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研究成果の概要（和文）：門脈塞栓術後の代償性肝再生に着目し，同状態に動員される肝特異的

幹細胞の単離とその機能解析を行った．得られた細胞（Portal Branch Ligation-stimulated 

Hepatic Cells: PBLHCs）は幹細胞の形質を有し，肝及び胆管細胞へ分化する可塑性を有するこ

とを確認した．本知見は，門脈塞栓術によって惹起される肝組織特異的幹細胞を再生医学的手

法により臨床応用に供しうることを示唆する所見と考えられた． 

 

研究成果の概要（英文）：We investigated the possibility of isolating hepatic progenitor 
cells in a portal branch-ligated liver model without administration of any chemical agents. 
A non-parenchymal cell fraction was prepared from the portal branch-ligated or 
non-ligated lobe, and seeded onto plates coated with laminin. Most of the cells died, 
but a small number were able to proliferate. These proliferating cells were cloned as 
portal branch ligation-stimulated hepatic cells (PBLHCs) by the limiting dilution method. 
The PBLHCs had a property of stem cells, and differentiated into both hepatocyates and 
cholangiocytes.In conclusion, successful isolation of bipotent hepatic progenitor cell 
clones, PBLHCs, from the portal branch-ligated liver lobes of mice provides the 
possibility of future clinical application of portal vein ligation to induce hepatic 
progenitor cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 肝臓はその増殖能力の高さから，臓器特異
的幹細胞が存在すると考えられ，これらを識
別，選別する目的で FACS による各種細胞表
面マーカーを用いた試みが報告されている
が，このような手法における共通の前提は，
目的とする細胞を分離・同定することができ
なければ，その詳細な解析を行うことができ
ないという点にある．現在までに報告されて
いる肝組織特異的幹細胞の誘導法は発癌物
質投与などのモデルが主体であり，このよう
な肝障害性薬剤投与モデルを臨床的に応用
することは困難である． 

 このような障壁を排除しうる肝再生モデル
の一つとして，我々は数年前より肝門脈結紮
モデルに着目した．門脈結紮によりその結紮
葉には組織特異的幹細胞様の未分化細胞が
出現することは既に報告されていたが，その
特性や機能は十分に解析されてはいない．し
かし，門脈塞栓術自体は既に拡大肝葉切除に
際した肝予備能向上を目的に，塞栓葉の門脈
血流を低下させることにより対側葉の代償
性の肥大を惹起させ，安全に肝切除が行える
方法として臨床的に確立されている．このた
め門脈結紮モデルを用いてその肝再生過程
に関与する組織特異的幹細胞を同定・分離し
詳細な機能解析を行い得れば，実地臨床への
フィードバックに直結すると思われる． 

 過去に当科においてはマウスES細胞を用い
た in vitroでの肝細胞分化誘導系において，実
際の胚発生段階と同様に，中胚葉由来の血管
内皮細胞や心筋細胞が重要な役割を果たす
ことを明らかにしている．この検討において
蓄積された evidence を生かし，ES 細胞を胚
葉ならびに臓器発生を in vitro で模倣する解
析ツールの一つとして位置付け，実際に分離
し得た肝組織特異的幹様細胞の機能解析を
行うことで，その細胞の分化度をより詳細に
把握することが可能であると考えられた． 

 

２．研究の目的 

 マウス門脈結紮モデルを用い，門脈結紮後
に出現する肝組織特異的幹細胞に対して，①
同細胞を分離・同定し，②分離された細胞の
in vitro における増殖性・分化能力の検討，
③肝細胞以外の内胚葉由来細胞への分化可
塑性の検討（特に膵内分泌細胞への分化の可
能性の検討）を行うことを，本研究の趣旨と
し計画した． 
 

３．研究の方法 

 C57BL/6Jマウス(8〜12週齢,雄) の門脈一
次分枝(左枝)を結紫し,術後肝非実質細胞分
画を分離する．これらをラミニンコートディ
ッシュ上で培養し，増殖性を有する（コロニ
ーを形成する）細胞集団を同定する．得られ

たコロニーから限界希釈法による single 
cell cloningを行い，長期に維持可能な上皮
様細胞集団（Portal 
branch-ligation-stimulated hepatic 
cells : PBLHCs）を分離した． 
 得られた PBLHCsに対して，①その発現形質
の確認による分化度の推定，②細胞増殖基質，
液性因子の添加及び異所性遺伝子導入によ
る可塑性の確認，を行なった． 
 更にマウス生体肝において得られた組織特
異的幹様細胞の局在を確認した． 
 
４．研究成果 
 C57BL/6Jマウス(8〜12週齢,雄)の門脈一次
分枝(左枝)を結紫し,術後肝非実質分画を分
離した．これらをラミニンコートフプレート
上で培養したところ，門脈結紮術後 7日及び
14 目の肝非実質細胞分画より上皮様細胞の
コロニーが形成されることを確認した
（Fig.1及び 2）． 

 
Fig.1 上皮細胞様コロニー 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
Fig.2 コロニー出現数の推移（white bar:上
皮細胞様コロニー，black bar:非上皮細胞様
コロニー） 
 
 得られたコロニーに対し，限界希釈法によ
る single cell cloningを行った．これによ



り 6カ月以上維持可能な上皮様細胞集団
(Portal branch-ligation-stimulated 
hepatic cells : PBLHCs)を分離し得た．  
 
 PBLHCsの発現遺伝子を RT-PCRにより解析し, 
肝細胞マーカー,胆管上皮細胞マーカーで免
疫細胞染色を行った．結果，RT-PCRによる遺
伝子発現解析により，PBLHCs は CKl9（胆管
上皮細胞マーカー）, albumin (肝細胞マー
カー), sca-1, CD44, Hmga2 (前駆細胞マー
カー)を発現することを確認した．免疫細胞
染色でも CK19, HNF4a（肝細胞マーカー）, 
HMGA2 の発現があり,これらはこれまで報告
されている肝前駆細胞の性質に矛盾しない
結果であると考えられた．（Fig.3） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.3 PBLHCsにおける，遺伝子発現プロファ
イル 
  
 また PBLHCsは内胚葉特異的マーカーである
Sox17 の発現を欠くことが同時に示された．
これらの所見は，PBLHCsが内胚葉から肝への
分化に commit された細胞である可能性を示
唆するものであると考えられた． 
 
 次いで PBLHCs の可塑性について検討した．
PBLHCsを oncostatin M添加のもと, matrigel
上 で 培 養 す る と RT-PCR で
glucose-6-phosphatase をはじめとする成熟
肝細胞マーカーの発現が増加することが確
認された．また, 尿素合成活性及びアンモニ
ア代謝能が培養後 1 週間まで徐々に増加,そ
の後 少なくとも培養 2 週間後まで同様の活
性が持続することがわかった．したがっ
て,PBLHCs は肝細胞様の細胞に分化しうるこ
とが確認された（Fig.4, 5及び 6）． 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.4 肝細胞分化誘導下での遺伝子発現プ
ロファイル 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
Fig.5 尿素合成能の経時的変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.6 アンモニア代謝能の経時的変化 

 
 
更に PBLHCs をマトリゲルを含むコラーケ

ンゲル内で 3次元培養を行うと, cyst様の構
造を形成した．免疫染色により actinの cyst
内腔側への集積が確認され,管腔構造として
極性を持っていることが示された(Fig.7)．
さらに培養を継続すると枝分かれ様の形態
を示し,胆管上皮細胞への分化が示唆された．  
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.7 Cyst様構造を形成する PBLHCs 
（矢頭：F-actin） 

 
 肝再生時には肝小葉の数が増殖するのでは
なく，小葉構造が保たれたまま大きくなると
言われている．成体肝での HMGA2の発現を免
疫組織染色で確認したところ,正常肝では門
脈域の胆管上皮にその発現が認められた．門
脈結紫を行うと, 門脈域で増殖し小葉間胆
管から細胆管，Hering管方向へと肝内に向か
って増殖するが，門脈結紮後 14 日目ではこ
の反応が見られなくなることが明らかとな
った（Fig.8）．このことは,門脈結紮葉にお
ける肝細胞増殖による肝小葉の増大に伴う
胆管構造の構築に HMGA2陽性細胞が関与して
いる可能性を示している． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.8 肝実質内に進展増殖する 
HMGA2陽性細胞（矢頭） 

 
 これらの結果は,マウスの門脈一次分枝を
結紫することにより肝内に出現する肝前駆
細胞を分離し得たことを示唆する．成人肝で
も HMGA2陽性細胞が存在することから，同様
の形質を有する細胞は，分離効率が低率であ
るものの正常肝からも分離しうる．このこと
は PBLHCs が組織特異的幹細胞であることを
逆説的に示唆する結果であると考えられる．
現在 signal sequence trap法を用い，PBLHCs
に特異的な細胞表面マーカーの同定を進め
ている． 
 
 今回得られた PBLHCsが，肝及び胆管細胞へ
分化する bi-potentialityを有することは既
に示した通りであるが，本細胞が更なる可塑
性，即ち同じ内胚葉系細胞である膵臓細胞へ

分化しうるかを平行して解析中である．我々
は過去に初代培養肝細胞に対して膵臓発生
特異的転写因子 Pdx1及び Ngn3を異所性発現
させることによりインスリン産生細胞を誘
導することに成功しているが，この 2因子に
転写因子 MafA を加え 3 因子共発現系とする
ことで内因性インスリン遺伝子の転写が更
に増強することを見いだしている．この基礎
的検討を踏まえ，PBLHCsに対してこの 3転写
因 子 を 共 発 現 さ せ ， そ の 可 塑 性
（reprogramming 能）を検討する実験を進め
ている（Fig.9）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.9 異所性遺伝子発現によるインスリン

遺伝子の活性化 
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