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研究成果の概要（和文）：肝臓をin vitroで立体再構築するためには、肝毛細胆管に蓄積する胆汁の排泄機構を
再現しなければならない。本研究では、肝細胞組織体培養とリプログラミングによる胆管作製を組み合わせ、胆
汁排泄機構を再現した。具体的には、既報を基に、初代肝細胞をリプログラミングしたCLiP（肝前駆細胞）から
培養胆管を作製し、ヒト及びラット初代肝細胞と接着共培養して胆汁酸様蛍光試薬の排泄を実証した。すなわ
ち、肝細胞間に形成される肝毛細胆管と培養胆管が機能的に接合していることを意味する。肝細胞は、肝特異的
な遺伝子発現が上昇した。本技術は、創薬スクリーニングの肝臓モデルとして、将来的には再生医療への応用が
期待される。

研究成果の概要（英文）：The excretion system of bile accumulated in the hepatic bile canaliculus 
must be reconstructed for fabrication of the 3D liver tissue in vitro. In this study, the bile 
excretion system was reconstructed by combining hepatocyte tissue culture and bile duct preparation.
 The cultured bile ducts are prepared from CLiPs (chemically-induced liver progenitors) reprogrammed
 from primary hepatocytes based on the previous report,, and co-cultured with human and rat primary 
hepatocytes. The integrated tissue  excreted bile acid-like fluorescent reagents, it means that the 
hepatic bile canaliculus formed between hepatocytes functionally connected with cultured bile duct. 
Liver-specific gene expression was enhanced by co-culture. This technology is expected to be applied
 to a liver model for drug screening and a regenerative medicine in the future.

研究分野：再生医工学

キーワード： 肝細胞　胆管　肝毛細胆管　リプログラミング　再生医療　肝臓

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝毛細胆管と胆管を機能的に接合したモデルはこれまでに報告されておらず、誰も成し得なかった挑戦的かつ世
界初の研究である。特に手術検体より得たヒト初代肝細胞を用いた点は、本研究の特徴である。組織工学（再生
医療）分野や薬物代謝アッセイツールとして、学術面・社会面の双方に強いインパクトを与え得る。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
（１）研究代表者はこれまでに、細胞シート工学と共培養技術を融合させてヒト初代肝細胞／線
維芽細胞複合シートを独自開発し、皮下に血管誘導ヒト肝組織を作製する基盤技術を確立した
（Sakai Y, et al., Biomaterials, 2015、他）。In vitro と in vivo の双方で多岐にわたる肝
特異機能の向上や微小構造の再構築を明らかにしたが、肝毛細胆管に蓄積する胆汁の排泄機構
は再構築されていない。 
 
（２）ラット胎児由来肝細胞と成熟胆管上皮細胞を共培養して組織体を形成させると、胆管様管
腔構造が再構築する（Katsuda T, et al., Tissue Eng, 2013）。また、HepG2 細胞は、インサー
ト膜で隔離した胆管癌細胞（TFK-1 細胞）との共培養によって、肝毛細胆管に蓄積した胆汁酸様
試薬を培地中に排泄する（Takezawa T, 生物工学, 2017）。このように、肝細胞と胆管上皮細胞
の共培養は、胆汁を排泄する構造・機能の統合システムの再現が期待できるにもかかわらず未だ
確立されていない。 
 
 
２．研究の目的 
（１）肝細胞組織体培養とリプログラミングによる胆管作製を組み合わせ、肝毛細胆管－肝内胆
管構造・機能を in vitro で再構築する。 
 
（２）胆汁排泄を実証し、肝細胞の肝特異機能発現を向上させる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）肝細胞スフェロイドの作製 
 NC 型微細加工機を用い、直径 300 µm、深さ 300 µm、ピッチ 330 µm の条件で U 字底のマイク
ロウェルをアクリルに切削した（チップ当たり 1020 well/cm2）。ポリジメチルシロキサン（PDMS）
で複数回転写重合し、PDMS 製マイクロウェルチップを作製した。2-メタクリロイルオキシエチ
ルホスホリルコリン（MPC; リピジュア）をコーティングし、細胞非接着処理を行った。Choly-
lysyl-fluorescein（CLF：肝細胞に取り込まれ毛細胆管に排泄される胆汁酸類似蛍光試薬）を取
り込ませたラット初代肝細胞を 1.7×10⁵ cells/chip で播種し、3日間培養して球状細胞組織体
（肝細胞スフェロイド）を作製した。共焦点レーザー走査型顕微鏡で CLF の局在を解析した。 
 
（２）Chemically-induced Liver Progenitor（CLiP）の作製 
 ラット初代肝細胞を 0.1～5.0×104 cells/cm2でコラーゲンコートディッシュに播種し、3 つ
の低分子化合物（ROCK 阻害剤、TGF-β阻害剤、GSK3 阻害剤）を添加した DMEM/F12 培地で培養し
て CLiP（肝前駆細胞）にリプログラミングした。これにより、単位細胞数あたりの低分子化合
物の供給量を制御した。 
 
 シリコン基材で培養面積を区画し（0.2～9.6 cm2）、いずれの条件でも 0.1×104 cells 播種す
ることで肝細胞の局所密度を 0.1～5.0×104 cells/cm2とした。これによって、培養系内の低分
子化合物供給量を一定にし、肝細胞間の接着環境を制御した。 
 
 培養 7 及び 14 日目に RNA を回収し、肝成熟マーカーである Alb、肝前駆・幹細胞マーカーで
ある Ck19 及び Afp、胆管上皮細胞マーカーである Aqp 及び Cftr の遺伝子発現をリアルタイム
RT-PCR で解析した。ハウスキーピング遺伝子として、Gapdh を用いた。 
 
（３）CLiP 由来胆管様組織（培養胆管）の作製 
 ラット初代肝細胞を 0.25、1.0、5.0×104 cells/cm2で 12 日間培養してラット CLiP（それぞ
れ rCLiP-0.25、rCLiP-1.0、rCLiP-5.0）を作製した。培養 7及び 12 日目に CLiP を回収して 1.3
×105 cells/cm2でマウス胎児由来線維芽細胞（5.3×104 cells/cm²）上に播種し、マトリゲル及
び低分子化合物を含むmTeSR1培地で胆管上皮細胞へ12日間分化誘導した。Cell tracker orange
（CTO：生細胞トレーシング蛍光試薬）を取り込ませ、管腔構造への排泄・蓄積を蛍光顕微鏡で
観察した。胆管マーカーである Aqp 及び Cftr の遺伝子発現を評価した。 
 
（４）培養胆管に単離したラット及びヒト初代肝細胞（5.3×104 cells/cm²）、並びにラット肝
細胞スフェロイド（125 個/cm²）を播種した。CLF 及び Cell tracker orange（CTO：生細胞トレ
ーシング蛍光試薬）で共染色し、毛細胆管及び管腔構造を共焦点レーザー走査型顕微鏡で 3D 構
造を観察した。肝臓特異的な遺伝子発現レベルを評価した。 
 



 

 

４．研究成果 
（１）胆汁うっ滞モデル 
 ラット初代肝細胞は U 字ボトム
の中央で凝集し、培養 3 日目まで
に肝細胞スフェロイドを形成し
た。スフェロイド作製後に CLF を
反応させたところ、表層のみで取
込が確認された（Fig.1A）。スフェ
ロイド表層からの CLF の取り込み
及びスフェロイド中心部の CLF 蓄
積は効率的に行われず、可視化し
た胆汁うっ滞モデルとして適して
いなかった。対照的に、CLF を単離
肝細胞に取り込ませた後にスフェ
ロイドを作製すると、、スフェロイ
ド中心部まで CLF の局在を観察し得た（Fig.1B）。 
 
（２）ラット肝細胞の播種条件による CLiP へのリプログラミング制御 
 いずれの条件でも、Alb は培養 7日目までに劇的に減少し、かつ Ck19 や Afp は上昇しており、
CLiP を作製し得た。培養系内の播種密度を変化させると、Ck19 及び Afp は低密度培養（単位細
胞数あたりの低分子化合物供給量が多く肝細胞間接着が少ない条件）において高値を示した。培
養日数が経過するのに伴い Afp は上昇していることから、リプログラミングが進行して肝前駆
細胞を経て、さらに肝幹細胞へ脱分化していることが示唆された。一方、胆管マーカーである Aqp
は、高密度の培養環境（単位細胞数あたりの低分子化合物供給量が少なく肝細胞間接着が多い条
件）において比較的高値であった。Cftr に有意な違いはなかった。 
 
 肝細胞間接着を制御した培養条件では、いずれも Alb 発現は減少し、Ck19 発現は 0.25～
0.5×104 cells/cm2で緩やかなピークがみられた。一方、胆管マーカーである Aqp や Cftr 発現
は、高密度の培養環境（肝細胞間接着が多い条件）において比較的高値であった。 
 
 これらの結果から、低分子化合物の供給量が多いほどより肝幹細胞へのリプログラミングが
進行することが明らかとなった。一方、肝細胞間接着は肝幹細胞への脱分化が制限され、胆管へ
のダイレクトリプログラミングが示唆された。肝細胞間接着は、リプログラミングと同時に TGF
βシグナルや Notch シグナル等を活性化したかもしれない。このように、CLiP へのリプログラ
ミングの程度を制御し得た（Fig.2）。 

 
（３）効率的な CLiP 由来胆管（培養胆管）の作製 
 培養 12 日目の rCLiP-1.0 は、MEF を利用することによって胆管形成効率が向上した。MEF の
存在が Notch シグナルを活性化して分化を促進するとともに、三次元構造を裏打ちしたと考え
得る。一方で、MEF や CLiP の播種密度を高くしても形成効率の劇的な向上は見られなかった。
rCLiP-CN-5.0 を利用した場合、微細な管腔構造（小型肝細胞等の肝前駆細胞から成熟化させた
組織に類似）を高密度に形成することを確認したが、立体的かつ成熟した胆管様組織とは異なっ



 

 

ていた。CLiP 作製時の肝細胞播種密度を増加させたのに伴い、胆管様組織の Aqp 発現は増加し
たが、Cftr 発現は減少した。 
 
 胆管上皮細胞誘導培地に 3 つの低分子化合物を添加した場合、分化誘導前後で 20～35 倍の
Aqp1 遺伝子発現の上昇が見られた。一方、Cftr の発現は、rCLiP-0.25 でのみ 2 倍の上昇が見ら
れた。TGFβシグナルを活性化させるために TGFβ阻害剤、もしくは全ての低分子化合物を除い
た培地で分化誘導すると、Aqp1 の増減は限定的だったのに対して、Cftr はいずれも分化誘導前
後で 1.5～60 倍の発現上昇が見られた。特に rCLiP-0.25（約 60 倍）や rCLiP-1.0（約 15 倍）で
高発現しており、胆管上皮細胞への分化誘導は肝幹細胞への十分な脱分化が必要であると考え
られる。しかしながら、低分子化合物を除くと、胆管様構造の形成数は劇的に減少した。 
 
（４）肝毛細胆管-培養胆管の機能的な接合 
 培養胆管上に単離ラット及びヒト初代肝細胞を播種して共培養すると、CLF の胆管への排泄が
見られた（Fig.3A）。すなわち、肝毛細胆管と培養胆管が機能的に接合したことを示している。
肝特異的な遺伝子発現の上昇が見られた。CLF を蓄積したラット肝細胞スフェロイド（胆汁うっ
滞モデル）も同様に、スフェロド内の局在した CLF 蛍光の減衰して培養胆管に移行が見られたこ
とから、肝毛細胆管と培養胆管が接合し、CLF 排泄が示唆された（Fig.3B）。しかしながら、いず
れも機能的な接合が示唆された肝細胞は 10%以下であり、今後は効率的な接合手法を開発する必
要がある。 
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