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研究成果の概要（和文）：肝障害時の胆管系細胞（細胆管反応）や胆管癌の増殖・形態形成過程を空間定量的に
把握し、その細胞制御を調べるため、肝障害モデルマウスを作製して解析した。その結果、肝障害時において中
心静脈域に出現する胆管系細胞は、肝内マクロファージ（Kupffer細胞）によってNotchシグナルが活性化された
肝細胞が胆管系細胞に分化転換したものであることがわかった。このとき同時に肝細胞のアポトーシスが抑制さ
れることがわかった。また、肝前駆細胞を調べたところ、LIN28BがmiRNAであるmiR-125a/bとlet-7bを抑制する
ことで細胞増殖を制御し、同時に胆管上皮細胞への分化が抑制されていることがわかった。

研究成果の概要（英文）：For chronic diseases and cancers in liver, it is desirable to diagnose the 
three-dimensional (3D) structures of lesions and altered microtubule structures on a single 
cell-based observation. In this study, we purpose to develop technical infrastructures for 
pathological diagnosis and basic medicine, based on morphometrics for proliferation of 
pseudo-biliary tracts and cholangiocarcinomas, derived from pseudo-biliary epithelial cells 
differentiated from hepatocytes, using a high-resolution digital 3D reconstruction. Here we showed 
that Kupffer cells, known as stellate macrophages, stimulate Notch signaling in hepatocytes 
surrounding central veins, therefore, hepatocytes can be reprogrammed into bile duct-like cells 
without apoptosis. We also demonstrated that LIN28B, in hepatoblasts, suppresses tumor suppressive 
miRNAs including miR-125a/b and let-7b, and maintains expression of LIN28B itself, thereby, 
regulating their proliferation and suppressing differentiation into biliary cells.

研究分野：細胞生物学・生理形態学

キーワード： 肝内胆管癌　分化転換　Notchシグナル　Kupffer細胞　アポトーシス　肝前駆細胞　LIN28B　miRNA

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

肝臓は肝細胞、胆管上皮細胞、類洞内皮細胞

など様々な種類の細胞で構成されており、このう

ち肝細胞と胆管上皮細胞は前腸内胚葉に由来

する肝前駆細胞（肝芽細胞 hepatoblast）から分

化してくる。肝芽細胞は高い増殖能と分化能を

もつことから、胎生期肝臓の幹細胞といえる[1,2]。

肝小葉門脈域の肝芽細胞は、血管内皮細胞や

線維芽細胞から刺激を受けて胆管上皮細胞へ

と分化する[3,4]。その後、一層の胆管上皮細胞

層が門脈を取り囲み（ductal plate）、肝芽細胞と

胆管上皮細胞のモザイクからなる管腔構造を経

て、胆管上皮細胞のみからなる胆管を形成する

[5,6]。一連の胆管発生のプロセスは肝臓の中心

部から辺縁へと連続的に起こることで肝内胆管

の樹状構造が構築されていくと考えられている。

しかしながら、従来の 2D 平面による観察だけで

はこれを立体的に説明することは難しい。これら

の問題を解決するには高解像度3D再構築法に

よる、細胞あるいは組織レベルでの 3D 解析が

必要である。 

肝疾患患者に対する臨床や基礎医学の研

究において、3D イメージングの手法としてポジト

ロン断層法(PET)や放射線コンピュータ断層撮

影(CT)、核磁気共鳴画像法(MRI)、あるいは内

視鏡的逆行性胆管膵管造影(ERCP)がある。し

かしながら、これらの画像診断法では解像度が

低いために病変細胞や微小管腔構造の変異を

診断することが難しく、病理学的所見や基礎医

学研究においても必ずしも十分とはいえない場

合がある。これまでに、組織の発生初期から成

熟過程までの一連の構築過程を 3D イメージン

グと形態計測学的手法を用いて解析した例はな

かったが、最近、研究代表者らは高解像度デジ

タル 3D再構築法により、マウスの肝内胆管の立

体的な形態形成過程を定量的に詳細に明らか

にした[7]。 

マウス胎仔期 E13.5-E17.5, Neonate, 1-2 

week old, Adult (10 week old)の肝臓の連続組

織切片の胆管上皮細胞（CK19）と血管内皮細

胞（PECAM）を蛍光免疫染色し、肝葉中心部の

高解像度連続断層画像を取得した。これを 3D

解析ソフトにインポートし、門脈域の胆管上皮細

胞の 3D分布と胆管の形態を 3Dリモデリングし、

全方位から観察した[図１]。さらに幾何学モデル

を作製し、内腔をもつ CK19 陽性細胞塊の大き

さ、数、長径、分岐点の数、細胞塊同士の距離、

内腔の直径、体積、胆管と門脈との距離を、空

間的かつ定量的に解析した。その結果、胆管上

皮細胞は胎生中期および後期における二段階

の形態形成の活発化により細胞塊の増加、伸長、

分枝、統合を繰り返して胆管構造を構築し、生

後１週齢以降に門脈から離れつつ内腔が拡張

され、胆管が成熟することが明らかとなった[7]。 

 

２．研究の目的 

肝臓の慢性疾患や癌などにおいては、病変組

織の立体構造や微小管腔構造の変異を細胞単

位で詳細に解析することが望まれる。しかしなが

ら、従来の 2D 平面における観察主体の手法で

は細胞あるいは組織レベルの 3D 構造を明らか

にすることは難しい。そこで本研究では、高解像

度デジタル 3D再構築法を用いて肝障害時に中

心静脈域に出現する胆管系細胞（偽胆管）や胆

管癌の形態形成過程を立体的にとらえ、そこか

ら得られる情報を空間定量解析するとともに、胆

管癌の起源となりうる胆管系細胞におけるシグ

ナル伝達と分子機構を明らかにすることを目的

とする。 

細胞や組織の発生－再生－癌化過程は全

世界で研究されており、ヒトの病理検体や癌細

胞株、あるいは多くの動物モデルが用いられて



いる。しかしながら組織学や病理学的な研究の

多くは 2D 平面による定性的な観察が主流で、

3D イメージングによる空間定量的な記述は少な

い。細胞－組織－器官は個々の細胞の極性と

立体的な組織構築により形成されるので、2D 平

面より 3D イメージングでの解析のほうがより多く

の情報が得られる。従来のような組織切片を 2D

平面で観察する手法では細胞の 3D 分布や病

変部位の立体構造を把握することは難しいが、

本研究では高解像度連続断層画像をデジタル

3D再構築することにより、これらを空間定量的に

記述することを可能にした。肝障害・胆管癌モデ

ルにおいて、胆管系細胞の分布（偽胆管、細胆

管反応）や胆管癌の増殖・形態形成過程を明ら

かにすることは、臨床における病理診断の向上

や今後の基礎医学の研究に役立つものと期待

される。 

 

３．研究の方法 

本研究では、成体マウスに Thioacetamide 

(TAA)を継続的に投与して、慢性肝炎あるいは

肝硬変に類似した病態モデルを作製し、さらに

長期投与により胆管癌モデルを作製した。これ

らの病態モデルにおいて、偽胆管や胆管癌の

形成過程を空間定量的に解析した。また、胎仔

マウスの肝臓から肝前駆細胞を抽出し、その幹

細胞能維持の分子機構を解析した。 

これまでに、組織の発生初期から成熟過程

までの一連の構築過程を 3Dイメージングと形態

計測学的手法を用いて解析した例はなかったが、

最近、研究代表者らは高解像度デジタル 3D 再

構築法により、マウスの肝内胆管の立体的な形

態形成過程を定量的に詳細に明らかにしている

[7]。本研究では、研究代表者らが開発した高解

像度デジタル 3D 再構築法を用いて、肝障害時

における偽胆管や胆管癌の形態形成過程を立

体的にとらえ、そこから得られる情報を空間定量

的に解析するとともに、遺伝子発現やシグナル

伝達経路を解析した。 

 

４．研究成果 

①肝障害時における胆管系細胞の 3D分布 

肝内胆管癌は門脈域の胆管細胞と類似した細

胞からなる悪性上皮腫であるが、腫瘍起源の詳

細はわかっていない。そこで、マウスに TAA を

30 週投与して肝内胆管癌モデルを作製し、肝

葉中心部の連続凍結切片を作製した後、

Cytokeratin (CK)19（胆管上皮細胞マーカー）と

PECAM-1/CD31（血管内皮細胞マーカー）を蛍

光標識して共焦点レーザー顕微鏡を用いて高

解像度連続断層画像を取得した。このデータセ

ットを 3D解析ソフトにインポートして研究代表者

らが開発した手法により 800μm (x) × 800μm (y) 

× 500μm (z)の空間を再構築し、CK19陽性細胞

の空間分布を調べた結果、多くの CK19陽性胆

管系細胞（偽胆管）が観察された。 

 

②肝細胞－胆管系細胞分化転換の分子機構 

門脈域の肝内胆管癌は Notchシグナルにより肝

細胞から胆管系細胞に分化転換した細胞が起

源である可能性が知られている[8,9]。一方、中

心静脈域の肝内胆管癌が肝細胞からの分化転

換した胆管系細胞（偽胆管）を起源として腫瘍化

したものかどうかを調べるため、マウスに TAA を

投与して肝内胆管癌モデルを作製した。TAA投

与 5 週後に中心静脈域に胆管系細胞が出現し、

一過的な Notch シグナルが認められると同時に、

Notch リガンドである Jagged-1 を発現する

Kupffer 細胞（肝類洞内常在型マクロファージ）

が中心静脈域に集積した。また、クロドロン酸で

Kupffer 細胞を除去した後に TAA を投与すると

胆管系細胞の出現が著しく減少したことから、

Kupffer細胞が肝細胞の Notch シグナルを活性

化して胆管系細胞へと分化転換させていること

がわかった。また、Kupffer細胞は中心静脈域の

肝細胞のアポトーシスを抑制していることがわか

った[10]。 

 

③肝前駆細胞の幹細胞能維持の分子機構 

胎仔マウスの肝臓から肝前駆細胞を抽出し、幹



細胞能を維持するための分子制御機構を調べ

た。肝前駆細胞では LIN28B（幹細胞マーカー）

が癌抑制的マイクロ RNA である miR-125a/b と

let-7b を抑制することで、LIN28B 自身の遺伝子

発現の維持と肝前駆細胞の自己増殖を制御し、

また、肝前駆細胞から胆管上皮細胞への分化を

抑制していることがわかった[図 2][11]。 

 

 

研究成果の一部は Scientific Reports[10], 

Hepatology [11]に発表された。 
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