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研究成果の概要（和文）： 

研究代表者らは、細胞表面抗原によって濃縮したマウス肝幹･前駆細胞を用いて分化・増殖

の分子機構を解析し、目的分子の発現を調節した移植系を用いて、肝幹･前駆細胞による細胞移

植効率の向上を図る研究を行った。その結果、Wnt5aを介した経路により、肝幹･前駆細胞の胆

管細胞への分化が調節されていることを発見した。また、MMP2及びMMP14を欠失させると、細胞

移植の効率が悪化することが判明し、MMPの調節によって、細胞移植をより効率化することがで

きることが示された。本研究は、将来の自己由来幹細胞を用いた肝再生医療の進歩に貢献する

と考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）： Investigators of this research project have analyzed on the molecular mechanisms of differentiation and proliferation of primary hepatic stem/progenitor cells purified by cell surface markers.  We have also studied whether modulation of several molecules improves therapeutic efficacy of transplantation using hepatic stem/progenitor cells.  We found that Wnt5a and Wnt5a-related molecules control the biliary differentiation of hepatic stem/progenitor cells.  Next, our data indicated that loss of MMP2 or MMP14 worsens the efficacy of transplantation using hepatic stem/progenitor cells.  These studies contribute to the progress of regenerative medical science and autologous stem cell therapy against liver diseases.  
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１．研究開始当初の背景 

本邦では、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。現在のところ、致死的肝不全に対する

根治的治療は肝移植のみであるが、脳死ドナ

ーの絶対的不足・生体ドナーに対する精神

的・社会的負担が社会問題となっており、代

替治療の確立が強く求められている。代替治

療の一つとして、肝細胞を移植する「肝細胞

移植療法」が従来から研究されてきたが、そ

の効果は未だ明らかではない。 
一方で近年、肝幹細胞が同定され、より

増殖能の高い細胞を移植治療に利用する試

みが注目を集めてきた。肝幹細胞は、自己複

製能、高い増殖能及び肝細胞・胆管細胞への

２方向性分化能の３つの能力を有する細胞

であり、分離・同定する手法が研究協力者ら

によって開発・確立された。さらにヒト iPS
細胞の樹立成功に伴い、iPS 細胞から自己由

来肝幹･前駆細胞（以後増殖能と２方向性分

化能を有する細胞を肝幹･前駆細胞と総称す

る）を誘導して用いる移植治療の実現化が期

待され、細胞移植のメカニズムを解析する必

要性は高まる一方である。ところが肝幹細胞

は生体内ではごく少数の細胞群であり、その

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、これを移植医療に効率的に利

用する方法は現在のところ確立されていな

い。 
これまで研究代表者は、肝幹細胞におけ

る増殖制御機構の解析と幹細胞移植モデル

の開発に取り組んできた。そして、濃縮した

マウス肝幹･前駆細胞を用いてウイルスベク

ターによる遺伝子導入を行い、目的分子が増

殖・終末分化にどのような機能を有するのか

について in vitro で解析しうる実験系を、独

自に構築した。加えて 近、研究代表者はマ

ウスにおける新規の細胞移植系として、

Apolipoprotein E(Apo E)欠損マウスをレシピ

エントとして、薬剤・部分肝切除で前処理し

たマウスに細胞移植を行うことで、 終的に

70％以上の高いドナーキメリズムを達成し

つつ、移植後のドナーキメリズムを定量的に

評価・追跡できる移植系の構築に成功した。 
 

２．研究の目的 

このような、確立された学術・研究基盤

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。

すなわち、<1>細胞表面抗原によって濃縮し

たマウス肝幹･前駆細胞を用いて分化・増殖

の分子機構をin vitroで解析する。<2>この

結果に基づいて目的分子の発現を調節した

移植系を用いて、肝幹･前駆細胞による細胞

移植効率を解析し、移植効率の向上を図る。

<3>これらの結果を踏まえ、疾患モデルマウ

ス由来iPS細胞から分化誘導した肝前駆細胞

を、移植効率を向上させた状態で移植して、

自己由来細胞を用いた肝疾患治療モデルを

示す。これらの研究によって、将来の自己由

来幹細胞を用いた移植･肝再生医療の学術･

技術的な基盤形成に貢献することを、本計画

の目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1). マウス肝幹･前駆細胞の分離、培養、in 
vitro での形質解析 
 研究代表者はマウス胎仔肝臓から高速セル

ソーターを用いて、初代肝幹･前駆細胞とし

て、CD13+CD133+CD45-Ter119-の画分に増殖

能の高い細胞が濃縮されていることを報告

し た 。 ま た 近 、 CD13+CD133+c-kit 
-Sca-1-CD45-Ter119-の画分に、成体由来の肝

幹･前駆細胞が濃縮されていることも報告し

た(Gastroenterology, 2009)。これらの初代細胞

に対して、レンチウイルスベクターによって

標的分子を強制発現・siRNA knock down をし

つつ、増殖能、成熟肝細胞・胆管細胞への分

化誘導、細胞遊走能について in vitro で検定す

る。 
 (2). マウス肝幹･前駆細胞におけるWnt経路

の機能に関する解析 
濃縮した初代肝幹･前駆細胞における、特定

の目的分子による形質の変化について、まず

in vitro でスクリーニング的に解析を進めて

ゆく。その中でも、特に Wnt 経路の下流分子

に関して、増殖能、成熟肝細胞・胆管細胞へ



の分化誘導、細胞遊走能等について解析する。 
(3). ApoE 欠損マウスをレシピエントとした

肝幹･前駆細胞移植後の細胞動態の解析 
 研究代表者は移植した初代肝細胞・初代肝

幹/前駆細胞によって、高度のドナーキメリズ

ムが得られる細胞移植系を独自に開発した。

さらに同系を用いて ApoE 欠損マウスをレシ

ピエントとして移植を行うと、高コレステロ

ール血症が長期改善し、細胞移植の治療効果

が機能的に確認できることを確認した。血清

コレステロールを定量することによって、ド

ナーキメリズムのモニタリングと定量化も

可能であった。まずは、本移植系を用いて、

Matrix Metalloproteinase family 分子が移植効

率にどのような影響を与えるのかに関して、

移植系による検定を進める。移植効率に有意

差が見られれば、どのようなメカニズムで移

植効率を制御するのかに関しても解析をす

すめる。 
(4) .マウス iPS 細胞を用いた肝前駆細胞誘導

の実施と条件検討 
マウス iPS 細胞から肝幹･前駆細胞を誘導す

る手法に関しては、ES 細胞で既に報告されて

いるいくつかの報告に基づいて行う。具体的

には Activin A 添加無血清培地で細胞を培養

し、E-cadherin と CXCR4 の発現によって

FACS で分離した後に、FGF・EGF・BMP4
の添加によって肝前駆細胞分化を誘導する。 
 (5) .ApoE 欠損マウス由来 iPS 細胞を用いた

肝前駆細胞移植による治療効果の検証 
上記(1)-(4)の研究成果をもとに、ApoE 欠損マ

ウス由来の iPS 細胞から肝幹･前駆細胞を誘

導する。誘導の前後、適当な時期に ApoE 遺

伝子をレンチウイルスベクターで強制発現

せしめ、移植の効率化に必要な遺伝子が同定

されていれば、これも調節したうえで細胞移

植を行う。 
 

４．研究成果 

(1)マウス肝幹･前駆細胞の分離、培養、in 
vitro での形質解析：マウス胎仔もしくは成

体肝臓由来の初代肝幹･前駆細胞に対して、

レンチウイルスベクターによって標的分子

を強制発現・siRNA knock down をしつつ、

増殖能、成熟肝細胞・胆管細胞への分化誘

導、細胞遊走能について in vitro で検定した。

その結果、肝幹･前駆細胞の培養環境の 適

化がより進められた（1st JSGE International 
Topic Conference 招待講演にて発表）。 

(2)マウス肝幹･前駆細胞における Wnt 経路

の機能に関する解析：Wnt 経路の下流分子

に関して、増殖能、成熟肝細胞・胆管細胞

への分化誘導、細胞遊走能等について解析

した。その結果、非古典的経路のリガンド

である Wnt5a を添加した肝幹･前駆細胞は

胆管細胞への分化誘導を遅延させることが

示された。また肝幹･前駆細胞由来の細胞株

を用いた検討でも、Wnt5a を添加すると擬

似的胆管構造形成が抑制されることが示さ

れた(第 62 回米国肝臓病学会年次総会で発

表、論文投稿中)。 

(3)ApoE欠損マウスをレシピエントとした

マウス肝幹･前駆細胞移植後の細胞動態の

解析：成体由来肝細胞を用いて、高度の肝

キメリズムが得られる移植系を確立した。

ApoE欠損マウスに対して、野生型のマウス

胎仔由来肝幹・前駆細胞を移植したところ、

高脂血症が治癒し、移植した細胞がレシピ

エントの肝臓内で１年以上にわたって肝

細胞として機能することを示した。さらに、

成体マウス肝臓から分離した肝幹･前駆細

胞についても検討し、移植細胞が長期間肝

臓 を 再 構 築 で き る こ と を 示 し た

(JDDW2010パネルディスカッション及び

第62回米国肝臓病学会年次総会にて発表)。 
(4)マウスiPS細胞を用いた肝前駆細胞誘導

の実施と条件検討: マウスiPS細胞から肝

前駆細胞誘導の条件検討を行い、現時点で

の至適条件を設定した(2011年肝臓学会総

会で発表)。  
(5) ApoE欠損マウス由来iPS細胞を用いた

肝前駆細胞移植による治療効果の検証 : 
ApoE欠損マウスより樹立したiPS細胞を

培養し、現在移植により治療効果を検討し

ている。 
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大会・第 53 回日本消化器病学会大会) ワ

ークショップ（肝疾患と幹細胞—炎症、再

生、発癌までー）2011 年 10 月 21 日 福岡  7. Noncanonical Wnt 経路によるマウス肝

幹・前駆細胞の分化制御機構への関与:幾世

橋 佳、柿沼 晴、紙谷聡英、小野塚泉、

中川美奈、坂本直哉、中内啓光、渡辺守 第47 回日本肝臓学会総会（一般演題）2011
年 6 月 3 日 東京  8. 細胞移植時のドナーキメリズム形成に対

する Matrix Metalloproteinase の関与：柿沼 

晴、中内啓光、渡辺守 JDDW2010 (第 14
回日本肝臓学会大会・第 52 回日本消化器

病学会大会) パネルディスカッション（肝

臓の再生機構を考える）2010 年 10 月 13
日 横浜 9. 肝臓細胞移植におけるドナー由来 Matrix Metalloproteinase の関与: 柿沼 晴、紙谷

聡英、坂本直哉、渡辺守、中内啓光 第 46
回日本肝臓学会総会（一般演題）2010 年 5
月 28 日 山形    

〔図書〕（計 2 件） 1. 柿沼 晴：iPS 細胞と Direct Conversion G.I. Research（先端医学社）19 巻 6 号 p78-79
（2011） 2. 柿沼 晴：肝細胞及び肝幹･前駆細胞移植

における Matrix Metalloproteinase の関与 分

子標的薬 その作用機序と効果予測（アーク

メディア）p159-166（2010）  
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