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研究成果の概要（和文）： 
   
  成熟肝細胞の増殖と分化は細胞密度によって相反的に制御されている。 
(1) 高細胞密度で HGFによる LARの活性化機構として、Furin 様プロテアーゼの関与を明ら
かにした。 

(2) TDO プロモーター制御下で GFP を発現するトランスジェニックマウスの解析から、種間
で保存されている相同性領域を見出し、結合する転写因子として C/EBP-αを同定した。 
(3) 肝細胞増殖に必須であるプロリンは、コラーゲン合成を介してサイクリン D, Eの蓄積を引
き起こすことを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Growth and differentiated functions of mature hepatocytes are reciprocally regulated 
by cell density. 
(1) We found that a furin-like protease activity is involved in HGF-mediated LAR 
activation under high-cell density conditions. 
(2) Using TDO promoter-EGFP transgenic mice, we found that a conserved 
homologous region exists among the species. Furthermore, C/EBP-α  can bind its site 
and activate promoter activity.   
(3) Proline is an essential amino acid for hepatocyte growth. Proline increased 
accumulation of cyclin D and E proteins via newly synthesized collagen. 
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１．研究開始当初の背景 
  肝臓は血糖調節、血漿蛋白質や脂質の合

成・分泌、アミノ酸代謝、尿素合成など多彩

な機能を営んでおり、生体恒常性維持におい

て最も重要な臓器である。これら肝機能のほ

とんどを担っているのが成熟肝細胞である。

正常の肝臓では成熟肝細胞は増殖を停止し

た G0 期にあり、この状態で肝特異機能は最
大限に発揮される。一方、肝臓は旺盛な再生

能を有する臓器として知られている。肝臓に

傷害が起こると成熟肝細胞の細胞周期は G0
期から G1 期に移行し、増殖因子に応答して
速やかに増殖を開始する。その後、肝再生が

完了すれば増殖を停止し再び元の G0 期に戻
る。この様に高度な分化機能と活発な増殖能

を有している成熟肝細胞は、細胞の増殖・分

化や再生研究において非常に有用なモデル

システムであると言える。正常肝細胞では、

増殖と分化の制御が厳密に行われているこ

とによって生体は恒常性を維持している。さ

らに、この制御機構の破綻は細胞の異常増殖、

癌化につながると考えられる。よって、成熟

肝細胞の増殖・分化の制御機構を解明するこ

とは、生体の恒常性維持、組織再生ならびに

癌化のメカニズムの理解に役立つと考えら

れる。 
  HGF (hepatocyte growth factor)は、成熟
肝細胞の増殖を促進する分子として発見さ

れたが、その後の解析から HGF は肝臓のみ
ならず様々な組織・臓器の再生・保護におい

て重要な役割を果たす内因性の再生・修復因

子であることが明らかになっている。HGF
による肝細胞の増殖は細胞密度に依存して

いる。すなわち、肝細胞が HGF に応答して
DNA 合成を開始するのは低細胞密度の培養
状態であり、細胞間接着が形成される高細胞

密度状態では、たとえ過剰の HGF が存在し
ようとも DNA 合成は起こらない。この現象
は、他の正常細胞でも細胞同士が接着するよ

うな細胞密度になると増殖が停止し、contact 
inhibition of growthとして知られている。細
胞密度依存的な HGF 応答性のメカニズムの
一つとして、HGF 受容体である c-Met がチ
ロシンフォスファターゼ LAR によって脱リ
ン酸化されることが明らかになっている。

LAR の発現は細胞密度に関係なく一定であ
り、LARの活性化は高細胞密度条件に HGF
刺激が加わって初めて起こることから、ネガ

ティブフィードバック機構として働いてい

る。即ち、細胞間接着を認識する分子からの

シグナルが HGF シグナルを感知して、抑制
的に働くことによって調節されていると考

えられる。 
  TDO (tryptophan-2,3-dioxygenase)は肝
細胞の最終分化マーカーとして知られてお

り、成熟肝細胞に分化して初めて発現するよ

うになる。TDO はホルモン（グルココルチ
コイド）によって誘導されることが示された

最初の酵素であるが、ホルモンによる TDO
の発現誘導も細胞密度依存的な制御を受け

ている。この場合、TDO の発現量は肝細胞
密度が高い時ほど上昇する。さらに、肝細胞

の細胞密度依存性応答が細胞間接着による

ものかどうかを調べるため、低細胞密度で培

養した肝細胞に精製した細胞膜を添加し細

胞間の接着状態を模倣すると、あたかも高細

胞密度で培養した場合のように HGF による
DNA合成量は抑制されるが、逆に TDOの発
現量は上昇する。このように肝細胞には、細

胞間接着からのシグナルが細胞増殖には抑

制的に働き、分化機能に対しては促進的に働

く調節機構が備わっている。 
 
２．研究の目的 
  成熟肝細胞の増殖能と分化機能は、細胞密

度（細胞間接着）に依存して相反的に変化す

る。HGF等の増殖因子による DNA合成活性
で示される増殖能は低細胞密度ほど高く、高

細胞密度になるほど顕著に抑制される。これ

とは逆に、肝特異酵素である TDO の発現を
指標とした分化機能は、低細胞密度ではその

発現が低く高細胞密度ほど高くなる。このよ

うに肝細胞には、細胞間接着からのシグナル

が細胞増殖には抑制的に働き、分化機能に対

しては促進的に働く調節機構が備わってい

る。細胞密度による細胞応答性の変化は古く

から知られているが、その分子実体は未解明

である。本研究では、肝細胞の増殖・分化を

制御する分子機構の全容を解明することを

目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞密度依存的な LAR活性化機構の解析 
  初代培養肝細胞を低細胞密度と高細胞密

度で培養し、HGF刺激によって生じる LAR 
のmaturation formを解析した。 



(2) TDOの発現誘導因子の解析 
  TDO プロモーター制御下でレポーター遺伝

子（GFP）を発現するトランスジェニクマウ

ス（TDO-GFP マウス）を作製した。このマウ

スの肝細胞における GFPの発現解析から、TDO

遺伝子発現に重要であると思われるプロモ

ーター領域を見出した。この領域に結合する

転写因子をデータベースより検索した。さら

に、クロマチン免疫沈降法（ChIP）により、

転写因子と TDOプロモーターとの結合を確認

した。また、レポーターアッセイにより、TDO

遺伝子の転写活性化に関与しているかどう

かを解析した。 

(3)肝細胞増殖におけるプロリンの作用機構

の解析 

  プロリンの有無の条件下で肝細胞の初代

培養を行い、細胞周期関連分子の発現を調べ

た。さらにプロリンの作用点と、細胞内シグ

ナル伝達経路を解析した。 

 

４．研究成果 

(1)細胞密度依存的な LAR活性化機構の解析 
  肝細胞の増殖は細胞密度に依存しており、

高細胞密度では HGF 刺激を加えても細胞増
殖は起こらない。この時、c-Met のリン酸化

状態が持続せず、LAR によって脱リン酸化さ

れる。LAR は細胞密度に関係なく発現してい

るが、その活性化は高細胞密度培養下で HGF

刺激に依存して引き起こされる。そこで LAR

活性化機構を解析したところ、LAR は Furin

様プロテアーゼによって shedding されて活

性化することが明らかになった。 

(2)TDOの発現誘導機構の解析 

  TDO は成熟肝細胞で強く発現しており、さ
らに細胞密度が高まるほど強く誘導される。

TDO の発現調節機構を解析するため、TDO プ

ロモーター制御下で EGFP を発現するトラン

スジェニックマウスを作製した。その結果、

TDO 遺伝子の 5’上流約 22 kbp の範囲のうち、
-10 kbp から-22 kbp の領域が TDO の肝臓特

異的発現に重要であることが明らかになっ

ている。この領域をさらに詳細に解析したと

ころ、ヒト、マウス、ラット種間で保存され

ている領域を見出し、マウスでは約-15 kbの
領域に存在する。この領域に結合する転写因

子をTFSEARCHプログラムにより検索した
ところ、C/EBP-αが候補に挙げられた。さら
に、肝細胞内における結合を ChIP アッセイ
により確認した。次に、C/EBP-α が TDO の

転写活性に影響を及ぼすかどうかを調べる

ため、ルシフェラーゼアッセイを行った。そ

の結果、マウスの約-15 kbの領域を含むコン
ストラクトは C/EBP-α に依存してルシフェ
ラーゼ活性が上昇した。以上より、TDO遺伝
子の上流に存在する相同性領域は、C/EBP-α
を介して TDO の発現に関与していることが
示唆された。 
(3) 肝細胞の増殖に必須であるプロリンの

作用機構の解析 

  肝細胞の増殖にはプロリンの存在が必須

である。そこで、細胞周期関連分子の発現を

調べたところ、プロリンが細胞周期 G1/S 期

のサイクリンであるcyclin Dおよびcyclin E

の蛋白レベルでの発現蓄積を引き起こすこ

とを見出した。cyclin E の蓄積は、増殖因子

からのシグナルにより発現誘導された

cyclin Dの下流で起こる細胞増殖に必須な現

象である。しかし、プロリンの作用は増殖因

子の存在に関わらず、プロリン添加のみで認

められる。次に、プロリンの作用に関わる細

胞内シグナルを解析した。その結果、PI3K 阻

害剤によってプロリンによるサイクリン Eの

蓄積は完全に消失した。また、プロリンはコ

ラーゲンの主要構成アミノ酸であり、コラー

ゲン合成阻害剤によって初代培養肝細胞の

DNA 合成は阻害される。そこで、コラーゲン

合成阻害剤が cyclin E の発現に及ぼす影響

を調べたところ、プロリンによる cyclin E

の蓄積は認められなかった。以上の結果より、

プロリンから合成されたコラーゲンによっ

て PI3K/Akt 経路が活性化され、cyclin E の

蓄積に関与していることが示唆された。 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