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研究成果の概要（和文）：我々は胆管上皮細胞と肝前駆細胞を用いて、位相差顕微鏡下でも肝細胞の毛細胆管と
胆管がヘリング管を介して接続している新規肝臓オルガノイドを構築し、Hepatobiliary tubular organoid 
(HBTO)と名付けた。HBTOでは、肝機能が長期間維持され、胆汁酸が肝細胞から胆管へ輸送されるなど、肝臓組織
内での物質輸送が再現されていた。さらに肝星細胞およびクッパー細胞を導入したmulticellular HBTO 
(mcHBTO)を作成することにより、肝疾患モデルの作成が可能になった。

研究成果の概要（英文）： Inside the liver, hepatocytes and biliary epithelial cells (BECs) form bile
 canaliculi and bile ducts, respectively, which are interconnected to establish the bile excretion 
system for transporting the bile produced by hepatocytes into the duodenum. We applied an organoid 
culture technique on hepatocyte progenitors and BECs, we established a novel hepato-biliary tubular 
organoid (HBTO) in which bile acid and bilirubin up-taken by hepatocytes are secreted into bile 
ducts within the organoid. 
We targeted two types of liver injury, steatosis and cholestasis, to generate hepatic injury models 
with HBTO. By incubating HBTOs with free fatty acids, lipid droplets were accumulated inside 
hepatocytes. When troglitazone that inhibits bile salt export pump (BSEP) was added to culture 
medium, bile acids were accumulated in hepatocytes instead of secreted into bile canaliculi and bile
 ducts. 

研究分野：細胞生物学

キーワード： 上皮組織

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は肝臓の上皮組織である肝細胞の毛細胆管と胆管の接続をin vitroで再現することに初めて成功した。臓器
再生において、隣接する組織の空間配置を制御することは非常に重要であり、上皮組織形成の理解および応用の
いずれの面からも本研究成果は学術的・社会的意義が高いものである。

※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 
隣接する上皮組織間の接続部は、臓器機能の要となる組織構造である。肝臓の肝細胞
と胆管の接続部はヘリング管 (CoH) と呼ばれている。肝細胞が合成する胆汁は毛細胆
管に排泄された後、CoH を経て胆管上皮細胞 (BEC)が形成する胆管に輸送される。これ
まで、肝上皮組織構造を忠実に再現した培養系がなかったために、CoH の形成メカニズ
ムの解析は進んでいなかった。我々は、マウス成体肝臓から分離した肝細胞と BEC を共
培養し、肝細胞と胆管が CoH を介して機能的に接続した Hepatobiliary Tubular 
Organoid (HBTO) の作成に成功した。肝細胞の培養系は、薬物代謝アッセイなどで需要
が高いが、初代肝細胞は培養開始後速やかに代謝活性を失う事、肝細胞癌細胞株や iPS
細胞などの肝細胞から代謝活性を有する肝細胞を誘導することは難しいなどの課題が
あった。また、代謝活性の維持が難しいために、in vitro で慢性肝疾患を再現する培養
系の構築は困難であった。 
 
本研究計画では、HBTO を用いて CoH 形成を制御する分子メカニズムの解明に取り組
むとともに、HBTO 内の肝細胞が持続性に高いの代謝活性を示すかについ慢性肝疾患モ
デルの構築に向けて、疾患関連性が指定きれる肝星細胞(Hepatic stellate cell, HSC)
およびクッパー細胞(Kupffer cell, KC)を HBTO に導入したオルガノイドを構築するこ
とを目指した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、①HBTO 内の肝細胞機能の解析、②HBTO で形成される肝細胞と胆管の接
続部構造である CoH の形成メカニズムの解明、③HBTO からの肝細胞代謝産物の回収方
法の検討、④HSC および KC の導入した HBTO の構築、を目的として研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
１．HBTO の機能解析 
１－１．HBTO 内の肝細胞機能の解析 
肝細胞の分化程度および機能維持を検討する。HBTO 作成後、培地への ALB 分泌および
薬剤代謝酵素 CYP3A4 の活性について、継時的な変化を解析する。 
１－２．HBTO 内での代謝産物動態の解析 
肝細胞と胆管の機能的な接続を証明するために、HBTO に蛍光標識胆汁酸を添加し、経
時的にオルガノイドへの取り込みを検証する。 
 
２．CoH の形成メカニズムの解明  
２－１．成熟肝細胞と小型肝細胞の比較  
 トランスクリプトーム解析を行うことにより、両細胞の遺伝子発現プロファイル
を解析する。 

 Cadherin や Claudin(Cldn)などの細胞間接着分子の発現量に注目してデータ解析
を行う。 
２―２．ヘリング管形成効率化の解析  
プレート底面を酸素透過性フィルムに取り換えたプレートで HBTO を作製する。酸素濃
度上昇によってへリング管形成効率が上昇するか検討する。 
２－３．HBTO形成における肝細胞および胆管上皮細胞の分化状態の変化解析 
CAG-Cre:Tomatoマウス由来の胆管上皮細胞あるいは肝前前駆細胞を用いてHBTOを作成
する。HBTO内の肝細胞をHNF4α、胆管上皮細胞をCK19で染色することにより、胆管上皮
細胞→肝細胞、肝細胞→胆管上皮細胞の分化転換がCoH形成に寄与しているのかを検証
する。 



 
３．肝細胞代謝産物の回収方法の開発  
３－1．細胞膜からの CLDN 除去  
細胞膜から CLDN を除去する作用がある Methyl α-cyclodextrin (MCD) を添加する
（Shigetomi et al. J Cell Biol 2018）。肝細胞への影響を最小限にし、胆管から肝細
胞代謝産物を取り出すために最適な MαCD 濃度を決定する。 
３－２．CLDN 阻害ペプチドを用いたタイト結合機能低下 
Clostridium perforingens 由来の CPE-peptide は、BEC 特異的な CLDN3、CLDN4 に対し
て選択的に結合して、機能を阻害することが知られている。HBO に蛍光ラベルされた胆
汁酸(Cholyl-Lysine-Fluorescein (CLF)) を取り込ませた後、CPE-peptide を添加する。
CLF を取り出すために最適な濃度を決定する。 
 
４．肝病態モデルの構築  
３－１．胆汁うっ滞モデル  
肝細胞の胆汁酸トランスポーターBSEPに対する阻害効果を示すTroglitazoneの存在下
で培養を行った後、CLF を添加して、HBTO 内の CLF 輸送の変化を検証する。 
３－２．脂肪肝モデル 
予備実験によって、遊離脂肪酸を添加すると、肝細胞に脂肪滴が蓄積することがわかっ
た。肝細胞死や残存した肝細胞の増殖がみられるか、コラーゲン線維が蓄積するか、検
討する。 
３－３．線維芽細胞、マクロファージの導入 
 マウス由来の KC, HSC を HBTO に添加して培養する。脂肪酸添加によって、HSC 活
性化が誘導されるか検証する。 
 
 
４．研究成果 
１．HBTO の機能解析 
１－１．HBTO 内の肝細胞機能の解析 
経時的に ALB 分泌を解析したとこ
ろ、HBTO 誘導後、１か月程度、高い
ALB 分泌が維持されていた。また
CYP3A4 活性についても、約１か月、
安定して活性が維持されているこ
とが分かった。肝 
１－２．HBTO 内での代謝産物動態
の解析 
HBTO に蛍光標識胆汁酸 (Cholyl-
Lys-Fluorescein) を添加し、経時
的にオルガノイドへの取り込みを
検証した。肝細胞に取り込まれた後速やかに毛細胆管に排泄され、その後胆管へ輸送
されることがわかった（図１）。 
 
２．CoH の形成メカニズムの解明  
２―1．成熟肝細胞と小型肝細胞/肝前駆委細胞の比較  
 成熟肝細胞 (Mature hepatocyte, MH)と小型肝細胞/肝前駆細胞(Hepatocyte 
progenitor cells, HPC)の RNAseq解析を行ったところ、HPCは ZONE1および ZONE2
に局在していることが明らかになった。 

 HPC を共培養に用いた場合に、より効率よく CoH が形成されることが明らかに
なった（図２）。ECAD+/high細胞として分離した MH を用いた場合に CoH 形成効率が高か
ったことから、肝細胞と胆管上皮細胞の間の ECAD を介した細胞間結合が重要である
ことが明らかになった。 

 

図１．毛細胆管から胆管への胆汁酸輸送 

図２．CoHの形成効率 



  
２―２．CoH 形成プロセスの解析 
HBTO での CoH 形成過程を解析した。その結果、CoH は比 較的早い時期に形成されてお
り、その後の培養期間中に CoH の数に変化はないことが明らかになった。一方、HBTO
誘導後、肝細胞間に形成される毛細胆管構造が発達することがわかった（図３）。 
 

 
２－３．HBTO形成における肝細胞および胆管上皮細胞の分化状態の変化解析 
CAG-Cre:Tomatoマウス由来のBECと野生型
の肝前前駆細胞を用いてHBTOを作成し、
HBTO内の肝細胞をHNF4α、胆管上皮細胞を
CK19で染色した。Tomato(+)の細胞はCK19+ 
HNF4α-の状態を維持してオルガノイドを構
築していたことから、胆管上皮細胞→肝細
胞への分化転換がCoH形成に寄与していい
ないことが明らかになった（図４）。 
 
３．肝細胞代謝産物の回収方法の開発  
３－1．細胞膜からの CLDN 除去  
細胞膜から CLDN を除去する作用がある Methyl -cyclodextrin (MCD) を添加し、培地
中での蛍光硬度を定量した。経時的に蛍光物質が培地中に放出されていた。 
 
３－２．CLDN 阻害ペプチドを用いたタイト結合機能低下  
Clostridi(Cholyl-Lysine-Fluorescein (CLF))と HBTO に取り込ませた後、BEC 特異的
な CLDN3、CLDN4 に対して選択的に結合する CPE-peptide を HBTO に添加した。胆管と毛
細胆管の管腔内の CLF は外へ流出する傾向が見られたものの、培地中での蛍光強度を定
量して解析することができなかった 
 
４．肝病態モデルの構築  
４－１．胆汁うっ滞モデル  
HBTO に Troglitazone の存在下で培養を行った。肝障害の誘導と、CLF の肝細胞内に蓄
積し、胆管への排泄が抑制されていた。 
 
４－２．線維芽細胞、マクロファージの導入 
 HBTO を用いた肝病態モデル構築のために、マウスの KC と HSC を HBTO に導入した
multicellualr HBTO (mcHBTO)を作製した。 
 
 パルミチン酸およびオレイン酸添加、さらにリポ多糖(LPS)の添加によって、肝細
胞への脂肪滴蓄積が観察された。脂肪酸と LPS 添加群では炎症性サイトカイン
TNFαが検出された。さらに、活性化 HSC のマーカーであるαSMA 染色を行ったと

  

 

図２．肝細胞の違いによる

CoH形成効率の変化 
図３．HBTO培養中の CoHおよび BCの形成 

図４．胆管上皮細胞と肝前駆細胞による

CoHの形成 



ころ、脂肪酸と LPS 添加群において星細胞が活性化していることを確認した。また、
Clodronate liposome を添加することで KC を除去した後に脂肪酸を添加すると、
脂肪酸と LPS による HSC の活性化が抑制された。以上のように、HSC および KC を
含む mcHBTO への脂肪酸添加によって、KCの存在依存的に HSC の活性化が誘導され
ることが明らかになった。 
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