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研究成果の概要（和文）：シリコーン樹脂を用いて小型肝細胞と胆管上皮細胞の共培養用のデバイスを設計・作成した
。酸素透過性があるシリコーン樹脂上では培養液のpH維持は良好であることを確認したが、培養皿上でデバイスを用い
て流路毎の細胞基質の塗布と両細胞の接触培養法は確立できなかった。マイクロ流体デバイス内で肝細胞と血管内皮細
胞を共培養すると内皮細胞はコラーゲンゲル中に毛細血管構造を形成し伸長することを明らかにした。マウス肝芽細胞
株を用いて、胆管の管腔形成と維持にはLaminin511/522の存在が必須であり、転写因子のGrhl2がclaudin3/4の発現と
局在調節を介して胆管の管腔形成を促進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have developed devices made of silicon for the co-culture of rat small hepatocy
tes (SHs) and biliary epithelial cells (BECs). Cells could proliferate and survive on a silicon-device tha
t oxygen freely passes through. We coated channels of the silicon-device with various ECM to examine their
 effects on morphogenesis. However, we have not found an optimal condition for that bile ducts (BDs) recon
structed by BECs connect to bile canaliculi of hepatic organoids reconstructed by matured SHs. By using mi
crofluidic platform, we analyzed angiogenesis in 3D cultures in which collagen gel separated rat mature he
patocytes and endothelial cells (ECs), and found that ECs formed vascular sprouts in collagen gels. Lamini
ns 111 and 521 were necessary for hepatic progenitor cells to differentiate into BECs and to form mature d
uct structures, respectively. A transcription factor Grhl2 enhanced the morphogenesis of BDs by regulating
 the expression and the location of claudins 3 and 4.
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１．研究開始当初の背景 
 小型肝細胞は申請者が世界で最初に成熟ラ
ット肝臓から分離した細胞であり、肝細胞へ
の分化が決定されている肝前駆細胞である。
肝細胞としての機能は成熟肝細胞より低いが
多くの分化機能を維持しながら高い増殖活性
を示す。肝非実質細胞である星細胞や肝上皮
様細胞との相互作用により分泌された細胞外
基質により基底膜様構造が形成されると、小
型肝細胞は大型化し、形態学的にも機能的に
も成熟する。多層構造を形成し、3 次元的に
組織化した類肝組織を形成する。成熟化した
小型肝細胞は、2、3細胞の厚さからなる肝索
状構造に類似した形態を呈する組織を形成し
ながらゆっくり増殖する。また申請者らは、
成熟ラット肝臓から分離した胆管上皮細胞を
コラーゲンゲル上で再構築させ胆管網を形成
することに成功している。加えて胎仔肝芽細
胞やヒト肝分離細胞由来の胆管上皮細胞から
なる嚢胞の形成にも成功している。 
 肝発生過程や肝障害からの再生過程におい
て、肝小葉構造がどのように形成されていく
か、良くわかっていない。肝細胞は 1〜2 細胞
の厚さで索状の形態をとり、細胞間には毛細
胆管が形成される。毛細胆管は胆汁を胆管へ
輸送するのが主要な機能であるが、胆汁が毛
細胆管内にうっ滞する状態になると肝細胞に
障害を与え、肝機能低下の原因となる。我々
は、小型肝細胞が類肝組織を形成し、高い分
化機能を発揮するようになると胆汁を蓄積す
る嚢胞構造が出来ていることに気づいた。こ
のことは培養細胞の肝細胞機能を長期間維持
するためには、胆汁の処理が重要であること
を示唆している。 
 マイクロ流体デバイス装置に肝細胞を組み
込んで行う研究は米国において多く行われて
いるが、少量の細胞を用いて多検体を高速に
解析するハイスループットで薬剤スクリーニ
ングを行うことを指向した研究がほとんどで
ある。 
 本研究は、ラットなど小動物を用いて行う
ものであるが、ヒト小型肝細胞の分離培養、
組織化も可能なことがわかっているのでヒト
細胞への応用も期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本申請では、肝細胞機能の低下の原因の一
つである胆汁うっ滞を防ぐために毛細胆管と
胆管を結合し、胆汁成分を嚢胞状構造に誘導
し蓄積することで肝細胞機能を維持させるモ
デル装置の開発である。類肝組織が形成する
毛細胆管と胆管、及び嚢胞を分離培養可能で
必要な時に共培養できるようなデバイスを開
発し、毛細胆管と胆管、胆管と嚢胞が結合す
る条件を検討する事で肝細胞から胆管、疑似
胆嚢が一体化した類肝組織の形成を試みる。 

 
３．研究の方法 
(1)培養装置の作製 
培養皿内に留置可能なシリコーン樹脂製の
デバイスを作製する。 

(2)小型肝細胞の調整と培養方法 
①小型肝細胞の初代培養は、我々が確立し
た方法で行う。  
②出現した小型肝細胞コロニーを選択的に
回収する           
③回収した小型肝細胞コロニーをデバイス
の中で培養する。 

(3)胆管上皮細胞の培養と細胆管形成 
①成熟ラット胆管上皮細胞の分離と培養は
我々が確立した方法で行う。 
②デバイスの通路にコラーゲンゲルを作成
し、胆管上皮細胞を培養する。 
③胆管上皮細胞培養 5〜6 日目にコラーゲン
ゲルで細胞を覆い、サンドイッチにする。 

(4)マイクロ流体デバイスを用いた小型肝細
胞と胆管上皮細胞の共培養 
①小型肝細胞と胆管上皮細胞の分離方法は
上記と同じ。 
②シリコーン樹脂とカバースライドをプラ
ズマ接着する 

(5) マイクロ流体デバイスを用いた肝細胞と
血管内皮細胞の共培養 
①シリコンモールドの設計と製作 
②シリコンモールドを用い、ソフトリソグ
ラフィー法によって鋳型のマイクロ流路パ
ターンをシリコーン樹脂に転写した。 
③ 3 チャンネル型マイクロ流体デバイスを
用いてラット肝細胞と血管内皮細胞の共培
養をおこなった 

(6)肝芽細胞株を用いた胆管の管腔サイズ調
節機能の解明 
①マウス胎仔(E14.5)肝蔵から樹立した肝
芽細胞株（HPPL, Hepatic Progenitor Cells 
Proliferating on Laminin）を Matrigel と
type I collagen を 1:1 混合したゲル内で
培養する 
②マウス胎仔(E15.5)肝臓の組織切片 

 
４．研究成果 
(1)培養装置の作製 
 肝小葉の中で肝細胞索は放射状に広がる索
状構造を形成しているが、この構造について
微細加工技術を利用して再現することが重要
と考え、中心から放射線状に流路を有するデ
バイスを設計し作成した。市販の 60-mm 培養
皿に接着可能の大きさとした(図１)。流路に
ラミニンや４型コラーゲン、コラーゲンゲル
等を独立して塗布し、中央に播種した小型肝
細胞に対する増殖・分化誘導の検討と流路に
胆管上皮細胞を播種し、肝細胞の形成する毛
細胆管と胆管細胞を結合させる方法の検討を
行うことも目的とした。 



 
図１作成し
たシリコー
ン樹脂製の
デバイス 
 
 
 
 
 

 
 培養皿とシリコーンゴムだけでは、培養液
が漏れない程度の密着性を維持可能な事はわ
かったが、当初の計画では、培養皿とシリコ
ーンゴムがほぼ密着し流路内に細胞外基質を
塗布又はゲル化しても漏れは少ないことを想
定していたが、流路内に限定して塗布するこ
とが難しく、隣接する流路内に広がってしま
う問題点を解決できなかった。またコラーゲ
ンを一定の厚さで均等にゲル化する方法の開
発に難渋したため、計画通りに進まなかった。 
(2)小型肝細胞の調整と培養方法 
 小型肝細胞は成熟ラット肝臓より従来法に
則り分離し、10 日間培養した。10 日目にコロ
ニーのみを cell dissociation solution を用いて
分離し、デバイスの中央に∅8 mm のクローニ
ングリングを配置したデバイス内に播種し、
コロニーが生着・増殖することを確認した。 
(3)胆管上皮細胞の培養と細胆管形成 
 成熟ラット肝臓から胆管上皮細胞を分離し、
コラーゲンゲル上に播種し、4〜5 日後にコラ
ーゲンゲルで被覆し、サンドウィッチにした。
播種後 7 日目から、1% DMSO を添加した培養
液に換え、培養を継続すると、既報通りに小
型胆管から大型胆管形成できることを確認し
た。しかしながら、デバイス内にコラーゲン
ゲルを塗布し、その上で胆管細胞を培養、サ
ンドウィッチ化することが難しく、現在のと
ころデバイス内での胆管形成ができない状態
である。 
(4) ガス透過性シリコーンゴムを用いた 
小型肝細胞と胆管上皮細胞の共培養 
 ラットから分離した小型肝細胞と胆管上皮
細胞を共培養する際に流路の適切な形状を決
める必要がある。またマイクロ流体デバイス
はシリコーンゴムとカバーガラスから作成さ
れるが、シリコーンゴムのガス透過性が培養
環境に影響を与えることが予測された。そこ
で、培養担体とシリコーンゴムおよびコラー
ゲンゲルを用いた簡易な培養装置を作成し、
小型肝細胞と胆管上皮細胞の共培養を試みた。 
 シリコーンゴムを担体として培養すると、
細胞上部の培養液面からの酸素供給だけでな
く、培養下面からもシリコーンゴムを透過し
て酸素供給が行われる。このような環境下で
小型肝細胞と胆管上皮細胞の共培養を行うと、

カバーガラスを用いた場合と異なり、培養液
の pH が生理的な環境に維持されることが分
かった。小型肝細胞と胆管上皮細胞の共培養
を行う際の培養環境を生理的な状態に維持す
るためには、培養担体のガス透過性が重要で
あり、小型肝細胞と胆管上皮細胞の形態形成
にも重要な影響を与えることがわかった。 
(5) マイクロ流体デバイスを用いた肝細胞と
血管内皮細胞の共培養 
 肝細胞と血管内皮細胞の共培養を行うと、
その相互作用により血管内皮細胞が内腔を
有する毛細血管網を再生することが分かっ
た。その一方で、予備実験結果から 2 チャン
ネル型のデバイスでは肝組織と血管の融合が
上手くできなかった。そこで 3 チャンネル型
のデバイスを用いて、3 つのマイクロ流路の
うちの一つで肝細胞を培養し、間質流のもと
で 1 日間培養した後に、中央の流路で血管内
皮細胞を培養した。血管内皮細胞は肝細胞と
の間にあるコラーゲンゲルばかりではなく、
反対側のコラーゲンゲル内にも潜り込み、血
管スプラウトを形成した。このスプラウトは
毛細血管様構造を形成することがわかった
(図２，３，論文準備中)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
図２マイクロ流
体デバイスにお
ける共培養の模
式図 
 
 
 
図３肝細胞（培養
6 日目）および血
管内皮細胞（培養
3 日目）の位相差
顕微鏡像。矢頭は
流路 2 に播種され
た血管内皮細胞が
コラーゲンゲルに
潜り込んで形成し
た血管スプラウト 
 

(6)肝芽細胞株を用いた胆管の管腔サイズ調
節機能の解明 
 肝組織を再構築するためには、肝細胞が分
泌する胆汁の流路である胆管を伴った組織を
作る必要がある。また肝細胞と胆管上皮細胞
を連結させるためには、最適な管腔サイズの



胆管形成を誘導する必要がある。我々は、胆
管上皮細胞と細胞外マトリックスの相互作用
および胆管上皮細胞特異的な転写因子の機能
に着目して、胆管の管腔サイズ調節機構の解
析を行った。その結果、基底膜の主成分であ
る Laminin511/521 は管腔形成と維持に必須
であり(図４)、転写因子Grhl2は claudin-3、
4 の発現と細胞内局在調節を介して胆管の管
腔形成を促進した(図５，参考文献 10, 14,15)。 

 

図４肝前駆細胞は cyst 形成に伴って、
laminin 5（赤）を含む基底膜用の構造を形
成する（左図）。Integrin-1 の阻害抗体を加
えて laminin との相互作用を阻害すると、管
腔構造が破壊される（右図）。 

図５Laminin は管腔の形成と維持に重要であ
り、Grhl2 は tight junction 形成を促すこと
で管腔サイズを調節している。 
 
肝組織を構築する際には、肝細胞と胆管上皮
細胞、それぞれの組織を再構築した後に連結
する方法の他に、2 分化能を持った前駆細胞
を用いて肝細胞と胆管上皮細胞の両方を分化
させ、それと並行して組織構造形成を誘導す
る方法も考えられる。我々は、新生仔の胆管
上皮細胞が肝細胞にも胆管上皮細胞にも分化
しうる細胞であることを見出した。一方で、
新生仔の胆管上皮細胞は成体の胆管上皮細胞
と比べると、上皮細胞としての性質が未熟で
あることも明らかになった(図６)。その一因
は、管腔形成に必須の転写因子 Grhl2 の発現
が低いことにあった(参考文献4，8)。今後は、
胆管上皮細胞の構造を形成させたのちに、
Grhl2 の発現を増強するような培養条件を見
出し、前駆細胞を起源として、機能的な胆管
構造を伴う肝組織の構築にも取り組む予定で

ある。 
 

図６ 新生仔の胆管上皮細胞は、成体の細胞
に比べてバリア機能が低く（A）3次元培養で
も管腔形成能が低い（B,C）。上皮細胞として
未熟な新生仔の胆管上皮細胞では、Grhl2 の
発現が低い。 
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