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研究成果の概要（和文）：本研究は生体内の肝臓に極めて類似しているとされる肝臓オルガノイドを用いて、フ
ルクトース摂取によって生じる代謝障害の分子機構を明らかにすることを目的とする。肝組織をコラゲナーゼ、
ディスパーゼ等を用いて消化処理し、得られた細胞をマトリゲルに包埋して培養した。作出した肝臓オルガノイ
ドにおいて、肝臓を構成する肝細胞やクッパー細胞等の遺伝子マーカーの発現が確認された。フルクトースによ
る肝臓オルガノイドへの影響を詳細に解析するために、マイクロアレイによる遺伝子発現解析を行った。その結
果、代謝制御や酸化ストレスに関わる遺伝子など、34遺伝子の変動が認められた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the molecular mechanisms of 
fructose-induced metabolic disturbances using liver organoids. Liver tissue was digested using 
collagenase and dispase, then embedded in Matrigel and cultured. The established liver organoids 
express cell-specific genetic markers, representing hepatocytes, Kupffer cells, and other cells 
constituting liver tissue. To analyze the effects of fructose exposure on liver organoids, gene 
expression analysis was performed using microarrays. The results showed changes in the expression of
 34 genes, including those involved in metabolic regulation and oxidative stress.

研究分野： 健康科学、分子栄養学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
フルクトースは天然甘味料のひとつであり、清涼飲料水や加工食品などに広く使用されている。過剰なフルクト
ース摂取は代謝疾患の発症要因になることが指摘されている。しかし、その分子機構については不明な点が多
く、予防や治療の観点から解明が強く求められている。本研究ではオルガノイドと呼ばれる新たな培養技術を用
いた。従来の細胞培養系と比較して、ミニ臓器と称されるオルガノイドは生体内での現象を詳細に反映するとさ
れている。オルガノイドを用いた新たなアプローチにより、フルクトースによる代謝障害の分子機構について、
大きく理解が進むことが期待される。

※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 
フルクトースは天然甘味料のひとつであり、清涼飲料水や加工食品などに広く使用されてい

る。近年、過剰なフルクトース摂取は非アルコール性脂肪性肝疾患や糖尿病といった代謝疾患の
発症要因になることが指摘されている。しかし、その詳細な分子機構については不明な点が多く、
その解明が強く求められている。 
フルクトースの悪影響の分子機構を明らかにするために、動物モデルを用いた基礎研究が行

われてきた。しかし、動物実験では解決できない多くの課題が残されている。摂取したフルクト
ースは消化・吸収を経て臓器に行き届くため、どの程度のフルクトース量が臓器に悪影響を及ぼ
すかを明らかにすることは難しい。また、フルクトース摂取は高カロリー摂取を伴うと同時に、
ホルモン恒常性や腸内細菌叢などにも影響を及ぼすなど、二次的要因による影響の排除が困難
である。 
これらの課題を考慮するため、培養細胞株等が研究に用いられてきた。しかし、このような単

一細胞型かつ単層培養の細胞培養系は、多種多様な細胞で構成される「組織」とは性質が大きく
ことなる。したがって、フルクトースの作用機序に関する理解を深めるためには、より生体内の
現象を反映した新たな in vitro モデルを用いた解析が不可欠である。 
近年、オルガノイドと呼ばれる新たな培養技術が開発された。ミニ臓器と称されるオルガノイ

ドは従来の 2 次元細胞培養やスフェロイドと異なり、臓器特異的な複数の細胞から構成される
三次元構造体であり、生体内同様に特定の生理機能を有している。オルガノイド培養法の登場に
より、これまで不可能であった臓器そのものを in vitro で扱うことが可能となった。オルガノイ
ドを用いることで、動物実験や従来の in vitro 実験系の限界を補いつつ、フルクトースが臓器に
与える影響についてより詳細に解析を進めることができる。 
 
２．研究の目的 
本研究では生体内の肝臓に極めて類似している肝臓オルガノイドを用いて、フルクトースに

よって生じる代謝障害の分子機構を明らかにすることを目的とする。肝臓オルガノイドの培養
液中にフルクトースを加えることで、生体内での過剰なフルクトース環境を模擬し、臓器に及ぼ
す影響について解析を進める。  
 
３．研究の方法 
（1）肝臓オルガノイドの作成 
 本研究ではラット肝臓を用いて、オルガノイド培養系を確立した。採取した肝臓をコラゲナー
ゼ、ディスパーゼ等を用いて消化処理した。セルストレイナーにて目的サイズの細胞を採取し、
マトリゲルにて培養した。Wnt3a（Wnt family member 3A）、Rspo1（R-spondin-1）、HGF（Hepaticyte 
growth factor）、FGF（Fibroblast growth factor）等を含む培養液にて培養した。得られた嚢
胞状の形態の細胞は、肝細胞やクッパー細胞等の遺伝子マーカーの発現量を測定することで、肝
臓オルガノイドの樹立を確認した。 
（2）フルクトース存在下での肝臓オルガノイド培養および解析 
 樹立した肝臓オルガノイドを 20 mM フルクトース含有培地にて 5日間培養した。対照には 20 
mM グルコース含有培地を用いた。5日間培養後、肝臓オルガノイドの直径を計測した。また、マ
イクロアレイによる遺伝子発現解析をおこなった。 
 
４．研究成果 
（1）肝臓オルガノイドの作成 
 肝臓組織をコラゲナーゼ、ディスパーゼ等を用いて細胞を分散した。消化処理することによっ
て得られた細胞をマトリゲルにて培養したところ、嚢胞状の形態の細胞が確認された。この嚢胞
状の細胞を回収して遺伝子発現解析を行ったところ、肝幹細胞/前駆細胞のマーカーである Sox9
や Lgr5、肝細胞マーカーである Alb や Hnf4a、星細胞マーカーである Vim や Cygb、胆管マーカ
ーである Trop2 や Krt19 等の肝臓を構成する各種細胞の遺伝子マーカーの発現が確認された。
さらに長期的培養、継代、凍結保存の検討を進めた。本法で作成した肝臓オルガノイドでは 10
日以上の長期培養を可能とした。肝臓オルガノイドを破壊し、マトリゲルに再包埋したところ、
肝臓オルガノイドの再形成が認められた。このことは継代操作が可能であることを示している。
さらに作成した肝臓オルガノイドを凍結保存後に再培養した場合においても肝臓オルガノイド
の再形成が認められた。 
（2）フルクトースが肝臓オルガノイドのサイズに及ぼす影響 



 樹立した肝臓オルガノイドを 20 mM フルクトース存在下で 5日間培養した。5 日後、肝臓オル
ガノイドの直径を測定したところ、20 mM グルコース存在下で培養した肝臓オルガノイド（G）
と比較して、フルクトース存在下で培養した肝オルガノイド（F）において、オルガノイドサイ
ズの低下が確認された（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（3）フルクトース存在下で培養した肝臓オルガノイドのマイクロアレイ解析 
 フルクトースによる影響を詳細に解析するために、マイクロアレイ解析による遺伝子発現解
析を行った。20 mM フルクトース培地で培養した肝オルガノイドと 20 mM グルコース培地で培養
した肝オルガノイドを比較すると、発現量が 2倍以上異なっていた遺伝子が 34 個確認された。
そのうち、22 遺伝子は 20 mM フルクトース培地で培養した肝オルガノイドにて発現が上昇して
おり、残りの 12 遺伝子は発現が低下していた（図 2）。 

 
 
 本研究では肝臓オルガノイドをフルクトース存在下で培養し、その表現型および遺伝子発現
を解析することで、フルクトースによる悪影響の分子メカニズムについて解析を試みた。その結
果、フルクトースによる肝臓オルガノイドサイズの低下が認められた。このことは、フルクトー
スによる細胞増殖能の低下やアポトーシスの誘因等を示唆する。マイクロアレイ解析による遺
伝子発現解析の結果、代謝制御や酸化ストレスに関わる遺伝子など、34 遺伝子の変動が認めら
れた。現在、エピジェネティクス視点より解析を進めており、フルクトースによる悪影響の分子
機構について、より詳細に明らかにすることを試みている。 
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