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略語  

 

BABB: ベンジルアルコール（benzyl alcohol）と安息香酸ベンジル（benzyl benzoate）の 1 : 2 の

混合液 

CCl4: carbon tetrachloride（四塩化炭素；肝細胞に代謝され活性酸素を生じる） 

CDE: choline-deficient, ethionine-supplemented diet（コリン欠乏食＋エチオニン含有飲料水） 

CK19: cytokeratin 19 

DDC: 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine（肝毒素の一種） 

EpCAM: epithelial cell adhesion molecule 

FGF7: fibroblast growth factor 7 

HGF: hepatocyte growth factor 

HTVi法: hydrodynamic tail vein injection 法 

Lgr5: leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 

LPC: liver progenitor cell の略であるが、ここでは（また、これまでの多くの研究では）、肝障

害時に出現する異所的な CK19 陽性細胞集団の全てを LPC とよぶ。肝前駆細胞は、この

雑多な細胞集団の一部に含まれていると考えられている。 

LPM: Liver Perfusion Medium 

Prom1: Prominin1 

ROI: region of interest 

SEM: standard error of the mean 

TAA: thioacetamide（チオアセトアミド；肝毒素の一種） 

TH: tyrosine hydroxylase 

TUNEL法: TdT-mediated dUTP nick end labeling 法 

TWEAK: tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis 



 4 

要旨  

 

肝臓は薬物や代謝異常による障害に対し、高い再生能力により機能を素早く回復することが

出来る。その再生過程として、肝実質細胞の増殖や肥大以外に、胆管増生という現象が知ら

れる。胆管増生は、胆管上皮マーカー陽性の細胞が異常に増生する現象で、ヒトの病態やマ

ウスモデルでの重篤な障害肝において認められる。これらの細胞は肝幹／前駆細胞を含み、

肝再生に寄与すると考えられている。また、胆管増生が誘導されない各種の遺伝子改変マウ

スモデルでは障害が重篤化することから、胆管増生は、肝障害からの再生に重要であると考

えられる。しかしながら、その実体に関しては不明な点が多い。特に、増生する胆管上皮マ

ーカー陽性の細胞の出現様式や、胆管との関係などは未解明であった。 

私は、胆管を中心にマウス肝臓の組織構造を三次元的に解析する新たな手法を確立した。本

研究では、①胆管の脈管構造をインクで標識し、三次元的に観察する方法、②標識したイン

クを切片において免疫染色と組み合わせて観察する方法、③厚みのある組織片または④ホー

ルマウントでの免疫染色による三次元的解析、を組み合わせた総合的なアプローチにより、

障害時における肝臓の組織構造の動態を解析した。これにより、増生した胆管上皮マーカー

陽性の細胞は、元々存在する胆管に接続された構造体として出現することを初めて示した。

すなわち、肝幹／前駆細胞の出現・増幅といわれていた現象は、胆管の構造変化を反映して

いることが明らかとなった。さらに、種々の肝障害モデルの比較から、障害部位や病態に応

じて、増生した胆管の組織形態が大きく異なることを見いだした。肝臓は成体においても、

薬物や代謝異常といった環境の変化に応じて上皮の三次元的組織構造を変える能力を有して

おり、これが強い再生能に寄与していると考えられる。本研究の成果は、多様なストレス環

境に対する組織応答の理解を進展させるものである。 
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Abstract 

 

The liver is a central organ for homeostasis and has a high capacity to recover its functions upon 

injuries. In severely damaged livers where hepatocyte proliferation is impaired, atypical ductular cells, 

which presumably include liver progenitor cells, proliferate and are assumed to contribute to 

regeneration. This phenomenon is known as the ductular reaction. Mutant mice that fail to induce such 

ductular cells are susceptible to injury, indicating the importance of the ductular reaction for liver 

regeneration. However, the nature of these emerging cells is still not fully understood. In particular, it 

remains unknown how these ductular cells emerge, and whether/how they are related to the 

pre-existing biliary tree. 

To address these issues, I have developed novel methods to visualize the 3D structure of biliary trees 

in mouse liver. In this study, the dynamics of the liver tissue in response to injuries was analyzed by 

combining multiple methods including the 3D observation of the biliary tree with ink injection, the 

sectional analysis of the ink-injected liver with immunostaining, and 3D analysis of thick tissue slices 

or whole organ with immunostaining. This revealed for the first time the fine 3D architecture of the 

mouse biliary tree, and that the emerging ductular cells form a contiguous tubular structure connected 

to the pre-existing biliary tree. Thus, the emergence and expansion of these cells actually reflects 

bifurcation and extension of the biliary tree. Moreover, comparison of various liver injury models 

revealed the diverse architectures of the growing biliary tree. This may allow an efficient cell supply 

from liver progenitor cells, which reside in the biliary branches, to nearby injury areas. In conclusion, 

the hepatobiliary system possesses a unique and unprecedented structural flexibility and can remodel 

dynamically and adaptively in response to various stress conditions. I propose this to be a paradigm 

showing that dynamic tissue remodeling occurs even in adulthood as an adaptive response. This 

plasticity should constitute an essential component to maintain organ homeostasis, especially for the 

liver, which is inherently susceptible to a wide variety of injury conditions imposed by toxins or 

chemicals.
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第１章	
 序章  

1.	
 成体における肝臓の機能と高い再生能力  

	
 肝臓は、代謝・解毒・胆汁の分泌など多岐にわたる機能をもち、生体の恒常性の維持に必

須の役割を担っている。動物が摂取した栄養素や有害物質は、消化管から門脈と呼ばれる静

脈を通り、肝臓に運ばれる。肝臓は、それらを代謝・解毒することで血液成分を調節してい

る。このような役割から、肝臓は様々な薬物などの外来物質や代謝異常により障害を受ける

危険に曝されている(1)。例として、過剰なアルコール摂取による肝炎や、肥満による脂肪肝

などが挙げられる。一方、このように障害に曝された場合においても、肝臓は自身の高い再

生能力により素早く肝機能を回復することができる。このため肝臓は、種々の障害に対する

組織の再生応答を解析する優れたモデルになると考えられる。肝臓の体積の大半は肝細胞（肝

実質細胞）が占めており、肝細胞は代謝や解毒、胆汁の生成など、主要な肝機能を担ってい

る。すなわち、肝機能の回復には肝細胞の再生が重要であると考えられる。本研究において、

肝再生に関しては、肝細胞の再生について述べる。 

	
 肝臓の組織構造の簡略的な模式図を Figure 1 に示す。門脈から流入した血液は、中心静脈

から肝外へと流出する。胆汁を排出する胆管は門脈に隣接して存在し、門脈とともに肝内に

張り巡らされており、最終的には肝外の総胆管（肝外胆管）へと合流し、肝臓から十二指腸

へと胆汁を排出している（Figure 1A）。肝臓の組織構造は肝小葉とよばれる構造単位からなる

（Figure 1B）。肝小葉は、中心静脈を中心に、門脈同士を結ぶようにおおよそ六角形に区切ら

れた構造を指す。門脈からの血液は類洞とよばれる毛細血管を通して中心静脈へ流れている。

肝細胞は門脈－中心静脈間で肝細胞索とよばれる索状の構造を形成している（Figure 1C）。肝

細胞索は、肝内の胆管上皮とヘリング管とよばれる部分で接続しており、肝細胞が分泌した

胆汁は毛細胆管とよばれる肝細胞の間隙から、胆管上皮細胞からなる胆管へと排出される。

肝組織のうち、門脈周囲および中心静脈周囲を除いた、肝細胞の並んでいる領域を実質域と

よぶ。 

	
 実質域の中でも、門脈側から中心静脈側にかけて、ゾーンごとに肝細胞の代謝や解毒にお

ける役割は異なる。例えば、門脈に近いゾーンでは、コレステロール合成や尿素合成などが

行なわれ、中心静脈に近いゾーンでは、解糖系や脂肪酸生合成が盛んである。また、代謝酵
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素であるシトクロム P450（CYP）の発現もゾーンにより異なる。四塩化炭素（CCl4）は CYP2E1

によって代謝されることでラジカルが生じ、肝障害を引き起こすが、CYP2E1 は中心静脈に

近いゾーンで高く発現しているため、このときの障害部位は中心静脈周辺の実質域となる。

このように、肝障害は肝細胞の機能と関連しており、薬剤などの作用機序によって異なるゾ

ーンの肝細胞が障害を受ける。 

	
 肝臓の再生過程は、大きく２種類に分けることが出来る。一つは、代償性の再生といわれ

る再生過程である。例えば肝臓は、外科的に肝重量の 70% 程度を切除しても、残りの組織

が大きくなることで元の肝重量に戻り、肝機能も回復することが知られている。この再生は、

残存組織の分化成熟した肝細胞が増殖や肥大することにより行なわれる(2-5)。また、薬剤など

による急性肝炎により一部の肝細胞が死滅した場合においても、障害を受けなかった残存肝

細胞が増殖や肥大することにより、失われた組織を補う形で再生させる(6-8)。もう一方の再生

過程は、胆管増生という現象を伴う再生である。胆管増生は、実質域に胆管上皮細胞マーカ

ー陽性の細胞が出現し、その数が実質域内に増えていく現象であり、ヒトの病態やマウスモ

デルでの慢性的／重篤な障害肝において認められる（Figure 2）。これらの細胞集団は形状や

性質から、オーバル細胞や Liver Progenitor Cell（LPC）とよばれ、肝臓の上皮細胞である肝

細胞と胆管上皮細胞の両方への分化能をもつ肝前駆細胞を含むと報告されている(9-16)（現在、

これらの前駆細胞のみを識別・単離することが出来ないため、肝障害時に実質域に現れる胆

管上皮細胞マーカー陽性細胞の全てを LPCとよぶ）。LPC の出現の頻度はヒトの病態におけ

る肝障害の重篤度に比例することが報告されていることから(17)、成熟した肝細胞による代償

性の再生が困難または不十分な場合に、その一部が肝細胞へと分化することで再生に寄与す

ると考えられている（Figure 3、青矢印）。 

	
 代償性の再生がおこる場合と、胆管増生が誘導される場合の違いは、主に肝細胞の障害の

され方・重篤度によるものと考えられる。例えば、代償性の再生がおこる代表的な障害モデ

ルである部分肝切除の場合、残存組織の肝細胞は損傷を受けていないため、分裂・肥大する

ことができる。一方で、薬剤などによる肝障害では、肝細胞の壊死やアポトーシスがおこり、

炎症反応も誘導される点で部分肝切除とは大きく異なる。このような障害においても、障害

の程度が軽微な場合には、損傷されない肝細胞は増殖することが出来るが、障害の程度が重
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篤な場合や長期間に及んだ場合には、肝細胞の増殖は、薬剤や死細胞・炎症の影響などによ

って制限される、あるいは分裂の繰り返しにより限界に達すると考えられる。胆管増生はこ

のような障害に応答して誘導される。 

	
 近年、胆管増生（LPCの出現・増幅）を制御するシグナルが報告されている。fibroblast growth 

factor 7（FGF7）欠損マウスや、hepatocyte growth factor（HGF）の受容体である c-Met の欠

損マウスでは、肝障害に応答して胆管増生が誘導されず、障害が重篤化することが報告され

た(18, 19)。さらに、FGF7 を強制発現するトランスジェニックマウスや、tumor necrosis factor-like 

weak inducer of apoptosis（TWEAK）をアデノウィルスにより強制発現したマウスでは、正常

肝においても胆管増生が誘導・促進され、肝障害に対して感受性が低下することが報告され

た(18, 20)。すなわち、胆管増生は、これらのシグナルによって制御されることで、肝機能を維

持していることが示唆され、胆管増生は肝障害からの再生に重要であると考えられる。以上

のことから、本研究は、胆管増生を伴う肝再生に着目した。 

 

2.	
 LPC と胆管  

	
 LPC は、肝細胞および胆管上皮細胞の境界部位であるヘリング管の部分から出現すると考

えられている(21)（Figure 3）。また当研究室では、肝障害時の LPC の出現に重要なシグナル

因子である FGF7 を分泌する間葉系細胞が、胆管周囲に存在していることを明らかにしてお

り(18)（Figure 3）、胆管およびその周囲が LPC のソースあるいはニッチであると考えられる。 

	
 しかしながら、LPCと胆管の関係の大部分は未だ不明である。LPC は、前駆細胞としての

性質よりも、肝障害時に出現すること、および、組織学上の形態や存在場所によって、胆管

上皮細胞とは異なる集団として定義されることが多い。LPC に肝前駆細胞が含まれるという

報告は、細胞系譜解析や in vitro でのコロニーアッセイに基づいており、これらはマーカー

の発現に基づいた解析法である。ところが、LPC と胆管上皮細胞は共通のマーカー（CK19, 

EpCAM, CD133 など）を発現しており、両者を区別するマーカーは同定されていない。その

ため、肝細胞への分化能やコロニー形成能といった細胞の機能について、LPC と胆管上皮細

胞を区別した解析はなされていない。また、in vitro でのコロニーアッセイでは、正常肝の胆

管上皮細胞内にも、高いコロニー形成能をもち肝細胞への分化能を示すものが存在すること
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が知られている(14, 15, 22, 23)。さらに、LPCの出現様式については、ヘリング管から実質域へ浸

潤する(19, 24)、あるいは、ヘリング管ではない異所的な細胞の分化転換／脱分化によっても生

じる、と推察されてきた(25) が（Figure 4）、その実態は未だ不明である。また、組織切片を用

いた LPCの観察により、一部の肝障害モデルでは、管腔様の構造を形成する集団（Figure 2C、

矢印）（偽胆管とよばれる）もしばしば見られる。このことは、一部の LPC が元から存在す

る胆管の管と接続されている可能性を示唆しているが、LPC と胆管の接続の有無は未解決の

課題である。 

 

3.	
 本研究のアプローチ  

	
 上述のように、LPC と胆管の間には深い関連があると考えられるが、両者の関係の大部分

は不明であった。本研究では、LPC と胆管の位置関係に着目し、従来の組織切片による二次

元的な解析では不十分であると考えたため、胆管を中心として肝臓の組織を三次元的に解析

する手法を開発した。この手法により、組織切片において管腔様に観察される LPCのみなら

ず、実質的に全ての LPCが、正常時から存在する胆管と接続された脈管構造を形成している

ことを初めて示した。すなわち、組織切片上で観察された LPCの出現・増幅といわれてきた

現象の実体は、胆管組織の構造変化であることを明らかにした。このことから、成体の肝臓

は、障害に応答して胆管の三次元的組織構造をリモデリングする能力を有すると考えられた。

本研究では、肝障害時における胆管の動態について解析した。
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第２章	
 材料と方法  

マウスと障害モデル  

野生型マウスとして日本クレア社より購入した C57BL6/J系統マウスを用いた。細胞系譜解析

には、 Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) から入手した Prominin1（ Prom1） 

promoter-CreERT2 ノックインマウス [B6N;129S-Prom1tm1(cre/ERT2)Gilb/J](26) と R26R-YFP 

Cre レポーターマウス(27)を掛け合わせたものを使用した。すべての動物実験は，東京大学の

実験動物指針に基づいて行った．障害モデルの誘導は、DDC モデルについては 0.1% 

3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine（DDC）含有飼料（F-4643; Bio-serv）を食餌投与、

choline-deficient, ethionine-supplemented diet（CDE）モデルについてはコリン欠乏食（MP 

Biomedicals）の食餌投与と 0.165%（wt/vol）エチオニン（E5139; Sigma-Aldrich）含有飲水投

与、CCl4（四塩化炭素）モデルについては四塩化炭素を 1 mL/kg body weight の濃度で 4週

にわたり週 2回の腹腔投与、thioacetamide（TAA）モデルについてはチオアセトアミド（300 

mg/L; Wako）含有飲水投与を行った。タモキシフェン（10 mg/20 g body weight; Sigma-Aldrich）

は経口投与した。 

 

Hydrodynamic tail vein injection (HTVi) 法による強制発現  

Fgf7 と Tnfsf12（Tweak をコード）のマウス cDNAs は DDC 投与マウスの肝臓由来 cDNA 

をもとに以下のプライマーセットにより PCR で増幅した。 

Fgf7：5’-gaattcgccaccatgcgcaaatggatactgacac-3’ と 5’- gcggccgcatgtacacttaggttattgcca-3’ 

Tnfsf12：5’-cagatctgccaccatggccgcccgtcggagccag-3’ and 5’- gcggccgctcagtgaacttgaaagagtcc-3’ 

増幅断片は、まず pGEM-T Easy vector（Promega, USA）に組み込まれ、配列確認後、発現ベ

クター pLIVE（Mirus, USA）にサブクローニングした（高瀬、伊藤による）。pLIVE-Fgf7 や 

pLIVE-Tweak（20 µg）を、TransIT-EE Hydrodynamic Delivery Solution（Mirus, USA）を用いて、

hydrodynamic tail vein injection（HTVi）法により C57BL/6J マウスに導入した(28, 29)。この手法

では、マウスの体重 20 g に対して 2 mlのプラスミド溶液を 7–8 秒間かけて尾静脈から注

入する。pLIVE-LacZ（20 µg）をコントロールとして用いた。 遺伝子導入して 12–14 日後に、

解析に使用した。 
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インクによる胆管樹状構造の可視化  

胆管の樹状構造を可視化するため、数種類のインクを入手し、胆管の可視化に適したものを

検討した。インクの性質・性状には、水性と油性、顔料と染料などの違いがある。試した中

で、万年筆用の黒インクであるプラチナカーボンインク（SPC-200; プラチナ萬年筆株式会社）

が適していることが明らかとなった。このインクの主要成分はカーボンブラックとよばれる

もので、タイヤのゴムなどの原料となる炭素の微粒子である。ヘマトクリットチューブ

（22-362-566; Fisher Scientific）をガスバーナーで熱して延ばすことで胆管径に合わせた微細

なガラスのキャピラリーを作製した。成体のマウスを頸椎脱臼により安楽死させ、腹側を切

開し、肝外胆管と十二指腸の吻合部を切り、切り口からキャピラリーを挿入し、肝内胆管の

方へとインクをゆっくり注入した。このとき、カーボンブラックの微粒子が胆管の樹状構造

を満たし、溶媒は血管へと漏れだしているようである。水性染料のインクを注入した結果か

ら、溶液は門脈へと漏れると推察される。肝臓の表面を観察しながら注入し、インクが表面

に達する直前にインクの注入を停止した。過剰に注入すると、炭素の微粒子も門脈へと漏れ

てしまい、さらに注入すると、実質域へと漏れてしまう。適切なインクの量は、溶媒の量で

はなく炭素の微粒子の量に依存し、8 週から 12 週齢のマウスの正常肝では、原液のインク

でおよそ 15–20 µl である。胆管にインクを注入した後、肝臓を摘出し、段階的に脱水した。

脱水は Phosphate buffered saline（PBS）とエタノールの混合液で、エタノールの濃度を徐々に

上げていった。エタノール濃度は、体積で 10%、40%、80% と、それぞれ 1 時間程度の間

隔で上昇させた。低濃度から処理しないと、肝臓全体で脱水の具合に偏りが生じることで、

一部固くなった組織により溶液の浸透が悪くなり、一部に脱水出来ない部分が生じてしまう

と考えられる。最後に 100% エタノールにより一晩脱水した。その後、脱水された肝臓を、

安息香酸ベンジルとベンジルアルコールの 2 : 1 の混合液（BABB）に浸けた。この溶液中で、

肝臓は 1 日から 2 日程度で透明になる。透明化の後、肝臓を BABB の溶液に浸したまま、

胆管の樹状構造を顕微鏡（Axio Observer.Z1, Zeiss and MZ16, Leica）で撮影した。各観察は 3 匹

以上のマウスで行った。 

インクと胆管上皮細胞マーカー cytokeratin 19（CK19）の共局在を観察するため、インクを注

入した肝臓から、切片を作製した。切片の作製と免疫染色は、透明化した後の肝臓からでも
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可能であった。この場合、BABB から取り出した肝臓を 100% エタノールに浸し、組織中の 

BABB をエタノールに置き換えるため、 2 時間置きに 3 回液を換え、最後に一晩インキュ

ベートした。組織中の BABB をエタノールに置き換えた後、次に PBS に置き換えるため、

肝臓を PBS に浸し、2 時間置きに 3 回液を換え、最後に一晩インキュベートした。その後、

後述の前固定の肝臓と同じ過程で ティッシューテック O.C.T. コンパウンド（4583; Sakura 

Finetek USA, Inc.）に包埋し、液体窒素で凍結させ、切片を作製し、免疫染色を行った。 

 

組織切片による解析  

摘出した肝臓を、PBS で洗浄した後、5 mm 程度の厚さに切り、前固定の場合は、ザンボニ

固定液に一晩浸漬し固定した後、10%、15% スクロースに３時間ずつ浸漬した後に 20% ス

クロースに一晩浸漬し、O.C.T. コンパウンドに包埋し、液体窒素を使って凍結した。凍結切

片（10 µm）は HM525 クライオスタット（Microm International）を用いて作製し、APS（ア

ミノシラン）コートスライドガラス（松浪ガラス工業）に貼り付け 1 時間ほど風乾した。後

固定（切片作製後の固定）の場合は、4°C の 100% アセトンに一晩、または 4% パラホル

ムアルデヒド（Paraformaldehyde; PFA）溶液に 10 分、切片を浸けて固定した。前固定のサン

プルから作製した切片または、後固定した切片は、PBS で洗浄後、5% スキムミルク／PBS で

ブロッキングし、一次抗体と一晩 4°C で反応させた。その後、PBS で洗浄後、二次抗体と 2 

時間室温で反応させ、PBS で洗浄後、Hoechst 33342（Sigma）により核を染色した。染色し

たサンプルは蛍光／光学顕微鏡（Axio Observer.Z1; Zeiss）または 共焦点顕微鏡（Fluoview 

FV1000; Olympus）により観察し、撮影した。インクを注入した肝臓の切片に対して免疫染色

を行なったものは、蛍光像（免疫染色）と明視野像（インク）を画像解析ソフトウェア 

Photoshop（Adobe）によりレイヤーとして重ね、画像を作製した。 

胆管の枝の三次元画像構築による解析に用いた 200 µm 厚の切片については、切片作製後に

スライドガラスに貼り付けず、2 ml チューブ中で溶液に浸けた状態で震盪し、抗体と反応さ

せた。PBS による洗浄は 50 ml チューブ内で、45 ml の PBS に浸漬し震盪することで行な

った。共焦点顕微鏡により撮影する直前にスライドガラスに乗せた。切片は、5% メルカプ

トエタノール（Sigma）／1% Triton X-100／PBS 溶液に一晩浸けることにより浸透化処理し、
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その後は通常の切片と同様の処理を、各ステップの時間を長くして行なった：抗体反応はお

よそ 1–2 日、洗浄は一晩程度で行なった。 

一次抗体は、rat anti-mouse EpCAM antibody（1:200; 552370; BD Bioscience）、rat anti-mouse Ki67 

antibody（1:200; 14-5698-82; Abcam）、rat anti-mouse CK19（TROMA-III）antibody（250 ng/mL; 

Developmental Studies Hybridoma Bank）、rabbit anti-mouse CK19 antibody（1:1000–1:2000; 当研

究室で作製）(30)、rabbit anti-collagen type I antibody（1:100; 2150-1410; AbD Serotec）、rabbit 

anti-collagen type III antibody（1:300; ab7778; Abcam）、rat anti-GFP antibody（1:200; 04404-84; 

Nacalai tesque）、rabbit anti-Lgr5 antibody（1:100; ab75732; Abcam）、rabbit anti-tyrosine hydroxylase

（TH）antibody（AB152; Merck Millipore）を使用した。TdT-mediated dUTP nick end labeling

（TUNEL）法は In Situ Apoptosis Detection kit（MK500; TaKaRa）を説明書に従って使用した。

肝組織の自家蛍光は緑または赤の波長域で撮影し、擬似カラーで示した。 

 

組織切片における定量解析  

LacZ、TWEAK、FGF7 を強制発現した肝臓の解析（Figures 11D, 11E, 11J）には、それぞれに

対して 5 匹のマウスを用いた。左葉の真ん中から作製した切片を免疫染色した。Figure 11D 

の解析には、各切片あたり 20 視野以上を撮影した。Ki67 陽性／CK19 陽性細胞の数を数え、

CK19 陽性細胞中の割合を計算した。Figures 11E と 11J では、In Cell Analyzer 2000（GE 

Healthcare）を用いて、切片全体の CK19 陽性領域を撮影し、領域全体の面積および周囲長

の合計を計算した。切片全体の面積も Hoechst 33342 による核染色を元に計算した。 

 

200 µm 厚の切片における三次元画像構築  

共焦点顕微鏡により、60×／1.2 NA 水浸レンズ（UPLSAPO 60XW; Olympus）を用いて撮影

した。次のような設定により撮影した：320 × 320 pixel frame size; 662 nm pixel size; 800-nm 

z-distances between sections; 20 µs/pixel scan speed。蛍光の検出は FV10-ASW（Olympus）とい

うソフトウェアの Bright Z Stack 機能を用いて、焦点の深さによって適切な露光時間などを

設定した。撮影した Z スタック画像は IMARIS（Bitplane）を用いて三次元構築した。明る

さとコントラストは線形的に調整した。Figure 14A の三次元表示には、 Gaussian smoothing
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（0.662 voxel radius）を行なった。解析する区域（region of interest; ROI）は 120 × 120 × 120 pixel 

の大きさで設定した。胆管の枝は、IMARIS に組み込まれている Filament Tracer という機能

により、骨格を抽出した。三次元画像における血管は、組織中の自家蛍光のない部分として

構築した：自家蛍光を三次元画像構築し、反転させ、IMARIS に組み込まれた Surface 機能

を用いて構築した。 

 

200 µm 厚の切片における胆管の枝の方向性の解析  

枝をベクトル集団として解析することで、解析がより単純となり、例えば、枝同士が接続し

ているか否か、小さい突起を枝とするか否かといった細かく複雑な要素の影響が最小限とな

る。それぞれのベクトルは門脈と反対側に向いていると仮定して解析した。門脈のおよそ片

側のみに解析を限定するため決まった大きさの ROI を設定した（上述、および Figure 14C）。 

ここで、パラメーター、Directionality (D) を次のように定義した： 

 

D =

ai
i
∑
ai

i
∑  

ここで、  
ai
は ROI の中の全てのベクトルである。Figure 14D に示すように、枝が接平面上

に均一に拡散する場合、D は 0 となり、枝が完全に一方向に向いている場合、D は 1 とな

る。枝の長さが均一で、向きが三次元的に完全に均一に拡散している場合を、Drandom として

次のように計算した： 

  
Drandom =

sinθ dθ
0

π 2

∫
π 2

≈ 0.64  

ここで、θ は各ベクトルと、ベクトルの総和に垂直な平面との間の角度である（Figure 14E）。

ベクトルの総和は、ベクトルが均一に拡散している場合、接平面に垂直となる。θ は、0 か

ら π/2 の間の値をとり、ベクトルが均一に拡散している場合、この区域に均一に分散してい

るとした。ベクトルの数が多い場合には、ベクトルの長さや向きが均一であるパターンが、

ランダムなパターンに近い値をとると考えられる。 

さらに、以下のような D’ を計算した： 
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D ' =

ai
i
∑

T
 

ここで T は、ROI 中の枝の骨格の長さの合計を IMARIS で計算した値である。すなわち、

パラメーター D において、ベクトルの長さの総和を使用していた部分を、D’ では枝の長さ

の総和に置き換えている。D では、湾曲した枝を直線として近似しているが、D’ では近似

しないため、D’ は D より小さい値となる。D と D’ を CDE モデルと TAA モデルで比較

した結果、両モデルの差は、二つのパラメーターの間で大きく変わらなかった（D’ の値は 

CDE モデルにおいて 0.51 ± 0.02、TAA モデルにおいて 0.81 ± 0.03 であった）。 この結果は、

２つのモデルを比較する際に、枝をベクトルとして近似する影響が少ないことを示している。 

 

切片における二次元的分布の解析  

Figure 13K については、左パネルに示したように各区域を設定し、epithelial cell adhesion 

molecule（EpCAM）陽性領域の密度分布を、画像解析ソフトウェア ImageJ の plot profile に

より解析した。切片中の EpCAM 陽性領域の面積比率も ImageJ により解析し、Figure 13K 

のグラフの Y 軸の値は、合計が切片中の EpCAM 陽性領域の面積比率になるように標準化

した。Figure 15H の X 軸については、Figure 15G のように区域を設定した。障害部位は、

自家蛍光に基づいて ImageJ により推定した。 TAAモデルでは障害部位に自家蛍光の強い粒

子が見られる（Figure 12F）。自家蛍光の粒子に対し、ImageJ では“close,” “open,” “maximum,” 

“Gaussians,” threshold of 105 の処理を行なうことで、粒子の多い領域を認識し、障害部位とし

た。CK19 陽性領域の密度分布は上述の EpCAM 陽性領域と同様に解析した。YFP 陽性の肝

細胞は、面積ではなく、細胞の数の分布を示した。CK19 陽性領域および YFP 陽性の肝細

胞の数の両方について、それぞれ Y 軸の値は、合計が 1 となるように標準化した。 

 

ホールマウント免疫染色  

成体マウスに麻酔をかけ、4°C の Liver Perfusion Medium（LPM; 17701038; Invitrogen）を、

肝臓内の血液が除去されるまで、5 分程度、門脈から灌流した。次に、4°C の 4% PFA 固定

液を 10 分灌流した後、4°C の PBS を 20 分灌流することにより PFA を洗い流した。さら

に、5% メルカプトエタノール（Sigma）／PBS を 30 分還流すると、PFA 固定液により固
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くなっていた肝臓が弾力を持つようになり、膨潤する。その後、PBS を 20 分灌流した後、

肝臓を摘出し、液体窒素を用いて凍結させた。凍結させた肝臓は、免疫染色する前に 0.1% 

Triton X-100 ／ PBS に３時間浸漬した後、フィルムケース内で 1–2 ml の一次抗体反応液に

浸漬し、 3 日ほど震盪した。2 日ほど 0.1% Triton X-100 ／ PBS で洗浄した後、二次抗体

反応液に浸漬し 2 日ほど震盪した。最後に 1 週間ほど 0.1% Triton X-100 ／ PBS で洗浄し

た後、先述したように BABB による透明化を行なった。洗浄や抗体反応は全て 4°C で行な

った。 

 

統計処理  

データは、平均 ± 標準誤差（standard error of the mean; SEM）で示した。Figure 11 では両側

の Student t-test、Figure 15F では片側の Welch’s t-test を行なった。P 値が 0.05 より小さい

場合に、有意な差があるとした。 
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第３章	
 結果  

インクによる胆管樹状構造の可視化  

	
 これまで、肝臓の組織の解析は、組織切片によるものが主流であった。従来の組織切片に

よる観察では、胆管は胆管上皮細胞からなる管腔組織として観察され、門脈に隣接している

（Figure 5A）。胆管は門脈とともに肝内に張り巡らされているため、門脈と同様の樹状構造を

とっている。これまで、この胆管の樹状構造を観察するための方法としては、胆管に樹脂を

流し込み、固まった樹脂を観察する方法や、胆管に排出される造影剤を用いた胆管造影など

があった(31, 32)。しかしながら、これらの方法では胆管の細かい枝を含めた詳細な構造をとら

えることは出来ていなかった。そこで本研究では、マウスの胆管の三次元的な樹状構造を観

察するための新規可視化法を開発した。 

	
 肝外の総胆管（Figure 1A）から逆行性にインクを注入することで肝内の胆管の樹状構造を

インクで標識し、肝臓を摘出した後、組織中の水分を脂質やタンパク質に近い屈折率を持つ 

BABB に置き換えることで組織内の光の乱反射を軽減し、肝組織を視覚的に透明化した。こ

の簡便な方法により、マウス成体の胆管の樹状構造を肝臓全体で可視化することに成功した

（Figure 5B–5E）。これにより、胆管の詳細な三次元的構造が初めて示された（Figure 5F）。正

常肝において胆管には、門脈におよそ 1 : 1 の割合で並走する太い管と、門脈周囲を網状に

取り囲んでいる細い管が存在することが明らかとなった。インクを胆管に注入した肝臓の組

織切片において、胆管上皮細胞マーカー cytokeratin 19（CK19）に対して免疫染色を行なった

結果、インクと CK19 の分布は完全に一致していた（Figures 5G, 5H）。この結果は、インク

の流路により観察される管の構造が、胆管上皮細胞からなる上皮管腔構造を反映しているこ

とを示している。 

 

LPC の出現／拡散は胆管樹状構造のリモデリングを反映している  

	
 次に、インクの注入により、LPC と胆管との接続の有無を検討した（Figure 6A）。LPC を

誘導する典型的な肝障害モデルである DDC モデル（DDC という肝毒素を食餌投与）にお

いて、胆管へのインク注入後に組織切片を作製し CK19 に対する免疫染色を行なった。その

結果、ほとんど全ての CK19 陽性細胞がインクを囲むように局在していた（Figures 6B, 6C）。
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この結果は、CK19 陽性の LPC が総胆管から連続した脈管構造を形成していることを示し

ている。インクは逆行性に圧力をかけて注入しているため、このような脈管構造は、実際に

胆汁を排出する管腔構造を反映しているかは不明であるが、インクの粒子を通す一定の連続

した間隙を有すると考えられる。一方で、インクが共に観察されない CK19 陽性細胞も稀に

観察されるが、このような細胞が観察される要因としては、いくつかの可能性がある。まず、

インクは細胞そのものを標識するのではなく、細胞から形成される流路を流れるため、細胞

とインクは隣接するものの完全には一致しない。このため、組織の断面を観察する切片にお

いて、流路を形成する細胞の断面のみが観察され、流路の中のインクが断面に含まれないと

いうことは、一定の確立で起こると考えられる。また、注入したインクの量が不十分で、部

分的にインクが充填されない脈管が生じる可能性もある。別の可能性としては、一部の少数

細胞が胆管の脈管構造から離れるように、組織に浸潤していることや、脈管構造から離れた

位置に存在した肝細胞などから CK19 陽性細胞に分化転換しているといったことが考えられ

る。ただし、インクが共に存在しない細胞は、インクが共に存在する細胞集団の近くにのみ

分布することから、浸潤や分化転換といった反応が起こっていたとしても、脈管構造を形成

する LPCのごく近傍に限局されることが示唆された。 

	
 さらに、他の様々な慢性的肝障害モデルについても検討したところ、組織切片上で明確な

管腔構造の認められないものも含め、同様に、ほとんど全ての LPC がインクと隣接して存在

し、元から存在する胆管に接続されていることが明らかとなった（Figure 7）。また、中心静

脈周囲まで分布する LPCにもインクは隣接して存在していた（Figure 7D）。 

	
 次に、インクによる新規可視化法を利用し、DDCモデルにおける胆管の樹状構造を三次元

的レベルで観察した。その結果、胆管の樹状構造が大きく変化しており、実質域へと枝を広

げた構造をとっていることが明らかとなった（Figure 8）。さらに時系列を追って観察したと

ころ、DDC 食餌投与により障害を与え続けている間、LPCは常に胆管に接続されており、胆

管の構造は連続的に変化していくことが明らかとなった（Figure 9）。これらの観察を裏付け

るため、200 µm の厚みのある組織切片を用いて、免疫染色により胆管の樹状構造の一部を三

次元的に解析する手法を確立し、胆管の枝から分離された CK19 陽性細胞が存在しないこと

を観察した（Figure 10）。すなわち、全ての LPC が胆管から連続した構造物を形成している



 23 

ことが、三次元的な免疫染色によって確認された。これらの結果を総合的に勘案すると、胆

管の構造変化において、細胞が胆管の枝から離れて組織に浸潤する可能性や離れた位置の肝

細胞から CK19 陽性細胞に分化転換するといった可能性は、完全には否定されないものの、

主要なメカニズムではないと考えられる。以上のことから、組織切片を用いた二次元的な組

織学において、実質域に出現・浸潤した特殊な細胞として定義されてきた LPC は、実体と

しては胆管の組織構造のリモデリングの結果を反映していることが、三次元的な観測により

示された。 

 

肝障害時に働くシグナルの胆管のリモデリングに対する効果  

	
 これまでに、LPC の制御に重要であるシグナルがいくつか報告されている(18-20, 33-37)。これ

らのシグナルは障害に応答して惹起または増強され、LPC を誘導／増幅することで再生に寄

与すると考えられている。なかでも、FGF7 と  tumor necrosis factor-like weak inducer of 

apoptosis（TWEAK）は、障害のない正常肝においても、強制発現するとそれぞれ単独で LPC 

のような細胞群を誘導することが出来る(18, 20)。本研究では LPC の出現が胆管の構造変化を

反映していることを示してきたため、これらのシグナルは、障害に対する再生応答として、

胆管の構造変化を誘導・制御している可能性が考えられる。しかしながら、FGF7 や TWEAK 

が胆管組織に与える影響は不明である。 

	
 そこで、FGF7 や TWEAK を HTVi 法により肝細胞に強制発現させ、胆管組織に与える

効果を解析した。HTVi 法は、大量の溶媒とともに発現プラスミドをマウスの尾静脈から短

時間で注入することにより、圧力によって肝細胞に遺伝子を導入する方法である(28)。FGF7 や 

TWEAK は分泌因子であるため、肝細胞に強制発現させると肝臓組織中へ拡散し、胆管に作

用できると考えられる。強制発現の結果、コントロールの LacZ 強制発現に比べ、どちらの

因子も、CK19 陽性細胞を増殖させ、組織切片中の  CK19 陽性領域の割合を増加させた

（Figures 11A–11E）。すなわち、過去の報告(18, 20)において LPC の誘導といわれた現象と同様

の結果が得られた。次に、インクによる三次元的な観察を行なった結果、TWEAK を強制発

現させた肝臓では、正常肝と比べても胆管の脈管構造に大きな変化は見られなかったのに対

し、FGF7を強制発現させた肝臓では胆管の枝の密度が高くなっており、枝が実質域へ浸潤し
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ていることが明らかとなった（Figures 11F, 11G）。さらに、インク注入後の切片においてイン

クと CK19 の免疫染色が一致していることから（Figures 11H, 11I）、FGF7 には、胆管を管と

しての構造を保ったまま分岐させる効果があると考えられる。 

	
 三次元的な解析における TWEAK と FGF7 の効果の違いは、組織切片における解析にお

いて、TWEAK と FGF7 がどちらも同じ程度に CK19 陽性の領域を増加させていたこと

（Figure 11E）とは一見、相反する結果である。そこでこれらの因子の効果について、組織切

片において、CK19 陽性領域の面積だけでなく、領域のパターンに対する影響を解析した。

ここで、領域パターンを解析するパラメーターとして、領域の(周囲長)２／面積 の値を計算

した。相似的なパターンの変化では(周囲長)２は面積に比例して変化するため、(周囲長)２／面

積 の値は変化しない。一方、この値はパターンがより複雑で散乱している場合に大きくなる

と考えられる（Figure 11J、模式図）。(周囲長)２と面積の比率を示す同様のパラメーターは、

様々な対象の形状の解析に利用されており、対象としては例えば細胞や核、傷害、ナノワイ

ヤが挙げられる(38-41)。切片全体における CK19 陽性領域に対して、(周囲長)２／面積 の値を

計算した結果、LacZ と TWEAK をそれぞれ強制発現した肝臓の間に有意な差は認められな

かったが、FGF7 を強制発現した肝臓において有意に値が大きかった（Figure 11J）。この結果

は、FGF7 が CK19 陽性領域のパターン変化を誘導していることを示しており、胆管の分岐

構造の誘導・増大により、領域パターンの複雑さを増加させていると考えられる。一方で、

TWEAK による CK19 陽性領域の拡大は相似的な変化に近い可能性を示唆している。 

	
 以上から、FGF7 と TWEAK は、ともに同程度の CK19 陽性領域の増大を誘導するが、

その増大の様式に有意な差があり、これは三次元的な構造の差を反映していると考えられる。

FGF7 には TWEAK と異なり、胆管の分岐構造を顕著に変化させる効果があることが示唆さ

れた。 

 

異なる種類の肝障害に応じた、胆管の多様な構造変化  

	
 肝臓は、生体内での代謝や解毒作用を担う中心器官であり、様々な種類の薬物や代謝異常

により、多様な障害を受ける(1)（Figure 12）。いくつかの障害モデルが、LPC が誘導されるモ

デルとして研究されているが、近年、異なる障害モデルでは LPC の性質も異なることが報
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告されている(10, 42)。そこで、LPC が誘導される様々な障害モデルにおいて胆管樹状構造の動

態を比較したところ、障害モデルごとに、胆管の構造変化の様態が大きく異なることを見い

だした（Figures 13A–13H）。興味深いことに、これらの構造はそれぞれの障害パターンに応じ

た形態を示していると考えられた。ここで用いた障害モデルは、単純化すると大きく 2 パタ

ーンに分けることが出来る。これは肝細胞の機能の多様性によるもので、特に門脈周囲と中

心静脈周囲では、肝細胞の代謝や解毒における役割が異なるため、薬物の種類などによって、

門脈周囲に障害が引き起こされる場合と、中心静脈周囲に引き起こされる場合がある（Figure 

12）。門脈周囲から引き起こされる障害モデルである DDC モデルや CDE モデルでは、胆管

の枝は門脈周囲で著しく分岐することが観察された（Figures 13A–13D, 13I）。一方、障害部位

が中心静脈周囲に限定される CCl4 モデルや TAA モデルでは、胆管の枝は比較的直線的に

障害部位の方へと伸長した構造を示していた（Figures 13E–13H, 13J）。そこで、組織切片にお

ける LPC の分布に着目し、胆管上皮細胞マーカー epithelial cell adhesion molecule（EpCAM）

陽性領域の門脈‒中心静脈間の分布を定量した。その結果、TAA モデルでは、分布が中心静

脈側まで伸展しているのに対し、CDE モデルでは、門脈周囲で密度が高くなっていることが

確認された（Figure 13K）。すなわち、胆管の枝は、障害部位において密度が高くなる分布を

とっていると考えられる。 

	
 インクによる三次元的観察により、障害パターンに応じて異なる胆管の構造において、形

成された枝の「方向性」が主要な違いであると考えられた。そこで、肝障害時に構造変化し

た胆管の枝の三次元的な方向性を解析するため、200 µm 厚の組織切片の免疫染色による部分

的な三次元画像構築を用いて定量解析を行なった。まず、共焦点顕微鏡により三次元画像構

築した胆管の枝の骨格を解析ソフトにより抽出し、これをベクトルの集合体として解析した

（Figure 14A–14C）。これに対し、Figure14D に示すように定義した directionality (D) を、方

向性を解析するパラメーターとして計算した。枝が門脈の接平面上のみに均一に拡散した場

合、すなわち門脈から実質域に向かって全く進行せずに拡散した場合、D は 0 となり、枝

が門脈から離れて全て一方向に直進した場合、D は 1 となる。また、例えば、枝が均一の

長さで三次元空間をランダムに拡散した場合、D の理論値はおよそ  0.64 と計算された

（Figures 14D, 14E、材料と方法）。このパラメーター D を、異なる障害モデルの典型として、
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TAA モデルと CDE モデルにおいて広がった胆管の枝に対して計算した。その結果、TAA モ

デルでは強い方向性を示し、CDE モデルではほぼランダムに近い値を示すことが明らかとな

った（Figure 14F）。また、材料と方法に示すように D’ を計算し、枝をベクトルとして近似

することが、この解析にほとんど影響しないことを確認した。組織切片における LPC の分

布の解析と合わせ、これらの結果は、リモデリングにより生じた胆管の枝の方向性が、障害

のパターンに応じて顕著に変化することを示している（Figures 13I, 13J）。 

 

肝前駆細胞のソースあるいはニッチとしての胆管の構造変化  

	
 従来、胆管または LPC は肝前駆細胞を含むといわれ、肝再生に寄与することが報告され

てきた(9-11, 43, 44)。これらの知見を、本研究のこれまでの結果と統合すると、障害に応答して拡

張した胆管の枝は、障害部位付近において、肝前駆細胞のニッチあるいはソースとして働き、

新しい肝細胞を供給する役割をもつことが考えられる（Figure 15A）。 

	
 この仮説を検証するため、胆管／LPC に発現していることが知られる CD133（Prominin1, 

Prom1）(14, 45) を利用して細胞系譜解析を行ない、障害部位へ胆管の枝が伸びる肝障害モデル

において、障害部位付近における新しい肝細胞の供給が起こるかを解析した。CD133 陽性細

胞が肝前駆細胞を含むことは in vitro の実験により報告されてきたが、in vivo において 

CD133 を用いた細胞系譜解析はなされていなかった。特に、障害部位へ胆管の枝が伸びる 

TAA モデル障害肝において、肝前駆細胞が肝細胞へと分化することによる肝再生への寄与の

有無は不明であった。Prom1 promoter-CreERT2 ノックインマウスと R26R-YFP レポーターマ

ウスを交配し、タモキシフェン投与により、TAA モデルにおいて障害部位へ枝が伸長した状

態の胆管／LPC にパルス標識を誘導した（Figures 15B, 15C）。3 日後、YFP 陽性細胞は CK19 

陽性細胞中にのみ観察され、肝細胞や他の細胞には見られなかった（Figure 15D）。この状態

から、TAA の投与を中止し、肝再生の期間を設けた（Figure 15C）。過去の研究では、このよ

うな期間において肝前駆細胞から肝細胞への分化が促進されることが報告されている(11)。こ

の期間の後、障害部位の周囲に有意な数の  YFP 陽性の肝細胞が観察された（Figures 

15E–15H）。これらの肝細胞は、伸びた胆管の枝から局所的に生じたと考えられる（Figure 15A）。 

	
 また、最近、肝障害時に活性化した肝前駆細胞のマーカーとして  leucine-rich 
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repeat-containing G-protein coupled receptor 5（Lgr5）が報告されたため(43)、TAA モデルおよび 

CDE モデルにおいて、Lgr5 陽性／CK19 陽性細胞の分布を観察した。その結果、TAA モデ

ルでは伸びた枝の障害部位に近い部分に観察された（Figure 16A）。一方、CDE モデルでは拡

張した胆管中に比較的均一に散在していた（Figure 16B）。CDE モデルでは、障害部位の中で

胆管のネットワークが広がっているため、ネットワーク内での障害部位との関係に偏りが少

ないためと思われる。 

	
 以上のことから、胆管が構造変化することで、肝前駆細胞が障害部位に効率的に配置され

再生が促進されている可能性が考えられる（Figure 15A）。 

 

マウス成体肝臓に対するホールマウント免疫染色法の確立  

	
 ここまでに、インクによるマクロなスケールでの胆管の解析と、200 µm 切片による小スケ

ールでの三次元的な免疫染色による解析を行なうことで、従来の組織切片を用いた２次元的

な解析では明らかにされることのなかったダイナミックな胆管組織構造の変化を初めて捉え

ることに成功した。このようなマクロスコピックかつ３次元的な組織構造解析手法は、胆管

のみならず、肝臓の他の組織、さらには他の固形臓器・組織の解析においてもきわめて有効

だと考えられる。そこで、汎用性のある、マクロな臓器レベルでの免疫染色による解析法と

して、マウス肝臓のホールマウント免疫染色法の確立を行った。 

	
 肝組織は主に、上皮細胞である肝細胞からなるため、肝臓全体に上皮バリアが張り巡らさ

れた状態であるといえる。肝臓に対するホールマウント染色は、胎児の肝臓では可能である

が、上皮バリアが成熟していると考えられる成体の臓器レベルにおいては報告がなく、困難

であると考えられた。組織に対する抗体の浸透性が主要な問題点であると考えられる。電気

泳動により浸透させる方法や、灌流により直接抗体を流し込む方法が、他の組織で報告され

ているが(46, 47)、肝臓に適用された例はなく、また、これらには特殊な装置や大量の抗体が必

要とされる。そこで本研究では、まず先に灌流により組織の透化処理を行ない、その後は、

臓器を抗体の液に浸けるのみで、自然な浸透により反応させた。 

	
 肝臓を灌流により透化処理した後、CK19 に対する免疫染色を行なったところ、臓器の全

体で胆管の樹状構造を高いシグナル／ノイズ比で染色することに成功した（Figure 17; 肝臓は
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分葉構造をとるため、そのうち最も大きい葉である左葉を示した）。胆管の構造が、インクに

より可視化されたものと同様に観察されたことは、この手法による大きな組織の変性がない

ことを示唆している。透化処理の方法としては、メタノールや界面活性剤による処理では良

い結果が得られなかった。メルカプトエタノールを用いることで肝臓全体における高いシグ

ナル／ノイズ比での染色が可能となった。 

	
 この手法が胆管以外の組織に対しても適用可能なことを示すために、交感神経の染色を試

みた（Figure 18）。交感神経も、胆管と同様に肝臓内での詳細な形態は不明であったが、今回

確立したホールマウント染色法によりその３次元構築が初めて明らかとなった。交感神経は

門脈の周囲において、神経叢と考えられるネットワークを形成していたが、まばらに実質域

へ進入している神経線維が観察された。 
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第４章	
 考察  

新規可視化法による肝組織の解析  

	
 本研究では、胆管組織を解析するため、複数の手法を確立した：すなわち、インクの注入

と組織の透明化による胆管樹状構造の可視化、インク注入後の組織切片における免疫染色に

よる脈管としての接続の解析、および、200 µm 切片における免疫染色による部分的な三次元

画像構築、である。これらの手法を組み合わせることで、マウス正常肝における胆管樹状構

造の詳細な三次元的構造を初めて明らかとし、さらに、これまで知られていなかった肝障害

に対する胆管の大きな構造変化を見いだした。 

	
 正常肝の組織切片において、門脈周囲に明確な管腔構造を示さない胆管上皮細胞も観察さ

れるが（Figure 5A、矢頭）、これらの存在や実体は深く追求されてこなかった。これらは、本

研究の三次元的観察により同定された、門脈周囲に網状に張り巡らされた微細な胆管に対応

していると推察される（Figure 5F）。この構造は、門脈に並走する太い胆管の管と明白に区別

されるものであり、門脈の分岐とは別次元の細かい分岐構造を有している。胆管の不均質で

複雑な構造は、胆管上皮細胞およびその周囲の肝細胞に遺伝子発現プロファイルの多様性が

あるという報告(48)と関連している可能性がある。樹脂や造影剤を用いた手法も含め(31, 32)、こ

れまでの解析法では解像度が低く、胆管の 2 種類の構造を区別することが出来なかった。そ

のため、古典的な組織学においては、門脈に並走する太い胆管のみが着目され、細かい分岐

構造は観察されてこなかった。インクによる可視化法は、複雑な胆管の樹状構造の詳細を簡

便に解析することを可能にする。 

	
 インクによる可視化法と 200 µm 厚の組織切片による部分的な三次元画像構築は相互補完

的である。前者は臓器レベルで胆管のマクロな樹状構造を詳細に可視化することができるが、

定量的な解析には適していない。一方、後者は小スケールの解析で、胆管樹状構造の一部の

枝を定量的に解析することが出来る。加えて、前者は脈管としての胆管の流路を可視化して

いるのに対し、後者は上皮細胞からなる組織構造を、そこに発現するマーカー分子に対する

免疫染色により可視化している。こういった異なるアプローチを組み合わせることで、胆管

の形態や動態に関する様々な側面を明らかにすることが出来ると考えられる。 

	
 さらに、本研究では成体肝臓におけるホールマウント免疫染色法を確立した。インクによ
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る可視化法は最短で 2 日で完了するのに対し、この手法は 2–3 週間を要するが、臓器レベ

ルのマクロな組織構造を解析可能であり、さらに胆管以外の組織も解析可能である。この手

法により、神経繊維の形態も明らかとなった（Figure 18）。まばらに、実質域へ進入する繊維

が観察されたが、この頻度は低く、胆管や肝細胞索の繰り返し構造よりもかなり低い密度で

観察された。すなわち、門脈や胆管、肝細胞の組織構造だけでは一見、一様に思われる構造

単位であっても、神経繊維の存在する部分とそうでない部分が存在している。これらの神経

繊維の末端に特殊な細胞が存在する可能性も考えられる。また今後は、胆管や神経、血管、

間葉系細胞集団、肝細胞索を含む三次元的組織構造について、形態だけでなく遺伝子発現プ

ロファイルによる組織の不均一性の解明も期待される。例えば、胆管は樹状構造のうち、肝

門部（血管が肝臓に入ってくる部位）付近の一部にのみ、特殊な遺伝子発現パターンを示す

細胞集団が存在することが報告されている(49)。こういった不均一性の全体像を捉えるには、

ホールマウントによる、マクロなスケールでの遺伝子発現パターンの解析が必要である。ま

た、TAA モデル障害肝においては、胆管が障害部位へ伸びることを明らかにしてきたが、神

経繊維も中心静脈周囲の障害部位へ到達している様子を組織切片において観察しており

（Figure 19）、このときの胆管と神経の関係についての三次元的解析も今後の課題である。神

経は、グリコーゲンの合成や分解といった代謝機能の制御だけでなく、再生や免疫反応とも

関与する可能性がある(50-54)。長期間に及ぶ TAA の投与は、障害部位の肝繊維化から肝癌へ

とつながるが(55, 56)、最近、精巣においては末梢神経と癌の増悪化の関係が報告されており(57)、

胆管増生と神経については、炎症や再生、繊維化、肝癌との関連の有無も興味深い。 

 

肝障害に応答した胆管樹状構造のリモデリング  

	
 障害肝において、LPC は実質域に存在し、特殊な形態を示すことから、胆管上皮細胞とは

関連してはいるものの、異なる細胞集団であると解釈されてきた(13, 58)。本研究により、LPC は

胆管上皮細胞とともに連続した脈管構造を形成しており、両者は三次元的な組織学レベルで

は区別されないものであるということが明らかとなった。一方、これらの連続した細胞集団

の中には、コロニー形成能や分化能といった機能面において、異なる細胞集団が存在してい

ると考えられ、そういった細胞の機能面と組織構造との関連も興味深い。また、障害に応答

して拡張した胆管は全て元から存在した胆管上皮細胞から由来するとは限らない。理論的に
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は、胆管に隣接する細胞が連続的に次々と胆管の細胞に変化する可能性がある。すなわち、

胆管上皮細胞の増殖に加え、ヘリング管の部分に存在する幹細胞のような細胞が増殖・分化

する可能性や、肝細胞が分化転換する可能性が考えられる。近年、肝障害の種類によっては

肝細胞が胆管上皮細胞マーカー陽性の細胞に分化転換／脱分化し、LPC の集団に寄与すると

いう報告もなされている(59-61)。なお、本研究により、胆管が連続した構造物として変化する

ことが明らかとなったため、肝細胞から胆管上皮細胞マーカー陽性の細胞への分化転換とい

った反応も胆管に隣接した部位に限定されることが示された。これに関して、胆管に隣接し

て存在する肝細胞だけが、胆管上皮細胞様に分化転換することのできる特殊な能力をもつ細

胞であるという可能性や、胆管やヘリング管の部分においてのみ、肝細胞の分化転換を誘導

するようなシグナルが働く可能性が考えられる。 

	
 本研究では新規可視化法により、FGF7 と TWEAK が胆管上皮に対して異なる作用をもつ

ことを明らかにした。FGF7 は胆管の分岐を誘導することが示唆された。FGF ファミリーの

分子は、様々な組織の発生において、形態形成を制御することが知られている(62)。中でも

FGF10 は、FGF7 と共通の受容体である FGFR2b に結合するが、肺の発生において、分岐構

造の形成に働くことが報告されている(63)。また、FGF7 と FGF10 は涙腺や顎下腺の分岐形

成を誘導する際に、標的組織の細胞表面に存在するヘパラン硫酸プロテオグリカンへの結合

性の違いにより、組織に対して異なる濃度勾配のパターンで作用することで、異なる分岐パ

ターンを誘導することが報告されている(64)。このように、FGF7 は組織に結合する濃度勾配

のパターンにより形態形成を制御する可能性がある。一方で、FGF7 または TWEAK を強制

発現させた肝臓において、胆管の細胞を観察すると、FGF7 強制発現においてのみ、仮足を

伸ばしたような形態を示す細胞が多数観察されることから、これらの因子の作用の違いは、

組織に作用する濃度勾配の違いによるものではなく、例えば、細胞骨格などの制御の違いに

よることも考えられる。すなわち、細胞内シグナルのレベルで異なる作用を及ぼす可能性が

ある。FGF7 や TWEAK が胆管上皮細胞に作用するときの細胞内のシグナル経路は未だ不明

であり、更なる解析が必要である。特に TWEAK は、作用する細胞種や組織の環境によって、

アポトーシス・分化・細胞増殖の誘導など多様な働きを示すことが知られており、nuclear factor 

κB (NF-κB) や mitogen-activated protein kinase (MAPK)、extracellular signal-regulated kinase、
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c-Jun N-terminal kinase (JNK)、phosphoinositide 3-kinase/AKT といった複数の経路に関与するこ

とが報告されている(65)。本研究において、TWEAK は胆管上皮細胞に対しては増殖に働くこ

とが確認されたが、さらに他の作用を及ぼしていることも考えられる。FGF シグナルは、

MAPK や AKT、signal transducer and activator of transcription (STAT)、phospholipase Cγ (PLC

γ)、JNK といった経路に関与することが知られているため(66)、TWEAK と FGF7 は一部共

通する経路を活性化する可能性と、異なる経路を活性化する可能性がある。また、TWEAK の

受容体である fibroblast growth factor-inducible 14 (Fn14) は、Epidermal growth factor (EGF) や 

FGF1、FGF2、Interferon-γ、Interleukin-1β を含めた多数の因子により発現が誘導されることが

報告されている(65)。このことから、FGF7 が Fn14 の発現上昇を誘導する可能性も考えられ

たが、当研究室の先行研究 (高瀬ら、未発表) では、FGF7 を強制発現させた肝臓において、

Fn14 の発現上昇は認められなかった。TWEAK と FGF7 が異なる作用を示す機構と、肝障

害時の両者の相互関係の解明は今後の課題である。また、各種障害モデルの間における、こ

れらの因子の働き方の差異の有無も興味深い。 

	
 肝臓は障害に応答し、異なる効果をもつ複数のシグナル経路を活性化し、組み合わせるこ

とで、胆管樹状構造の顕著なリモデリングを誘導することが考えられる。今後、胆管の構造

変化における細胞動態やそのメカニズムについて、細胞の増殖や移動性だけでなく、分岐形

成や分裂軸の方向決定といった形態形成に関する側面にも着目していく必要があると思われ

る。また将来的に、本研究のような固定された時点におけるマクロな三次元的解析に加え、

ライブイメージングによる細胞レベルの経時解析などを組み合わせることで、胆管の動的な

リモデリング過程が明かされることを期待している。 

	
 組織切片上で観察される胆管増生は無秩序に見えるが、本研究の新規可視化法は、この反

応の三次元的な特徴を捉えることを可能にした。これにより、増生した胆管の枝は、障害部

位での密度が高くなるような指向性をもった構造をとることが明らかとなった（Figures 13I, 

13J）。障害の種類に応じた胆管のリモデリングは、肝臓の適応的応答と考えられ、いくつか

の生理的意義が考えられる。胆管の主要な役割は胆汁の排出であるため、胆汁鬱滞を伴うよ

うな肝障害では、増生した胆管は実質域からの胆汁の排出を促している可能性がある。また、

胆汁は界面活性剤であるため、疎水性の薬物や、障害時に生じる老廃物を排出し、組織への



 52 

更なるダメージを軽減している可能性も考えられる。さらに、これまで LPC や胆管は、肝

前駆細胞を含むといわれてきた。本研究では、障害部位付近において、LPC の一部からの肝

細胞の供給を確認した。組織幹細胞のソースあるいはニッチとしては、小腸の陰窩がよく知

られる(67)。胆管において、活性化した肝前駆細胞のマーカーとして報告された Lgr5 は、小

腸の陰窩に存在する幹細胞のマーカーとして知られており、総胆管は小腸の陰窩と接続され

ていることから、肝臓における胆管と、小腸における陰窩の類似性が提唱されている(43, 44)

（Figure 20）。このような知見と本研究の結果から、肝臓は障害に応じて、肝前駆細胞のソー

スあるいはニッチである胆管の構造を変化させることで、障害部位付近における効率的な肝

前駆細胞による再生を促しているというモデルが考えられる（Figure 15A）。 

	
 肝障害の程度がさほど重篤でない場合には、障害を受けなかった肝細胞による代償性の再

生が十分に起こるため、肝前駆細胞による再生が僅かしか起こらないと考えられる(16, 68, 69)。

一方、より重篤な肝障害モデルでは、胆管細胞／肝前駆細胞からの顕著な寄与が報告されて

おり(16, 69, 70)、その寄与の程度は障害の重篤度に相関することが指摘されている。これらの点

で、肝前駆細胞による再生が、局所的に障害がより重篤化した部分でのみ重要となる可能性

が考えられ、胆管の構造変化はこういった部分への肝前駆細胞の配置につながる可能性があ

る（Figure 15A）。 

	
 本研究により、肝臓は障害の強さや部位・パターンに応じて胆管の構造を劇的に変化させ

ることが明らかとなった。胆管は典型的な上皮管腔組織であるが、このような組織が発生だ

けでなく成体においても、環境に応じて顕著な形態変化を起こすといったことは、他に例が

ない。乳腺は成体においても、ホルモンにより成長が促されるが、これは時期も限定されて

おり形態も決まっていると思われる。胆管組織は、上皮組織としては特殊な可塑性を有して

おり、このような組織構造の可塑性が、多様なストレス環境に対する肝臓の強い再生能力の

基盤となっていると考えられる。本研究の成果は、多様なストレス環境に対する組織応答の

理解を進展させるものである。
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第５章	
 結論  

	
 本研究では新規解析手法として、①胆管の脈管構造をインクで標識し、三次元的に観察す

る方法、②標識したインクを切片において免疫染色と組み合わせて観察する方法、③厚みの

ある組織片または④ホールマウントでの免疫染色による三次元的解析、を確立した。これら

の手法により、マウスの正常肝および障害肝の詳細な胆管の構造を初めて明らかにした。肝

障害時には、胆管三次元組織構造が大きくリモデリングすることが分かった。また、肝臓が

障害に応答して増強させるシグナルである FGF7 と TWEAK が、胆管の構造変化に対して

異なる作用を持つことが明らかとなった。さらに、異なる障害モデル肝臓では、胆管の構造

変化の形態が大きく異なることを見いだした。この違いとして、胆管の枝の方向性が異なる

ことを示した。これにより、障害部位における胆管の枝の密度が高くなっていると考えられ

る。また、構造変化した胆管の機能の一つとして、障害部位付近に伸びた胆管の枝から LPC 

由来の肝細胞が生じることを観測した。肝臓は多様な障害に応じて、胆管三次元組織構造を

変化させることで、高い再生能力を得ていると考えられる。 
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