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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウス肝前駆細胞と肝間葉系細胞との新規共培養系を新規に樹立するこ
とにより、肝間葉系細胞が肝前駆細胞形質に及ぼす影響を明らかにすることを目的に研究を進めた。その結果、
肝間葉系細胞由来の液性因子としてVasoactive intestinal peptide (VIP)がtight junctionの形成促進を介し
て、胆管管腔構造の構築を促進することを示した。同様に、ヒトiPS細胞由来肝前駆細胞とヒトiPS細胞由来肝星
細胞の共培養系を構築すると、VIPはその胆管様オルガノイドの形成を促進した。これらの結果より、VIP関連分
子は肝障害時の組織修復治療への標的となることが期待された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research project is to establish a novel co-culture system 
of murine hepatic progenitor cells (HPCs) and murine liver mesenchymal cells (LMCs) and to clarify 
the cell-to-cell interaction between HPCs and LMCs. Our data revealed that murine LMCs secret 
vasoactive intestinal peptide (VIP). VIP signaling significantly encouraged cholangiocytic organoid 
formation derived from HPCs and upregulated the formation of tight junction protein in vitro. 
Administration of VIP to liver-injured mice promoted the restoration of damaged tight junctions in 
bile ducts in vivo. Human iPS-derived LMCs and VIP also promoted the formation of cholangiocytic 
organoids derived from human iPS-derived LPCs. Our studies suggest that VIP-related signaling is a 
therapeutic target for restoration of damaged liver tissue. 

研究分野：消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、肝細胞と胆管細胞、そして間葉系細胞との3者の細胞間相互作用を制御しうる分子標的を探索し、肝疾患
の検査・治療へ応用する試みが注目を集めている。本研究では、主として肝前駆細胞の分化と胆管形成に肝間葉
系細胞が与える影響について詳細に解析を行った。
我々が解明したVIPに関しての前述の機能は、これまで全く未知の知見であり、米国肝臓病学会の機関誌に掲載
され、種々の学会で主題として発表するなど、研究の新規性が学術的に高く評価されている。同様に、肝疾患の
標的因子として、VIPのような神経ペプチドの機能にはこれまで不明の点が多く、今後の肝疾患治療への応用性
の見地からも、社会的な意義が深いと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
• 本邦では、肝硬変・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。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医療・研究に利用する試みが注目を集めてきた。肝幹･前駆細胞は、高い増
殖能及び肝細胞・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
究グループらによって開発・確立された。さらにヒトiPS細胞樹立成功に伴って、自己由来の肝
幹･前駆細胞を誘導して用いる再生医療の実現化が期待され、肝幹･前駆細胞の分化・増殖のメ
カニズムを解析する研究の必要性が非常に高くなった。ところが肝幹･前駆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には不明の点
も多く、iPS細胞から肝細胞系譜に安定的に初代培養肝細胞と同等のレベルまで成熟化させ、創
薬研究や再生医療に効率的に利用しうる技術は、現在のところ確立されたとはいえない。 
• これまで研究グループでは、肝幹･前駆細胞の増殖・分化を制御する分子機構の解析に取り組
んできた。そして、マウス肝幹･前駆細胞画分を高度に濃縮し、ウイルスベクターによる遺伝子
導入と遺伝子改変マウスを用いた解析を行い、特定分子が増殖・分化にどのような機能を有す
るかについて解析しうる実験系を独自に構築した。その結果、肝幹･前駆細胞では、転写因子
Prox-1がp16の転写活性化を介して増殖促進効果を有すること(Kamiya & Kakinuma et al, 
Hepatology,2008)、転写因子Sall4が胆管細胞分化を正に、肝細胞分化を負に制御すること
(Oikawa & Kakinuma et al, Gastroenterology, 2009)などを明らかにし、報告してきた。 
• 近年の肝前駆細胞に関する研究としては、慢性肝炎のような肝細胞の老化による増殖障害環
境では、胆管由来の肝前駆細胞が、肝細胞再生を支持できることが示される（Raven et al, 
Nature, 2017）、手術検体のヒト胆管上皮細胞から培養系で増殖させた細胞を用意し、in vitro
で再構成させて移植する研究(Sampaziotis et al, Nat Med, 2017)などが次々と報告され、肝
細胞と胆管細胞、及び間葉系細胞との3者の細胞間相互作用に注目し、肝前駆細胞を制御し肝再
生を促進しうる分子標的の探索が注目を集めている。 
• このような研究背景の中で、我々は最近、肝間葉系細胞が産生するWnt5aは肝幹･前駆細胞の胆
管分化を負に制御すること（Kakinuma & Azuma et al, Hepatology, 2013）、BMP-4はWnt5aと協
調的に作用して肝幹･前駆細胞の増殖を負に制御すること（Goto & Azuma et al, Hep Res, 2017）
などを相次いで報告してきた。すなわち我々は肝幹･前駆細胞に対して間葉系細胞との相互作用
が、その増殖・分化を緻密に調節し、肝臓の恒常性維持に貢献している可能性に注目している。
さらに最近、既報（Suzuki et al, Gastroenterology, 2008）に基づき、マウス胎生期肝間葉
系細胞あるいは肝星細胞をp75NTR陽性細胞として分取し、一定期間、肝幹･前駆細胞と共培養す
る新規培養系の確立に取り組んできた。 
• その結果、肝幹･前駆細胞の胆管系譜への分化について、肝幹･前駆細胞から分化した１層の胆
管系譜細胞により形成される胆管様嚢胞型培養体<cholangiocytic cysts>を形成させる系にお
いて、肝間葉系細胞は液性因子を介してその形成を促進しうるpreliminary dataを得た。 
• このような我々自身の研究結果を含む研究背景を基盤として、肝幹･前駆細胞と肝間葉系細胞
の細胞間相互作用を明らかにすることで、これらの細胞の分化・増殖の制御、ひいては肝線維
化機構の治療標的分子の解明にも寄与しうると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
前記の背景、及び我々が確立してきた学術・技術基盤に基づいて、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。 
研究代表者らは、これまでに確立してきた肝幹･前駆細胞及び肝線維化研究の学術・技術基盤を
もとに、(1) 細胞表面抗原によって高度に濃縮した肝幹･前駆細胞と胎生期及び成体肝星細胞と
の新規共培養系により、胎生期及び成体肝間葉系細胞（星細胞）が肝幹･前駆細胞の分化・増殖
に与える効果と中心的な機能を有する標的分子を同定する。さらに、(2) マウス肝前駆細胞誘導
モデルを用いて、同定した標的分子が肝間葉系細胞と肝幹･前駆細胞との相互作用、肝幹･前駆細
胞が肝星細胞の活性化・増殖に与える機能を検証する。 
これらの知見をもとに、 (3)ヒト iPS 細胞株由来肝間葉系細胞が肝幹･前駆細胞の機能的成熟化
の調節において有効な標的分子を同定する。これらの研究により、ヒト iPS 細胞から、より機能
的な肝細胞成熟化を誘導する技術の開発し肝再生医療開発への学術･技術的な基盤形成に貢献す
ること、さらに抗線維化療法開発への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 
(1) 肝幹･前駆細胞と肝間葉系細胞との新規共培養系の樹立と標的分子の探索  
• 最初の検討として、肝間葉系細胞と共培養したマウス肝幹/前駆細胞由来の胆管様嚢胞型オ
ルガノイド cholangiocytic cysts（CC）と共培養しない CCとの間、及び野生型肝間葉系細胞と



 

 

MMP-14 欠損肝間葉系細胞との間で形質の解析を行い、差があれば、whole transcriptome 解析
を行う。肝幹･前駆細胞側では受容体分子、肝間葉系細胞側では分泌・液性因子について特に注
目し、抽出された変動分子について検証を進める。 
• 検証に際しては、阻害薬あるいは受容体拮抗剤による検討、ウイルスベクターによる shRNA
または cDNA 強制発現の双方から、変動分子が重要な機能を有するかを検証する。 
 
 
(2) 肝前駆細胞誘導マウスモデルの作成と肝間葉系細胞と肝前駆細胞との相互作用の検証 
• (1)の検討と並行し、in vivo の検討として、肝前駆細胞誘導マウスモデルを作成し、そのモ
デルにおける肝間葉系細胞と肝前駆細胞との相互作用の検証を行う。具体的には、DDC 負荷食を
与えることによって、細胆管反応と胆汁うっ滞性肝障害が惹起されることが報告されている。
このモデルを利用し、肝間葉系細胞と肝前駆細胞の動態、回復期における相互作用を細胞生物
学的に解析する。前記で同定した肝間葉系細胞の標的分子について、過剰発現もしくは shRNAを
用いて、肝星細胞の活性化、増殖、線維形成に対する機能を検証する。 
 
 
(3) ヒト iPS 細胞由来間葉系細胞による肝前駆細胞の機能調節標的分子の探索 
• 研究グループでは、これまでにヒト iPS 細胞培養系を用いて、ヒト iPS 細胞由来肝幹･前駆
細胞に HBV receptor である NTCP を高発現せしめ、自然免疫反応が保たれつつ、HBVを感染せし
めて検討が可能な実験系を構築する(Kaneko & Azuma et al, Sci Rep, 2016)など、ヒト iPS 細
胞の分化誘導手法について検証してきた。 
• そこで、ヒト iPS 由来肝前駆細胞とヒト iPS 由来肝間葉系細胞を、(1)と同じ非接触的に共
培養し、同定した標的分子の過剰発現・阻害もしくは欠損株樹立を行い、マウスで同定された機
構がヒト間葉系細胞においても同じ機能を呈しうるかを検証する。 
 
 
４．研究成果 
(1) MMP-14欠損マウスにおける、胆管形成遅延と肝間葉系細胞との関係性 
• MMP-14 欠損マウス由来の胎生 16.5 日マウス胎仔肝から肝間葉系細胞分画 (LMC)として  
CD45－Ter119－p75NTR+画分を FACS により分取した。同様に野生型 (WT) マウス胎生 13.5 日マウ
ス胎仔肝から CD45－Ter119－Dlk+画分を MACS により分取した。胆管形成モデルとして、既報に従
い胎生 13.5 日 Dlk+肝芽細胞から 3 次元培養系を用いて cholangiocytic cyst (CC)を誘導し、
肝芽細胞と LMCを、液性因子の交換が可能な培養皿にて共培養し、その形質を解析した。 
• CC形成時において野生型(WT)-LMCとの共培養を行うと、共培養なしのものに比較して、CCは
大きさ・数ともに増多するなど、有意に CCの形成を促進した。一方で、MMP14-KO LMCと WT-肝
芽細胞の共培養では形成促進効果を認めなかった。したがって、MMP14-KO LMCでは、CC形成を
促進する液性因子の産生が低下していることが示唆された。 
• WT-LMC 及び MMP-14 LMC について、繰り返し FACS を行うことで、必要細胞数を調整し、
Microarrayを用いて網羅的発現解析を行った。その結果、MMP14-KO LMCで発現が低下していた
液性因子として Vasoactive intestinal peptide (VIP)を抽出した。なお、両者の発現プロファ
イルは極めて相同性が高く、VIP 発現のみが、検証解析でも、唯一再現性をもって発現低下があ
ることが示された。これらの結果より、VIP には CCの形成促進効果がある可能性が示された。 
 
 
(2) VIP を介した肝前駆細胞（肝芽細胞）と肝間葉系細胞との相互作用 
• 次に、(1)の結果をうけて、VIP の発現と VIP receptor の WT-CCにおける発現を確認した。
CCでは VIP受容体(VIPR)のうち、VIPR1 と VIPR2との発現を認め、recombinant VIP を添加する
と有意にその形成が有意に促進された。そして VIPR1 についてレンチウイルスベクターを用い
た shRNA 強制発現により knock downすると、VIP添加による CC形成の促進効果が有意に阻害さ
れた。一方で、VIPR2 についてレンチウイルスベクターを用いた shRNA 強制発現により knock 
downすると、VIP添加による CC形成の促進効果は阻害されなかった。これらの結果より、VIP-
VIPR1シグナルは CC形成促進に寄与することが示された。 
• CCにおける VIP の機能を解析した。VIP を添加しても、CK7、CK19、EpCAMなどの胆管分化マ
ーカーには特に差は認めなかった。同様に、VIP を添加しても細胞数の有意な増加はなく、PCNA
などの増殖関連分子の産生も不変であった。一方で、VIP は CCにおける TJP1 の産生、Grhl2の
発現を亢進させるなど、tight junction の成熟化を誘導した。同時に CC における CFTR、Aqp1
の発現・産生を亢進させるなど、胆管としてのイオン/水チャネル機能に関連する分子の発現を
亢進させた。これらの結果より、VIP は CCに対して、tight junctionの成熟化とイオン/水チャ
ネル機能の亢進を支持することで、CC形成促進を誘導したと考えられた。 
• 次に、WTマウスにおける、胆管形成期での VIP の発現を確認した。マウス肝における VIP・
VIPR1 の発現は、胆管形成期(E16〜P1)に上昇を認めた。VIPR1 は 主に門脈周囲の EpCAM+胆管上
皮系譜細胞で発現することが免疫染色にて示された。一方、VIP は門脈周囲の Jagged1+間葉系細



 

 

胞にて主に産生されていることが in situ hybridizationによって示された。  
• VIP の機能を in vivo において検証するため、妊娠 14日齢から母体マウスに VIP阻害剤を投
与し、胎仔の胆管形成を検討した。VIP阻害群では、新生仔 での CFTR・Aqp1 の発現は、対照群
と比較して有意に低値であった。また、Grhl2・Rab25の発現、肝内胆管における TJP1 の産生
も対照群と比較して VIP 阻害群にて有意に抑制された。これらの結果より、VIP は胆管におい
てそのイオン/水チャネル機能の成熟と tight junctionの形成を促進することが示された。  
• 最後に、成体障害肝における VIP の寄与を検討した。DDC 障害肝では VIP・VIPR1 の発現が低
下し、tight junctionの破綻を認めた。DDC 障害からの回復期に VIP を投与したところ、直接ビ
リルビン値は対照群と比較して有意に低値となった。また、胆管における TJP1 の産生が VIP 
投与群で有意に上昇しており、VIP は障害胆管において tight junctionの再構築を促進し、胆
汁うっ滞性肝障害からの回復に寄与する可能性が示された（Sato, Kakinuma, Azuma, Asahina, 
Watanabe, et al, Hepatol Commun, 2020）。  
• 肝間葉系細胞が産生する VIP は tight junction の形成を介して発生期の胆管形成を促進す
る。また、VIP は成体の障害胆管においても tight junctionの再構築を促進し、胆汁うっ滞性
肝障害からの回復に寄与した。 
 
 
(3)ヒト iPS 細胞由来間葉系細胞による肝前駆細胞の機能調節標的分子の探索 
• マウス肝前駆細胞とマウス肝間葉系細胞と同様に、ヒト iPS 由来肝前駆細胞を、3 次元培養
系を用いて cholangiocytic cyst (CC)を誘導し、ヒト iPS 由来肝前駆細胞とヒト iPS 由来 LMC
とを、液性因子の交換が可能な培養皿にて共培養し、その形質を解析することとした。 
• 我々は iPS-HSCsを誘導する独自の系の構築を試みた。ヒト肝星細胞の発生に関しては未だ不
明な点が多く残されているが、マウスでの研究では一定の知見があり、中胚葉系譜、横隔間充織、
中皮細胞を経て発生することが報告されている。 
• そこでヒト iPS 細胞から中胚葉系譜への分化誘導に関する報告を基盤として、4 つの因子
（FGF-2、BMP-4、Activin A、GSK3b-inhibitor）を選択して誘導系を構築した。誘導した細胞は
肝星細胞に発現する ALCAM、NGFR、HGF、PPARgといった遺伝子群を発現すること、ビタミン A貯
蔵能があること、TGF-b1 による活性化能を呈することから、肝星細胞と類似した形質を示すこ
とが示され、既報でみられるような iPS 由来肝星細胞 (iPS-HSCs)であると考え、以下の検討を
行った。 
• iPS-HSCs の機能的評価として、iPS-HPCs と共培養することで、iPS-HPCs の形質変化が誘導
されるかについて検討した。iPS-HPCsと iPS-HSCsとを接触共培養したところ、iPS-HPCsにおけ
るアルブミン発現は、共培養により有意に顕著な発現亢進を認め、iPS-HPCs の肝成熟化を促進
する効果を示した（Miyoshi, Kakinuma, Azuma, Asahina, Watanabe, et al, Sci Rep, 2019）。 
• iPS-CC形成時において健常型(WT)-iPS-LMCとの共培養を行うと、共培養なしのものと比較し
て、iPS-CC は大きさ・数ともに有意に増大するなど、有意に iPS-CC の形成を促進した。
recombinant VIP を添加すると iPS-CCの形成は有意に促進された。 
• iPS-CCにおける VIP の機能を解析した。VIP を添加すると、CK7、EpCAMなどの胆管分化マー
カーは、有意な変化は認めなかった。一方で、VIP は CCにおける TJP1 の産生を亢進させる傾向
があるなど、マウスと同様の結果が得られた（Sato, Kakinuma, Azuma, Asahina, Watanabe, et 
al, Hepatol Commun, 2020）。 
 
• これらの結果に基づいて、今後の計画では、マウス星細胞とマウス肝幹/前駆細胞との共培養
系の確立と、マウスにおいて星細胞特異的な遺伝子修飾が可能な in vivo 解析系の確立を目指
し、さらなる検討を行う必要があると考えられた。 
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