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研究成果の概要：肝臓の胆管のチューブ構造は、様々な上皮系臓器に共通する組織構造である。

本研究では、肝芽細胞と胆管上皮細胞の遺伝子発現を比較することで、胆管チューブ構造の形

態形成を制御する分子の候補を得た。また、このような分子の機能を詳細に検討するために、

in vitroにおいて肝前駆細胞から胆管様のチューブ構造を誘導する系を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 
胆管が形成するチューブ構造は、肝臓の他に
肺、膵臓、腎臓などの上皮系臓器に共通に存
在している組織構造である。 
しかしながら、その形態形成の分子メカニズ
ムは明らかになっていなかった。肝臓では、
細胞特定的な表面抗原の同定が他の固形臓
器に比べて進んでおり、チューブを形成する
細胞である胆管上皮細胞を分取することが
可能であった。そこで、胆管上皮細胞特異的
な遺伝子を同定することで、胆管の形態形成
の分子メカニズムを明らかにするができる

のではないかと考えた。 
２．研究の目的 
胆管上皮細胞と肝芽細胞（前駆細胞）をマウ
ス胎児および新生児より分離し、遺伝子発現
を比較することで、チューブ構造形成を制御
する遺伝子の候補を探索することにした。 
さらに、本研究代表者によって確立された肝
前駆細胞の３次元培養系を改良して in vitro
で胆管様チューブ構造を誘導する系を確立
することで、遺伝子発現解析によって得られ
た遺伝子の機能解析を in vitroで行うことを
可能にし、胆管の形態形成を制御する分子メ
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カニズムを詳細に検討することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
（１）マイクロアレイを用いて胎児の肝芽細
胞と新生児の胆管上皮細胞を比較すること
で、チューブ構造の形成過程で胆管上皮細胞
に特異的に発現している遺伝子を探索する。
また、マイクロアレイの結果得られた遺伝子
群の発現を定量 PCRによって確認する。 
 
（２）in vitro において、肝前駆細胞から胆
管様のチューブ構造を誘導する培養系を確
立する。 
 
４．研究成果 
（１）胆管上皮細胞特異的な遺伝子の同定 
 
①マイクロアレイの結果の解析 
肝芽細胞と胆管上皮細胞の比較を行った結
果、新生児の胆管上皮細胞特異的に発現して
いる遺伝子を複数得た。 
発現パターンをもとに 3つのグループに分類
することができた（図１）。それぞれの遺伝
子群の機能としては、①肝芽細胞から胆管上
皮細胞への運命決定を制御する（グループ
１）、②胆管の形態形成を制御する（グルー
プ２）、③①と②の両方を制御する（グルー
プ３）ことが考えられた。次に、グループ２
に属する遺伝子群については、定量 PCR を
行うことで胆管上皮細胞での特異的な発現
を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１、胆管上皮細胞に発現する遺伝子の発
現パターン 
 
 
②Sox9の発現パターンの解析 
上記グループ２に属する転写因子に Sox9 が
あった。Sox9 は軟骨の発生を制御している
ことや膵臓で発現していることなどが知ら
れていたが、肝臓での発現については報告が
なかった。そこで、市販の抗体を購入し、新
生児肝臓での発現パターンを解析した。その
結果、Sox9 は胆管上皮細胞の核に局在して
いることが明らかになった。 
 
③Map17の発現パターンの解析 
上記グループ２に属する膜タンパク質とし
てMap17を同定した。Map17は腎臓での発
現などが調べられていたが、肝臓での発現パ
ターンは不明であった。そこで市販の抗体を
購入し、新生児および成体肝臓での発現パタ
ーンを解析した。その結果、成熟した胆管構
造において、Map17は細胞のアピカル面に局
在していることが明らかになった。 
 
（２）in vitro での胆管様のチューブ構造の
誘導 
 
①シストからのチューブ構造の誘導 
肝前駆細胞HPPLは、３次元培養を行うこと
で、成熟した胆管上皮細胞と同様な極性と分
泌機能を獲得する。このシスト構造からのチ
ューブ構造の誘導を試みた。HGF, FGF, 
TGFbなどの液性因子の影響や、マトリック
スをマトリゲルからコラーゲンへ変換する
などの条件を検討した。 
その結果、シストをマトリゲルから取り出し
コラーゲンに包埋した後に高濃度の HGF で
処理することで、チューブ状構造を誘導する
ことに成功した。しかしながら、その効率は
非常に低かった。 
 
②サンドウィッチ培養系の確立 
発生中の肝臓では、門脈周囲に形成される
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ductal plateと呼ばれる細胞層がチューブ構
造に再構成されることで胆管が形成される。
そこで、肝前駆細胞株 HPPL を培養して
monolayerを形成させた後、細胞外マトリッ
クスを重層する培養方法（サンドウィッチ培
養）を行い、胆管様のチューブ構造を誘導す
ることができるかどうかを検討した。 
その結果、ゲルを重層して２日後には、
F-actin に裏打ちされたチューブ構造のネッ
トワークが形成されることがわかった（図
２）。この系を用いて、チューブ構造形成に
は、細胞増殖は必要ないが PI3K/Aktシグナ
ル伝達系依存的な細胞のmigrationが必須で
あることを明らかにした。また、転写因子
HNF1b は肝腔構造の形成および拡張に重要
な役割を担っていることも明らかにした。サ
ンドウィッチ培養は、生体内での胆管の形態
形成の特徴のうち、㋐単層の細胞層がチュー
ブ構造に再構成される、㋑細胞増殖を伴わず
にチューブ構造が形成される、の２点を再現
していた。したがって、胆管様の構造の形成
過程の分子メカニズムを解析するために有
用な培養系であるとともに、胆管形成が異常
と な る 疾 患 （ 一 般 に ductal plate 
malformation と呼ばれる）の原因を探るた
めにも有用なツールとなることが期待でき
る。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２、サンドウィッチ培養において形成され
るネットワーク状のチューブ構造 
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