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研究成果の概要（和文）：本研究では、肝細胞のヘテロ不均一性(heterogeneity)に着目し、肝細胞癌患者の切
除肝標本の非癌部ならびに癌部を解析し、染色体量 (ploidy)の変化と慢性肝障害の進行や発癌との関連を解明
することで、その病態進行の機序を明らかにすることを目的とする。染色体量の指標として画像解析にて肝細胞
の位置特異的な核の大きさを測定し、遺伝子発現解析としてシングルセルRNAseqと空間的トランスクリプトーム
解析(VISIUM)を行った。ヒト由来手術サンプルを用いたため、RNA品質にばらつきがあり解析症例の蓄積、また
解析技術の改善が望まれた。

研究成果の概要（英文）：The aim of study is to reveal the relationship between the change of 
hepatocyte heterogeneity through liver disease progression and liver carcinogenesis. The hepatocytes
 shows the heterogeneity in terms of liver function and its morphology. In this study, we focused 
the ploidy as the DNA amount and gene expression in single cell levels. Utilized the liver resection
 samples, the size of nucleus in hepatocyte are measured by using the liver section with DAPI stain,
 and the gene expressions are measured by RNAseq. We used the VISIUM for spatial genomics and found 
the considerable variation in RNA quality, which makes difficult to obtain the differentially 
expressed genes (DEGs). This indicates the spatial genomics needs the good amount of sample size and
 the improvement of platform.

研究分野： 肝疾患

キーワード： 細胞核画像解析　慢性肝疾患　空間的遺伝子解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年急速に発達しているシークエンス技術を応用したシングルセルRNAseq解析や空間的トランスクリプトーム解
析により、以前は解析できなかった生理下あるいは病態下における１細胞の挙動を解析することが可能となり、
次々と新しい知見が得られている。その一方で、これらの新しい技術の遂行には一定の経験が必要である。今
回、遺伝子発現量解析をヒト由来試料で行うための改善点と注意点が明らかとなった。今後、解析プラットフォ
ームも改善されており、ますます重要な解析方法となるため、解析経験と結果の共有が重要と考えられる。

※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 
 
代謝の中心臓器である肝臓の主要構成細胞である肝細胞は、組織学的に小葉構造を形成し、こ

の解剖学的な位置(zonation)により異なる肝機能を分担するという heterogeneity があることが
知られている。慢性肝障害における病態の主座も解剖学的特徴を有すること （ウイルス性肝炎
における門脈領域優位な免疫細胞浸潤・線維化、アルコール性肝障害の中心静脈領域優位な脂肪
沈着など）が知られており、これまで多くの研究が zonation を中心になされてきた。一方で、
肝細胞は正常組織内においても核が二つ以上存在する二核肝細胞が混在し、単核あるいは二核
のそれぞれの核においても通常より多い染色体量を持つ多倍体性という点でも heterogeneity
を示す。以前より肝細胞の多倍体化は成熟化の過程であり、複数の相同染色体を持つことは遺伝
子異常に対する冗長性に貢献し、癌化過程に耐性を示すと考えられてきた。一方で、通常の染色
体量をもつ単核性の二倍体の肝細胞は分裂能を有する幼若な肝細胞とみなされている。最近の
研究により、この多倍体化は肝再生時には可逆性であること、非アルコール性脂肪性肝炎におい
て多倍体化肝細胞が減少し、癌細胞では異数性染色体が増加するという染色体不安定性が示さ
れ、染色体量の肝再生および発がんにおける重要性が認識されたものの、その機能や制御分子機
構は未だ明らかでない。加えて、障害と再生が繰り返し行われるヒト慢性肝障害肝細胞の染色体
量の変化と zonation との関連性も詳細な検討がない。 
 
２．研究の目的 
 
肝細胞の heterogeneity に着目した新規解析法を用いて、患者由来の病理組織の zonation と

ploidy の関係を疾患横断的に解析し（①）、さらには癌部非癌部という時間縦断的に解析する（②）
ことにより、その病態を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
肝細胞の ploidy に heterogeneity が存在することは古くから知られていたにも関わらず、こ

れまで深く研究されていなかった理由の一つとして研究手法の困難さが挙げられる。染色体量
を細胞個別に測定する方法は、核酸量を反映する DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)など
の蛍光色素を Flow cytometer あるいは光学顕微鏡にて評価する方法が一般的である。しかしな
がら、Flow cytometry では high through-put である反面、分離細胞を使用するため解剖学的位
置情報が得られなくなる。一方、薄切切片(4μm)による顕微鏡解析では形態変化や解剖学的な位
置情報が得られるものの、比較的大きな細胞である肝細胞では正確な核酸量の評価が困難であ
る点と through-put が悪いといった欠点があった。 
本研究では、厚切切片(400μm)を組織透明化(Ce3D 法)し共焦点顕微鏡下に 3D 画像(z-stack 画

像)を取得後、独自に確立したコンピューターによる自動解析法をこの試料調製方法に最適化さ
せることで、形態学的な情報を得ながら、核酸量の評価に対する正確性と through-put を改善さ
せた。これまでマウスを用いていたため、患者標本を使用した慢性肝疾患横断的な
heterogeneity のランドスケープの作成に関して、解析法の最適化を行った後に解析する。 
 
また、近年のシングルセル解析によって zonation による肝細胞機能の heterogeneity が詳細

に検討されている。シングルセル解析の gene expression signature から zonation を類推する
ことが可能であると考えられる。そこで、flow cytometry による染色体量(2 倍体、4倍体、8倍
体、それ以上)ごとの細胞分取後にシングルセル解析を行うことで ploidy と zonation の関係を
評価できる。シングルセル解析を用いた関連する分子機構の解明に関して、解析前の準備として
細胞分取法の条件検討とシングルセル解析法のパイプラインに関して検討を行う。検討後、マウ
スの疾患モデルである脂肪性肝障害モデル（research diet社D09100310給餌）を用いて各ploidy
を分取しシングルセル解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
画像解析法をマウス用からヒト臨床サンプル用に改変した。マウスサンプルと同様に、凍結標

本の厚切り切片を作成し 核染色(DAPI)、細胞膜染色(Phalloidin)、肝細胞マーカー(HNF4α)免
疫染色を行い、組織透明化した後、共焦点顕微鏡にて 3次元構築し、肝細胞の染色体量や解剖学
的位置(門脈と中心静脈との距離)を測定することを予定していたが、各疾患群を通して充分量
の新鮮凍結標本を得ることが困難であった。 
そこでパラフィン標本を用いることにした。このため、使用抗体や抗原賦活化の最適化が必要

となったが、概ね解析法を確立し、転移性肝癌切除標本をコントロールとし、非アルコール性脂
肪性肝疾患患者の非癌部をそれぞれ 5 例ずつ解析した。非アルコール性脂肪性肝障害症例 5 例



の検討から、解析項目の一部にはコントロールに比べて有意な変化があったものの、多くはその
傾向をみとめるにとどまった。事後分析(post hoc)を行い適切なサンプルサイズを決定したの
ち、必要な解析数を蓄積していく必要があると考えられた。 
 
また、シングルセル解析を行うためにヒトおよびマウス肝を用いた Flow cytometry 法を行い

染色体量の変化を測定した。使用した染色は Propidium iodide (PI)、DAPI、Acridine orange 
(AO)、Hoechst 33258、Hoechst 33342 をそれぞれ用いた。慢性肝障害における肝細胞は通常の
肝細胞に比べ自家蛍光が高いため、これらの肝細胞でも同様に評価可能かを検討した。Hoechst 
33258、Hoechst 33342 を用いた染色方法により DNA 量の推定が可能であることがわかったもの
の、脂肪性肝障害モデル（research diet 社 D09100310 給餌）では細胞分取時に細胞膜が破壊さ
れ容易に脱核してしまうことがわかった。これは DAPI および Hoechst 染色により生細胞におけ
る細胞膜通過性の違いすなわち DAPI は死細胞のみ膜透過性があり、Hoechst はどちらも生死に
関わらず膜透過性があるが、障害肝由来の肝細胞ではどちらの染色でも陽性となった。分取方法
を、Collagenase を基礎とするものから、Dispase や Liberase(Roche 社)などを試したが改善し
なかった。また、既報にて肝細胞特に障害肝モデルをシングルセル解析している事例を検討する
と、脱核したと思われるクラスターが出現する、比較的機械刺激に寛容な細胞が選択的に濃縮さ
れる、肝細胞以外の非実質細胞が代わりに多く出現するなどの不具合があるように思われた。こ
のため、空間遺伝子解析法である VISIUM を施行することとした。4 例の非アルコール性脂肪性
肝疾患の非癌部の新鮮凍結切片を用いた VISIUM を施行した。ヒト由来手術標本の新鮮凍結切片
を用いたが、遺伝子品質にばらつきが大きいことがわかった。このため遺伝子品質の良いものか
ら順に解析した。通常の t-SNE 解析に加えて、組織切片上で門脈域の線維化をランドマークとし
て遺伝子解析スポットの各距離を変数として clustering を行なったが特徴的な遺伝子群は見出
せなかった。今回、ヒト由来手術標本の新鮮凍結切片を用いたが、遺伝子品質にばらつきが大き
い点と各遺伝子解析領域が細胞よりも大きいという VISIUM 特有の解像度の問題があった。代替
法としパラフィン包埋検体を用いた VISIUM や解像度を上げた VISIUM HD を用いると改善され
る可能性があると考えられた。これらパラフィンサンプルを中心とした固定標本を用いた遺伝
子解析はプローブを用いたハイブリダイゼーションを応用したもので、ポリ A テールを補足し
た後に逆転写産物をシークエンスする方法ではない。このため解析がプローブセットに依存す
るデメリットがあるものの、RNA の分解したサンプルでも比較的冗長に解析できる長所がある。
現在、空間遺伝子解析のプラットフォームである VISIUM の他、シングルセル解析においても
Flex の名で利用可能となった。一方で、ATAC シークエンス解析に関しては開発されていない。
今回のマウス肝障害モデルにおける細胞調整の困難さは固定標本を使用することで改善される
可能性があると考えられる。 
 
本研究では当初、マウスで行っていた方法をヒトサンプルで施行したことで新たな問題が出現

し、多くのトラブルシュートが必要になった。肝細胞のシングルセルや分取を行う際には組織消
化における肝細胞特性の変化がアーチファクトとして加わる点に留意する必要がある。ヒト特
に肝切除手術は長時間にわたり阻血操作や受動操作などの手術検体の状態が変化し、その後の
保存状態にも影響するため VISIUM などの空間遺伝子解析法ではサンプル間の Batch 除去法がう
まくいかないことがあり、同一解析空間内でそれぞれを評価するサンプル内の位置特異的な遺
伝子発現変化解析に向いている。このことより、空間遺伝子解析においては同一解析領域に比
較・評価したい部位がそれぞれ過不足なく存在する必要がある。また、固定標本を使用する遺伝
子発現解析法のプラットフォームが充実してきつつあり、今後はこういった解析方法により困
難な解析が可能となると考えられた。 
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