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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、細胞表面抗原によって濃縮したマウス肝幹･前駆細胞を用いて、そ
の分化と増殖の分子機構を解析し、目的分子の発現を調節した移植系を用いて、肝幹･前駆細胞による細胞移植
効率の向上を図る研究を行った。
その結果、MT1-MMPを介したシグナル伝達により、肝幹･前駆細胞由来の胆管の管腔形成が促進されること、EGF
シグナル制御との相関によって、肝細胞への分化が抑制されることが示された。また、BMP-4は肝幹･前駆細胞の
増殖を負に制御することが示された。
本研究の成果は、将来の自己由来幹細胞を用いた肝再生医学の進歩に貢献しうると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Investigators of this research project have studied on the molecular 
mechanisms underlying differentiation and proliferation of primary hepatic stem/progenitor cells 
purified by cell surface molecules and therapeutic efficacy of transplantation using hepatic 
stem/progenitor cells. 
Our data demonstrated that MT1-MMP and MT1-MMP-related signaling promote luminal formation of bile 
ducts derived from fetal hepatic stem/progenitor cells, and that they negatively regulate 
differentiation of such cells into mature hepatocytes in association with modulation of 
EGF-signaling pathway. Our data also showed that BMP-4 signaling negatively regulates proliferation 
of primary hepatic stem/progenitor cells. 
These studies contribute to the progress of regenerative medical science and development of 
autologous stem cell therapy against chronic liver diseases.

研究分野：消化器病学
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１．研究開始当初の背景 
本邦では、肝癌を含めた慢性肝疾患によ
って、年間約 40,000人以上が死亡し、その死
因は終末像としての肝不全が大半を占めて
いる。現在のところ、致死的肝不全に対する
根治的治療は肝移植のみであるが、脳死ドナ
ーの絶対的不足・生体ドナーに対する精神
的・社会的負担が依然として大きな社会問題
となっており、代替治療の確立が強く求めら
れている。 
近年、より増殖能の高い幹細胞・前駆細
胞を体外で増やしてから移植治療に利用す
る試みが注目を集めてきた。肝幹細胞は、自
己複製能及び肝細胞・胆管細胞への２方向性
分化能を有する細胞であり、分離・同定する
手法が研究代表者及び連携研究者らによっ
て開発・確立された。さらにヒトiPS細胞樹
立成功に伴って、自己由来肝幹･前駆細胞（以
後高い増殖能と２方向性分化能を有する細
胞を肝幹･前駆細胞と総称する）を誘導して
用いる移植治療の実現化が期待され、肝幹細
胞の分化と細胞移植のメカニズムを解析す
る研究の必要性は非常に高い。ところが肝幹
細胞は生体内ではごく少数の細胞群であり、
その形質を含めて分化・増殖を制御する分子
メカニズムは不明の点も多く、さらにこれを
移植医療に効率的に利用する方法も現在の
ところ確立されていない。さらに、肝幹細胞
は通常の肝細胞に比べて移植効率が低く、生
体内に生着させることが難しい事が報告さ
れている。なぜ幹細胞は移植効率が悪いのか、
その機構は未だ不明であり、そもそも疾患治
療に応用可能なほどのドナー置換率を、ヒト
に於いてどのようにしたら達成できるのか、
消化器領域の細胞移植では未だ手懸かりす
ら乏しい。 
これまで、研究代表者は連携研究者、分
担研究者らの支援のもとに、肝幹細胞の増
殖・分化を制御する分子機構の解析に取り組
んできた。さらにマウス健常肝臓内の肝幹･
前駆細胞の表面抗原と培養法を胎仔由来
(Kakinuma et al. J  Hepatol, 2009)、成体由来
(Kamiya & Kakinuma et al. Gastroenterology, 
2009)の双方で解析し、増殖能の高い肝幹･前
駆細胞を既報以上に濃縮しうることを示し
た。 
加えて、研究代表者はマウスにおける新規
の細胞移植系として、Apolipoprotein E(Apo E)
欠損マウスをレシピエントとし、薬剤・部分
肝切除で前処理したマウスに細胞移植を行
うことで、最終的に 70％以上の高いドナーキ
メリズムを達成しつつ、移植後のドナーキメ

リズムを定量的に評価・追跡できる移植系の
構築に成功した。 

 
２．研究の目的 
前記のような背景、及び我々が確立してきた
学術・研究基盤に基づいて、研究代表者らは、
今回申請する研究計画において、以下の目的
を設定した。すなわち、(1) 細胞表面抗原に
よって高度に濃縮したマウス肝幹細胞画分
を用いて、その分化・増殖に関わる新たな分
子機構を解析する。(2) この結果に基づき、
特定の標的分子の発現を調節することによ
り移植ドナー細胞の「至適成熟度」を決定し、
肝幹細胞の移植効率を高める条件をマウス
において明らかにする。(3) これらの結果を
基盤に、ヒト iPS細胞を用いた新規ヒト肝臓
キメラマウスモデルの構築を試みる。これら
の研究によって、将来の自己 iPS細胞由来幹
細胞を用いた肝再生医療の学術･技術的な基
盤形成に貢献することを、本計画の目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
本研究は、次のステップにより順次進行する
こととした。 
(1)マウス肝幹･前駆細胞の分離、培養、形質
解析を進める。研究グループはマウス胎仔肝
臓から高速セルソーターを用いて、初代肝
幹･前駆細胞として、CD13+CD45-Ter119-画分
に増殖性の高い細胞が濃縮されていること、
また、 CD13+CD133+c-kit-Sca-1-CD45-Ter119-

画分に、成体肝臓由来の肝幹･前駆細胞が濃
縮されていることを報告してきた。これらの
初代細胞を用いて、成熟肝細胞系譜への分化
誘導を行う培養系、胆管細胞系譜への分化誘
導を行う培養系を確立している(Hepatology, 
2013、Gastroenterology, 2009)。これらの確立
した技術によって、肝幹･前駆細胞分離、培
養し、分化誘導するとともにその形質を解析
する。 
 
(2)肝幹･前駆細胞における MT1-MMP の機能
解析を行い、その機能を解明する。Matrix 
Metalloproteinase(MMP)は細胞外基質の分解
を主たる役割とする酵素であるが、炎症・再
生の過程にも深く関与することが知られて
いる。一方で、MMP の幹細胞における機能
に関しては、多くの点が不明である。
MT1-MMP は膜に結合した非遊離型 MMP で
あり、癌細胞の浸潤過程に重要な役割を果た
す。幹細胞での機能としては、造血幹細胞や
間葉系幹細胞の運動性を制御することが報



告されている一方で、肝幹/前駆細胞に対する
機能はこれまで不明であった。我々はこれま
での研究過程において、MT1-MMP が肝幹/
前駆細胞から胆管を形成する過程において、
促進的に機能する可能性を見いだした。そこ
で、MMP14の肝幹/前駆細胞における機能を、
Tet 誘導性 lentiviral vector を用いた強制発現
系と、MMP14 欠損マウス（生後１週間で死
亡する）から分離した初代肝幹/前駆細胞を用
いて、前記の培養系などを駆使して、細胞生
物学的な解析を行うことで、その機能を明ら
かにすることとした。 
 
(3)MT1-MMP 欠損マウス由来細胞を用いた
transcriptome解析によりMT1-MMP標的分子
を絞り込み、その分子機能を解明する。胆管
形成に関与する因子は、MT1-MMP により調
節されている可能性が考えられる。しかしな
がら、MT1-MMP の発現亢進は癌化プロセス
との強い相関があり、細胞移植後の発癌に関
して問題が生じる可能性がある。そこで癌化
プロセスと相関しないMT1-MMP標的分子を
探索し、これを調節することが必要となる。
従って、MT1-MMP 欠損マウス由来の肝幹/
前駆細胞、及び MMP14 欠損マウス由来の新
生仔期肝臓を用いて、Whole Transcriptome解
析を行う。得られた結果をもとに、pathway
解析、GO解析を主体とした in silico 解析を
行い、関連分子のスクリーニングを行う。標
的分子の絞り込みがなされた後に、これらの
標的分子を選択的に knock down もしくは強
制発現することによって、MT1-MMP の形
質・機能が再現できるか否かを検証してゆく。 
 
(4)ApoE 欠損マウスをレシピエントとしたマ
ウス肝幹･前駆細胞移植系により、標的分子
が移植効率を決定する因子であることを証
明する。我々は移植した初代肝細胞・初代肝
幹細胞によって、高度のドナーキメリズムが
得られる細胞移植系を独自に開発した。本移
植系においては、細胞移植後 24 週以上にわ
たって、ドナー細胞がレシピエント肝臓に生
着・増殖することが可能である。さらに ApoE
欠損マウスをレシピエントとして移植を行
うと、ドナー細胞が産生する ApoE 蛋白によ
って高コレステロール血症が長期改善し、細
胞移植の治療効果が得られることを確認し
た。本法では血清中の総コレステロールと
ApoE 蛋白を定量することによって、ドナー
キメリズムのモニタリングと定量化が可能
である。 
この移植解析系を用いて、前述の(1)-(3)によ

って抽出されたMT1-MMP標的分子を強制発
現もしくは knockdownした細胞を用いて、移
植を行い、移植効率に与える影響を解析する。 
 
(5)標的分子の調節により、移植効率を亢進さ
せうるドナー細胞を用いて、ヒト iPS細胞由
来細胞によるヒト肝臓キメラマウスモデル
を構築する。 
 
４．研究成果 
(1)マウス肝幹･前駆細胞の分離、培養、in vitro
での形質解析と肝幹･前駆細胞における
MT1-MMPの機能解析：マウス肝幹･前駆細胞
の分離、培養技術の最適化を進め、さらに安
定した分化誘導培養が可能となった。また、
初代肝幹/前駆細胞から胆管細胞系譜へ分化
誘導する手法に改良を加え、効率的な胆管様
構造体<Cholangiocytic cysts>の形成法を確立
した。これらを基盤として、肝幹/前駆細胞に
対するMT1-MMPの強制発現、MT1-MMP欠
損マウスを用いたマウス肝幹･前駆細胞にお
ける機能解析を行った。その結果、MT1-MMP
を強制発現すると肝細胞成熟化に抑制的に、
胆管形成に促進的に機能することを見いだ
した。一方で、MT1-MMP欠損マウスでは、
胎仔から新生児期における、胆管原器の形成
遅延を認め、MT1-MMP欠損マウス由来の肝
幹･前駆細胞を培養すると、Cholangiocytic 
cystsの形成不全がみられ、相対的に肝細胞分
化が亢進していることが認められた。Whole 
Transcriptome 解析を行った結果、MT1-MMP
欠損マウス由来肝幹 ･ 前 駆細胞及び
MT1-MMP欠損マウス肝臓では、EGFシグナ
ルの活性化が野生型に比して亢進している
ことが示された。確認のために、MT1-MMP
欠損マウス由来肝幹･前駆細胞を用いて
Immunoblot 解析を行うと、p38MAPK、ERK
などの MAP kinase 群のリン酸化が亢進して
いることから、MT1-MMP欠損マウス由来肝
幹･前駆細胞においては EGFシグナルが亢進
していることが示された。これらの結果をま
とめると、肝幹･前駆細胞においてMT1-MMP
は EGFシグナルを調節しつつ、肝細胞分化を
抑制的に、胆管形成を促進的に支持すること
が示された。これらの研究成果は国内外の学
術集会及び原著論文として報告した
（Biochem Biophys Res Commun, 2016)。 
さらに、これらの成果を基盤として解析を行
った結果、肝幹･前駆細胞においては、BMP-4
シグナルが、細胞増殖を抑制し、胆管形成に
対して抑制的に、肝細胞分化に対して促進的
に機能すること見いだした。これらの研究成



果は国内外の学術集会及び原著論文として
報告した（Hepatol Res, 2016）。 
 
(2)ApoE 欠損マウスをレシピエントとしたマ
ウス肝幹･前駆細胞移植後の細胞動態の解
析： 我々の開発した移植法に基づいて、ApoE
欠損マウスをレシピエントとして野生型肝
細胞をドナーとして細胞移植を行うと、ドナ
ー細胞が産生する ApoE 蛋白によって高コレ
ステロール血症が長期改善し、細胞移植の治
療効果が得られることを確認した。血清中の
総コレステロールと ApoE 蛋白を定量するこ
とによって、ドナーキメリズムのモニタリン
グと定量化したところ、MT1-MMPを強制発
現した肝幹･前駆細胞を移植すると、ApoE欠
損マウスでのコレステロール値がコントロ
ール群と比較して有意に低く、移植効率が高
くなることが示された。同様に、MT1-MMP 
が活性化を制御している MMP-2 を強制発現
した肝幹･前駆細胞を移植すると、移植効率
が高くなることが示された。 
 
(3)ヒト iPS細胞由来細胞によるヒト肝臓キメ
ラマウスモデルの構築：構築に向けてヒト
iPS 細胞由来肝幹･前駆細胞の誘導培養技術
の最適化を進め、新規細胞株の樹立に成功し
た（Sci Rep, 2016）。これらのヒト iPS細胞由
来肝幹･前駆細胞を利用することで、B型肝炎
ウイルスなどの肝細胞にしか感染しないウ
イルスの感染、複製を確認することができた。 
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