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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は、脂肪肝から進行して、マクロファージによる
炎症や間葉系細胞による線維化を伴う疾患で、慢性肝不全の最大要因となっている。本研究では、炎症反応や線
維化を模倣できるヒトiPS細胞由来の肝臓オルガノイド創出技術を確立した。さらに、このオルガノイドにおけ
る細胞間シグナルを解析することを通じて、NASH線維化の抑制に重要なシグナル分子を見出し、それによって調
節される病態機構の一端を細胞・分子レベルで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is the most prevalent cause of chronic 
liver failure, which is associated with multicellular pathogenesis including macrophage-mediated 
inflammation and hepatic stellate cell-mediated fibrosis. In this study, we established a novel 
steatohepatitis model in human iPSC-derived multicellular liver organoids that recapitulate the 
inflammatory and fibrogenic responses. By using this organoid model, we investigated intercellular 
signaling, leading to the identification of the potential anti-fibrotic signaling factor and its 
cellular and molecular mechanisms. This study will delineate the multicellular mechanisms of the 
signaling pathways alleviating NASH fibrosis, and will contribute to the drug development to 
attenuate the fibrosis in human NASH.

研究分野： 医化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、パラクライン因子や細胞間相互作用を加味したヒトNASHにおける肝炎や線維化に関する病
態進展の一端が細胞・分子レベルで解明される。将来的に、臨床病態への外挿性が担保されたオルガノイドスク
リーニング基盤を通じて、本研究で見出された因子を標的とする治療有効性の高いシーズ化合物の導出が期待さ
れる。ヒトiPS細胞由来オルガノイドモデルを活用することで、環境要因等の交絡因子を排除した形で患者固有
の病態再現や治療標的の導出、バイオマーカー開発を進める戦略は、肝臓以外の肺や腎臓などの重要臓器の線維
症研究にも大きな波及効果を生み出すと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 生活習慣病の増加を背景に急増している非アルコール性脂肪性肝炎（nonalchoholic 

steatohepatitis, NASH）は、脂肪肝から悪化し、肝細胞障害、マクロファージによる炎症、間葉系

の星細胞による線維化といった、肝臓を構成する様々な細胞の応答の連鎖を伴う疾患である。

NASH は肝硬変や肝がんといった慢性肝不全の重大なリスク要因であるため、治療介入が不可

欠だが、未だ有効な治療法はなく、NASH の発症機構の解明は社会的要請の高い研究テーマであ

る。しかしながら、従来の NASH 研究で利用されてきた動物モデルや細胞株モデルはヒト病態

と乖離があることが問題となり、細胞・分子レベルのメカニズムには未解明な点が多く残ってい

る。 
 申請者の所属する研究グループは、ヒト人工多能性幹細胞（ヒト iPS 細胞）から肝臓に類似し

た立体器官（オルガノイド）を生体外で創出する技術を世界に先駆けて確立し、最近、マクロフ

ァージや間葉系細胞が組み込まれ、NASH の特徴である脂肪蓄積・炎症・線維化の誘導が可能な

多細胞系のヒト肝臓オルガノイドの構築に成功した。さらに、申請者は最近、肝臓オルガノイド

に発現する分泌因子を精査する過程で、異なる細胞種間で機能するパラクライン様式の機序を

通じて、肝臓オルガノイドにおける NASH 様病態表現型を抑制している特定の分泌因子を見出

しつつある。このように、ヒト肝臓オルガノイド技術を基軸として、NASH の病態メカニズムの

解析は着実に進んでいるものの、肝細胞・免疫系細胞・星細胞といった異なる細胞種間相互作用

やそれらの病態との因果関係、そしてヒト病態との外挿性など十分に理解できていない点も残

されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト肝臓オルガノイド技術を活用して、細胞間シグナルが NASH 病態を制御す

るメカニズムの解明を試みる。具体的には、まず、炎症や線維化を再現可能な肝臓オルガノイド

をヒト iPS 細胞から創出するための培養技術を確立する。続いて、健常状態と比較して、脂肪性

肝炎状態のオルガイドにおいて変化している分泌因子シグナルとそれによる細胞応答を１細胞

レベルで明らかにすることを通じて、NASH の進展に寄与するパラクライン因子を特定する。そ

して、特定したシグナル因子の受容体に先天的に機能喪失変異を有する患者（糖尿病等の重篤な

代謝異常を呈する）由来 iPS 細胞を用いて、細胞間シグナルと NASH 病態との間の因果関係を

明らかにする。これらの研究成果をもとに、NASH 患者レベルでの細胞間シグナル異常の理解

や、治療薬・バイオマーカー開発を行う研究へと発展を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト iPS 細胞から肝臓オルガノイドへの分化誘導法 

 ヒト iPS 細胞に Activin A、BMP4、ウシ胎児血清を処理することにより、胚体内胚葉細胞を誘

導する。その後、Wnt アゴニスト、FGF4、BMP経路阻害剤を添加することにより、後方前腸ス

フェロイドを誘導する。得られた後方前腸スフェロイドを Matrigelへ包埋し、レチノイン酸を含

む培地で培養した後、HGF、OSM、デキサメタゾンを添加した肝細胞培養用培地で培養すること

で、肝細胞分化を促進し、非実質細胞を含む肝臓オルガノイドを構築する。 

（２）ヒト iPS 細胞由来肝臓オルガノイドへの遊離脂肪酸負荷と炎症・線維化状態の解析 



 構築したヒト iPS 細胞由来肝臓オルガノイドを脂肪性肝炎状態へ誘導するために、遊離脂肪酸

の添加手法を検討する。遊離脂肪酸の添加濃度依存的な炎症・線維化応答のため、定量 PCR 解

析により炎症性サイトカイン mRNA 発現を、コラーゲン等の免疫染色によって線維化の組織学

的評価を行う。 

（３）ヒト iPS 細胞由来肝臓オルガノイドのシングルセル RNA-seq 解析 

 肝臓オルガノイドを酵素処理によって単一細胞化した後、合計約 20,000 細胞から 10X 

Genomics Chromium プラットフォームを用いて、シングルセル RNA-seq ライブラリを作成する。

ライブラリのシーケンスデータを取得した後、CellRanger パイプラインによってリードプロセシ

ングを実施する。細胞/遺伝子のフィルタリング、データ統合、スケーリング、クラスタリング、

およびデータ可視化は Seurat を用いて行う。 

 

４．研究成果 

（１）多細胞系のヒト iPS 細胞由来肝臓オルガノイドの創出手法の確立 

 肝臓の主要な構成細胞である上皮系の肝細胞に加えて、クッパー細胞や肝星細胞などの、複数

種類の細胞を同時に分化させる手法をとった。すなわち、前腸内胚葉の形成や、マクロファージ・

肝星細胞の分化に重要とされるレチノイン酸シグナルに着目し、オルガノイドの形成初期にレ

チノイン酸を一過的に導入することで、複数系譜の細胞を同時に分化誘導する手法を確立した。

各細胞種マーカーの発現解析の結果、構築されたオルガノイドには肝細胞に加えて、クッパー細

胞や肝星細胞に類似した細胞群が含まれていることが明らかとなった。さらに、シングルセル

RNA-seq 解析の結果からも、本オルガノイドにおける肝臓特異的な多細胞系譜の存在が裏付け

られた。また、公開されているヒト肝臓のシングルセル RNA-seq データ（MacParland et al., Nat 

Commun 2018）との統合解析により、本オルガノイドには成体肝臓における肝細胞・肝星細胞・

血管内皮細胞・胆管細胞に類似した細胞種が存在していることが判明した（Ouchi et al., Cell 

Metab 2019; Shinozawa et al., Gastroenterol 2021）。 

 次に、ヒト iPS 細胞由来肝臓オルガノイドの機能的構造の発達を評価するために、電子顕微鏡

による形態学的解析を行なった。その結果、肝細胞どうしの間には特徴的な上皮極性化を通じて、

胆汁を胆管へ運搬するための毛細胆管が形成されていることを見出した（Shinozawa et al., 
Gastroenterol 2021）。また、肝星細胞には、その特徴であるビタミン A貯蔵脂肪滴を内包し、

コラーゲン分泌能を有していること、肝細胞の周囲には形態的にクッパー細胞や血管内皮細胞

に類似した細胞の存在が認められることを明らかにした（Yoneyama, 投稿準備中）。これらの結

果ら、本手法で創出されるヒト iPS 細胞由来肝臓オルガノイドは、免疫系細胞や間葉系細胞など

の非実質細胞が含まれた多細胞系譜の肝臓オルガノイドであると考えられた。 

（２）ヒト iPS 細胞由来肝臓オルガノイドにおける脂肪性肝炎・線維化の誘導手法の構築 

 次に、NASH の特徴である脂質蓄積を起点とした炎症や線維化を誘導するための肝臓オルガ

ノイドの培養条件を、遊離脂肪酸を中心に検討した。その結果、オレイン酸の添加により、肝臓

オルガノイド中に脂肪滴・トリグリセリドが顕著に蓄積し、その後、TNF-aや IL-8 などの炎症性

サイトカインの発現が上昇することを見出した（Ouchi et al., Cell Metab 2019）。さらに、オレ

イン酸を添加して 1-2週間後には、間質領域への I 型コラーゲン陽性線維の蓄積・沈着が認めら

れたことから（Yoneyama, 投稿準備中）、in vitro において NASH の病態に重要な炎症および線維

化を経時的にヒト肝臓オルガノイドに誘導可能であることが示された。 

（３）NASH 肝臓オルガノイドモデルにおける線維化関連パラクライン因子の探索と機序解析 

 NASH における細胞間シグナルの変化を明らかにすることを目的として、ヒト iPS 細胞由来肝



臓オルガノイドに発現する分泌因子のうち、オレイン酸処理特異的に変動する因子を定量 PCR

発現解析によってスクリーニングした。その結果、肝細胞から分泌されるパラクライン因子 X が

オレイン酸の処理によって顕著に減少することを見出した。さらに、リコンビナント X を上述

の脂肪性肝炎オルガノイドモデルに添加すると、線維化が顕著に抑制されることが明らかとな

った。X の有する抗線維化作用のメカニズムを明らかにするために、X で処理した脂肪性肝炎オ

ルガノイドのシングルセル RNA-seq 解析を実施した。特に、肝星細胞に類似した細胞群に対し

て、既知の肝星細胞マーカーの発現プロファイルをもとにサブクラスタの解析を進めた結果、複

数の肝星細胞サブクラスタのうち、特定の生理活性ペプチドを発現する１つのサブクラスタに

おいて、脂肪性肝炎刺激やパラクライン因子に応答した線維化関連遺伝子発現変動が顕著に認

められた。さらに、この肝星細胞サブクラスタがパラクライン因子にどのように応答しているか

を精査したところ、Wntシグナルや脂質メディエーター産生の変化を介して、パラクライン因子

が肝星細胞の活性化を抑制するという作業仮設を立てるに至った（Yoneyama, 投稿準備中）。 

 パラクライン因子 X の線維化に対する因果関係を精査するために、先天的に X の受容体に機

能喪失変異を生じた患者（糖尿病等の重篤な代謝異常を呈する）に由来する iPS 細胞を入手し、

肝臓オルガノイドへの分化誘導プロトコルを最適化した。現在、これらの iPS 細胞由来オルガノ

イドに対して、遊離脂肪酸を刺激した際の線維化応答について、解析を進行中である。 

（４）NASH 患者における肝臓内細胞間相互作用因子の変動と病勢の相関解析 

 病勢の明らかな NASH 患者血液サンプルを用いて、上述で特定したパラクライン因子 X につ

いて、その血中安定性を制御する結合分子も含めて、それらの血中レベルの変動を解析した。そ

の結果、X の特定の結合分子（X-BP）が肝線維化の進行に従って減少し、早期線維化段階でも

有意に減少すること、特に活動性 NASH というリスクの高い病態に対して、既存の血中マーカ

ーよりも優れた感度・精度を持って X-BP がバイオマーカーとして活用可能であることを見出し

た（特許出願）。 

 以上を含む一連の結果から、NASH 患者では X-BP の減少を起点として肝臓内での X シグナ

ルが特に肝星細胞で減弱することを通じて線維化が進行する、という NASH 線維化における新

規パラクライン作用機序が存在すると考えられた。 
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