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研究成果の概要（和文）：本研究において、免疫系細胞を含む複数種類の細胞が含まれたヒト肝臓オルガノイド
をヒトiPS細胞から創出するための新規培養技術を世界に先駆けて構築した。さらに、遊離脂肪酸の添加手法を
最適化することを通じて、脂肪性肝炎の特徴である脂肪蓄積・炎症・線維化といった段階的な病態変化を肝臓オ
ルガノイドへ誘導することに成功した。また、このオルガノイドモデルが臨床病態と相関することを検証するた
めに、先天性の脂肪性肝炎をきたすことが知られているWolman病の患者iPS細胞由来肝臓オルガノイドを作製
し、顕著な脂肪蓄積や炎症応答・線維化の亢進など、臨床病態と一致する表現型が観察されることを明らかとし
た。

研究成果の概要（英文）：In this study we developed a robust method to derive multi-cellular human 
liver organoids including immune components that exhibit resemblance to in vivo-derived tissues. 
Under free fatty acid treatment, the organoids recapitulated key features of steatohepatitis in a 
successive manner. Furthermore, organoids from patients of Wolman disease, which is a congenital 
steatohepatitis driven by loss-of-function mutation of lysosomal acid lipase, phenocopied severe 
steatohepatitis.

研究分野：発生生物学、幹細胞生物学、消化器内科学、再生医学

キーワード： 脂肪性肝炎　線維化　Wolman病　オルガノイド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫系細胞（マクロファージ様細胞）が出現するオルガノイド技術を開発したことにより、肺や腸などを含むさ
まざまな臓器の炎症・線維化疾患に対する研究に、類似の手法が有効となる可能性が考えられる。さらに、従来
の動物モデルやオルガノイド技術では困難だった、脂肪性肝炎等の患者数の多い複雑なヒト疾患メカニズムの理
解の加速に大きく貢献すると期待される。将来的には、ヒト脂肪性肝炎の患者病態の再現に優れている特徴を活
用し、オルガノイドを用いた創薬スクリーニングを通じて、未だ有効な治療薬のない脂肪性肝炎に対する新薬の
開発へつながることも期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、正常臓器の構造や機能を模倣するオルガノイドと、患者由来 iPS 細胞を組み合わせるこ
とによるヒト疾患研究の進展に期待が集まっている。しかし、従来モデルの多くは、炎症・免疫
担当細胞が含まれておらず多くの慢性疾患の病態再現へ活用することは困難であった。 本提案
では、申請者らが見出しつつあるレチノイン酸(RA)パルスによる免疫系細胞の共分化誘導系を
駆使し、全く新規の多細胞肝オルガノイド創出系を確立する。次に、オルガノイドへの脂肪酸負
荷に基づく脂肪性肝炎モデルを構築するとともに、その臨床外挿性を先天性脂肪性肝炎をきた
す Wolman 病患者由来 iPS 細胞を用いて検証する。さらに、シングルセル解析に基づき炎症・線
維化の増悪・寛解に寄与する分子反応を１細胞レベルで明らかとする。以上を通じ、ヒトの病態
解明に迫るためのオルガノイド研究戦略を確立する。将来的に、炎症・線維化をきたす様々な臓
器の疾患研究を飛躍的に促進するための基盤構築が期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上皮細胞、血管細胞、間葉系細胞に加えて、免疫細胞を含む多細胞系からなる肝
オルガノイド技術を活用することにより脂肪性肝炎の試験管内病態再現系を構築することを目
的とする。また得られたモデルの臨床外挿性は、先天性の脂肪性肝炎を来す Wolman 病患者 iPS
細胞を用いて検証する。さらに、シングルセル RNA シークエンス（scRNAseq）解析技術を用いる
ことで(Gray, Takebe, et al. Nature, 2017)、炎症・線維化病態を増悪・寛解する分子基盤を
１細胞レベルで明らかとすることを試みる。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、臨床外挿性を有する脂肪性肝炎の病態再現可能な肝オルガノイドの創出を基盤と
するものである。脂肪性肝炎の病態は肝細胞に加えて、免疫・炎症細胞が関与する慢性疾患であ
る。そのため、それらの病態を再現する in vitro モデルの構築には、肝臓を構成する複数の細
胞集団を含むオルガノイドの構築が必要とされる。そこで、発生初期における肝臓の運命決定に
加えて、肝星細胞やマクロファージなどの単球細胞の分化においても重要である RA シグナルに
着目し、RA パルスを用いて多細胞肝オルガノイドの創出を図った。多細胞性肝オルガノイドに
存在する細胞種は、表面マーカーを用いた Flow cytometry に加え、scRNAseq 解析を用いたクラ
スタリングを用いて行った。 
 多細胞肝オルガノイドを脂肪性肝炎オルガノイドへと誘導する方法として、遊離脂肪酸の添
加を検討した。遊離脂肪酸の添加濃度依存的な炎症・線維化反応の評価のため、定量遺伝子発
現 (qRT-PCR)解析により IL6, IL8, TNFA などの mRNA 発現、培養上清の ELISA 解析により P3NP
など線維化タンパク質の発現亢進の評価を実施した。これらの脂肪性肝炎オルガノイドの線維
化状態は、マッソントリクローム染色およびαSMA・Vimentin の免疫組織化学染色による解析に
加えて、原子間力顕微鏡(AFM)を用いてオルガノイド表面の硬さを解析することによっても評価
を行なった。 
 脂肪性肝炎オルガノイドの臨床病態の相関解析は、リソソーム酸性リパーゼ(LAL)欠損症であ
る Wolman 病患者由来の iPSC 細胞から作成したオルガノイドを用いて評価した。遊離脂肪酸添
加による線維化病態の再現に加え、それらの病態に対する(1)LAL 欠損症治療薬として使用され
ているリコンビナント LAL(2)NASH に対する第 2 相試験で脂肪肝の減少に有効な成績を示した
FGF19 による抑制効果を検証した。以下にこれらの主要な成果の概要について述べる。 
 
４．研究成果 
(1) レチノイン酸パルス誘導法
を活用したヒト多細胞性肝オル
ガノイドの創出 
 肝オルガノイド形成初期に
RA パルス法を導入することに
より創出した肝オルガノイド中
の細胞集団について解析を行な
った（図 1A）。表面マーカータン
パク質を用いた Flow cytometry
による解析から、肝オルガノイ
ド中には EpCAM で標識される肝
上皮細胞に加えて、CD166 陽性
星細胞様細胞および CD68・EMR1
二重陽性のクッパー様細胞が存
在することが明らかとなった
(図 1B)。さらに scRNAseq 解析の
結果、これらの細胞に加え、胆管
および胆管幹細胞様細胞が存在
することが示唆された(図 1C)。
これらの結果から、RA パルス法

図 1: RA パルスによる多細胞肝オルガノイドの創出 (A)
本研究において開発した多細胞肝オルガノイド作成法 
(B)Flow cytometryによる CD166および CD68・EMR1
二重陽性細胞の検出  (C)肝オルガノイドにおける
scRNAseq解析 掲載雑誌から許可を得て転載。 



を用いることにより多細胞性肝オルガノイドを創出することが可能であることが明らかとなっ
た。 
 
(2) オレイン酸添加による脂肪性肝炎オルガノイドの創出 
 続いて、多細胞性肝細胞オルガノ
イドを用いて、脂肪性肝炎オルガノ
イドの創出を行なった。肝臓を構成
する細胞における脂質の異常な蓄積
が脂肪性肝炎の引き金となることか
ら、遊離脂肪酸を培地中に添加する
ことでその病態再現が可能であると
仮説を立て、さまざまな種類の脂肪
酸（パルミチン酸、ステアリン酸、オ
レイン酸、リノール酸）の添加によ
る脂肪蓄積を解析した。その結果、
オレイン酸(OA)添加は効率よく、且
つ濃度依存的にオルガノイド中の脂
肪蓄積を惹起することを見出した
(図 2A)。また、高濃度(800µM)の OA
処理においては、脂肪性肝炎の特徴
である脂肪滴の肥大に伴う肝細胞の
バルーニングが観察された。加え
て、OA 処理を行なった肝オルガノ
イドにおいては、炎症性サイトカイ
ンの発現、分泌が促進されており、
それらは主にクッパー様細胞から
分泌されていることが明らかとな
った(図 2B)。驚くべきことに、OA処
理は炎症のみならず、線維化タンパ
ク質である P3NP の培地中への放出
を促進しており(図 2C)、肝オルガノイドにおける線維化を誘導することが示唆された。さらに
脂肪性肝炎オルガノイドの免疫染色から、肝線維化においてみられる肝星細胞の活性化マーカ
ーであるαSMA および Vimentin 陽性細胞が出現することが明らかとなり、オルガノイド切片を
用いたマッソントリクローム染色の結果からも線維化の表現型が認められた(図 2D)。肝組織に
おける柔軟性の低下は、線維化の重症度と創刊することが知られている。そこで、OA 処理によ
り創出した脂肪性肝炎オルガノイドにおいても組織の硬化が見られるかどうかを、AFM を用いて
解析した。AFM 解析の結果、オルガノイド表面の硬さは添加する OAの濃度依存的に上昇した(図
2E)。これらの結果は、多細胞肝オルガノイドを用いた脂肪酸添加培養系を用いることで、免疫
応答を介した脂肪性肝炎の試験管内病態再現系の確立に成功したことを示している。 
 
(3) Wolman 病を対象としたヒト脂肪性肝炎オルガノイドと臨床病態の相関解析 
 Wolman 病は、リソソームにおける中性脂質の分解を担う LAL の機能欠失型突然変異により引
き起こされる単因子遺伝性疾患である(Reinar et al., Atherosclerosis, 2014)。Wolman 病患
者は全身の組織においてトリグリセリドやコレステロールエステルのリソソーム中の蓄積が起
こり、肝臓においてはマクロファージや肝実質細胞への脂質の過剰な蓄積から脂肪性肝炎をき
たす。そこで、本研究において確立した脂肪性肝炎オルガノイドと臨床病態の相関性を解析する
ために、3 名の Wolman 病患者由来の iPS 細胞をそれぞれ樹立し、それらの細胞を用いて脂肪性
肝炎オルガノイドを創出した。Wolman 病患者由来および LAL に変異を持たないコントロールの
iPS 細胞由来の肝オルガノイドを用いて OA 処理による脂質の蓄積を比較検討した結果、Wolman
病患者由来の肝オルガノイドにおいて優位に多い脂質が蓄積されることが明らかとなった。ま
た、Wolman 病患者由来の肝オルガノイドは、脂質蓄積に加えて P3NP の分泌やオルガノイド表面
の硬さがコントロールにくらべて優位に増加していた(図 3A-C)。これらの結果から、多細胞肝
オルガノイドを用いた OA添加による脂肪性肝炎オルガノイドモデルは、Wolman 病患者において
見られる脂肪性肝炎の病態を反映することが示された。 
 Wolman 病の治療には、リコンビナントの LAL を用いた酵素補充療法が用いられている。そこ
で、Wolman 病患者由来の脂肪性肝炎オルガノイドに対するリコンビナントの LAL の効果を検証
した。リコンビナントの LAL を OA と同時に添加することにより、肝オルガノイドへの脂肪蓄積
は完全に抑制された。この結果は、本研究において確立された脂肪性肝炎オルガノイドが Wolman
病の病態再現にとどまらず、その治療効果の検証などにも有用であることを示唆するものであ
る。そこで、肝オルガノイドが脂肪性肝炎に対する創薬スクリーニングに利用可能であるかを評
価することとした。本研究においては、非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)フェーズ 3治験薬で中
性脂肪蓄積抑制効果が示唆されている薬剤であるオベチコール酸 (OCA)の効果を検証すること
とした。OCA の中性脂肪抑制効果における作用機序は完全には理解されていないが、少なくとも

図 2: 脂肪性肝炎オルガノイドの創出 (A)各種脂肪酸
添加による脂質蓄積の比較 (B)オレイン酸(OA, 800 
µM)を添加した脂肪性肝炎オルガノイドからソーティ
ングした肝細胞様及びクッパー様細胞における TNFA
遺伝子発現 (C)オルガノイドあたりの P3NP 分泌量 
(D)マッソントリクローム染色(青色染色部分)の結果 
(E)原子間力顕微鏡(AFM)によるオルガノイド表面の
硬さの定量 掲載雑誌から許可を得て転載。 



その効果の一部は腸管上皮おいてOCAが FXRのアゴ
ニストとして働き、代謝調節ホルモンである FGF19
の発現・分泌を増加させることによるものであると
考えられている。また、FGF19のアナログ自身もNASH
における第2相試験において脂肪肝抑制効果を示す
ことが報告されている。そこで、本研究では脂肪性
肝炎オルガノイドに対するFGF19の効果を検証した。
FGF19 の添加は肝オルガノイド中の脂肪蓄積を抑制
しただけでなく、活性酸素種(ROS)の産生やオルガ
ノイド表面の硬化に対しても抑制効果を示した。 
 
以上の結果は、臨床外挿性を有する多細胞肝オルガ
ノイドの創出に世界で初めて成功したことを示し
ている。本研究により確立された脂肪性肝炎オルガ
ノイドモデルは、Wolman 病に限らずいまだに有効な
治療法の見つかっていない NASH に対する、治療標
的やその分子機構の同定などに今後大きく寄与す
ると考えられる。 
 

 
 
 
 

図 3: Wolman病患者 iPS細胞由来の脂肪性肝炎オ
ルガノイド(sHLO)を用いた臨床病態との相関解
析 (A-C) Wolmanおよびコントロール sHLOにお
ける脂質蓄積(A)、P3NP分泌(B)、オルガノイド表
面の硬さ(C)の比較 (D-F)sHLO における脂肪蓄
積における FGF19の脂肪蓄積(D)、ROS産生(E)、
オルガノイド表面の硬化(F)に対する抑制効果 
掲載雑誌から許可を得て転載。 
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