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研究成果の概要（和文）：肝細胞から胆管上皮細胞の分化転換に伴い，転写因子HNF-4αのP1アイソフォームか
らP2アイソフォームへの切り替えが認められるが，その詳細な機構は不明である．P1プロモーターは上流転写因
子のCOUP-TF，CTIPなどに制御されていることが報告されているが，これらの発現増加は弱く，P1アイソフォー
ムの発現減少にやや遅れて生じるため，アイソフォーム切り替えの原因ではないことが示唆された．一方，
Notch阻害剤DAPTやNotch intracellular domain発現ベクター導入により，NotchシグナリングがP2プロモーター
活性化と肝細胞の分化転換に重要であることが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：Transdifferentiation of hepatocytes into bile duct cells is associated with 
the switching of the expression of P1-dependent isoforms to P2-dependent isoforms of HNF-4α. 
Although the P1 promoter has been suggested to be regulated by COUP-TF and CTIP, the expression of 
these transcription factors was increased only slightly and at a later time point of 
transdifferentiation and theirby their expression was not likely to be the mechanism of the 
switching of the promoter usage. Our experiments using a Notch inhibitor (DAPT) and a 
transposon-mediated introduction of a Notch intracellular domain suggested that the Notch signaling 
was involved in the activation of the P2 promoter as well as hepatocytic transdifferentiation.

研究分野：実験病理学
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９，Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) Hepatocyte nuclear factor (HNF)-4α は核内
受容体スーパーファミリーの 1 つで，転写因
子として働き，肝細胞特異的遺伝子の発現の
多くに関与する重要な転写因子である．
HNF-4α 遺伝子の上流には 2 つのプロモータ
ー（P1，P2）が存在し，種々の転写因子によ
り遺伝子発現が調節されているが，詳細は不
明である（図１）①．  
 
 
 
 
 
 
図１ HNF-4α 遺伝子の構造および P1，P2 プロモーターによる

異なったアイソフォームの発現 
 
(2) HNF-4αは発生過程における肝細胞の分
化と機能の維持に重要な役割を担っており，
成熟肝では P1 アイソフォームが優位である
が，胎生期の幼若肝では P2 アイソフォーム
の発現が認められる②．免疫組織化学的検討
により，P1 アイソフォームは肝細胞に，P2
アイソフォームは胆管上皮に特異的に発現
することが明らかになっている③．我々が行
ったラット成熟肝細胞を用いた三次元コラ
ーゲンゲル内培養による胆管上皮細胞への
分化転換④においても，P1 アイソフォームの
低下に伴い P2 アイソフォームの発現が観察
されることから（Sone et al., manuscript in 
preparation），P1，P2 の発現変化が肝細胞から
胆管上皮への分化転換に関与していること
が疑われる.  
 
２．研究の目的 
 P1，P2 プロモーターの発現切り替えの機構
は不明であるが，これまでに HNF4αP1 アイ
ソフォームを過剰発現させると P2 プロモー
ターが抑制されることが知られている①．
我々は P1 プロモーター抑制が P2 プロモータ
ー活性化に関わると考え，そのメカニズムの
解明を試みた． 

HNF4α 遺伝子上の P1 プロモーターには核
内オーファンレセプターである chicken 
ovalubumin upstream promoter-transcription 
factor（COUP-TF）結合モチーフが存在する
ことから①，この分子群が P1，P2 スイッチン
グに何からの関わりがある可能性がある⑤．
COUP-TF に対しては，アンタゴニストとして
働くと考えられている chicken ovalbumin 
upstream promoter transcription factor- 
interacting proteins (Ctip) 1 (Bcl11a)も存在する
ことが知られており⑥，本研究では肝細胞か
ら胆管上皮細胞への分化転換系におけるこ
れらの遺伝子発現レベルを調べた．特に
COUP-TFI 遺伝子に着目し，肝細胞への in 
vitro 遺伝子導入およびハイドロダイナミク
ス法による in vivo での肝細胞遺伝子導入を
行った． 

さらに，肝細胞から胆管上皮細胞への分化
に重要な役割を担うことが知られている
Notch の活性化の P1，P2 プロモーターへの直
接的影響を検討した． 
 
３．研究の方法 
(1) 分離肝細胞，門脈域組織，スフェロイド，
コラーゲンゲル内三次元培養サンプルの調
製：マウスの肝をコラゲナーゼで灌流し，肝
細胞を採取した．門脈域組織は PBS 中でピン
セットを用いて残存する肝細胞を除いた．得
られた肝細胞をプライマリアディッシュ上
で 5 日間 Williams’ E 培地を用いた無血清培
養を行ない，スフェロイドを形成させ，コラ
ーゲンゲル内で三次元培養を行った．
Williams’ E 培地に 10%血清，EGF (10 ng/ml)，
インスリン(10-7 M)添加した． 
(2) Quantitative reverse transcription polymerase 
chain reaction, (RT-q-PCR): 培養マウス肝細胞
の分化転換に伴う P1，P2 アイソフォームや
肝細胞，胆管上皮細胞の各種分化マーカーの
遺伝子発現変化を検討した．セパゾール RNA 
I Super G (ナカライテスク)を用いて生成した
RNA から Transcriptor First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Roche)を用いて cDNA を合成し
た．イントロンを挟む配列を増幅させるプラ
イマーを設計し，SYBR グリーン法で行った． 
(3) 分離肝細胞への COUP-TF1 遺伝子導入: 
pCMV6.1mNr2F1 vectorのmCOUP-TFI遺伝子
をコードする EcoRI から XhoI の 1885 bp 断
片を pIRES2AcGFP vector のマルチクローニ
ングサイトの EcoRI と SalI にサブクローニン
グすることで AcGFP1 と mCOUP-TF1 を発現
するバイシストロニックベクターを構築し
た．発現の確認は Lipofectamine LTX reagent
を用いて pIRES2-mCOUP-TFI-AcGFP1vector
を 293T 細胞に導入し，抗 COUP-TF1 抗体
（PP-H8132-00，ペルセウス・プロテオミク
ス）を用いたウエスタンブロットを行った． 
24 時間培養した肝細胞に遺伝子ベクターを
Lipofectamine 3000 を用いて導入した．  
(4) マウス肝細胞内での COUP-TFI 遺伝子の
一過性発現：マウス肝臓への遺伝子の導入は
ハイドロダイナミクス法を用いた．成熟マウ
スの尾静脈にリンゲル溶液で希釈した
pIRES2-mCOUP-TFI-AcGFP1vector（20 μg/2.5 
mL)を 8 秒以内で急速注入した．3 日後に 4%
パラホルムアルデヒド溶液で灌流固定した
マウス肝臓を摘出し，凍結切片を作製して蛍
光顕微鏡下で観察した． 
(5)  Notch 経路活性化の影響の検討：培養肝
細胞に Notch 活性を抑制する DAPT を添加し，
P1，P2 アイソフォームの発現変化を検討した．
また，pT3-EF1α plasmid に Notch1 intracellular 
domain (N1ICD)を組み込み，SB13 transposase
ベクター（pT2/C-Luc/PGK-SB13）とともにハ
イドロダイナミクス法で肝細胞に導入した． 
 
４．研究成果 
(1) 培養マウス肝細胞における P1，P2 アイソ



フォームの mRNA 発現変化 
 分離肝細胞で発現する P1 アイソフォーム
（HNF4α1）はスフェロイド，コラーゲンゲ
ル内三次元培養細胞, 門脈域組織で急激に低
下した（図２A）．一方，P2 アイソフォーム
（HNF4α7）は分離肝細胞で検出限界以下で
あるが，スフェロイドおよびコラーゲンゲル
内三次元培養細胞で発現が認められた（図２
B）．門脈域組織では予想と異なり，発現はほ
とんど認められなかった．免疫組織化学的に
P2 アイソフォームを染色しても，胆管上皮細
胞には明らかな陽性所見はみられず，P2 アイ
ソフォームは胆管上皮細胞が成熟すると発
現がほぼ消失することが明らかになった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 分離肝細胞(Hepatocytes)，スフェロイド(Spheroids)，コ

ラーゲンゲル内三次元培養細胞(CGC)および門脈域組織(Portal 

Tract)での P1 バリアント（アイソフォーム）（HNF4α1）および

P2 バリアント（アイソフォーム）（HNF4α7）の発現． 
 
(2) P1 プロモーターを調節するとされる上流
転写因子 COUP-TF および Ctip1 の mRNA 発
現変化 
 COUP-TFI は分離肝細胞で発現していない
が，スフェロイド培養で発現上昇が始まり，
コラーゲンゲル内三次元培養細胞,門脈域組
織と発現量が増加する（図３A）．COUP-TFII 
V1（図３B）および COUP- TFII V2（図３C）
では分離肝細胞，スフェロイド，コラーゲン
ゲル内三次元培養細胞でほぼ同レベルの発
現であり，門脈域組織で最も高い遺伝子発現
を示した．Ctip1 は分離肝細胞で発現してい
ないが，スフェロイド培養，コラーゲンゲル
内三次元培養細胞，門脈域組織順で発現が認
められる（図３D）．このうちコラーゲンゲル
内三次元培養細胞で最も高い発現を示した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 分離肝細胞(Hepatocytes)，スフェロイド(Spheroids)，コ

ラーゲンゲル内三次元培養細胞(CGC)および門脈域組織(Portal 

Tract)での COUP-TFI，COUP-TFII V1 および COUP- TFII V2 の

発現． 

 
(3) COUP-TFI 遺伝子発現ベクターの in vitro
および in vivo でのマウス肝細胞への導入 
 pIRES2-mCOUP-TFI-AcGFP1vector を導入
した分離肝細胞では，COUP-TF1 の発現が核
で確認された（図４A）．抗 COUP-TFI 抗体を
用いたウエスタンブロットで COUP-TFI（420 
aa，45.8kDa）のバンドを検出した（図４B）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ pIRES2-mCOUP-TFI-AcGFP1vectorによる COUP-TFI の

核内発現. 

 
 マウス肝臓からコラーゲン灌流法で分離
した肝細胞に pIRES-mCOUP-TF1- 
AcGFP1vector (COUP-TFI)および，pIRES- 
AcGFP1vector (control)を導入したところ，
GFP 蛍光が１日後から観察された．遺伝子導
入３日後では，control の細胞が扁平な肝細胞
の形態を示すのに対し，COUP-TFI 導入細胞
では多数の突起や足を伸ばした形態を示す
細胞が多数観察された（図５）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ mCOUP-TFI 発現による分離肝細胞の形態変化 
 
 成熟マウスにコントロールベクター
（pIRES2-AcGFP1）をハイドロダイナミクス
法で肝臓に導入すると 3 日後に遺伝子が導入
された細胞に緑色蛍光が確認された（図６）．
一 方 ， COUP-TFI 発 現 ベ ク タ ー
（pIRES2-mCOUP-TFI-AcGFP1）を導入した
場合には緑色蛍光を発する細胞がまったく



確認できず，COUP-TF1 を発現した肝細胞は
早期に肝組織から排除される可能性が示唆
された（図６）．どのようなメカニズムによ
り排除されるかは現在のところ不明であり，
今後，導入後より早期の段階で，アポトーシ
スもしくは細胞競合が起こっている可能性
を検討する必要がある． 
 

 

 

 

 

 

 

図６ ハイドロダイナミクス法で COUP-TFI を導入し，3 日経

過した肝組織の蛍光顕微鏡像 

 

(4) Notch シグナリング経路抑制による P2 ア
イソフォームの発現抑制 
 Notch シグナリング経路は胆管上皮細胞の
分化に重要であることが知られている．また，
我々は以前の研究で，肝細胞から胆管上皮細
胞への分化転換に伴い Notch シグナリング経
路が活性化されることを見出している④．
DAPTはNotchの intracellular domain切断に関
わる γ-secretase を抑制することで Notch シグ
ナリング経路を阻害する．我々はマウス肝細
胞の単層培養系を用い，DAPT の効果を検討
した．単層培養系でも P2 アイソフォームの
mRNA 発現は一過性であり，培養後 12 時間
でほぼ消失した．P2 アイソフォームの一過性
発現はDAPTを 20 μM濃度で添加した場合に
抑制されることが明らかになった（図７）．
P1 アイソフォームの mRNA 発現に関しては
10 μM で軽度の発現低下抑制が認められた
（図７）．以上の結果は，Notch シグナリング
経路が P1，P2 アイソフォームの切り替えお
よび肝細胞の分化転換に関与していること
を示唆している． 
 
 
 
 
 
 
 
図７ マウス肝細胞単層培養系における P1，P2 アイソフォーム

mRNA の経時的発現（単位：時間）と Notch シグナリング経路

抑制剤 DAPT の影響 

 

(5) SB トランスポゾンシステムを用いた
Notch 1 intracellular domain (N1ICD)発現ベク
ターの肝細胞への導入 
 次に我々はNotch活性化が in vivoにおける
肝細胞の分化状態にどのような影響を与え
るかを直接的に調べるため，N1ICD および
EGFP を組み込んだ SB トランスポゾンカセ
ットベクターと SB トランスポゼース発現ベ
クターを同時にハイドロダイナミクス法で
マウス肝細胞に導入する実験を行った．導入

後 1 週間で観察したところ，胆管上皮細胞の
マーカーである Sox9 が陽性の肝細胞が肝小
葉内に多数認められ，それらの多くは EGFP
陽性であることが明らかになった（図８）．
これらには CK19 の発現は確認できなかった
が，Notch 活性化は正常肝の微小環境内で肝
細胞を胆管上皮細胞方向に分化転換させる
作用を持つことが示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
図８ ハイドロダイナミクス法で SB トランスポゾンカセット

に組み込んだ N1ICD，EGFP および SB トランスポゼースを導

入した肝組織．導入後 1 週間．左は Sox9（茶色）免疫組織化学，

右は Sox9（緑色）と EGFP（茶色）の二重免疫組織化学． 

 

 N1ICD，EGFP を導入し，約 1 年経過した
肝臓では，拡張した管腔構造を示す病変が散
在性に認められた（図９）．これらは CK19，
EGFP 陽性であり，ハイドロダイナミクス法
で遺伝子が導入され，組換えが起こった肝細
胞由来の胆管構造であると考えられた（図
９）．この結果から，Notch シグナリング活性
化が in vivo において肝細胞から胆管上皮細
胞への分化転換に必要十分であることが示
唆された．今後，Notch シグナリングが P1，
P2 アイソフォームの発現にどのように関わ
るかをより明確にしていく必要がある．本研
究は，P1，P2 アイソフォーム切り替えを含む
分化転換機構に Notch シグナリング活性化が
直接的に関連することを示し，これが肝細胞
の分化転換のマスタースイッチの本質に近
いものであることを示唆している． 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９ ハイドロダイナミクス法で SB トランスポゾンカセット

に組み込んだ N1ICD，EGFP および SB トランスポゼースを導

入した肝組織．導入後 1 年間．左から HE 染色，CK19 免疫組織

化学，EGFP 免疫組織化学． 
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