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研究成果の概要（和文）：肝臓再生の仕組みを明らかにするため、マウスを用いて肝臓に入る門脈の結紮実験を
行った。特定の肝葉に行く門脈を結紮すると、その肝葉は栄養枯渇で萎縮する一方、門脈結紮を行わない肝葉は
肥大する。その過程で、未分化な肝前駆細胞がどのように増殖するか調べた。肝再生に働くとされるTNFαが肝
前駆細胞の増殖に必要不可欠であることを示唆する結果が得られた。しかし肝細胞の増殖には必ずしも必須では
なかった。またモザイクマウスを用い、肝再生過程における肝細胞の増殖パターンに定方向性がないことを示し
た。

研究成果の概要（英文）：Liver regeneration was examined in mouse livers, which had portal vein 
branch ligation to left and median liver lobes. While ligated lobes were degenerated, liver 
regeneration, including hepatocyte growth, was detectable in nonligated liver lobes. Liver 
progenitor cell proliferation was noted around portal vein branches of ligated and nonligated lobes.
 In portal vein branch ligation experiments with TNFR1-knockout mice, hepatocyte growth took place, 
but no liver progenitor cells remarkably proliferated. The data suggest that TNFa signaling plays an
 important role in progenitor proliferation during liver regeneration induced by portal vein branch 
ligation.

研究分野：組織構築学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子欠失マウスを用いて特定の肝葉に行く門脈を結紮する実験を行い、その肝再生過程で肝前駆細胞の増殖は
TNFαのシグナルを必要とするが、肝細胞の増殖には必要ではないことを示唆する結果を得た。この成果は、肝
前駆細胞の増殖の仕組みを明らかにしただけでなく、従来知られる肝細胞の増殖の仕組みに疑問を呈するもので
ある。またヒト肝疾患にともなう肝再生の仕組みや治療への応用に貢献するものでもある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 肝臓の再生系として、代償性肥大が再生の本体である部分肝切除系と、肝障害に誘発されて
肝幹様細胞あるいは肝前駆細胞の増殖がおこり肝再生にいたる肝障害系の、大きく 2つの実験
系が知られる。部分肝切除系では、免疫系細胞の集積は肝内に認められないが、肝障害系では、
肝細胞への障害のため免疫系細胞が多数集積し、また肝前駆細胞の増殖が同時におこる。その
ため、種々の解析を行う上で細胞構成上非常に複雑である。肝前駆細胞の増殖の意義を明らか
にするためには、より単純な実験系が求められる。 
 マウスやラットの成体肝臓で特定の肝葉に行く門脈を結紮すると、その肝葉は栄養枯渇で萎
縮するが、その際、肝前駆細胞の増殖や胆管増生がおこるとされる。また壊死をともなうこと
も多いとされる。しかし結紮を行わない肝葉でも肝再生に加え、顕著な胆管増生あるいは肝前
駆細胞増殖がおこるとされる。しかし、これら、結紮肝葉、非結紮肝葉における細胞動態は依
然不明な点が多い。門脈結紮系では、再生肝葉と萎縮肝葉が別なので、胆管増生あるいは肝前
駆細胞増殖のメカニズムを解析する上で、再生と障害が同時におこる、化学薬剤投与による肝
障害再生系より単純である。この門脈結紮による肝再生系を確立することができれば、その詳
細解析は肝前駆細胞研究に有用なデータを供給しうると期待される。 
 肝臓実質部に侵入する肝前駆細胞は肝細胞と胆管上皮細胞に分化し、肝再生に寄与すると考
えられているが、これも十分な証明には至っていない。もしこの寄与があるならば、通常の肝
細胞の増殖パターンからずれがある可能性がある。肝臓でのオルニチントランスカルバミラー
ゼ（OTC）酵素の発現がモザイク状になる spfashへテロ型マウスを用いて肝再生実験を行い、肝
細胞の増殖パターンを解析すれば、その寄与が明らかになるかもしれない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、マウス成体肝臓において、化学薬剤を用いず肝前駆細胞増殖を顕著に誘導でき
る新奇実験系の開拓とそのメカニズムの解明を行うことを目的とする。そのために、次の研究
項目について解析を行った。 
(1) 門脈結紮をふくめ肝再生系における肝前駆細胞増殖の免疫組織学的解析 
(2) 部分肝切除ならびに門脈結紮による肝再生系における TNFαシグナルの関わり 
(3) 各肝再生系におけるモザイクマウスを用いた肝細胞の増殖パターンの数理解析 
 
３．研究の方法 
(1) C57BL/6J系マウス（生後 8-12週雄）を用い、部分肝切除、門脈結紮手術、アセトアミノフ
ェン（APAP）腹腔内投与または 3,5-ジエトキシカルボニル-1,4-ジヒドロコリジン（DDC）食餌
処理を施し、その再生過程を、細胞動態をふくめ免疫組織学的に解析した。 
(2) TNFα受容体遺伝子欠失マウス（生後 8-12 週雄）に部分肝切除、門脈結紮手術を行い、再
生過程を野生型と比較した。 
(3) 肝細胞の増殖パターンの解析のためのモザイク解析は、spfashヘテロ型雌マウス（生後 8-12
週）を用い、部分肝切除を含め種々の肝再生系で OTCモザイク像についてボックスカウント法
によりフラクタル解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 各肝再生系における細胞動態を免疫組織学的に探索した。 
 部分肝切除系では、術後 3日に Ki67陽性肝細胞が肝小葉全体に一様に観察された。顕著な胆
管増生あるいは肝前駆細胞の増殖はおこることはなかった。術後 2週には再生を完了した。 
 DDC 障害系では、DDC 給餌 2 週で門脈周囲にサイトケラチン強陽性、オステオポンチン陽
性の胆管増生ならびに肝前駆細胞増殖が認められた。これらの細胞は肝臓実質部にある程度侵
入した。胆管上皮細胞に Ki67陽性細胞が多数認められたが、肝細胞にはあまり Ki67陽性細胞
は観察されず、この障害系では肝細胞はあまり増殖しないと推察された。標準食餌に変えて 3
週後にほぼ正常な組織像に回復した。 
 APAP 障害系の場合、その投与は 2 回行ったが、投与後 3 日の時点で、中心静脈周囲 1-3 層
の肝細胞に壊死を生じていた。また残りの肝臓実質部全体の肝細胞が Ki67陽性となり、ほぼ全
ての肝細胞が増殖相に入っていた。加えて、門脈域より、少数であるがサイトケラチン強陽性
の肝前駆細胞が出現し、肝臓実質部に侵入した。APAP 投与後 3 週でほぼ正常な組織像に回復
した。 
 門脈結紮実験では、手術 1日後に、門脈結紮を行った肝葉で壊死がおこり、次第に萎縮して
いった。手術 3日後に、サイトケラチン強陽性の胆管増生あるいは肝前駆細胞が認められた。
結紮肝葉での変化と平行し、門脈結紮を行わない肝葉で再生がおこった。肝細胞の分裂像は手
術 3日後に顕著であった。非結紮肝葉でも、胆管増生あるいは肝前駆細胞増殖が認められる個
体があった。これらの増生は、DDC 処理とは異なり肝実質部に深く侵入することはなかった。
個体差があり、さらに実験例数を増やす必要がある。 
 
(2) TNFα受容体遺伝子欠失マウスにおいて門脈結紮手術を施したところ、術後 1日、3日と
もに肝細胞壊死は門脈を結紮した肝葉で野生型同様認められた。門脈結紮を行わない肝葉で
の肝細胞増殖も野生型同様におこった。これらの結果は、門脈結紮による肝再生系では、そ



の肝細胞の増殖に TNFαシグナルが働かない可能性があることを示唆している。別の因子が
TNFαの働きを代行している可能性もある。一方、肝前駆細胞の増殖については、TNFα受容
体遺伝子欠失マウスの場合、結紮、非結紮肝葉ともに抑えられた。この結果より、門脈結紮
系での肝前駆細胞増殖には TNFαシグナルが関わることが示唆された。今後、さらに実験例
数を増やし、証明していく必要がある。 
 部分肝切除系で同様に TNFα遺伝子欠失マウスを用いて肝再生過程を解析した。TNFα遺
伝子欠失マウスにおいても、野生型マウスと同様にその肝再生は正常に進行した。手術 3 日
後における細胞周期マーカーKi67、リン酸化ヒストン 3、トポイソメラ―ゼ IIa陽性細胞の割
合は野生型と遺伝子欠失マウスで差がなかった。この結果は過去の論文報告とは一致しない
が、TNFαリガンドの遺伝子欠失マウスデータとは一致する。TNFαリガンドの遺伝子欠失マ
ウスでも、部分肝切除による肝再生は正常におこるとされる。TNFαが肝再生過程で発現変
動していることを本研究でも確認しており、肝再生過程で働く可能性は十分にある。遺伝子
欠失個体では TNFαの代替シグナルが働いているとも推察される。さらに今後の検討が必要
である。 
 
(3) 部分肝切除系及び、APAP または DDC による肝障害系で、OTC 酵素の発現がモザイク状
になる spfashへテロ型マウスを用いて肝細胞の増殖パターンを数理科学的に解析した。OTC モ
ザイク像の解析は、肝再生が完了する時期、部分肝切除系では、術後 2週、DDC処理の場合は
処理終了後 3週、APAP 投与の場合は投与後 3週の時点で肝臓サンプルを採取した。各肝臓サ
ンプルからモザイク像を取り込み、ボックスカウント法によりフラクタル解析を行った（図 1）。
その結果、いずれの系でも OTCモザイク像はフ
ラクタル次元について値 1.5 をもつことが明ら
かとなった。各再生系の再生途上におけるモザ
イク像も同様に解析したが、フラクタル次元 1.5
を示した。これらの結果は、肝再生系では、前
駆細胞増殖がおこるとされる系もふくめ、肝細
胞の増殖パターンはフラクタルの性質をもち、
肝細胞の娘細胞の配置は肝内の構造に対し定方
向性はなくランダムにおこることを示している。 
 ラットキメラを用いた、部分肝切除による肝
再生系では、そのモザイクパターンはフラクタ
ル次元として値1.35を有するとの報告もあるが、
本研究の解析データはこのデータとは一致しな
かった。ラットキメラの場合もそのモザイクパターンはフラクタル次元をもつため、肝再生過
程で肝細胞はランダムに娘細胞を配置すると考えられるが、これは異なる 2系統を用いるキメ
ラ動物に固有の問題かもしれない（2系統の細胞間の接着性[親和性]が、同種の場合と異なる可
能性がある）。モザイクパッチ（2種類の細胞が混じり合うキメラ/モザイクパターンにおける
片方の細胞の集合塊）を構成する細胞間の接着性[親和性]が、異なるタイプの細胞間のそれに
比べて高いと、フラクタル次元の数値は小さくなるので、ラットの場合はキメラ個体を解析に
用いたために、用いられた 2系統間で細胞の親和性が異なった可能性がある。 
 実際に、2 種類の細胞を増殖させ、そのモザイクパターンのコンピュータシミュレーション
を行った。細胞の中心同士の距離が近いときは斥力、離れているときは引力が作用すると仮定
し、2 種類の細胞を比率 50%で割り当て、500 個までランダムに 3 次元的に増殖させた。この
モデルで得られる 2 次元平面でのモザイクパターンは 1.5 のフラクタル次元をもった。一方、
ラットキメラで推察されたタイプの異なる細胞間での接着性を同タイプのそれに比べ低く設定
してコンピュータシミュレーションを行うと、フラクタル次元は 1.35となり、ラットキメラの
報告値に一致した。この結果は、ラットキメラにおけるモザイクパターンでは 2系統由来の肝
細胞の接着性が異なることを示唆している。 
 研究代表者の用いたモザイクマウスにおいて、その再生過程で得られるモザイクパターンが、
等価な 2種類の細胞タイプのコンピュータシミュレーションと同じフラクタル次元値をもつこ
とは、肝細胞の増殖パターンは肝細胞以外の細胞との相互作用にはあまり依存しないことも示
唆している。研究代表者らのグループが用いたコンピュータシミュレーションは組織形成を数
理科学的に解析する上で、重要なツールになると期待される。 
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