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はじめに
　肝臓の機能単位である肝小葉において、栄養素代謝や外因性

物質の解毒等に対する領域特異性があることはよく知られてい

る［1-3］。またRappaportら［4］は、肝小葉とは異なる視点から、

酸素やホルモンの濃度勾配に沿った機能な領域特異性に着目し、

Zone 1, 2, ３からなる肝細葉を提唱している。肝炎や肝線維症［5, 6］、

虚血再灌流障害［7］、CCl4などの薬物誘発性肝障害［8, 9］において

も、障害の発症に領域特異性が認められる。これらもまた肝実

質細胞（以下、肝細胞）の不均質性、たとえば代謝酵素の領域

特異的な分布、酸素や栄養素の濃度勾配に起因すると考えられ

ている［10, 11, 12］。肝細胞の不均質性を運命づける分子調節に加え

て、肝細胞の正確な空間配置は肝機能に必須であり、複雑な形

態形成を解き明かすことは、幾多の肝疾患治療ターゲットの開

発にもつながる［13］。マウスやラットの肝細胞では、酵素含有量

の領域特異性は、胎生期および新生仔期にはみられないが、出

生後、成長に伴って徐々に発現することが報告されている［14-16］。

肝臓の領域化形成過程の三次元形態学的解析
―スンクス肝実質細胞の不均質性とその発現―
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Three-dimensional morphological study on formation and development of 
morphological hepatic zonation during pre- and postnatal periods 

in house musk shrews (Suncus murinus)
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要旨
　肝実質細胞は、形態的機能的不均質性を示し、肝小葉内に肝領域を形成する。本研究は、スンクス肝実質細胞の
不均質性発現と肝細胞索の形成過程を明らかにすることを目的とする。胎仔期から成獣期の樹脂包埋連続標本を作
製し、二次元形態解析を行った。さらに同領域について、肝細胞索の立体再構築を行い、三次元的に検証した。肝
実質細胞の体積の部位差は、生後 4 日から 16 日にかけて、門脈域細胞の大型化によって顕著になった。その後、
細胞の体積はさらに増大し、小葉の成長に寄与していた。形状の不均質性は造血巣の小葉内局在と関連しており、
造血巣の消失後、全ての肝細胞は、成獣と同様の多面体を呈した。また肝細胞索の立体的な連続性は、胎生 29 日
には形成されることが示された。スンクス肝組織は哺乳類のなかでも比較的単純な組織構造しており、形成過程の
立体的な可視化は、生物模倣の候補のひとつとして、再生医療分野等における活用が期待される。
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Abstract
　Hepatocytes exhibit morphological and functional heterogeneity, and form regional divisions within the hepatic 
lobules. The aim of the present study is to clarify the development of the spatial morphological heterogeneity of 
hepatocytes and the process of the hepatic-cell-cord formation in Suncus Murinus. Two-dimensional analysis was 
carried out using epoxy-embedded semithin sections of livers from embryonic to adulthood. Furthermore, we 
performed three-dimensional reconstruction of hepatic-cell-cords and stereoscopically verification of the obtained 
findings. The regional heterogeneity in the volume of hepatocytes became remarkable from the 4th to 16th day 
after birth in portal regions. After that, the volume of hepatocytes further increased, and that was contributed to 
the growing of hepatic lobules. The heterogeneity in shape of hepatocytes was associated with the hematopoietic 
compartments, and almost all hepatocytes became polyhedral shape after disappearance of the hematopoietic 
cells. The spatial structure of hepatic-cell-cord was almost complete at embryonic 29th day. The hepatic spatial 
structure of Suncus was relatively simple in mammals, so the elucidation of the developmental process of the 
spatial structure will be useful as one of candidate of biomimicry.
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また肝細胞の遊走や肝細胞索の形成を誘導する因子［17, 18］や、

その調節を担う要因として酸素やWntシグナルが関与すること

が明らかとなってきた［19, 20］。一方、肝細胞の形態的部位差の

発現については、胎生期から出生後において、門脈域と中心静

脈域のいくつかの肝細胞について二次元形態計測により比較解

析されてきた［21-23］。ラット肝細胞の超微形態についての報告で

は、出生前［24, 25］、周産期［26］の二次元形態計測により、細胞小

器官の数や面積の部位差は生後に発現していた。また肝細胞索

と類洞の立体配置については、走査型電子顕微鏡を用いた局所

的な観察の報告がある［27］。

　成熟した肝臓組織では、肝細胞は類洞走行に沿って連続的に

配列した肝細胞索を形成し、血管系とともに肝小葉を構成して

いる。1949年、Elias［28］は、哺乳類の肝臓における肝細胞１つ

分の厚みをもった肝細胞板を提唱した。肝細胞板の形成につい

ては、ヒト［29］およびラット［30］の組織観察により、胎生期およ

び乳仔期では細胞が重層する多層性細胞板が優勢であるが、思

春期までには１細胞性の肝細胞板になるとしている。一方で、

胎生期の肝臓には、造血臓器としての重要な働きがある［31, 32］。

胎生期の肝細胞は、造血のための微小環境を形成する重要な要

素であり［33, 34］、造血巣との密接な関連が予測される。しかし、

肝細胞の領域特異性の発現や肝細胞索の形成と、造血巣との形

態学的関連性について三次元的な検証はほとんど行われていな

い。

　スンクスは、日本ではジャコウネズミとも呼ばれる。食虫目

として初めて実験動物化に成功した［35］が、現在ではトガリネ

ズミ目に分類されている。トガリネズミ目は、系統発生学的に

は霊長目の根幹に位置し、比較的原始的な哺乳類である。成獣

の組織構築においても、我々はこれまでに、膵ポリペプチド分

泌細胞は右葉のみに局在し［36］、下垂体前葉細胞は種類ごとに

特定の分布域をもつ［37］など、発生段階の特徴を残すことを報

告してきた。肝類洞走行も比較的単純で、ヒトでは分岐吻合を

繰り返し複雑に走行するのに対し、スンクスでは分岐吻合は極

めて少ない［38］。このようにスンクスの各臓器は、哺乳類臓器

として機能する極めて簡素な組織構造の表現型と考えられる。

スンクス肝臓の組織構築と成り立ちを解明することは、生物学

的意義のみでなく、生物模倣を活用した人工肝臓の設計等にも

有益な情報をもたらすことが期待される。我々は、スンクス成

獣の組織構築解明を目指して、肝細胞は大型の門脈域細胞と、

小型でありながら比較的大きなミトコンドリアをもつ中心静脈

域細胞とに明瞭に識別されることを報告した［39］。さらに三次

元再構築法によって、糖尿病スンクスやCCl4誘発肝障害マウス

において、両領域の立体構造と血管走行との関連を客観的に可

視化し、中心静脈域は中心静脈を同心円状に囲む連続的な柱状

構造であること、門脈域は不定形の網状構造により、残りの小

葉領域を埋めていることを明らかにした［40］。本研究は、個々

の肝細胞の形態的部位差の発現、肝細胞索の形成過程を実証し、

立体構造の成り立ちを客観的に可視化、解明することを目的と

している。

方法
　 ス ン ク ス（Suncus murinus） は、 胎 生22か ら29日（E22、

E24、E25、E26、E28、E29）、出生０日（0d）、生後２から16

日（2d、4d、11d、16d）および10週齢成獣（10W）を各３～

６匹用いた。なおスンクスの妊娠期間は、交配翌日を０日とし、

30日前後である。動物は麻酔下で灌流固定を施した。肝組織は、

電子顕微鏡試料作製法に準じて、１％オスミウム液にて後固定

し、エポキシ樹脂に包埋した。準超薄連続切片（10W：1.5μ

m厚、400枚、他：1μm厚、200枚）を作製し、トルイジンブルー

染色後、光学顕微鏡観察に供した。

　各週齢において、光学顕微鏡像から、肝小葉を構成する中心

静脈、小葉間静脈（以下、門脈）、造血細胞、肝細胞を抽出し、

二次元形態計測を実施した（Image J, NIH, USA）。肝葉内の位

置による肝小葉の大きさの違いを排除するため、観察する肝小

葉は、肝葉辺縁の末端中心静脈に分岐する直前の中心静脈［40］を

含むもの、という条件を定めた。二次元形態計測では、核を含

む肝細胞を測定対象とし、１視野あたり86から285個、平均176

個の肝細胞について、面積（A）、周囲長（P）、門脈からの距離

（DP）、中心静脈からの距離（DC）を測定した。 細胞-静脈間距

離の基準点は、ソフトウェアが示す各対象物の至適楕円中心で

あるX-Y中心を採用した。細胞の形状の評価は、不整度合を示

す2次元形状指数（2SI）を採用し、以下の計算式にて算出した。

2SI＝P2∕（A・4π）

　真円の2SIは１であり、2SIが高いほど不整形であることを示

す。距離比（DR=DC/DP+DC）は、肝細胞位置の指標である。 

門脈近くにある肝細胞は、DRが０に近く、逆に中心静脈近く

の肝細胞は、DRが１に近い値を示す。

　二次元形態計測で得られた所見を三次元的に可視化、検証す

る目的で、代表的な週齢（E22，E29，4d，16d，10W）につい

て、連続標本を用いた三次元解析を行った。連続標本から、門

脈-中心静脈間の代表的な肝類洞経路を三次元的に追跡し、１

本の類洞経路と、隣接する肝細胞の輪郭情報を抽出し、ジオメ

トリックレンダリング法（TRI，Ratoc，日本）を用いた立体

再構築によって可視化し、三次元的に観察した。三次元形態計

測による検証では、肝細胞の体積（V）、表面積（SA）、門脈

からの空間距離（SDP）、および中心静脈からの空間距離（SDC）

を測定した。細胞-静脈間の空間距離基準点は、ソフトウェア

が示す各対象物の骨格線の中央点を採用した。細胞の形状の評

価は、不整度合を示す３D形状指数（3SI）を採用し、以下の

計算式にて算出した。

3SI=（SA）3∕（V2・36π）
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　真球の3SIは１であり、3SIが高いほど不整形であることを示

す。距離比（DR=SDP/SDP+SDC）は、肝細胞位置の指標で

ある。門脈近くにある肝細胞は、DRが０に近く、逆に中心静

脈近くの肝細胞は、DRが１に近い値を示す。

　本研究は、日本医科大学実験動物倫理基準に基づき、承認を

得て実施した。

結果
光学顕微鏡所見

　今回観察した最も初期の胎生22日において、門脈、中心静脈、

肝類洞は、形態学的特徴に基づいた識別が可能であった（図１

a）。しかし、実質内に造血細胞、特に赤血球前駆細胞と巨核球

が数多く分布する（図２a）ため、類洞走行は不明瞭であった。

肝細胞は小さく、不整形を呈した。胎生24、25日（図１b）お

よび胎生26日では、肝細胞の形態学的特徴は胎生22日とほぼ同

様であった。胎生28日では、多くの肝類洞が門脈から中心静脈

へと向かう様子が切片上でも確認可能となった。胎生29日（図

１c）では、特に門脈領域では、造血細胞の数が減少し、肝細

胞索が観察された（図２b）。多くの肝細胞は、細胞内に典型

的なグリコーゲンの蓄積像を示していた（データ省略）。一方、

中心静脈域では、依然として、肝細胞間に多くの造血細胞が認

められた。出生時には、造血細胞は著しく減少した（図１d）。

肝細胞は類洞に沿って配列し、明瞭な肝細胞索を形成していた。

肝細胞の大部分は多角形だが、中心静脈域ではへこみを持った

不整形の肝細胞が多く認められた（図２c）。特に大型多角形の

肝細胞において、明瞭なグリコーゲン蓄積が観察された。生後

２、４日（図１e）および生後５日では、細胞内のグリコーゲ

ン野は消失し、細胞の大きさは小さくなっていた。特に中心静

脈域の細胞は突起の多い不整形を呈し、肝細胞索は不明瞭で

あった。造血細胞は特に中心静脈域で観察された（図２d）。生

後11、16日（図１f）では、造血細胞は中心静脈域にわずかに観

察されるのみであった。肝細胞索は生後16日には完全に形成され、

ほとんどの肝細胞は突起のない多角形を示した。また肝細胞の大

きさは中心静脈域で小さく、門脈域で大きいという領域特異性を

示した。門脈域の肝細胞の多くは、二核細胞であった。肝類洞は

門脈域では中心静脈に向かって直線的に走行し、中心静脈周囲

でのみ分岐吻合を形成していた。成獣の肝小葉では、肝細胞は

大型で、形状は生後11、16日とほぼ同様な多角形を呈した。

二次元形態計測
　胎生22日から10週齢成獣 までの11時点における細胞面積 

図１．スンクス肝小葉の光学顕微鏡像
a：E22；b：E25；c：E29；d：0d；e：4d；f：16d．
PV：門脈；CV：中心静脈．トルイジンブルー染色．
Scale bar=50µm 図３．肝細胞面積と形状の二次元形態計測

図２．光学顕微鏡画像から抽出した肝小葉内の肝細胞と造血細胞
a：E22；b：E29；c：0d；d：4d．PV：門脈；CV：中心静脈．
灰色：肝細胞；黒：造血細胞．Scale bar=50µm
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（Area）および二次元形状指数（2SI）を示す（図３）。肝細胞

の形態形成過程は、本研究で観察した期間において、以下の４

期に分類できた。第１期（胎生22日から28日）では、2SIの平

均値は1.86、1.87、および1.88と肝細胞の形状は著しく不整形

を示し、面積はわずかに増加していた。第２期（胎生28日から

出生時）には、肝細胞の面積が増加した。2SIは胎生28日をピー

クに、出生時の値、1.57に向かって急激に減少し、肝細胞の形

状は、不整形から突起の少ない多角形へと大きく変化した。第

３期（出生時から生後４日）では、肝細胞の面積は減少傾向を

示した。2SIは胎生期の最大値に近い値へと、再び急激に上昇

した。第４期（生後４日から16日）には、2SIは再び減少し、

16dには成獣とほぼ同じ値となった。すなわち、細胞形状の特

徴は、生後16日には成獣と同様になることが示された。一方で、

肝細胞の平均面積は、生後16日に対して、成獣では3.4倍とな

ることが明らかとなった。

三次元構造の可視化と形態計測
　二次元解析結果の検証を目的として、各期間を代表する４時

図４．肝細胞索の形成過程における三次元再構築像
a：E22；b：E29；c：4d；d：16d． 下 段 は 肝 細 胞 を 透 明 化 表 示．
PV：門脈；CV：中心静脈．淡桃：血管外周；鮮桃：血管断面；青：
肝細胞；黄色：門脈域，中心静脈域の任意の肝細胞．矢印a：肝細
胞索の不連続部；矢印c：隣接細胞との接触部位．Scale bar=50µm.

図５．成獣肝細胞索の三次元再構築像
上段：16d；中段：10W；下段：10w肝細胞を透明化表示．PV．門
脈；CV：中心静脈．淡桃：血管外周；鮮桃：血管断面；青：肝細胞；
黄色：門脈域，中心静脈域の任意の肝細胞．Scale bar =100µm. 
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点（胎生22、29日、生後4日、16日）に10週齢成獣を加えた５

時点について、三次元構造の可視化と三次元形態計測を行った。

　肝類洞走行とそれを取り巻く肝細胞索の三次元再構築像は、

肝細胞索の発達過程を客観的かつ明瞭に示している（図４、５）。

１本の類洞周囲に配列する肝細胞数は、胎生22日から順に54、

64、62、62、66個であった。また肝小葉の半径に相当する門脈

から中心静脈までの空間距離は、105、125、130、155、270 

µmであった。胎生22日では、肝細胞は小型で突起のある不規

則な形状を示し（図４a黄色の細胞を参照）、肝細胞索は不連続

である（図４a矢印）。胎生29日（図４b）では、ほとんどの肝

細胞は、多面体に近い形状である。中心静脈域にはわずかに突

起を伴う肝細胞もみられるが、門脈から中心静脈までの類洞走

行に沿って、ほぼ連続的な肝細胞索が形成されている。これら

の所見は、二次元解析で得られた所見に一致しており、三次元

的にも実証することができた。生後４日（図４c）では、特に

中心静脈域に不整形の肝細胞が数多くみられ、肝細胞索の連続

性は失われているようである。しかし三次元再構築像は、各々

の肝細胞が突起の先端で隣の細胞と接触することを示しており

図６．肝細胞体積と形状の三次元形態計測
a：E22；b：E29；c：4d；d：16d；e：10W．
灰色の帯は，成獣（10W）のDSD範囲を示す．横軸のDRは，０が門脈側，１が中心静脈側を示す．
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（図４c矢印）、肝細胞索としての連続性が保たれていることを

実証している。生後16日では、肝細胞は再び、突起やへこみの

ない多面体を呈し、類洞周囲を連続的に取り巻いている（図４

d）。10週齢成獣の三次元像（図５）と比較すると、肝細胞の

大きさは異なるものの、肝細胞索全体の形状はほぼ相似形を呈

しており、生後16日には、成獣と同様の肝細胞索が形成される

ことが示された。

　再構築した肝細胞索の三次元像を用いて、肝実質細胞の三次

元形態計測を行った。図６は、個々の肝細胞の体積（volume）

および三次元形状指数（3SI）と、肝小葉内の分布位置（Distance 

Ratio）の関連を示している。図６の各グラフには、成獣にお

ける3SI±2SD（DSD）の範囲を淡灰色の帯で示している。グ

ラフ上で淡灰色の帯内にある肝細胞は、その形状が成獣と同様

の多面体を呈することを示している。胎生22日では、3SIは2.7

から16.9の範囲に広く分散しており、肝細胞の形状が不整形で

あることを示している（図６a）。胎生29日、生後４日では、門

脈域の細胞の3SIは低く、形状の部位差が確認された（図６b，c）。

生後16日では、ほとんどの肝細胞の3SIはDSD内に収まってお

り、肝細胞の形状は、生後16日には成獣と同様になることを示

している（図６d）。一方、肝細胞の大きさについては、胎生

22日では、肝細胞の88％は、体積500µm3未満の小型細胞で、

肝小葉内の部位差はみられない（図６a）。胎生29日では、体積

500µm3以上の肝細胞は63％、1,000µm3以上のものは21％あっ

た。これらの大型肝細胞は門脈域に多く分布している（図６b）。

生後４日では、門脈域にさらに大型の肝細胞が認められ、生後

16日には、門脈域の細胞は大きく、中心静脈域の細胞は小さい

という明瞭な部位差が認められる（図６c，d）。今回の三次元

形態計測では、生後16日において、肝細胞の47％は体積が

1,200µm3を超え、門脈域に分布していた。残りの53％の肝細胞

の体積は900µm3未満で、中心静脈域に分布していた。10週齢

成獣（図６e）では、門脈域の大型肝細胞の体積は約6,000～

30,000µm3、中心静脈域の小型肝細胞の体積は約4,000µm3未満

であった。

考察
　スンクス成獣の肝小葉は、形態学的特徴から中心静脈域と門

脈脈域に明確に区別される［39, 40］。本研究では、肝細胞の形態

的部位差の発現と肝細胞索の形成過程を二次元観察および形態

計測により明らかにし、さらに三次元再構築法により客観的に

可視化、実証した。

　肝細胞の形態学的特徴に着目すると、本研究で観察した出生

前後の期間は、胎生22日から28日（胎生の後期）、胎生28日か

ら出生時（出生の前後）、出生時から生後４日（新生仔期）、お

よび生後４日から16日の４期に分けられた。肝細胞の大きさは、

出生直前に大きくなり、生後急激に小さくなった。この結果は、

ラット肝臓の電子顕微鏡観察および形態解析［26, 41］と同様で

あった。出生前後の主な肝細胞代謝にグリコーゲンの蓄積と消

費がある［42, 43］。本研究においても出生直前に比較的大きい肝

細胞には、顕著なグリコーゲン野［44］が認められた。このこと

から出生前後の細胞体積の変化は、グリコーゲン蓄積の有無に

起因するとことが予測される。肝細胞の大きさの部位差は、出

生直前から発現し、生後４日から16日にかけて完成し、成獣で

は個々の肝細胞の成長により、さらに顕著な部位差を示した。

生後16日以降は、門脈域に二核の肝細胞が多数観察されており、

肝細胞の大きさの部位差は、細胞の二倍体化に関連することが

示唆された。一方、肝細胞の形状は、出生前後に領域特異的な

変動がみられた。出生前後の特徴的な肝機能として、肝内造血

がある。造血巣は、マウスでは生後１週まで報告されている［45］

が、今回、スンクスでは少なくとも生後16日まで観察された。

造血細胞は、胎生25日までは小葉全域に分布していたが、生後

は主に中心静脈周囲に分布域を移していた。造血巣の分布域で

は、肝細胞は不規則な形状を呈した。特に胎生期から出生前後

の肝細胞に特徴的にみられる細胞突起は、多数の造血細胞の間

に延び、類洞および他の肝細胞との接触を維持すると考えられる。

肝内造血巣の消失後は、肝細胞の形状に部位差は無く、全ての

肝細胞は突起やへこみのない、多面体を示した。金村らは［22］、

マウスの門脈と中心静脈からそれぞれ３層の細胞を門脈周囲細

胞と中心静脈周囲細胞と定義し、肝細胞の超微形態の部位差を

検討した。新生仔から成獣までの発達段階における肝細胞、細

胞小器官の数と大きさ［46］、出生後のミトコンドリアの大きさ

と形状［47, 48］、胎生および生後の粗面小胞体面積［49］を二次元的

に解析し、超微形態の部位差は出生時には存在せず、出生後に

発現すると報告している。今回我々は、肝細胞内の超微形態の

比較は行っていないが、スンクスにおいても、生後の肝細胞の

体積増加に伴って、細胞小器官の部位差が顕著になることが予

測される。

　肝細胞索の形成は、出生直前から認められた。Elias［28］は、

哺乳類の肝小葉を光学顕微鏡で詳細に観察し、肝細胞索の立体

像を推定した。LeBouton［21］は、ラット組織切片上で、門脈-

中心静脈間に分布する肝細胞を数え、出生直後から出生12日に

かけて36個から43個に徐々に増加すると報告している。 

Wagenaarら［23］は、ブタ肝組織切片を観察し、小葉を形成す

る肝細胞は、新生期から成獣期にかけて16個から30個に増加す

ると報告している。しかしながらこれらの報告は、組織切片上

の二次元情報からの計測および推測結果である。肝細胞索は類

洞走行に沿って形成される連続的な構造であるため、立体とし

て捉え、三次元的に解析することが望まれる。しかし現状の三

次元組織観察および解析法は、手法の煩雑さから、数多くの視

野について検証するのは困難である。本研究では、まず二次元

形態解析により所見を得、代表的な時点について三次元再構築
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と形態計測を実施し、検証した。

　肝細胞の機能的異質性に関しては、主に免疫組織学的手法を

用いて、多くの二次元解析が行われてきた。金村および浅田-

久保田［50］は、マウス新生仔には既に、四塩化炭素毒性に対す

る応答に小葉内部位差があることを報告している。渡辺らは、出

生前後のラットの免疫組織化学により、生後７日には、チトクロー

ムP-450発現の局所的な異質性がみられることを示した［51］。

Notenboomらは、胎生および新生仔マウスの免疫組織化学に

より、グルタミン合成酵素発現の小葉内異質性は、出生直前の

胎生19日に現れ、出生後に徐々に顕著になることを示した［52］。

近年では三次元的な毒性予測モデルの構築が試みられる［53］な

ど、肝実質領域の不均一性は、様々な肝疾患の治療戦略開発に

おいても重要視されている。

　本研究では、スンクス肝細胞の形態的部位差の発現と肝細胞

索の形成過程を三次元的に実証した。我々は今回、スンクスと

いうやや特殊な実験動物を用いているため、特定の代謝酵素や

調節因子に関する解析は行っていない。しかしながら、スンク

スは系統発生学的には比較的原始的な哺乳類であり、その消化

器官も比較的単純な組織構築からなるという特徴をもつ［35, 39, 40］。

肝臓として機能可能な、限りなく簡便な組織構造とその成り立

ちを解明することは、再生医療分野の生物模倣において有用な

情報となることが期待される。
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