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研究成果の概要（和文）：  機能的胆管ネットワークを保持した肝組織構築を最終目的として，

ラット胎児肝細胞とラット成熟胆管上皮肝細胞からなる三次元球状凝集塊を，in vitro で形成
させたところ，後者を前者の３倍混合した凝集体で，連続的かつ機能的な胆管ネットワークが

凝集塊全体に形成されることを確かめた．さらに，形成した球状凝集塊を，マトリゲルに浸し

たポリ乳酸不織布担体に包埋して免疫不全マウスの腸管膜上に移植したところ，胆管上皮細胞

への分化能力を持つ胎児肝細胞の凝集塊では胆管構造が全く形成されなかったのに対し，in 
vitroで成熟胆管上皮細胞を混合した凝集塊では，胆管ネットワーク構造が安定的に維持された．
以上，成熟した胆管上皮細胞の存在が胆管ネットワーク形成に極めて重要な役割を果たすこと

を明らかとした． 
 
研究成果の概要（英文）： To organize implantable liver tissues having a functional bile duct 
network, first, we made spherical cellular aggregates constituted of fetal rat liver cells and 
mature bile duct epithelial cells isolated from rats.  Aggregates having a continuous and 
functional bile duct network over the entire aggregates were successfully formed in the 
aggregates containing a three times larger number of mature bile duct cells over fetal liver 
cells.  When such aggregates were immobilized in poly-L-lactic acid scaffolds with 
Matrigel and were implanted into the mesentery of immune-deficient mice, bile duct 
networks were well maintained in the case of aggregates having mature bile duct cells, 
whereas they were not formed in the case of pure fetal liver cell aggregates.  These results 
showed that mature bile duct cells are necessary in forming functional bile duct networks 
over organized liver tissues.   
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１．研究開始当初の背景  異種細胞から構成される複雑かつ極性を
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持った組織の構築を展望した場合， 細胞・
均一構造の担体・生体組織の再生力， に主
に頼る従来の組織工学的アプローチには， 
限界がある． 肝組織における極性とは， 例
えば， さまざまな栄養素や化学物質が血管
側から細胞に取り込まれ， 代謝を受けた後
に再度血管側に戻るか， または肝細胞から
発する胆汁側に排泄されるか， という方向
性を持った代謝輸送をさす． 胆汁は肝実質
細胞によって生成され， 実質細胞間の毛細
胆管を通って， 胆管上皮細胞からなる小葉
間胆管へと輸送される． 肝小葉内での胆汁
の流れは， 血流と反対の方向になるよう緻
密に制御されている．  
 胆汁の回収排泄は生理学的な解毒機能と
して重要である上， 胆汁のうっ滞はその細
胞毒性のために直接的な肝障害を起こす． 
また胆汁は十二指腸に分泌されることで脂
肪をミセル化して， その取り込みを亢進す
る． そのため， 埋め込み型肝組織の構築を
目標とする以上，in vivo を模倣した胆汁の
極性輸送を可能にするような組織構築方法
を確立する必要がある． 
 
２．研究の目的 
 血管側・胆管側という極性を再現する肝組
織の構築を目的とする． このために， パタ
ーニング技術を用いた血管・胆管ネットワー
ク・肝前駆細胞の三次元化組織等を組み合わ
せて生体外で移植デバイスを作成し， それ
を疾患モデル動物の腸間膜血管茎上に移植
することで， invivo の再生能を利用してよ
り高度な組織化・極性輸送の実現を目指す． 
 
３．研究の方法 
 ラット胎児肝細胞とラット成熟胆管上皮
細胞を用いて，２つの組織構築手法を試みた．
ひとつは，ラット成熟肝から採取される成熟
胆管上皮細胞をコラーゲンゲルサンドイッ
チ法にてまず自発的ネットワークを形成さ
せ，その後コラーゲンを消化することで，部
分的に組織化された胆管ネットワーク断片
を得，これと胎児肝細胞や成熟肝細胞とをマ
イクロウェルを用いて球状凝集体に組織化
する手法，もう一つは，ラット成熟肝から採
取される成熟胆管上皮細胞と組織再構築能
に優れたラット胎児肝細胞とを単離後，直接
マイクロウェルにて凝集体へと効率的に組
織化する手法である．これらについて，適切
な組織学的解析を行うと共に，胆汁に特異的
に分泌される蛍光性の化学物質を用いて，形
成された胆管様構造の機能を調べた． 
 さらに，２つの細胞の比率を様々に変えて
形成されたヘテロ球状凝集体を，マトリゲル
に浸したポリ乳酸不織布担体に包埋後に免
疫不全マウスの腸管膜上に移植，生体内にお
ける更なる胆管ネットワーク構築の可能性

を検討した．このためには，in vitro と同様
に組織学的および胆管に着目した機能学的
解析を行った． 
 
 
４．研究成果 
 生体外の構築については，第一の手法―成
熟胆管上皮細胞をサンドイッチコラーゲン
ゲル培養することで一旦胆管ネットワーク
を形成させる方法―では，胆管片と後から播
種する実質細胞のとの組織化がうまく行わ
れないことが判明した．すなわち，マイクロ
ウェル閉空間を用いた細胞組織化法では，コ
ラーゲン消化で回収・断片化した胆管ネット
ワーク片と胎児肝細胞とから球状凝集塊を
得ることが極めて困難であった．そこで，第
二の手法―ラット成熟肝から採取される成
熟胆管上皮細胞と組織再構築能に優れたラ
ット胎児肝細胞とを単離後，直接マイクロウ
ェルにて凝集体へと効率的に組織化する手
法―を専ら用いることとした．この直直接的
手法では，異なる条件でも球状の凝集塊を安
定的に得ることが可能であった． 
 この第二の手法で，両者の比を胎児肝細
胞：胆管上皮細胞で 1:10・1:3・1:1・3:1・
10:1と広範に振ってヘテロ細胞凝集塊を形
成し，その組織学的・機能学的評価を行った
ところ，成熟胆管上皮細胞を胎児肝細胞の 3
倍以上混合した凝集塊においてのみ，胆汁溜
りが全体に分布し，かつ互いに連続している
ことが確認できた．さらに，蛍光性の代謝物
を用いて胆汁排泄・蓄積能を評価したところ，
成熟胆管上皮細胞が“1 : 3”の場合にのみ，
連続したネットワーク様構造への胆汁蓄積
を見ることができた．これらのことから，機
能的胆管構造の生体外構築において成熟胆
管上皮細胞が重要な役割を果たすことが示
された． 
 胎児肝細胞集団の中には本来，胆管上皮細
胞にも分化可能な前駆細胞が含まれている
はずであるが，それらは発達した機能的胆管
を生体外で構築するこのことにはあまり寄
与できず，むしろ成熟胆管上皮の寄与が大き
いとの結果となった．この理由は現時点では
不明であるが，少なくとも現状の培養条件下
では，胎児肝細胞から自律的に肝細胞と胆管
上皮とをバランスよく分化誘導し，機能的胆
管を配置する組織を形成するに至らなかっ
た．また，細胞間に毛細胆管を形成する法力
に富んでいる成熟肝細胞についても同様の
形成を試みたが，胆管上皮細胞とのヘテロ球
状凝集塊の形成自体が良好でなかった．今回
用いたマイクロウェルが酸素非透過性の者
であり，代謝能が高い成熟肝細胞を高密度で
播種したことも一因と考えられた．成熟肝細
胞自体の持つ毛細胆管形成能の有効活用も
追究すべきであり，今後培養系を改善して再



試行する価値がある． 
 さらに，生体内での胆管構築においても胎
児肝細胞でなく成熟胆管上皮細胞が必要と
なるかを検討するため，上述のように生体外
で構築した“1 : 1”凝集体および対照群と
して胎児肝細胞のみで構築した凝集体（“1 : 
0”）を，マトリゲルに浸したポリ乳酸不織布
担体に包埋して免疫不全マウスの腸管膜上
に移植し，生体内における更なる胆管ネット
ワーク構築の可能性を検討した．移植4週間
後に移植片を摘出し組織像を観察したとこ
ろ，“1 : 0”では肝実質様構造のみが形成さ
れていたのに対し，“1 : 1”では実質構造に
加え胆管上皮細胞で形成されるネットワー
ク構造も形成されていることが確かめられ
た．胎児肝細胞集団は胆管上皮細胞にも分化
する能力を持っているはずであるが，in 
vitroと同様に in vivoにおいても自発的に
胆管構造を形成することは観察されなかっ
た． 
 以上の結果より，胆管構造をもつ肝組織の
構築を目指す上で，生体外・生体内いずれ 
においても成熟胆管上皮細胞の存在が極め
て重要な役割を果たすことを明らかとする
とともに，機能的な胆管ネットワークを再構
築型組織に配備するための重要な組織構築
法を開発し，in vitro/in vivoにてその有効
性を確かめた．今後は，特にin vivoにおい
て，蓄積された胆汁がどこに最終的に排出さ
れるのかを把握することが，臨床学的に意義
のある大きさと機能とを持った肝組織構築
に必須である． 
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