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研究成果の概要（和文）：本研究では、胎生期の肝臓幹細胞（肝芽細胞）の制御機構とその破綻が肝芽腫をもた
らす機構の解明を目指した。独自の肝芽細胞培養法を用いた実験により、Hippo経路のエフェクター分子YAPの活
性化が長期増殖能を、β-カテニンの活性化はWnt非依存性を、またYAPとβ-カテニン両方の活性化はIGF-1の誘
導を介して増殖因子非依存性を賦与することが分かった。さらに免疫不全マウスへの移植実験により、YAPとβ-
カテニンに加えてc-Mycの活性化により腫瘍が形成されることが示された。以上の結果は、肝芽細胞の制御機構
と肝芽腫の発生機構の一端を解明するものであり、今後の肝芽腫の治療法の研究に寄与すると期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to reveal mechanisms regulating fetal liver stem 
cells, hepatoblasts, and also to understand how disturbance of such mechanisms leads to the 
childhood liver cancer, hepatoblastoma. By using a newly developed in vitro culture method of 
hepatoblasts, we found that activation of the Hippo pathway effector, YAP, confers long-term 
self-renewal ability on hepatoblasts, while activation of beta-catenin promotes Wnt 
signaling-independent growth of hepatoblasts. Activation of both YAP and beta-catenin induced 
expression of IGF-1, thereby promoting growth factor-independent survival and proliferation of 
hepatoblasts. Moreover, transplantation of cultured and genetically modified hepatoblasts showed 
that simultaneous activation of YAP, beta-catenin, and c-Myc induces formation of 
hepatoblastoma-like tumors in immunodeficient mice. These results identify novel mechanisms 
regulating hepatoblast cell fate and suggest that disturbance of the mechanisms leads to 
hepatoblastoma.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 肝芽細胞（Hepatoblast）は胚発生の過
程で肝臓に一過的に出現し、肝細胞と胆管上
皮細胞の両方を生み出す胎児期の幹細胞で
ある。高い増殖能を持ち、損傷を受けたマウ
ス肝臓に移植すると再生に寄与することか
ら、人工的に誘導された肝芽細胞の再生医療
への応用が検討されている (Li et al., 
Gastroenterology, 139: 2158-2169 (2010))。
また、肝芽細胞は小児性肝臓がんである肝芽
腫の起源細胞であり、肝芽細胞の増殖や分化
を制御する機構の解明は医学的な観点から
も重要な意義を持っている。 
 
(2) 肝芽細胞の培養法については、幾つかの
報告があった(Tanimizu et al., J. Cell Sci. 
117: 6425-6434 (2004); Takayama et al., 
Stem Cell Rep. 1: 322-325 (2013))。けれ
ども、それらの方法はフィーダー細胞の使用
や本来の性質（増殖能や遺伝子発現状態）が
徐々に損なわれるなどの欠点があり、肝芽細
胞の培養法は確立されてない状況であった。
また、肝芽細胞に特異的なマーカー遺伝子
（Dlk1 等）は他の組織でも発現しており、マ
ウス遺伝学を用いて肝芽細胞特異的に遺伝
子を改変することも困難であった。このよう
な背景から、肝芽細胞を制御する機構の研究
は進んでおらず、成体の肝幹細胞の研究と比
較しても立ち遅れていた。 
本研究代表者らは、他組織のオルガノイド

の培養技術に習熟しており、その技術を応用
することで肝芽細胞の培養を試みた。様々な
試行錯誤の結果、数種類の増殖因子と阻害剤
の組み合わせにより、マトリゲル中で肝芽細
胞が効率良く増殖する条件を決定した。増殖
した肝芽細胞はマーカー遺伝子の発現パタ
ーンを保持し、一ヶ月以上にわたり継代可能
であった。そこで本研究では、この新しい培
養方法を用いて、肝芽細胞を制御する分子機
構を解明することを目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、独自に開発した肝芽細胞の培養
法を用いて、この細胞の増殖と分化を制御す
る機構を解明することを目的とした。さらに
解明された制御機構の異常が小児性肝臓が
んである肝芽腫の発生や進行にどのように
関わるか明らかにするとともに、治療法の開
発に有用なマウスモデルを構築することを
目指した。 
 
３．研究の方法 
上記のように、本研究代表者らはこれまでの
研究で肝芽細胞の培養法を独自に開発して
いた。この方法では、マウス胚から単離した
肝芽細胞をマトリゲルに包埋し、GSK3 阻害剤、
TGFβ受容体阻害剤、FGF10、Insulin などを
含んだ培地で培養する。この方法により、一
月以上の長期間に渡って肝芽細胞を培養す
ることが出来る。本研究では先ず、この方法

で培養した肝芽細胞に様々な増殖因子やサ
イトカイン、生理活性物質などを投与し、肝
芽細胞への増殖や分化に与える影響を調べ
た。また、レンチウイルスベクターを用いて
様々な遺伝子をノックダウンもしくは恒常
的に活性化し、肝芽細胞の運命に与える影響
を解析した。さらに遺伝子操作した肝芽細胞
を免疫不全マウスの肝臓に移植し、腫瘍形成
能の有無を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) まず初めに、培養環境下において肝芽細
胞の運命を制御する分子の同定を試みた。そ
のために、肝芽腫において高頻度に活性化や
変異が認められる分子に注目し、機能解析を
行った。今回用いた培養法では、肝芽細胞は
一か月を過ぎた頃から徐々に細胞老化を起
こし、増殖を停止する。しかしながら、Hippo
経路のエフェクター分子であるYAPを活性化
させると、この細胞老化が抑制され、半年以
上の長期間にわたり増殖可能であることが
分かった。すなわち、YAP の活性化は肝芽細
胞に長期増殖能を賦与すると考えられる。 
 この作用に加えて、我々は YAP の活性化が
NF-κB 経路の阻害を介して炎症性サイトカ
インの分泌を抑制することを見出している。
YAP のこの機能が肝芽細胞において果たす役
割は現在のところ不明であるが、他の様々な
組織の細胞でも同様の現象が起きることを
見出しており、重要な生理的意義のある現象
ではないかと考えている。この点については、
今後さらなる解析が必要である。 
 
(2) 次に、肝芽腫において高頻度に遺伝子変
異による恒常的な活性化が見られるβ
-catenin の機能を検討した。その結果、変異
型β-cateninの発現により、肝芽細胞がGSK3
阻害剤非依存的に増殖可能になることが示
された。今回用いた培養法では GSK3 阻害剤
はWnt経路を活性化する目的で使用しており、
β-cateninの活性化によりWnt経路の恒常的
な活性化が模倣されたため、肝芽細胞の GSK3
阻害剤要求性が低下したと考えられる。 
肝芽細胞におけるYAPやβ-cateninの機能

解明が進んだ一方、以前の論文で肝芽細胞に
おける機能が報告されていたものの本研究
ではその機能を再現できなかった分子も存
在した。例えば、BMP やレチノイン酸は肝芽
細胞の増殖を促進することが報告されてい
たが、今回の実験ではそのような作用は確認
できなかった。これまでの研究の多くはマウ
ス初期胚を用いた研究に基づいていること
から、肝芽細胞以外の細胞を介した間接的な
影響や肝芽細胞が発生する以前に生じた表
現型の影響を見ている可能性があると考え
ている。また、レチノイン酸については増殖
因子-ERK 経路の活性化がレチノイン酸受容
体の活性を抑制することを見出しており 
(Imajo et al., Mol. Cell. Biol. 37: 
e00012-17 (2017))、今回の研究では培養に



使用した多量の増殖因子の作用のためにレ
チノイン酸の影響が観察できなかった可能
性がある。これらの可能性については、今後
の研究の課題である。 
 
(3) 上記 1 および 2 の実験では、YAP とβ
-catenin の単独での作用を明らかにした。一
方でYAPとβ-cateninの両方を同時に活性化
させると新たにもう一つの作用を発揮する
ことを見出した。すなわち、YAP とβ-catenin
の両方が活性化した肝芽細胞は増殖因子要
求性が低下し、培地から増殖因子（Insulin, 
FGF10）を除いても生存し、増殖した。そこ
で、YAP とβ-catenin が何らかの増殖因子の
発現を誘導することで、肝芽細胞の生存と増
殖を促進しているのではないかと考え、遺伝
子発現解析を行った。その結果、YAP とβ
-cateninの活性化がIGF-1の発現を誘導する
こと、それにより細胞の増殖を促進すること
が明らかになった。 
 
(4) 次に、YAP とβ-catenin によって誘導さ
れた IGF-1 が、実際に下流のシグナル伝達経
路を活性化しているか解析した。通常オルガ
ノイド培養法は細胞の大量培養に向かず、ウ
ェスタンブロッティングなどの生化学的解
析が困難である。そこで、蛍光バイオセンサ
ーを用いた生体イメージングの手法により、
IGF-1 経路の下流で活性化すると予想される
S6 キナーゼ (S6K)の活性を測定することを
試みた。その結果、肝芽細胞オルガノイドに
おいて単一細胞レベルでS6Kの活性を可視化
することに成功した（図 1 参照）。この解析
により YAP とβ-catenin 両方の活性化は
IGF-1 の誘導を介して、S6K を活性化するこ
とが示された。従って、YAP とβ-catenin は
これらの作用を介して、肝芽細胞の増殖因子
非依存的な増殖を促進すると考えられる。ま
た、今回用いたオルガノイドのイメージング
技術は、他の様々な分子、組織に応用可能で
あり、今後の生命科学研究において有用な研
究手法になることが期待される。実際に、研
究代表者らは腸オルガノイドにおいて、細胞
増殖に重要な役割を果たすERKの活性を単一
細胞レベルの解像度で経時的に観察するこ

とに成功している (Muta et al., Nature 
Commun. (2018) in press)。このように本研
究課題では、もともとの主目的ではないもの
の、今後のオルガノイド研究にとって技術的
に重要な知見も得られた。 
 
(5) YAP やβ-catenin の活性化は高頻度に肝
芽腫で観察されることが報告されている。そ
こで、培養下で YAP やβ-catenin を活性化さ
せた肝芽細胞を免疫不全マウスの肝臓に移
植し、腫瘍形成を誘導するか検討した。その
結果、YAP とβ-catenin の活性化だけでは腫
瘍は形成されなかったが、さらに c-Myc も同
時に活性化すると効率良く腫瘍が形成され
た（図 2 参照）。この c-Myc については、培

養環境下において肝芽細胞の分化を抑制す
ることを見出しており、腫瘍細胞の未分化性
の維持に寄与しているものと考えらえる。形
成された腫瘍内には肝芽細胞様の細胞に加
えて、肝細胞様および胆管上皮様の細胞が混
在していた。様々な細胞型の混在は肝芽腫の
特徴の一つであり、形成された腫瘍は実際の
肝芽腫との類似性を示唆している。 
以上のように、本研究により YAP/β

-catenin/c-Mycの3因子が肝芽細胞の運命制
御や肝芽腫の形成に重要な役割を果たすこ
とが明らかになり、またそれぞれの因子の果
たす役割も示された（図 3 参照）。また、今
回の研究で確立された3因子の導入による腫
瘍形成法は肝芽腫の研究に新しいマウスモ
デルを提供するものであり、今後の肝芽腫の
分子機構と治療法の研究に寄与することが
期待される。 

 

図 3. YAP/β-catenin/c-Myc による腫瘍形成
機構。 

図 2. YAP/β-catenin/c-Myc を発現する
肝芽細胞 (GFP を共発現)により形成さ
れた腫瘍。左：明視野、右：GFP 蛍光像。 

図 1．肝芽細胞オルガ
ノイドにおける分子
活性の可視化。(上) S6
キナーゼ (S6K)バイ
オセンサーの構造と
作動原理。(左下) 肝
芽細胞内のS6K活性の
測定画像。 S6K 活性 
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