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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、①胆管構造形成におけるLamininの機能解析、および②分化した上皮細胞特異的

な遺伝子を同定と、肝前駆細胞株HPPLがCystを形成する３次元培養系を用いたそれらの分子の機

能解析を行うことで、上皮細胞が分化・成熟して組織構造を形成する過程を制御する分子メカニ

ズムの解明を目指した。 

胆管の発生過程において、Laminin 1を含むisoformは胆管上皮細胞の運命決定および構造形

成の初期に、Laminin 5を含むisoformは胆管構造の成熟化に寄与していることが明らかになっ

た。 

肝前駆細胞と胆管上皮細胞の遺伝子発現を比較し、上皮細胞特異的な遺伝子を同定した。次に

、同定した遺伝子をHPPLに導入し、Cyst構造への影響を検討した。解析を行った分子の中で、転

写因子Grhl2が上皮バリア機能を亢進して、Cyst管腔の発達を促進することがわかった。Grhl2

は、Claudin3と4およびRab25の発現を制御することで、機能的なタイト結合の形成を制御して、

管腔構造形成を促進していることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

  We revealed that 1-containing laminin regulated the lineage determination of 

cholangiocytes and the initial stage of bile duct morphogenesis, whereas 5-containing 

laminin contributes to the formation of mature duct structures.  We also searched genes 

upregulated in mature cholangiocytes and identified a transcription factor grainyhead like 

2 (Grhl2).  We introduced Grhl2 into HPPL, a liver progenitor cell line, and found that 

Grhl2 enlarged the central lumen of cysts.  We further found that Grhl2 enhanced barrier 

function of the monolayer of HPPL and upregulated expression of Claudin3, Claudin4, and 

Rab25.  Thus, we conclude that Grhl2 promotes the maturation of epithelial lumen by 

governing the molecular network among Clandin3, Claudin4, and Rab25. 
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１．研究開始当初の背景 

 
上皮系臓器が機能を発揮するためには、細

胞極性を獲得した上皮細胞がさらに立体的
な組織構造を形成することが必要である。上
皮細胞極性の形成過程の分子メカニズムが
詳細に検討されている一方で、上皮細胞の成
熟や組織構造形成を制御する分子メカニズ
ムについては不明な点が多く残されていた。 

 

２．研究の目的 

 

本研究は、肝臓の胆管を上皮細胞が形成す
る組織構造のモデルとして用い、胆管上皮細
胞特異的に発現している既知の分子あるい
は新たな遺伝子を同定しその機能を解析す
ることで、組織形成を制御するメカニズムに
ついて分子レベルで明らかにすることを目
的として行った。 

 

３．研究の方法 

 

(1)  胆管構造成熟の過程で、基底膜の成分
laminin の isoform の発現がどのように変化
するのか、またどのような機能を持つのかを
明らかにするために、生体内での laminin 
鎖の発現を調べたり、３次元培養を用いて、
上皮細胞と laminin の相互作用を阻害するな
どして検討する。 
 
(2)  肝芽細胞と胆管上皮細胞の遺伝子発現
を Microarray によって比較したデータをも
とに、胆管上皮細胞特異的な転写因子を同定
する。 
 
(3)  HPPL の３次元培養系を用いて、同定し
た遺伝子の機能解析を行う。 
 
(4)  形態形成に影響を与える転写因子のタ
ーゲットを同定し、管腔形成を制御する分子
間ネットワークを明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1)  胆管の構造形成における laminin 1 と
5 の機能解析 
発現パターンの解析 
胎仔期、新生仔期、成体の肝臓を、laminin 
1 および5 に対する抗体を用いて免疫染色
を行い、基底膜を構成する laminin の発現を
検討した。その結果、胎仔期の胆管を裏打ち
する基底膜では1 と5 が発現しているが、
管腔構造が完成する生後１０日以降は、1
の発現が消失し、5 のみが発現していた。細
胞を分取して laminin 1 および5 を発現

している細胞の同定を行ったところ、線維芽
細胞が Laminin 1、胆管上皮細胞が laminin 
5 を発現していることがわかった。したがっ
て、胆管発生の初期には線維芽細胞から
laminin が供給されるが、発生が進行すると
胆管上皮細胞自らが laminin を発現・供給し
ていると考えられた。 
 
Cyst 形成過程での laminin の機能解析 
HPPL の３次元培養では、Laminin 1 を含む
laminin 依存的に Cyst 形成が進むが、完成し
た Cyst の周囲には laminin 5 が存在した。
したがって、肝前駆細胞は、胆管構造形成の
過程で、1 との相互作用から5 との相互作
用に移行し、5 鎖に依存して管腔構造の形
成・維持を行っているのではないかと考えた。
そこで、 laminin のレセプターである
1-integrin の中和抗体を①培養開始直後か
ら加えて laminin 1 との相互作用を阻害、
②Cyst 形成の後に加えて laminin 5 との相
互作用を阻害した。その結果、laminin 1
は Cyst 形成に必要で、その後の Cyst の構造
成熟や維持には laminin 5 が重要である可
能性が明らかになった。 
 
Laminin 5 の in vivo での機能解析 
Laminin 5 の機能を解析するために、
laminin 5 のノックアウトマウスの肝臓を
入手し、胆管の構造を解析した。胎生１７日
のノックアウトマウスの肝臓では、野生型と
同様、門脈の周囲に胆管上皮細胞が認められ
た。しかしながら、ノックアウトマウスの胆
管は、未熟な構造の状態にとどまっているも
のが多かった。以上の結果から、肝芽細胞か
ら胆管上皮細胞が分化する段階と胆管構造
形成の開始時点では、laminin 1 を含む
laminin と上皮細胞の相互作用が重要である
が、その後、構造形成が進行して成熟した胆
管構造が完成するためには、laminin 5 を含
む laminin が重要な機能を果たしていると考
えられた（以上の成果は、論文投稿中）。 
 
(2)  胆管特異的な転写因子の同定 
肝芽細胞と胆管上皮細胞の遺伝子発現を比
較したデータをもとに、胆管上皮細胞特異的
な転写因子の同定を試みた。Microarray のデ
ータを定量 PCR を用いて検証し、Ankrd1, Ehf, 
Grhl2, Hey1, Scx, Sox9 などの発現が胆管上
皮細胞で高いことが明らかになった。Grhl2
と Sox9 については、市販の抗体を用いて、
胆管上皮細胞で発現していることを確認し
た。 
 
(3)  胆管特異的遺伝子の機能解析 
上に示した５種類の転写因子を、それぞれレ



トロウイスルベクターを用いて HPPL に導入
し、３次元培養を行った。形成されたシスト
の大きさを比較したところ、Grhl2 を導入し
た場合に、Cyst の管腔が大きく発達した（図
１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．転写因子発現による管腔径の変化 
 
 
(4)  Grhl2 による管腔形成拡張のメカニズ
ム 
 

管腔形成能は、上皮細胞としての性質を反
映していると考えられる。ところで、前駆細
胞である HPPL と成体肝から分離した成熟胆
管上皮細胞が形成する Cyst を比較すると、
成熟胆管上皮細胞の方が大きく発達した管
腔を持つ Cyst を形成した。このことから、
Grhl2 の導入によって、HPPL の上皮細胞とし
ての分化度が上がったのではないかと考え
た。そこで、上皮細胞の重要な機能である上
皮バリア機能の変化を検討した。HPPL 
monolayer における Dextran の透過性を調べ
たところ、その透過性が大きく低下している、
すなわちバリア機能が亢進していることが
明らかになった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．FITC-Dextran の透過性の変化 
 

バリア機能を担う Claudin(Cldn)ファミリ

ーの発現を解析したところ、Grhl2 は Cldn3
と Cldn4 の発現を上昇させていた。Cldn3 は
単独で、バリア機能を亢進し、Cyst 管腔を拡
張させる作用があることが明らかになった。
一方、Cldn4 は、別のターゲットである Rab25
の機能の助けを得て、Tight Junction に局在
する可能性を示唆するデータも得られた。 
 

以上の結果から、Grhl2 は図３のような分
子間ネットワークを形成することで、上皮細
胞の分化・成熟と形態形成を制御していると
考えられた（論文投稿中）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
図３．Grhl2 による管腔サイズの制御 
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