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研究成果の概要（和文）：マウス肝細胞（または小型肝細胞）と胆管上皮細胞をコラーゲンゲル上で共培養し、
Matrigel含有コラーゲンゲルを重層することで、毛細胆管と胆管が接続した胆汁排泄路を持つ類肝組織を形成す
る手法を開発した。
小型肝細胞の親細胞に相当するラット肝前駆細胞(Hepatocytic parental progenitor cells; HPPCs)は
laminin111依存性にIntegrin beta1シグナルを介してself-renewal能が維持され、不均等分裂により娘細胞を産
生することを見出した。肝細胞をin vitroで増幅させる手法の開発に繋がる。

研究成果の概要（英文）：We developed the method to reconstruct hepatic organoids consisting of mouse
 hepatocytes and cholangiocytes, which could drain bile juice into bile ducts from bile canaliculi 
formed by hepatocytes. Cholangiocytes are cultured on collagen gel and then hepatocytes are added. 
After collagen gel containing Matrigel is overlaid on the cells, hepatic organoids with the 
connections between bile canaliculi and bile ducts are formed within 2 weeks.
 Hepatocytic parental progenitor cells (HPPCs) with self-renewal capability exist in a population of
 small hepatocytes, which is a subpopulation of mature hepatocytes. HPPCs could be passaged several 
times with maintaining their abilities of basic hepatic functions and production of progeny. 
Self-renewal capability of HPPCs is maintained when they are cultured on laminin 111, which 
transduces the signal via integrin beta1.

研究分野：実験病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝細胞中にself-renewal能を有する肝前駆細胞(HPPCs)が存在することが分かり、ヒト肝細胞中からもHPPCsを分
離増殖させられる可能性がでてきた。またヒト肝細胞を増殖させ胆管を組み込んだ類肝組織を形成することによ
り、排泄された胆汁が胆管に流れ、その毒性が軽減され、高分化機能を維持したまま長期培養出来ることが期待
される。更に、生体内と同様に代謝され胆汁中に排泄された薬剤代謝物の回収が可能になる。この成果は、これ
まで動物個体を使うしかなかった創薬研究のkeyになるADMEをin vitroで代替出来る可能性と人工臓器の開発に
繋がる可能性を示している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肝機能不全患者に対する治療は、肝移植しかないが移植希望者に対するドナー肝臓は圧倒的に

不足している。肝細胞移植や人工肝臓がその代替療法として期待されているが、未だ治療法とし
て確立していない。肝細胞移植の問題点はドナー細胞数の確保であるが､機能を補完できるだけ
の細胞数を肝臓内に配置するための手法の開発はさらに重要である。iPS 細胞が樹立され、実用
に足る肝細胞の創生も近い。一方、人工肝臓は世界的に研究されいくつかの装置による臨床試験
も行われたが、効果は認められず､近年は研究が進んでいない。一番大きな問題は、肝細胞機能
を有する細胞を数日すら維持できないということである。 
肝小葉において肝細胞は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現し、機能が長期間
維持されることを見出した。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。成熟肝細胞では、コラーゲンゲルのサンドイッチ法や
スフェロイド形成などにより組織化させても、毛細胆管様構造は形成されるが、胆汁排泄機構が
発達しているか不明である。これまで成熟肝細胞を用いても長期間肝機能を維持することができ
なかった原因の一つはこの点にあると考えられる。 
 
２．研究の目的 
我々は胆汁排泄機能を持つ小型肝細胞由来の類肝組織の培養法（Mitaka Tet al. Hepatology 1999）

と胆管上皮細胞からの細胆管形成法(Hashimoto W et al. Am J Pathol 2008)を別々に開発し、組織再
生手法のノウハウを培ってきた。本研究の主たる目的は、これらの両培養法を組み合わせ、毛細
胆管と細胆管をin vitro で結合させ、胆汁排泄路を有する類肝組織を効率的に作成する手法を開
発することである。効率化のために、微細加工技術を利用して最適なデバイスを作成し共培養可
能な培養装置を開発する。小型肝細胞は索状構造を形成する能力を有していることがわかってお
り、その能力を活かすデバイスの設計が必要である。単純に小型肝細胞と胆管上皮細胞を共培養
しても毛細胆管と胆管は結合しないので、結合する手法を開発すること、加えて細胆管と胆嚢に
模した嚢胞を形成させる方法を開発し、細胆管と結合し胆汁を蓄積するシステムを作成すること
を目的とする。 

 
３．研究の方法 
研究内容と研究者を 4 つのバートに分けて研究を開始した。 

l 肝前駆細胞培養と類肝組織形成（三高、市戸、谷水、吉川） 
l 胆管上皮細胞培養と細胆管形成（谷水、須藤、市戸） 
l 培養デバイスの設計と作成（須藤） 
l デバイスを用いた組織化と機能評価（谷水、市戸、須藤、三高） 

研究を進める過程で判明したことに伴い、優先順位をつけて研究を進めた。 
(1）ラット胆管上皮細胞で確立していた管腔構造を有する胆管作成法をマウス胆管上皮細胞に

応用して、管腔構造を有する胆管形成法を確立した。 
(2）マウス成熟肝細胞又は小型肝細胞と胆管上皮細胞の共培養により、毛細胆管と胆管が接続

した類肝組織の作成に成功した。 
(3）当初の計画に従い、培養デバイスの試作品を作成し、共培養に用いた。しかしながら、毛

細胆管と胆管を接続することは出来なかった。まずは毛細胆管と胆管が接続する条件を確

立し、その接続構造に即したデバイスの設計が必要であった。理論的なデバイス設計に細

胞を合わせることは出来ないことが判明したことから、培養デバイスを用いた培養は、両

組織の接続条件が判明してから行うことにした。 
(4）肝前駆細胞に存在する self-renewal能を有する細胞(Hepatocytic parental progenitor cells; 

HPPCs)の継代培養法とその能力維持機序を解明すること、前駆細胞から成熟化させる方

法の研究を行った。 
 
（1）肝細胞と胆管上皮細胞による胆汁排泄機能を持つ類肝組織の形成 
① 健常な雌成体マウス肝臓からコラゲナーゼ 2 段階灌流法を用いて細胞を分離した。肝細胞

を剥離した残渣から EpCAM 陽性胆管上皮細胞を分離した。 
② 12well plate を用い Type I collagen（4 mg/ml）でゲルを作成する。ゲル上に胆管上皮細

胞を 1ｘ105細胞／well で播種し、3〜4 日培養。肝細胞（小型肝細胞）を胆管上皮細胞の

上から播種し、肝細胞を胆管上皮細胞と接触するようにして培養する。 
③ 2 日間培養後、Oncostatin M (OSM；10 ng/ml)を 24 時間添加する。 
④ 20％（v/v）Matrigel を含む type I collagen (1.6 mg/ml)を重層する。 
⑤ 3〜4 時間静置しゲル化後、ITS, Dexamethasone, 1%DMSO を培地に添加し、培養。 



 

Type I collagen

20% MG/Type I 
collagen

肝細胞と胆管上皮細胞の共培養の条件設定

EpCAM(+) cell
(1x105 cells/12 well)

Small Hepatocyte

2 days 1 day
OSM 20% MG/Collagen Overlay

zBottom 4mg/ml type I collagen, Top 20%MG in 1.6 mg/ml type I collagen の
条件を用いる。

zEpCAM(+) 細胞は播種後、増殖開始まで時間を要するので、EpCAM(+)がコロ
ニーを形成した後（culture 3 or 4 days, 20~30% confluent)に、小型肝細胞を播
種する。

3~4 days

Type I collagen (4mg/ml)

図3 類肝組織と胆管への蛍光色素(Fluorescein)の排泄

    

胆管

肝細胞

ヘリング管

Fluorescein Merge

    

Fluorescein diacetate(FD)を投与すると、肝細胞で代謝され、蛍光色素であるFluoresceinは
MRP2を介して毛細胆管内に排泄される

 
（2）HPPCs の self-renewal 能維持機序の解明 
① Male F344 rat (8~10 weeks old)肝臓をコラゲナーゼ 2 段階灌流法を用いて灌流し、小型

肝細胞画分を分離する。ヒアルロン酸コート培養皿上で 9 日間無血清培養し、小型肝細胞
コロニーを形成させる。 

② cell dissociation solution + hyaluronidase 液でコロニーを分離し、攪拌して単一細胞にし
た後、抗 CD44 抗体を用いて MACS 法により CD44 陽性細胞を単離する。 

③ Matrigel コート培養皿上に播種し、4 週間培養すると HPPCs のコロニーが出現する。 
④ Trypsin で細胞を剥離し、Matrigel, laminin111, Laminin511 を塗布した培養皿上に播種

し、4 週間培養する。 
 
４．研究成果 

（1）肝細胞と胆管上皮細胞による胆汁排泄機能を持つ類肝組織の形成 
肝細胞を播種して 1 日目には、胆管上皮細胞集塊に接して（小型）肝細胞が接着しているこ

とがわかる（図 1 左―挿入図）。 

 
Matrigel 含有コラーゲンゲルを重層後、胆管上皮細胞は、徐々に細い管腔構造を持つ胆管を

形成する。小型肝細胞は敷石状に配列し、細胞間に毛細胆管を形成する（図 1 右-挿入図）。矢
頭で示す部分は、胆管上皮細胞部分に毛細胆管が侵入しているように見える。 
胆管と毛細胆管の接続部を詳細に解析した。胆管上皮細胞は EpCAM 陽性で示し、肝細胞は

HNF4a陽性として識別し、Actin を強発現している毛細胆管と胆管の関係を共焦点レーザー顕微
鏡で解析した。図 2 の 2，3 の merge 写真上に矢印で示した部分に毛細胆管と胆管の接続が認
められた。 
機能的に毛細胆管と胆管が接続しているか検討するために、培養液中に Fluorescein 

Diacetate(FD)を投与し、胆管に Fluorescein が排泄されるか検討した。 

 
 
FD は、肝細胞に取り込まれ蛍光色素である Fluorescein に代謝される。Fluorescein は MRP2
を介して毛細胆管内に排泄される。図 3 で示すように緑色の蛍光色素により毛細胆管と胆管が
染色されており、毛細胆管と胆管が機能的に接続していることがわかる。 
肝細胞単独からなる類肝組織では、毛細胆管内に胆汁が蓄積し、長期間培養すると肝機能が

徐々に低下し、肝細胞死が認められるようになる。胆汁が胆管内に運搬され、胆汁の毒性が軽



 
減したと考えられる胆管と肝細胞からなる類肝組織で肝細胞機能が維持されるか検討した。 
図 4 で示すように、肝細胞と胆管細胞からなる類肝組織では、アルブミンの分泌量が肝細胞

単独に比較して 4倍以上高まり、10週間以上高いレベルを維持出来た。また薬物代謝酵素の一
つ CYP3A4 活性も約 10倍上昇した。これらの結果は、胆汁を処理することにより、高度の肝細
胞機能を長期間維持させることが可能になることを示唆している。本研究成果は、公表前に特
許出願した（特願 2019−52282）。 
 
（2）HPPCs の self-renewal 能維持機序の解明 
Matrigelに播種したCD44陽性小型肝細胞を4週間無血清培養するとHPPCsのコロニーが出現

する。コロニーを Trypsin で処理し、単離した細胞をLaminin111 上に播種し 3時間後に付着し
なかった細胞を回収し、Laminin5111 上に播種して培養する(図 5)。コントロールとして

Matrigel 上に播種する。 
 Laminin111及びMatrigel上では、HPPCsは小型の形態を維持し、5代まで継代可能であった。
Laminin111 に接着しなかった細胞は Laminin511 に接着し増殖するが、コロニーは大型の細胞
からなり継代培養できなかった。それぞれの基質で培養した細胞の遺伝子発現をマイクロチッ
プ（Agilent）で解析すると、Laminin111 及び Matrigel 上で培養した細胞は Laminin511 に比
べて肝分化関連遺伝子や幹細胞に関連した遺伝子をより高く発現していた(図 6)。 
 

HPPCs が Laminin111 依存性増
殖を示すことから、受容体であ
る Integrin の発現を調べると
HPPCs では Integrin b1 の発現
が Laminin511 上の細胞に比べ
て高く、一方 Integrin a6 と
b4の発現は低かった。 
HPPCs を抗 Integrin b1 抗体
で処理すると、HPPCs は増殖で
きずコロニー形成は見られな
かった。また抗 Laminin111 抗
体で処理すると、HPPCs は接着
できず、増殖してコロニーを作
ることが出来なかった。 
 
HPPCsに Matrigelを重層する

と 3次元化し、成熟化した肝細
胞間に毛細胆管網が形成され
る。Fluorescent diacetate は
代謝され毛細胆管内に排泄さ
れることも確認した(図 7)。一
方、Laminin511 上に形成され
たコロニーでは 3 次元構造は
誘導出来ず、毛細胆管の形成も
見られなかった。 
 
HPPCsは Laminin111依存性に
Integrin b1 を介するシグナル
により self-renewal している。
HPPCs は、増殖過程で不均等分

裂を行い、Laminin511 依存性の娘細胞を作ることが分かった。また Laminin511/521 上では、
コロニー形成出来ないことから、Laminin a5 鎖の存在により HPPCs としての機能が抑制される
ことが示唆された。本研究成果は、現在論文投稿中である。 
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