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研究成果の概要（和文）：肝臓は高度の再生能を有するが、それには肝実質細胞と非実質細胞の協調が不可欠で
あり、特に肝再生後期の肝類洞再構築は、肝再生が正常に終了出来るかどうかを規定する重要なステップであ
る。autotaxin (ATX) は多彩な機能を有する脂質メディエーターとして、lysophosphatidic acid (LPA) の産生
に関わっているが、その制御機構には不明な点が多く、肝再生治療の新しい標的分子となる可能性が考えられ
る。
ラット肝再生モデルを用いた本研究では、肝再生と ATX/LPA の直接的な関連は明らかではなかったが、今後肝
類洞内皮細胞をターゲットとすることで新たな展開が期待される。

研究成果の概要（英文）：The liver is unique in its ability to regenerate in response to injury, and 
liver regeneration requires the mutual interaction in parenchymal hepatocyte and non-parenchymal 
liver cells. Among non-parenchymal cells in the liver, liver sinusoidal endothelial cells (LSECs) 
play a crucial role in sinusoidal remodeling at the late stage of liver regeneration. 
Autotaxin (ATX) and its product, lysophosphatidic acid (LPA), are generally involved in a variety of
 biological functions including cellular proliferation, migration, and apoptosis. Thus, it is 
interesting to postulate how ATX and LPA play a role in sinusoidal remodeling at the termination of 
liver regeneration. In the present study, the direct relation between liver regeneration and ATX/LPA
 axis has not been revealed. However, since it has been reported that LSECs have the scavenger 
receptor for ATX, more specific analysis targeting these cells could have the potential to figure 
out the role of ATX/LPA axis in liver regeneration.

研究分野： 肝臓病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の再生医学の進歩は、種々の疾患領域で再生医療の実現を可能にしつつある。肝臓は古くより再生すること
で知られ、再生医療に適した臓器と考えられるが、肝再生医療の実現には依然大きな課題が残されている。その
理由の一つには、肝臓が単一の細胞から成り立っているのではなく、実質細胞と種々の非実質細胞から構成され
ている為に、個々の細胞の増殖だけではなく、それらの協調により初めて肝再生が完成するという点が挙げられ
る。
肝類洞内皮細胞には autotaxin (ATX) のスカベンジャー・リセプタが高発現しているという報告もあり、肝再
生における新しいコーディネータの役割を果たしている可能性が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 肝再生の研究は従来肝実質細胞の増殖を中心に進められてきたが、vascular biology の

進歩にともない、肝類洞内皮細胞の担う役割が新たに注目されつつある。すなわち、肝

細胞の増殖には肝類洞内皮細胞の増殖・分化による血管新生・類洞の再構築が必要であ

り、その機能制御を明らかにすることで肝再生不全の治療に新たな展開が期待出来る

ものと思われる。 

 ATX は悪性黒色腫細胞の培養上清から、オートクラインによる細胞運動促進因子とし

て単離され、その後 lysophospholipase D (lysoPLD) 活性を有することが明らかとなった。

ATX/lysoPLD は lysophosphatidyl choline (LPC) より LPA を産生し、G タンパク質共役

受容体 (GPCR) である LPA リセプターを介し血管新生に関わる多様な生理活性を呈

することが知られている。 

 ATX ノックアウトマウスは血管形成に異常を来たし胎生致死となり、又、ATX トラン

スジェニックマウスでも同様に血管形成の異常がみられる為、ATX の生体内での制御

は精妙に制御されていることが推測される。ATX は血液のみならず、尿・脳脊髄液・

卵胞液などに存在することより、種々の細胞が恒常的に ATX を分泌していると思われ

るが、その制御機構には不明な点が多い。 

 近年、ATX の血液中活性はラット肝硬変モデル・慢性肝疾患症例で血中 LPA と強く

相関して亢進することが池田らにより明らかにされた。一方、マウス肝類洞内皮細胞で

は scavenger receptor を介し ATX の取り込みがみられることが報告され、さらに最近

ではマウスに静脈内投与された LPA は肝の非実質細胞に多く集積するという知見が

得られている。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、肝の再生機構を ATX-LPA を基軸とした血管新生（肝類洞再構築）

という新たな視点から解析し、肝再生不全機構を明らかにすることで治療への応用に

資することにある。具体的にはラット部分肝切除モデルを用い、in vivo 及び in vitro で

血管微小環境（vascular niche）と肝再生の関係を細胞の増殖・遊走・分化・細胞骨格の

変化などとの関連で検討する。ATX-LPA axis の基礎的研究は緒についたばかりで、そ

の調節機構には未知の部分も多いが、肝再生における肝類洞再構築の意義を考える上

で重要な課題と思われる。具体的な本研究の特色は以下の点にみられる。 

 

1. 肝再生促進因子の多くは肝実質細胞の増殖を直接的に誘導するものであり、非実質細

胞による肝類洞再構築をターゲットとしたものは少ない。70% 部分肝切除後ラット

において肝実質細胞の増殖が肝再生早期にピークとなるのに対し、非実質細胞の増殖

は肝再生後期に最大に達することから、我々は、in vitro で肝細胞増殖作用をもたない 

sphingosine 1-phosphate (S1P) を部分肝切除後ラットの肝再生後期（肝類洞再構築期）

に投与することで、肝細胞増殖を有意に促進することを明らかにした。70% 部分肝切

除後早期の肝細胞増殖期における投与は肝細胞増殖を惹起しなかったことからも、

S1P が肝類洞再構築を誘導した結果として肝再生が促進された可能性が強く示唆さ

れ、本研究はこれまでに無い新たな視点に立脚したものである。 

2. 我々は既にラット肝類洞内皮細胞の初代培養系を確立し、増殖・分化・アポトーシス

などの機能が継代培養系と比べ異なっていることを観察している。安定した初代培養



系は限られた施設でしか得られておらず、形質転換していない初代培養系を用いるこ

とで生理的な解析が可能なことは本研究の大きな特色といえる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．研究の方法 

 ラット部分肝切除モデルを用い実験では、残存肝の  autotaxin (ATX)、  LPA 

(lysophosphatidic acid) の発現を解析し、肝切除後の時間的変化を観察する。又、ATX の

阻害剤および LPA の分解酵素である LPP3 (Lipid Phosphate Phopatase) を用い肝再生

への影響を検討する。さらに、正常および部分肝切除ラットからそれぞれ初代培養の肝

実質細胞・肝類洞内皮細胞・星細胞を分離培養し ATX、LPA receptor の発現を解析す

ると同時に、それぞれの細胞に及ぼす ATX、LPA の作用を細胞内シグナル伝達、細胞

骨格の変化などを中心に検討する。具体的には、以下のようである。 

1. 基礎実験として、正常ラット肝組織における ATX、LPA の発現を解析し、血液・

胆汁中や他臓器（肺、腎、消化管、心臓など）における発現と比較する。 

2. ラット 70% 部分肝切除モデルを用い、肝切除後の時間経過における血中および残

存肝組織中の ATX、LPA の発現を解析する。又、残存肝組織を用い肝実質細胞、

肝類洞内皮細胞の DNA 合成能を BrdU labeling index により算定し、残存肝重量

と比較解析する。 

3. 同様の実験を ATX 阻害剤の前投与後に行ない、部分肝切除後肝再生における 

ATX の作用を検討する。  

4. 同様の実験を LPA degrading enzyme である LPP3 の前投与後に行ない、部分肝切

除後肝再生における LPA の作用を検討する。  

5. 70% 部分肝切除後ラットにおいて LPA を肝再生早期（肝細胞増殖期）と後期（肝

類洞再構築期）に投与した場合、それぞれで肝小葉内の肝類洞内皮細胞の分布・細

胞密度にどのような変化がみられるかを細胞増殖・アポトーシスとの関連におい

て解析する。さらにそのときの細胞間接着機装置（gap junction、tight junction）の

変化についても免疫染色を用いて検討を加える。 

6. さらに、肝星細胞を免疫組織学的に多重染色することにより、肝類洞再構築過程

での星細胞の分布・肝類洞内皮細胞との接着につき解析し、肝再生における肝実

質細胞と非実質細胞の相互関係を構造的・機能的に検討する。 

7. 正常ラットおよび 70% 部分肝切除後ラットよりそれぞれ初代培養の肝実質細胞、



非実質細胞（肝類洞内皮細胞、星細胞など）を分離培養し、PCR を用い LPA receptor 

の解析を行うと同時に ATX 活性の測定を行ない、各々の発現動態を比較検討す

る。 

8. 正常および部分肝切除ラットからそれぞれ肝実質細胞・肝類洞内皮細胞を分離培

養し、それぞれの細胞に及ぼす LPA の作用を live cell imaging として観察し、細

胞内カルシウム・シグナリングの解析を行う。  

9. 同時に、細胞の形態変化および遊走能をマルチ高速イメージングシステム（現有）

による  time-lapse movie でリアルタイムに観察し、この過程での細胞外基質

（collagen, fibronectin, laminin）による影響および細胞骨格蛋白（actin・myosin）の

細胞内分布変化を免疫染色により合わせて検討する。又、connexin 26, 32 などの細

胞間結合蛋白の発現動態との関連についても検討を加える。 

10. 同様の実験を ATX 阻害剤の前投与後に行ない、ATX の阻害が細胞運動能や細胞

骨格の変化に及ぼす影響につき検討を加える。 

11. 細胞増殖能の変化を経時的に観察するため、モノクローナル抗 BrdU 抗体を用い

た間接免疫蛍光抗体法により BrdU labeling index を算定し、細胞内カルシウム・

イメージングとの対比において解析する。 

12. 現有する最新の超高分解能蛍光顕微鏡（STED: Stimulated Emission Depletion）を用

いて肝類洞内皮細胞の観察を行い、従来電子顕微鏡でしか解析し得なかった肝類

洞内皮細胞の fenestrae の収縮を、細胞内カルシウム・シグナリングとの関連で比

較検討する。 

13. 肝類洞内皮細胞の機能発現には NO (nitric oxide) による調節が重要であり、eNOS 

(endothelial NO synthase) 分子は内皮細胞膜に豊富に存在する膜陥入構造である 

caveolae に局在することから、caveolae 局所での Ca2+ 動態は NO 産生に重要な

役割を果たしていると考えられる。そこで、STED を用い、部分肝切除後ラットよ

り作製した肝類洞内皮細胞における caveolae の形態学的特徴を観察し、正常ラッ

トより作製した肝類洞内皮細胞と比較検討する。さらに、NO 蛍光指示薬を用いる

ことで NO 産生についても解析し、細胞内カルシウム・シグナリングとの比較に

ついても検討を加える。 

 

４．研究成果 

肝臓は高度の再生能を有するが、それには肝実質細胞と周囲の非実質細胞の協調した増殖・分裂

が不可欠であり、特に肝再生後期に起こる肝類洞再構築は、肝再生が正常に終了出来るかどうか

を規定する重要なステップである。 

オートタキシン (ATX; autotaxin) は血管新生・創傷治癒など多彩な機能を有する脂質メディ

エーターとして、リゾリン脂質の一つであるリゾホスファチジン酸(LPA; lysophosphatidic 

acid) の産生に関わっているが、その制御機構には不明な点が多く、肝再生治療の新しい標的分

子となる可能性が考えられる。 

一方、ATX は肝線維化調節因子としての役割も注目されており、血清 ATX の測定は慢性肝疾患

に対するバイオマーカーとして既に実用化されている。肝再生と肝線維化との間には密接な関

係があることからも、ATX と肝線維化-肝再生の関連を明らかにすることには大きな意義がある

と考えられる。 

本研究では、ラット胆管結紮による肝障害モデルを用い、肝再生と ATX-LPA axis につき検討



した。これまでに行なった血中 ATX 活性、血漿 LPA 濃度の測定については、肝再生過程で有意

な変化が認められなかった為、肝組織中の ATX 量をオートタキシン抗体を用いて Western 

blotting で解析したところ、ATX 自体の検出は可能であったが、肝再生過程において有意な変

化はみられなかった。 

一方、ラット 2/3 肝切除における肝再生モデルにおいて、血清 ATX 活性・量、および血漿 LPA 

量を経時的に解析したところ、肝再生に特徴的な変化は認められなかった。先行研究によると、

ラットに投与した ATX はスカベンジャー・リセプタを介して肝類洞内皮細胞に取り込まれると

報告されて居り、今後は肝再生過程における肝類洞内皮細胞の ATX 活性と LPA につき検討し

たい。 
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