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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、胆管癌患者、非癌者の胆汁検体databaseを構築し、ヒトiPS細胞由
来胆管上皮オルガノイドと胆汁との共培養系を新規に樹立して、ヒト胆管上皮に惹起される細胞内シグナルの差
異を検証した。胆汁採取時の内視鏡検査手技について改善を進め、これを報告した (Pancreas 2021, Video GIE
 2022)。ヒトiPS細胞由来胆管上皮オルガノイド培養系にVasoactive intestinal peptideを添加すると、ポンプ
機能とTight junctionの形成が促進され、肝障害時に胆管形成が促進されることが示された（Hepatol Commun, 
2020)。

研究成果の概要（英文）：We constructed a bile database derived from patients of bile duct cancer and
 those without cancers, and established a novel co-culture system of bile duct epithelial organoids 
derived from human iPS cells and bile. We also analyzed molecular signals in human iPS-derived bile 
duct epithelium. We improved the endoscopic procedure for patients with biliary and pancreatic 
diseases during bile collection (Pancreas 2021, Video GIE 2022). We founded that vasoactive 
intestinal peptide (VIP) plays an important role in formation of biliary tract. VIP promoted luminal
 formation of bile duct derived from human iPS-hepatic progenitor cells. VIP promoted pump function 
and formation of tight junction in cholangiocytes. VIP also promoted bile duct formation during 
liver injury in vivo (Hepatol Commun, 2020).

研究分野：消化器病学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胆管癌は、本邦では年間2万人以上が新たに診断されており、死亡率も欧米と比較して高い傾向にある。発癌機
序の詳細について不明な点が多いが、胆管癌患者が高齢者に多いことからも発癌能を有する化学物質の微量な摂
取が蓄積されて発癌に寄与している可能性を考え、本研究では胆汁とヒトiPS細胞由来胆管上皮オルガノイドの
形質との関係性に着目して研究を進めた。本研究課題の成果として、内視鏡的検査手技の改善により、臨床にお
ける改善点が得られたこと、さらに胆管の管腔構造形成にVasoactive intestinal peptideが直接作用すること
が示された点に、社会的、学術的な意義が高いと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
胆管癌は胆嚢癌、十二指腸乳頭部癌とともに胆道癌に分類され、本邦では年間 2万人以上が新
たに診断されており、死亡率も欧米と比較して高い傾向にある。発癌の原因や機序の詳細につい
ては未だ不明な点が多いが、本疾患の特徴として特定の化学物質暴露が発癌の原因として報告
されていることがある。1993 年には胆嚢癌が地域に多発する原因として、疫学的視点から農薬
として使用されていた有機塩素化合物クロルニトロフェン(chlornitrofen: CNP)が関連することが
報告された(Yamamoto M et al. Acta Med Biol、 1993)。また、2012年には印刷工場で働く若年者
に胆管癌が多発したことで、労働環境の調査から塩素系有機溶剤である 1、2-ジクロロプロパン
(1、2-dichloropropane: 1、2-DCP)が胆管癌の発癌要因として強く疑われた(Kumagai S et al. Occup 
Environ Med、 2013)。しかしながら、両者に暴露していない胆管癌患者も多く発生しているこ
とから、その他の発癌物質の存在も予想される。1、2-DCPの発癌機序としては、1、2-DCPが肝
臓で代謝され、その反応性代謝産物が胆汁中に溶融することで胆管上皮細胞に暴露して慢性炎
症や DNA損傷を惹起すると考えられている。農薬や有機溶媒として日常に多く使用されている
物質が発癌物質となり得たことから、これら以外の日常に摂取している物質でも発癌性を有し
ている可能性は十分にあり、現在も潜在的に摂取されている未知の発癌物質を探索することは
胆管癌の撲滅に取って不可欠なステップと考えられる。 
高濃度で集中的な暴露での発癌においては疫学的手法が有効だが、胆管癌患者が比較的高齢
者に多いことからも発癌能を有する化学物質の微量な摂取が蓄積され発癌に寄与している可能
性があり、疫学的手法のみでは、胆管がん発がんに寄与する因子の同定にはおのずと限界がある。
そこで申請者らは、癌患者由来胆汁成分を直接解析する手法が原因物質の同定に有用ではない
かとの仮設をたてた。そのためには、胆汁成分や特定物質を投与した際の胆管上皮の形質変化を
客観的に評価する実験モデルの開発が必要である。一般的にこのような場合に動物モデル（マウ
スモデルなど）を使用した発癌実験が行われるが、既に原因物質であることが示されている 1、
2-DCPの長期暴露を行っても動物モデルでは胆管癌は発生しない。 
現在までに胆管癌細胞株やヒト胆管癌検体を使用した遺伝子解析や癌細胞における細胞生理
学的な挙動に関しては多くの解析がなされてきた。近年では Kras、TGFβII、E-cadherinの胆管上
皮におけるトリプルノックアウトマウスモデルで胆管での発癌が確認され、IL-33の発癌への関
与が示唆されているが(Nakagawa H et al、 PNAS、  2017)、遺伝子改変モデルや癌細胞株では環
境要因における発癌機構の解明することは不可能である。 
これらの背景に基づいて、申請者らはヒト由来の正常胆管に対して発がんを模倣する評価モ
デルを構築すれば、胆管癌発癌物質のヒト特異的作用を描出できるのではないか、胆管癌患者・
非癌患者胆汁成分作用を比較することで、環境中の発癌物質を同定できるのではないか、という
作業仮説を設定した。 
既に癌化した細胞を解析しても、正常細胞が癌へと形質転換してゆく過程を検証することは
難しい。しかし申請者らは、健常者由来、すなわち「正常な」ヒト iPS細胞からヒト iPS細胞由
来胆管細胞オルガノイドの樹立に成功し、これを用いた疾患モデルを確立することによって、遺
伝性の難治性疾患である先天性肝線維症の治療標的分子が IL-8 と CTGF であることを報告
（Tsunoda et al、 J  Hepatol、 2019）している。本技術を用いることによって、胆管細胞におけ
る特定の化学物質の長期暴露がいかなる障害を惹起するか、検討可能な細胞培養系の樹立に成
功していた。 
 
 
２．研究の目的 
このような整備された学術基盤、研究基盤をもとに研究代表者らは、本研究課題では以下の目的
を設定した。 

(1) 胆管癌患者、健常者の胆汁検体を採取し研究に利用しうる prospective material 
databaseを構築する 

(2) ヒト iPS細胞由来胆管上皮オルガノイドと胆汁との共培養系を新規に樹立する 
(3) ヒト胆管上皮に惹起される細胞内シグナルの差異を検証する 
(4) 胆汁内含有物の長期暴露による癌形質獲得の有無を検証する。 
これらの検討を通じて、胆汁の暴露から胆管上皮において起きる細胞生理学的な変化と発癌ま
での病態とを明らかにすることを目的として研究を行った。 
 
 
 
３．研究の方法 



(1)胆管癌患者、健常者の胆汁検体を採取し研究に利用しうる prospective material database
の構築（担当：小林） 
厚生労働省等により定められた「人を対象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠し、当
施設の医学研究倫理審査委員会での審議を受けた後、対象患者に対して十分なインフォームド
コンセントを得た上で、胆汁採取を行った。対象患者は肝内および肝外胆管癌により ERCP が必
要な患者、および総胆管結石に対して ERCP が必要な患者とした。検体数は各々30 症例程度を予
定したが得られた差異の有無によって適宜増減した。ERCP 中の胆汁採取は通常検査であり、採
取による身体的な負担はない。なお、胆管炎を有する患者および黄疸(T-bil≧3.0mg/dl)を有す
る症例は除外した。採取された胆汁は氷冷した後、遠心して細胞成分、胆砂成分を除いた後、抗
生剤を付加して凍結保存した。 
 
(2) ヒト iPS 細胞由来胆管上皮オルガノイドと胆汁との共培養系の新規樹立（担当：小林・柿
沼） 
研究グループではヒト iPS 細胞からの正常胆管上皮の分化・培養に成功していた。胆汁は種々の
胆汁酸やビリルビン、コレステロール、電解質、腸内細菌などが含まれている。単純に添加する
共培養では不純物の混入が多くなることが予想され、実験上のバイアスが加わりやすい。代謝産
物である化学物質を添加に最適な胆汁の処理方法から濃度調整、最適な胆管上皮の分化段階で
の添加条件など胆管上皮細胞との共培養系を樹立した。 
 
(3) ヒト胆管上皮に惹起される細胞内シグナルの差異の検証（担当：小林・柿沼・大島） 
胆管上皮細胞に与える形質変化について解析した。具体的には増殖能・細胞死、炎症刺激応答、
炎症刺激耐性を評価し、それぞれの群の特異的な変化を細胞内、細胞間の視点から解析した。評
価項目としては、MTS assayによる増殖能・細胞死評価、炎症性サイトカインの産生やさらに LPS
による炎症刺激を加えた際の刺激応答能の評価、共培養によるアポトーシスの評価を、分子生物
学的手法を用いて詳細に解析した。 
 
(4) 胆汁内含有物の長期暴露による癌形質獲得の検証（担当：小林・柿沼・土屋） 
ヒト iPS 細胞から誘導した、正常胆管上皮い胆汁およびその含有物を添加して３ヶ月間以上培
養することで、形質の変化があるか否かを解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1)胆管癌患者、健常者の胆汁検体を採取し研究に利用しうる prospective material database
の構築 
胆管癌患者及び健常者に由来する胆汁検体を採取するため、東京医科歯科大学医学部倫理審査
委員会において承認を得た(M2019-069)。承認後、2019 年〜2021年度内に総計 30症例以上から
同意を得て、健常者、胆管癌患者の胆汁を採取した。 
本胆汁は以後の研究における解析に使用した。胆汁採取の際に行われる胆道・膵臓検査に関して
実施の安全性確保と確実性向上のための検討を重ねた。検査施行手技に関する検討を進め、その
内容を原著論文として報告した (Pancreas 2021, Video GIE 2022, など)。  
 
(2) ヒト iPS 細胞由来胆管上皮オルガノイドと胆汁との共培養系の新規樹立 
次に、得られた胆汁とヒト iPS細胞由来胆管上皮オルガノイドとの共培養系を新規に樹立するた
め、条件検討に着手した。高濃度に胆汁を添加すると細胞死が誘導される一方で、一定の濃度で
添加した場合は、CCNE1 など細胞周期関連分子の発現亢進が認められ、いくつかの形質変化を
認めた。至適条件は症例ごとにことなっており、胆汁成分の標準化を進める必要があった。した
がって、胆汁成分の標準化に関して個別の分子を検討することとした。 
 
(3) ヒト胆管上皮に惹起される細胞内シグナルの差異の検証 
ヒト iPS細胞由来胆管上皮オルガノイドの形成、維持に作用する物質を検証した。最初はマウス
由来の胆管上皮オルガノイドを用いて検証し、その差異から whole exome 解析を用いた網羅的
解析を行い、候補分子として神経伝達物質である Vasoactive intestinal peptide (VIP)を抽出し
た。VIP を添加すると、胆管上皮オルガノイドの数と長径が有意に増加すること、VIP 受容体
のうち VIPR1を阻害すると胆管上皮オルガノイドの数と長径が有意に減少することが締めされ
た。そして、マウスの胎生期〜新生仔期の肝臓では、VIPは主として星細胞を含む間葉系細胞か
ら分泌されていることが示された（当該時期では、末梢神経は肝臓内に伸長しておらず、神経か
らの分泌はほとんどないため）。次に、その分子機序を検討したところ、VIP の添加によって
CFTRなどのポンプ機能に関与する分子の発現が亢進すること、Tight junction形成に関わる分
子の発現が誘導されることが示された。一方で、肝前駆細胞から胆管細胞への分化に関与する分
子の発現は変化がなかった。これらの結果に基づいて、マウスにおける in vivoの検討で解析す
ると、発生期肝臓に VIP拮抗剤を投与すると、胆管における Tight junctionの発現レベルが低
下すること、肝障害時にみられる細胆管反応の回復期に VIP 拮抗剤を投与すると、回復胆管に



おける Tight junctionの発現レベルが低下することが示された。これらの結果に基づいて、ヒト
iPS 細胞由来胆管上皮オルガノイド培養系に VIP を添加すると、CFTR などのポンプ機能に関
与する分子の発現、Tight junction形成に関わる分子の発現が認められることが示され、これら
の結果を報告した（Hepatol Commun, 2020)。  
 
(4) 胆汁内含有物の長期暴露による癌形質獲得の検証 
胆汁内含有物の長期暴露を行うため、胆汁とヒト iPS細胞由来胆管上皮オルガノイドとの共培養
系を長期間維持した。しかし、長期間の維持のみでは十分な増殖亢進などの形質変化を認めなか
った。そこで何らかの Genetic modification が必要と考え、肝細胞癌で報告されている TERT 
promoter領域の変異、MLL4領域の変異について、臨床癌検体でみられるような、ゲノム変異を
ゲノム編集によって再現しうる、ヒト iPS細胞株の作成に着手した。これらの変異ヒト iPS細胞
株は Crispr/Cas9 システムを利用して複数の株が樹立され、guide RNA も変更して、条件のこと
なる株を作成した。いずれの細胞でも未分化性に特に問題がないことを確認して、以後の検討に
利用することとした。これらの最終結果に関しては、研究代表者が以後に継続する研究課題にて
継続を予定している。 
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