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研究成果の概要（和文）： AlbCre/WTROSA26R マウス肝細胞（β-galactosidase 陽性）を C56BL/6J

マウス肝に移植する肝細胞追跡系を用い，CCl4や DDC などの肝傷害部において，肝細胞が胆

管上皮細胞に分化転換することを証明した．また，JNK の上流キナーゼである MKK7 をノッ

クアウトしたマウス肝細胞（MKK7fl/flAlbCre/WT）はコラーゲンゲル内での樹枝状形態形成が対

照肝細胞（MKK7fl/+AlbCre/WT）と較べ，弱いことが明らかになった．  

 
研究成果の概要（英文）：To demonstrate transdifferentiation of hepatocytes to bile dutular 

cells in vivo, we established a hepatocyte-lineage tracing system, in which hepatocytes from 

AlbCre/WTROSA26R (β-galactosidase-positive) were transplanted into the livers of C56BL/6J 

mice. In chronic liver injury induced by CCl4 or DDC in these mice, we often found 

β-galactosidase-positive and cytokeratin 19-positive ductules, demonstrating that ductular 

transdifferentiation actually occurs in vivo. In addition, we found that hepatocyes from 

MKK7 KO mice (MKK7fl/flAlbCre/WT) showed less prominent branching morphogenesis as 

compared with those from control mice (MKK7fl/+AlbCre/WT). 
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１．研究開始当初の背景 

種々の原因による傷害肝において，細胆管構
造が異常に増加する現象が観察される．この
現象は細胆管反応（ductular reaction）と総
称され，通常，定型的（typical）および非定
型的（atypical）の２つに分類されている．
前者は急激な胆道閉鎖でみられる比較的規
則正しい細胆管の増加であり，既存の肝内胆

管の増殖である可能性が高い．後者は線維化
を伴う慢性肝疾患（慢性肝炎，肝硬変など）
でみられる不規則な形状の細胆管増生で，と
きに肝組織の大部分を置換するほど進行す
る．多くの研究者は，非定型的細胆管反応が
成熟肝に尐数存在する肝幹細胞が再生性に
増殖したものであるとみなしている．しかし，
これに関する実験的な証拠は乏しく，実証さ
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れたとは言い難い．一方，非定型細胆管反応
で増生する細胆管と既存肝細胞との間に移
行像がしばしば観察され，傷害後の線維化に
伴って肝細胞が細胆管上皮細胞に化生する
可能性が以前から指摘されてきた． 

 我々は，成熟した肝細胞が胆管上皮細胞に
分化しうるかを検討するため，ラット肝細胞
の凝集塊（スフェロイド）をコラーゲンゲル
内で三次元培養する in vitro の肝線維化モデ
ルを作製し，肝細胞は一旦成熟した後も，胆
管上皮にきわめて類似した細胞に分化転換
（transdifferentiation）しうることを証明し
た．以上の結果から成熟肝細胞は細胆管方向
に分化する可塑性を保持していることが明
らかになり，細胆管反応のメカニズムの１つ
として肝細胞の細胆管化生を考慮すべきで
あることが示唆される． 

２．研究の目的 

 これまで in vivo において実際に肝細胞の
細胆管化生が起こることは証明されていな
い．これを証明するためには，標識された肝
細胞の形質変化を長期間にわたり追跡する
新しい実験系を開発する必要がある．本研究
の第一の目的は，Cre リポーターマウスであ
るROSA26Rを用いた肝細胞追跡系を確立し，
マウス肝傷害に伴う細胆管反応における成
熟肝細胞の関与（細胆管化生）を検討し，我々
の仮説を in vivo で検証することである． 

 肝傷害時に増加する炎症性サイトカイン
は肝細胞や胆管上皮細胞の分化，増殖に影響
を与えると考えられる．我々は，三次元培養
系における肝細胞の細胆管上皮への分化転
換が TNF-α により著明に促進されることを
見出した．この変化は JNK－c-Jun 経路の活
性化を伴っており，ラット，マウス傷害肝に
おける細胆管反応でも c-Jun の活性化が認め
られた． JNK は上流の２つのキナーゼ
（SEK1/MKK4，MKK7）の支配下にあり，
いずれかが欠損するとその活性化が強く抑
制されることが知られている．本研究の第二
の目的は，MKK7 の肝特異的ノックアウトの
表現型を検討することである． 

３．研究の方法 

（1）ラットおよびマウス肝細胞の三次元培
養―肝を門脈からコラゲナーゼで灌流し，肝
細胞を分離し，プライマリア・ディッシュ上
で培養し，凝集塊（スフェロイド）を形成さ
せた後，Ⅰ型コラーゲンゲル内に包埋した．
一部の実験では門脈からdigitoninを注入し，
グリソン鞘および周囲組織を破壊した後，肝
静脈からコラゲナーゼ灌流を行い，小葉中心
部肝細胞を採取した．培養は EGF および
insulinを含む血清添加Williams’ E培地で行
い，継時的に細胞を採取し，RNA および蛋
白を抽出し，それぞれ RT-PCR，Western 

blotting で各種細胞マーカーの発現を検討し
た．ラットの系では，コラーゲンゲル内で細

胆管へ分化転換した細胞をコラゲナーゼ処
理により回収し，マトリゲル上で無血清培養
し，肝細胞に再分化させる実験を行った． 

（2）肝細胞の in vivo 追跡系の確立と肝傷害
の誘導―ROSA26R マウス（Soriano, Nat. 

Genet 21:70-71, 1999）では，すべての細胞
で遺伝子発現が起こるROSA26遺伝子座に β

ガラクトシダーゼ（β-gal）遺伝子が存在する
が，この遺伝子の内部に loxP 配列にはさま
れた短い断片が挿入されており，通常，β-gal

の発現は完全に遮断されている．しかし，Cre

リコンビナーゼが発現した細胞においては，
この断片が切り出され，β-gal が恒常的に発
現するようになる．実験には，①ROSA26R

マウスの尾静脈から pCAGGS-Cre ベクター
を急速注入し，肝細胞を β-gal 標識するモデ
ル，②Tamoxifen 投与により transthyretin 

(TTR)発現細胞に Cre が発現する TTR- 

CreTamマウスとROSA26Rマウスを掛け合
わせた F1 に tamoxifen を投与するモデル，
③アルブミン発現とともに Cre が発現する
Alb-Cre マウスを ROSA26R マウスと掛け合
わせた F1 から肝細胞を採取し，あらかじめ
retrorsine 投 与と部分肝切除を 行った
C57BL/6J マウス肝に移植するモデルを用い
た．慢性肝傷害は四塩化炭素，thioacetamide 

(TAA)，3,5-diethoxycarbonyl-1,4- 

dihydrocollidine (DDC) ， 総 胆 管 結 紮 ，
lithogenic diet などにより誘導した． 

４．研究成果 

（1）ラット肝細胞三次元培養系における肝
細胞と胆管上皮細胞間の相互可塑性―ラット
肝細胞スフェロイドをコラーゲンゲル内で
TNF-α 存在下で培養し，細胆管様に分化させ
た後にゲルから回収し，マトリゲル上で無血
清培養を行うと，肝細胞形質が回復するが，
特に dexamethasone および IL-6（または
oncostatin M）を添加した場合，肝細胞特有
の形態も回復した（図 1）．定量 PCR により，
肝細胞形質の喪失と回復が確認された（図 2）．
また，cDNA マイクロアレイでの検討でも，
コラーゲンゲル内で変化した mRNA 発現パ
ターンがマトリゲル上培養で回復すること
が明らかになった．これらの結果は，肝細胞
と胆管上皮の間に微小環境変化に応じた相
互可塑性があることを示唆している． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（2）マウス肝細胞の in vitro における細胆管
への分化転換―正常マウス肝細胞を分離し，
スフェロイドを形成させた後，コラーゲンゲ
ル内に包埋し，培養すると，ラットと同様に，
胆管様の樹枝状管腔形成が誘導された（図 3）．
こ の 変 化 は albumin ， transthyretin ，
HNF-4αなどの肝細胞マーカーの消失と胆管
上皮のマーカーである cytokeratin 19 

(CK19)，Sox9，osteopontin (OPN)の発現を
伴っていた（図 4）．一方，肝幹細胞マーカー
である delta-like の発現は認められなかった．
また，これらの変化は，ラット肝細胞と同様，
TNF-α により促進された．Digitonin 処置肝
から得られた小葉中心部肝細胞を用いても
上記とまったく同様の結果が得られた．これ
らの結果は，マウス肝細胞も in vitro におい
て胆管上皮方向に分化転換することを示し
ている． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（3）In vivo 肝細胞追跡系①：Cre 発現ベク
ター急速静注法―ROSA26R マウス尾静脈か
ら Cre 発現ベクターを急速に静注すると，肝
細胞が特異的に β-gal 標識された．これらの
動物に，四塩化炭素，TAA，DDC 食などで
慢性肝傷害を惹起し，細胆管反応を誘導し，
X-gal と CK19 を同時に染色したところ，  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CK19 陽性細胆管を構成する上皮細胞のごく
一部に X-gal 陽性所見が認められた．しかし，
この方法は肝細胞の標識効率が数%にとどま
るため，肝細胞追跡系としては不充分と考え
られた， 

（4）In vivo 肝細胞追跡系②：TTR-CreTam
マウス―TTR-CreTamマウスとROSA26Rマ
ウスと掛け合わせ，tamoxifen で Cre 発現を
誘導した．肝組織の X-gal 染色で，10%程度
の肝細胞に陽性所見が確認されたが，小葉間
胆管の一部も陽性となることが判明した．し
たがって，本モデルは DDC や総胆管結紮な
どゾーン 1で細胆管反応が起こる傷害での検
討には使えないが，四塩化炭素や TAA によ
るゾーン 3の細胆管反応の検討には有効であ
る．実際，四塩化炭素，TAA による傷害に伴
い増生した細胆管の一部に X-gal 陽性所見が
認められ，細胆管反応に肝細胞が関与するこ
とが明らかになった． 

（5）In vivo 肝細胞追跡系③：β-gal 陽性肝
細胞移植モデル―Alb-Cre/ROSA26R マウス
の肝細胞（β-gal 陽性）を分離し，C57BL/6J

マウス肝内に移植する実験で，レシピエント
に正常肝細胞の増殖を抑制する retrorsineを
投与し，移植直前に部分肝切除を行った場合
に，生着した肝細胞が大小のコロニーを形成
した（図 5）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 このモデルでは retrorsine，肝切除による
肝傷害による軽度の細胆管反応が起こって
おり，増生した細胆管の一部に明瞭な X-gal

陽性所見が認められた．さらに，四塩化炭素，
TAA，DDC による肝傷害を与えたところ，
いずれにおいても線維化を伴う細胆管反応
の一部に X-gal 陽性所見が確認された．特に
四塩化炭素，TAA による肝傷害では，細胆管
反応は glutamine synthase 陽性の小葉中心
部に起こっていた（図 6）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 移植に用いる肝細胞分画内の胆管上皮細
胞や肝幹細胞の混入を完全に防ぐために，
digitonin を門脈から注入し，門脈周囲組織を
死滅させた後に下大静脈からコラゲナーゼ
灌流を行い，小葉中心部の肝細胞を選択的に
採取して，移植に用いた．移植が成立した個
体においては，四塩化炭素，TAA，DDC，
lithogenic diet による肝傷害で出現する
CK19 陽性の細胆管反応に X-gal 陽性像が確
認された．また，頻度は尐ないが，DDC や
総胆管結紮においても，一部の細胆管に
X-gal 陽性所見が認められた．以上の結果か
ら，in vivo におけいても肝細胞から胆管上皮
細胞への分化転換が起こりうることが明確
に証明された．  

（6）MKK7 ノックアウトの肝細胞の細胆管
上 皮 へ の 分 化 転 換 に 対 す る 影 響
―Alb-Cre/MKK7(fl/fl)マウスから採取した肝
細胞はコラーゲンゲル内での樹枝状形態形
成が対照細胞に較べ，減弱しており，JNK‐
c-Jun 経路が形態形成に影響を与えることが
示唆された（図 7）．しかし，Alb-Cre/ 

MKK7(fl/fl)マウスに種々の肝傷害刺激を加
え，肝病理組織像を対照マウスと比較検討し 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

たが，明瞭な違いは認められなかった．そこ
で，成熟肝で肝細胞特異的な遺伝子組換えを
起こさせ，MKK7 ノックアウトの効果を検討
するため，Mx1-Cre マウスを導入した．予備
実験の結果，Mx1-Cre においては，poly (I:C)

投与により肝細胞特異的に 100%近い効率で
組換えを誘導できることが確認され，現在，
MKK7(fl/fl)との交配を進めている．また，
Mx1-Cre/ROSA26R マウスを用いて，肝傷害
に伴う肝細胞から胆管上皮細胞への分化転
換を検討し，肝細胞に由来する細胆管反応が
あることを示すデータが得られつつある． 

本研究により，ROSA26R を用いたさまざ
まな肝細胞追跡系で，肝細胞から胆管上皮細
胞への分化転換が in vitro のみならず，in 

vivo でも起こることが証明された．また，ラ
ットの系で，肝細胞と胆管上皮細胞の間に相
互可塑性があることも示唆された．現在，肝
細胞の胆管上皮への分化転換が実際に起こ
りうるかは，いまだ肝臓研究者の間で議論が
続いており，可能な限り早く，今回得られた
結果を論文として公表する予定である． 
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