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Generation of functional liver organoids on combining 
hepatocytes and cholangiocytes with hepatobiliary connections 

ex vivo
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要旨　胆管上皮細胞と肝前駆細胞を共培養することで，肝細胞の毛細胆管と胆管が機能的に接続したHepato-
biliary Tubular Organoid（HBTO）の誘導に成功した．HBTO 誘導によって，生体外で高度な肝細

胞機能の誘導と長期維持および肝細胞代謝産物の肝組織内動態の再現が可能になった．

【背景】

　肝臓は様々な代謝機能を持つ臓器であり，多くの治

療薬は肝臓で代謝される．生じた代謝産物が細胞障害

性の物質である可能性があるため，新規治療薬開発の

過程では必ず肝細胞を使った毒性試験が必要である．

しかしながら，凍結肝細胞や肝癌細胞を用いた試験で

は，長期培養が困難であったり，十分な代謝機能を誘

導できないなどの問題点があった．また，胆汁排泄路

が存在しないために，生体内と同様な代謝産物の動態

を検討することも不可能であった．我々は肝細胞機能

の長期維持と肝臓組織内での胆汁輸送を再現するため

に，肝細胞が形成する毛細胆管と胆管が接続した新規

肝臓オルガノイド構築を目指した．

【結果】

　これまでの研究により，胆管上皮細胞と肝前駆細胞

をマウス成体肝臓から分離し増幅する方法を確立して

いた 1，2）．そこで，これらの細胞を用いて機能的な肝

上皮組織の再構築を目指した．マウスの胆管上皮細胞

をコラーゲンゲル上で培養し，コロニー形成を誘導し

た後，肝前駆細胞を播種した．オンコスタチン M
（OSM）を添加して 1 日培養した後，20% マトリゲ

ルを含むコラーゲンゲルを重層した（図 1A）．ゲル

重層後 1 週間で肝細胞の毛細胆管と胆管の形成が確

認できた．さらに2～3週間培養を継続後に共焦点レー

ザー顕微鏡を用いて詳細な解析を行った．肝細胞間の

毛細胆管が，肝細胞と胆管上皮細胞が形成する接続部

構造（ヘリング管，the Canal of Hering（CoH））

を介して胆管に接続している様子を観察できた（図

1B）．我々はこのオルガノイドを Hepatobiliary 
tubular organoid（HBTO）と名付けた．HBTO を

構成する肝細胞は，アルブミンと薬剤代謝に重要な役

割を果たす Cytochrome P450（CYP）を発現してい

た（図 1C 左）．また，アルブミン分泌と CYP 活性を

一か月程度維持することが可能であった（図 1C 右）．

培地に胆汁酸やビリルビンを添加すると，肝細胞が取

り込んだ後に毛細胆管へ分泌され，その後，胆管へ輸

送された（図1D）．この結果は，肝細胞の代謝産物が，

生体内の肝組織と同様に肝細胞から胆管へ輸送される

ことを示している．

　将来的な治療薬開発や毒性試験への応用を見据えて，

ヒト初代肝細胞から誘導されたリプログラミング肝細

胞 3）とマウス胆管上皮細胞の共培養を行い，ヒト肝細

胞の毛細胆管とマウス胆管が接続した Hybrid HBTO
の作成にも成功した．

【将来展望】

　これまでの肝細胞の培養系では組織構造が再現され

ていないため，化合物の薬理活性や有効性に関わる重

要な項目とされる ADME すなわち吸収（Absorption），
分布（Distribution），代謝（Metabolism）および排

泄（Excretion）を一括してアッセイすることができ

なかった．肝細胞代謝産物の組織内動態を反映してい

る HBTO を用いた ADME アッセイ系を構築するこ

とで，より生体内に近い環境で薬物毒性を検証するこ
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とが可能になれば，in vitro 試験から動物実験に移行

した後の新規薬品開発の中断リスク軽減が期待できる．

長期培養が可能というHBTOの特性を生かして，現在，

胆汁うっ滞を起点とした慢性肝疾患モデルを開発中で

ある．胆汁うっ滞は薬物障害による肝疾患（Drug 
induced liver injury: DILI）を含む多くの慢性肝疾

患でみられる病態である．HBTO の胆汁うっ滞モデ

ルを用いて，慢性肝疾患の病態解明や新規治療薬開発

を可能にすることも目指している．
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図 1　HBTO の誘導と機能解析


