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研究成果の概要（和文）：慢性肝傷害に伴い高頻度に認められる胆管増加（細胆管反応）のメカニズムをin vivoにお
ける肝細胞追跡系を用いて検討した．その結果，傷害部において成熟肝細胞から細胆管上皮細胞への分化転換（化生）
が起こることが証明された．また，小葉中心性慢性肝傷害においては，傷害部での細胆管増加は肝細胞の脱分化に加え
，グリソン鞘周囲の細胆管および胆管の増殖および傷害部への移動（リモデリング）が起こることが示された．我々の
結果は，細胆管反応が既存の肝細胞および胆管上皮細胞の分化・増殖異常に基づくものであることを示唆しており，慢
性肝疾患の治療戦略を考える上で重要な知見を提供するものである．

研究成果の概要（英文）：We examined the cellular mechanisms of ductular reaction associated with chronic 
liver injuries by hepatocyte lineage tracing experiments in vivo. Our results demonstrated that 
hepatocytes could transdifferentiate into ductular cells within the damaged areas incited by various 
chronic injurious stimuli. We also showed that, in centrilobular liver injuries, duct/ductular structures 
in the periportal areas proliferated and migrated to the injured areas and established the connections 
with hepatocyte-deribed ductules. Such remodeling of existing bile duct/ductular cells and 
transdifferentiated hepatocytes has not been described. These findings, together with various in vitro 
and in vivo experiments performed in this study, would provide useful information for the development of 
novel therapeutics for chronic liver diseases.

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 種々の肝疾患において認められる細胆管
の異常増生，すなわち細胆管反応のメカニズ
ムおよび細胞起源については不明の点が多
い．多くの研究者は，グリソン鞘周囲には胎
生期の肝芽細胞に類似した肝幹細胞が存在
し，細胆管反応はこれらが再生性に増生した
ものであると解釈していたが，明確な証明は
なかった． 
(2) 病理学的な観察から，細胆管反応に肝細
胞の細胆管化生が関与している可能性も考
えられてきた．しかし，肝細胞は一度成熟す
ると細胆管を含めた他の細胞に分化するこ
とはないとみなされていた．以前から我々を
含めたいくつかの研究グループは培養系に
おいて成熟肝細胞が胆管上皮細胞に分化転
換しうることを示していたが，実際の肝にお
いて肝細胞が細胆管反応に関与しているこ
とを示す実験的な証明はなかった． 
(3) Cre リポーターマウス ROSA26R が開発さ
れ，さまざまな組織において特定の細胞を
β-galactosidase 標識し，in vivo で長期間追跡
することが可能になった．細胆管反応の細胞
起源を明らかにする実験に応用する準備が
整っていたが，まだどのグループからもこれ
に関する結果は報告されていなかった． 
 
２．研究の目的 
 細胆管反応は種々の慢性肝疾患に伴う細
胆管の異常増生であり，通常は肝幹細胞の再
生性増殖によるものとされている．しかし，
これまで我々はラットおよびマウス肝細胞
の三次元培養系を用い，成熟肝細胞が細胆管
上皮に分化転換しうることを示すとともに，
肝細胞追跡系を用いてマウス慢性肝傷害で
の細胆管反応の一部は肝細胞に由来するこ
とを証明した．さらに我々は，この過程が in 
vitro において可逆的であることを明らかに
し，成熟肝において肝細胞と細胆管上皮間に
は相互的な可塑性が存在することを示唆し
た．本研究では，肝細胞－細胆管上皮間の分
化調節メカニズムの詳細を解明し，我々の仮
説を検証するとともに，慢性肝疾患における
肝細胞分化異常の意義を明らかにする．本研
究で得られる成果は，肝細胞分化の維持に着
目した肝疾患治療法開発のための基礎付け
となると考えられる． 
 
３．研究の方法 
(1) 肝細胞追跡系を用いた種々の肝傷害にお
ける肝細胞の細胆管化生の検討 
① Alb-Cre/ROSA26R マウスから肝細胞を分
離し，C57BL/6J マウス（あらかじめ肝細胞増
殖を抑制する retrorsine を反復投与し，移植直
前に部分肝切除を行った）の肝に経脾的に移
植するモデルおよび Mx1-Cre/ROSA26R マウ
スに poly (I:C)を投与するモデルを用いた． 
②ゾーン 1 特異的肝傷害（DDC，DAPM，総
胆管結紮），ゾーン 3 特異的肝傷害（四塩化
炭素，チオアセタミド）で細胆管反応におけ

る X-gal 陽性所見の有無を検討した． 
(2) In vivo における肝細胞の細胆管化生の可
逆性の検討：Mx1-Cre/ROSA26R マウスにお
ける慢性四塩化炭素傷害からの回復過程で
の細胆管反応の細胞起源を検討した． 
(3) マウス肝細胞三次元培養系での肝上皮系
細胞の分化・増殖調節メカニズムの検討：
C57BL/6J マウスから肝細胞を分離し，
Primaria または Ultra low attachment ディッシ
ュでスフェロイドを形成させ，コラーゲンゲ
ル内に包埋し，培養を行った．樹枝状形態形
成，管腔形成，肝細胞や胆管上皮細胞のマー
カーの発現を検討した． 
(4) MKK7 ノックアウトが肝細胞細胆管化生
に与える影響：MKK7(fl/fl)と Mx1-Cre または
Alb-Cre マウスを掛け合わせ，MKK7 をノッ
クアウトし，肝細胞を分離し，三次元培養を
行った． 
 
４．研究成果 
(1) Mx1-Cre を用いた肝細胞追跡系において
種々の肝傷害を検討した結果，成熟肝細胞が
傷害部で胆管上皮細胞に分化転換すること
を証明した．一方，小葉中心性慢性肝傷害（四
塩化炭素，チオアセタミド）では，既存細胆
管が増殖し，小葉中心に向かって移動すると
と同時にグリソン鞘の胆管構造が次第に消
失する現象が認められた（引用文献①）．総
胆管からの墨汁注入実験により，小葉中心部
の細胆管反応と既存胆管系との交通が証明
された．また，細胆管化生による新生胆管に
はほとんど増殖性が認められないことが明
らかになった．肝傷害において胆管系はダイ
ナミックに変化し，この過程には肝細胞の細
胆管化生と既存細胆管の増生の両者が関与
していることが示された（図 1）． 
 上記の系で，慢性肝傷害を作製した後に，
傷害刺激を中止し，傷害から回復させる実験
を行った．その結果，細胆管反応からの肝細
胞分化を疑わせる X-gal 陰性肝細胞の出現は
認められず，傷害後に増加，移動する細胆管

図１ 小葉中心性細胆管反応の細胞起源：傷害部での
肝細胞の細胆管化生（脱分化）と既存細胆管および胆
管の傷害部への移動．Nagahama et al., Am J Pathol 
184: 3001-3012, 2014 より改編引用． 



細胞は肝幹細胞の性質を持っていないこと
が推測された．しかし，Mx1-Cre 系では poly 
(I:C)を反復投与しても肝細胞を 100％ラベル
することは困難であり，細胆管から肝細胞へ
の分化を証明するためにはより完全な実験
系が必要であることも明らかになった． 
 また，札幌医科大学 谷水先生らとの共同
研究で，門脈周囲肝傷害に伴う Sox9 陽性の
増殖性の高い細胞が肝細胞に由来すること
を証明した（引用文献②）． 
(2) アデノ随伴ウイルス（AAV8）ベクターに
Cre 遺伝子を組み込み ROSA26R マウスに投
与したところ，ほぼ 100%近い肝細胞に β-gal
発現を誘導することができた．また，肝細胞
特 異 的 標 識 を よ り 確 実 に す る た め に
thyroglobulin-binding globulin (TBG)プロモー
ターを介して Cre を発現させる系も確立した．
この系を用い，Mx1Cre/ROSA26R で得られた
実験結果を検証した．その結果，実際に肝細
胞に由来する細胆管反応が傷害部において
出現することが証明され，肝細胞は胆管上皮
細胞に分化転換することが，確認された．し
かし，予想に反し，慢性四塩化炭素傷害（25
週）では，X-gal 陰性の肝細胞コロニーが多
数出現することが判明した．Mx1-Cre の系で
はこのような所見は認められず，現在，この
興味深い現象の意義とメカニズムについて
さらに検討している． 
(3)傷害時に活性化され，ストレスシグナル系
の 1 つとして重要な JNK-c-Jun 経路の肝細胞
分化転換における役割を検討するため，
Mx1-Cre(+/-)MKK7(fl/fl)マウスを作製し，
poly(I:C)投与後に肝細胞を分離し，コラーゲ
ンゲル内三次元培養を行った．その結果，対
照肝細胞に較べ，樹枝状形態形成が弱い傾向
が認められた．また，TGF-α や TGF-β による
樹枝状形態形成の促進効果もノックアウト
肝細胞で減弱していた．MKK7 ノックアウト
マウスに対し，四塩化炭素傷害を与える実験
では，対照マウスに較べ，傷害の回復が遅れ
る傾向が認められた．現在，大塩が中心にな
りこれらの表現型の出現メカニズムを in vivo
および in vitro において解析している． 
(4) TGF-α や TGF-β の受容体細胞外ドメイン
-Fc 癒合蛋白質の in vitro 発現系を確立し，こ
れらの癒合蛋白質が TGF-α や TGF-β の生物
学的効果を抑制することを確認した．これら
の癒合蛋白質遺伝子を AAV8 ベクターや
Sleeping Beauty トランスポゾンベクターに組
み込み，in vivo の実験を行う準備が整ったと
ころである． 
(5) 肝細胞コラーゲンゲル培養とスフェロイ
ド培養を交互に繰り返す実験系を確立し，1
年以上にわたる細胞の維持と増殖が可能で
あることが明らかになった．また，グリソン
鞘から採取した胆管上皮細胞も同様の方法
で長期間培養することが可能であることが
わかった． 
(6) その他 
①レーザーマイクロダイセクション法によ

る組織内 mRNA 発現解析に関しては，専用フ
ィルムを用いた予備実験を行ったが，個々の
細胞レベルでの解析は困難であった．新しい
in situ hybridization 法（Quantigene, ViewRNA 
probes, Affymetrix 社）を用いることでホルマ
リン固定パラフィン切片上で安定してシグ
ナルを検出できることが確認され，今後，新
しい方法で検討を進めていく予定である． 
②ファブリー病マウスモデルは新潟大学で
の繁殖が軌道に乗るまで時間がかかったた
め，研究期間中は腎組織の組織学的検討に限
定した．ファブリー病の腎病変が髄質，特に
ヘンレ上行脚から遠位尿細管に局在するこ
とを突き止め，今後も，新潟大学 丸山先生
との共同研究を継続する予定である． 
③Radical-containing nanoparticle (RNP)を筑波
大学 長崎先生から分与していただき，四塩
化炭素急性傷害モデルでその効果を検証し
たが，RNP 経口投与の有無で傷害の程度に明
らかな差は認められなかった．四塩化炭素傷
害が強すぎて，十分な効果が確認できなかた
可能性があり，傷害の種類と程度を変え，再
度試みたいと考えている． 
④ 四塩化炭素や diethylnitrosamine によるマ
ウス肝発癌モデルを用い，肝腫瘍特異的遺伝
子をスクリーニングしたところ，これらのほ
どんどは胎児・新生児期に肝で発現すること
がわかり，肝細胞の腫瘍化に伴う脱分化を示
していると考えられた（図２）（引用文献③）．
現在，Sleeping Beauty トランスポゾンシステ
ムを用いた癌遺伝子導入による in vivo での
マウス肝発癌実験モデルで，肝細胞の脱分化
現象と癌遺伝子の関わりについて検討を続
けている． 

図２ マウス肝腫瘍（CCl4 および DEN モデル）にお

ける胎児・新生児期遺伝子の活性化 
CCl4 モデル（肝硬変あり），DEN モデル（肝硬変な

し）のいずれかまたは両者で増加する遺伝子１5 個

のうち Cbr3 と Cpe を除くすべては，胎児期（E）・新

生児期（P）の肝組織で強く発現しているが，成熟す

るにつれ（生後 1, 5 か月）発現が消失もしくは低下

する．定量 RT-PCR（Ref.:Gapdh）．Chen et al., 
Cancer Sci 106: 972-981, 2015 より改編引用． 
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