に伴う ACC を観察した。予想通り

CF 患者由来 iPS 細胞胆管では、CFTR 蛋白機能喪失により、ACC は観察されなかったが、臨

床的に CF患者の治療に使用されている CFTR 活性薬（VX809）および新規の CFTR機能改善薬

は CFTR 機能を回復さることを確認した。これらの結果は、hiPSC 由来胆管細胞が流体の流

れに応答して細胞内カルシウムを放出し、CFTR 機能を活性化させることができ、胆管生理

学の重要な側面を反映していることを示していた。さらに、CFTR機能改善薬の有効性を、微

小還流を伴う生体内の生理学的環境を再現する状態で、患者 iPS 細胞由来胆管細胞で検証す

ることができた。これらの結果は、2021年に Nature Communications に発表された（#5）。 

(3) 工学的手法を用いた 3D 胆管チューブ作成：血管化肝臓組織を生成するために、血管および



 

 

胆管ネットワークの構造をより制御できる AngioPlate プラットフォームの使用を本プロジ

ェクトに切り替えた。このプラットフォームは血管および胆管ネットワークを肝臓オルガノ

イドから分離して培養および成熟させることができ、肝細胞分化に関わる複数の培地タイプ

による培地最適化の複雑さを大幅に軽減することができた。この新しいアプローチにより、

まず胆管ネットワークが形成され、その後、任意の段階で組織スフェロイドを播種すること

ができた。（１）で作成された iPS 細胞由来胆管細胞を使用して完全に上皮化された三次元

胆管チューブを作成することに成功した。これらの３D胆管チューブは、胆管細胞の機能的

成熟を示す重要なマーカーである一次繊毛と CFTR の発現を示し、免疫染色は、一次繊毛が

内腔に存在し、CFTRが 3D内腔チューブの内側の上皮細胞に極性を持って存在していること

を確認した。得られた結果は、現在論文投稿準備中である。 
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