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サンドイッチ培養を用いずに
毛細胆管の形成・維持が可能な培地

毛細胆管、胆汁酸排泄トランスポーター、サンドイッチ培養

渡邊 輝彦
関東化学株式会社 技術・開発本部 生命科学研究所 研究員
Researcher, 
Life Science Laboratory, Technology and Development Division, 
Kanto Chemical Co., Inc.

Teruhiko Watanabe 福田 翼
関東化学株式会社 技術・開発本部 生命科学研究所 研究員
Researcher, 
Life Science Laboratory, Technology and Development Division, 
Kanto Chemical Co., Inc.

Tsubasa Fukuda

01 はじめに

新薬開発における非臨床試験では、主に実験動物を用いた薬
物の安全性予測が行われる。しかしながら、非臨床試験で安全と
判断された薬物であっても、実験動物とヒトとの種差が要因で、
その後予期せぬ副作用が判明する場合があり、開発や販売が中
止に追い込まれることも少なくない。また近年、動物実験代替法
を推奨する動きが国際的に加速していることもあり1)、ヒト細胞を
用いたin vitro評価系が強く求められている。
本稿では、in vitro評価系の中でも、胆汁排泄・胆汁うっ滞評価

に焦点を当て、肝細胞を用いた毛細胆管の形成方法について概
説する。加えて、従来の手法よりも効果的かつ簡便に毛細胆管を
形成・維持することを可能にした当社開発培地（Bile Canaliculi-
Extending Medium：BCEM）について紹介する。

02 In vitroにおける毛細胆管形成方法

毛細胆管は肝細胞間に形成される微小な管腔であり、ここに肝
細胞で生成された胆汁と投与された一部の薬物が排泄される。
この排泄機構は、Bile Salt Export Pump（BSEP）やMultidrug 
Resistance-associated Protein 2（MRP2）といった胆汁酸排
泄トランスポーターが担う。これらのトランスポーターの機能が
薬物によって阻害されると、胆汁中に多く含まれる胆汁酸が肝
細胞内に蓄積し、胆汁うっ滞型の薬物性肝障害（Drug-Induced 
Liver Injury：DILI）を引き起こすと報告されている2)。例えば、トロ
グリタゾンはDILIが原因で販売中止となった薬物であるが、その
要因としてBSEPの阻害に伴う胆汁うっ滞の可能性が示唆されて

いる3)。DILIを回避するために、このようなトランスポーターの機
能に対する薬物の影響を非臨床試験の段階で評価することが重
要であると考えられている。しかし、ラットなどの動物実験を用い
た胆汁排泄・胆汁うっ滞試験では、胆汁酸排泄トランスポーター
の機能や胆汁酸の組成がヒトと異なるため4)、その予測精度は低
い。そのため、より生体に類似した機能を示すヒト細胞を用いた
in vitro評価系に期待が寄せられている。　In vitro評価におい
ては、手術の残余検体から単離される初代ヒト肝細胞（Primary 
Human Hepatocyte：PHH）がゴールデンスタンダードとして用
いられている。しかしながら、PHHは組織からの単離時に細胞の
極性が失われており、通常の培養法では細胞極性が回復せず脱
分化が進行するため、毛細胆管が形成されることはなく、胆汁排
泄・胆汁うっ滞の評価には適していない5)。これを解決する手法と
して、PHHをコラーゲンなどの細胞外マトリックス（Extracellular 
matrix：ECM）により挟み込んで培養するサンドイッチ培養法
が報告されている6)。コラーゲン以外にも、Engelbreth-Holm-
Swanマウス肉腫から抽出されたECM成分が豊富に含まれるマ
トリゲルを用いた報告もある7)。サンドイッチ培養法は、肝細胞の
脱分化を抑制する効果があり、通常の培養法よりも細胞極性の回
復にも寄与することから、毛細胆管を形成させる手法として一般
化している8)。しかしながら、胆汁排泄・胆汁うっ滞試験での実用化
を想定した際に、サンドイッチ培養法には下記①～④の解決すべ
き課題が残っている。①重層するECMへの被験薬の吸着9)、②動
物由来ECMのロット間差10)、③形成された毛細胆管腔の容積不足
（短い、細い）11)、④PHHの機能低下12, 13)。これらの課題により、胆
汁排泄・胆汁うっ滞試験で取得したデータの信頼性に影響を及ぼ
すことが懸念されている。
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03 BCEM
（Bile Canaliculi-Extending Medium）の性能

我々は上記①～④の課題を解決するために、細胞接着およ
び毛細胆管形成に優れた培地（BCEM 1st）と、毛細胆管や肝機
能の長期維持に優れた培地（BCEM 2nd）を開発した。以降は、
BCEMの性能について紹介する。

3.1 BCEM 1stの性能
接着型PHH（ヒト付着可能肝細胞、BioIVT社）を市販の細胞融

解用培地により融解し、BCEM 1stまたは市販の播種用培地で懸
濁した。I型コラーゲンをコートした24wellプレートに懸濁した細
胞を3.3×105 cells/wellで播種し、37℃、5%CO2条件下で2時
間インキュベートした後、顕微鏡観察を行った。その結果、BCEM 
1st を用いた条件では市販培地を用いた条件と比較して、多くの
細胞が接着・伸展している様子が認められた（図1）。一般的には、
PHHが培養容器に接着・伸展するまで4時間程度は必要である
が、BCEM 1stに懸濁して播種することで早期に接着することが
示唆された。さらに、BCEM 1stを用いて4日目まで培養し、免疫
組織染色を実施した結果、市販培地に比べて多数のMRP2の発
現が認められた（図2）。このことから、BCEM 1stは毛細胆管の
形成を促進することが示唆された。これは、BCEM 1st によって
PHHが培養容器に早期接着することにより、解凍直後から起こる
脱分化が最小限に抑えられ、失われた細胞極性が早期に回復した
ことで起きた現象だと考えている。

3.2 BCEM 2ndの性能
接着型PHHをBCEM 1stに懸濁し、I型コラーゲンをコートした

96wellプレートに1×105 cells/wellで播種し、播種4時間後、1
日後、2日後にBCEM 1stで培地交換を行った。培養3日目以降
はBCEM 2ndを使用して培地交換を行い、21日目までECMを
重層せずに培養した（BCEM条件）（図3）。また、対照として、市販
培地を用いたマトリゲルサンドイッチ培養法（培養1日目、8日目、
15日目にマトリゲル重層）により21日目まで培養した条件も用
意した（従来条件）。培養7日目、14日目、21日目にMRP2の蛍光
基質（CDFDA）およびBSEPの蛍光基質（Tauro-nor-THCA-24-
DBD）を曝露し、胆汁酸排泄トランスポーターを介して蛍光基質
が毛細胆管へ排泄されるかどうかを条件間で比較した。なお、マ
トリゲルサンドイッチ培養法および胆汁酸排泄トランスポーター
の排泄機能評価法については、既報のプロトコールを参照した
（図4）11)。その結果、BCEM条件では培養7日目、14日目、21日
目の何れにおいても各蛍光基質が細胞-細胞間に集積している様
子が蛍光顕微鏡で観察された（図5）。一方、従来条件では何れの
日においても蛍光基質の十分な集積が認められなかった。このこ
とから、BCEM条件では、従来条件よりも伸長した毛細胆管が形
成されており、MRP2およびBSEPを介した排泄機能が少なくとも
14日間は高水準で維持されていることが示唆された。
次に、上記BCEM条件で培養した接着型PHHを経時的（培養

3日目、7日目、14日目、21日目）にサンプリングし、肝機能に関
わる複数のマーカー遺伝子の発現をリアルタイムPCRにより解
析した。その結果、肝取り込みトランスポーターとして知られる

図1 播種2時間後の明視野顕微鏡像
倒立型顕微鏡IX-83（オリンパス）を用いて撮影した。
スケールバーは50 µmを表す。

図3 BCEM条件における培養日程
播種4時間後および1~3、6~10、13~17、20日目は培地交換を実施。

図4 蛍光基質を用いた胆汁酸排泄トランスポーターアッセイの概要
CDFDAは細胞内のesteraseによりCDFへと変換され、MRP2を介して毛細
胆管へと排泄される。
Tauro-nor-THCA-24-DBDはNTCPにより細胞内に取り込まれ、BSEPを介
して毛細胆管へと排泄される。

図2 培養4日目のMRP2染色像
倒立型顕微鏡IX-83（オリンパス）を用いて撮影した蛍光画像。
スケールバーは100 µmを表す。
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図5 胆汁酸排泄トランスポーターの排泄機能評価における蛍光基質の集積
倒立型顕微鏡IX-83（オリンパス）を用いて撮影した蛍光画像。
スケールバーは100 µmを表す。

図6 BCEM条件で培養したPHHの経時的な各遺伝子発現量
データは、培養3日目の発現量を1とした際の相対発現量（平均値±標準偏差）。

Organic Anion Transporting Polypeptide 1B1（OATP1B1, 
遺伝子SLCO1B1）とNa+-Taurocholate Cotransporting 
Polypeptide（NTCP, 遺伝子SLC10A1）については、BCEM 
2ndで培養するにつれて発現が高くなる傾向が認められた
（図6）。また、代表的な肝機能の指標として知られるアルブミン
（ALB）と薬物代謝酵素シトクロムP450 3A4（CYP3A4）に関
しても発現が高くなる傾向が認められた。これらの結果から、
BCEM 2ndで培養したPHHの肝機能は長期間維持されているこ
とが示唆された。

04 BCEMの特長と利点

これまでに紹介した結果が示すように、BCEMを用いることで
サンドイッチ培養せずにPHHの毛細胆管を形成・維持することが
可能となる。その毛細胆管は従来条件よりも伸長しており、胆汁
酸排泄トランスポーターの排泄機能も長期間にわたり維持され
ている。さらに、PHHのその他の機能についても長期間維持され
ていると考えられる。以上の特長により、BCEMは従来条件の課
題であった①ECMへの被験薬の吸着、②ECMのロット間差、③毛
細胆管の管腔容積不足、④PHHの機能低下、を何れも解決する培
地だと考えられる（表1）。したがって、BCEMは胆汁排泄・胆汁うっ
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滞試験の予測精度およびデータ信頼性の向上に寄与することが
期待される。
胆汁排泄・胆汁うっ滞試験以外の応用例として、3.1で紹介した

BCEM 1stの優れた細胞接着性を活かすことで、浮遊型PHHのよ
うな接着しないと諦められていた細胞を接着させることも期待で
きるところである14)。また、BCEM 2ndは、長期培養が必要な低ク
リアランス化合物を対象とした非臨床研究においても大いに役
立つ可能性がある。

05 終わりに

本稿では、胆汁排泄・胆汁うっ滞試験のin vitro評価系で必須
となる毛細胆管を形成する手法について概説し、従来よりも簡
便な手法で高機能な毛細胆管を形成・維持可能な当社開発培地
BCEMについて紹介した。本培地により、胆汁排泄・胆汁うっ滞試
験のin vitro評価系の構築が促進され、近い将来実験動物を用い
ない試験系が実用化されることを願っている。また、BCEMが、従
来よりも生体に近い肝臓モデルや、腸肝循環を模した共培養系、
生体模倣システム（Microphysiological system：MPS）などを
構築する際に活用され、創薬研究がこれまで以上に広がることを
期待している。
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表1 毛細胆管を形成する各手法の特徴

従来手法
新規手法（BCEM）

A： 通常培養 B： サンドイッチ培養

細胞の模式図

ECM重層 なし あり なし

培地 市販培地 市販培地 BCEM

毛細胆管の形成可否 不可 可 可

管腔容積 小 中 大

肝機能 急速に低下 一定期間維持 約３週間維持
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