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研究成果の概要（和文）：オーバル細胞マーカーとしてThy1，小型肝細胞(SH)としてCD44を用いた。オーバル細胞の分
化・再生機構を解析した結果，(1)Thy1+細胞はThy1+/CD44+細胞を介してSHに分化し，またcollagen gel培養で胆管に
分化した。(2) Thy1+細胞をRetrorsine/部分肝切除モデルに移植してもほとんど移植細胞巣を形成しないが，レシピエ
ント由来肝前駆細胞の増殖を活性化した。(3) SHとThy1+細胞を間接共培養するとSHの増殖が高まった。以上の結果は
，Thy1+細胞は何らかの液性因子を分泌することで他の肝前駆細胞の増殖を促進させ、肝再生に寄与する可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Oval cells and small hepatocytes (SHs) are known to be hepatic stem and progenitor
 cells, respectively. We have used Thy1 and CD44 as markers of stem and progenitor cells, respectively. In
 the present study we examined the differentiation capacity of Thy1+ cells and their contribution to liver
 regeneration. (1) Thy1+ cells could differentiate to the CD44+ SHs through Thy1+/CD44+ cells. Thy1+/CD44+
 cells could also differentiate into bile duct cells in collagen sandwich culture. (2) Although transplant
ed Thy1+ cells could form only a small number of foci, , they could increase the number and the size of re
sident small hepatocyte-like progenitor cells (SHPCs). (3) The proliferation of SHs isolated was enhanced 
when the cells were indirectly co-cultured with Thy1+ cells. These results suggest that growth of hepatic 
progenitor cells may be enhanced by factors secreted by Thy1+ cells.
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１．研究開始当初の背景 
肝障害時に出現する肝幹・前駆細胞として，
オーバル細胞と小型肝細胞がある。オーバル
細胞とは肝化学発癌過程に出現する楕円形
の核を持つ細胞で，障害肝においては，オー
バル細胞の出現は一時的で，その後，成熟肝
細胞(Mature hepatocyte)に置き換わる。代表
的なマーカーとして，Thy1，c-kit, Dlk1, 
OV-6 等が知られている。一方，小型肝細胞
とは，申請者が所属する研究室の三高が世界
で 初 め て 発 見 し (Mitaka T et al, 
Hepatology,1992)，以後三高研究室で精力的
に研究が行われてきた。小型肝細胞は，成熟
ラット肝臓に存在する形態学的にやや小型
な肝細胞で,強い増殖能を持ち,培養するとク
ローナルに増殖しコロニーを形成する。肝非
実質細胞と混合培養すると成熟化し,成熟肝
細胞とほぼ同様の特徴を持つ。また，培養経
過に伴い一部の細胞は３次元構造をつくり，
組 織 化 す る (Mitaka T et al, 
Hepatology,1999)。正常ヒト肝組織内におい
ても同様の細胞が存在することがわかって
いる(Sasaki K et al, Cell Transplant, 2008)。
代表的なマーカーとして，CD44, BRI3, 
D6.1A(Kon J et al, J. Hepatol.2006)が同定
されている。オーバル細胞についてはこれま
でに多くの研究が行われているが，オーバル
細胞から小型肝細胞への分化機序はまだ明
らかになっていない。我々はガラクトサミン
(GalN)投与肝障害モデルラットを用いて以
下のことを明らかにしてきた。  
①  GalN 投与 3 日目から単離した Thy1 陽
性細胞はCD44陽性の小型肝細胞に分化する。
(Kon J, Ichinohe  N et al, Am J Pathol, 
2009) 
②  GalN 投与２日目から単離した Thy1 陽
性細胞を Retrorsine/部分肝切除（Partial 
Hepatectomy: PH）モデルラット肝臓に脾臓
経由で移植しても，生着率は低い。(Ichinohe 
N et al, Cell Transplant, 2012) 
 これらの研究過程で以下の２点の疑問が
生じた。 
(1)  Thy1陽性細胞が CD44陽性の小型肝細
胞を介して肝細胞に分化するのなら，その中
間体として，Thy1+/CD44+細胞細胞が存在する
はずである. 
(2)  GalN投与２日目から単離した Thy1陽
性細胞は Ret/PHモデルの移植実験では生着
率が低いにも関わらず，肝臓が大きくなるこ
とを見いだした(data not shown)。これはド
ナー細胞の解析だけでは説明が出来ない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，Thy1 陽性オーバル細胞の
活性化・分化誘導機序について解析すること
により，肝疾患における肝細胞再生誘導治療
へ繋げることである。そのために，以下の 3
点に焦点を絞り，解析を行った。 
(1) 中間体として存在する Thy1+/CD44+細胞
細胞を単離し，肝細胞，胆管上皮細胞への分

化能を検討する。 
(2) Ret/PH モデルについて，手術５日後か
ら Small Hepatocyte-like Progenitor cells: 
SHPCs)と名付けられた肝前駆細胞が出現す
ることを Gordon らが報告した(Gordon GJ 
et al. Am J Pathol, 2000)。Thy1陽性細胞移
植で肝臓が大きくなる理由を，レシピエント
由来 SHPCsの挙動を中心に解析した。 
(3) 移植実験を in vitro で再現するため，
Thy1 陽性細胞と小型肝細胞との共培養実験
を行い，小型肝細胞の増殖機構を解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) 肝障害モデルラット作製 
 8−10 週令 Dipeptidylpeptidase IV(DPPIV)
陽性ラット腹腔内に D-galactosamine (GalN: 
75 mg/100g 体重)を投与し、急性肝障害を惹
起する。 
(2) 細胞単離・培養 
 投与後、2日目、3日目にコラゲナーゼ肝
灌流方法を用いて細胞を分離する。抗 Thy1, 
抗 CD44 抗体及び磁気ビーズ（MACS システム）
を用いて Thy1+細胞，Thy1+/CD44+細胞, CD44+

細胞ソートし, 培養又は移植実験に用いた。
培養実験では 1x105 個の細胞を 35−mm dish
に播種し，DMEM +10% FBS+10 mM Nicotinamide 
+ 10 ng/ml EGF + Ascorbic acid 2 phosphate 
(Asc2P) + Insulin + dexamethasone + 
antibiotics などを添加した培地で培養した。
胆管分化誘導では, DMEM に 10% FBS +10mM 
Nicotinamide + 10 ng/ml EGF + Asc2P + 
Insulin + antibiotics + 1 % DMSO などを添
加した培地でコラーゲンゲルサンドウィッ
チ培養を行った。 
 小型肝細胞の単離・培養については，8−10
週令 DPPIV 陽性ラットに対し，コラゲナーゼ
肝灌流方法を用いて細胞を分離する。非実質
細胞分画をヒアルロン酸コートディッシュ
に播種し，DMEM/F12 に 10 mM Nicotinamide + 
10 ng/ml EGF + Asc2P + ITS + dexamethasone 
+ 1% BSA + antibiotics を添加した無血清培
地で培養を行った。小型肝細胞と Thy1 陽性
細胞との共培養は，Thy1 陽性細胞由来の液性
因子の影響を検討するため， Cell Strainer
を介した間接共培養を行った。 
(3) 細胞移植 
 移植は、7週令 DPPIV 陰性雌ラットに
Retrorsine を投与し、2/3 部分肝切除処理
(Ret/PH モデルラット)した後、5x105細胞を
脾臓経由で移植した。control として非細胞
移植群を用いた。移植後 30 日後に肝臓を摘
出し、凍結標本作製し、DPPIV 活性染色及び， 
抗 C/EBPαの抗体を用いて免疫染色を行った。 
 レシピエント由来SHPCsの解析については，
SHPCsは手術14日後にもっとも明瞭に出現す
ることから，移植 14 日後の SHPCs cluster
の数及び大きさを検討した。  
(4) Thy1+細胞培養上清から Exosome の抽出 
単離した Thy1+細胞を 10-cm culture dish に
播種し，２日間培養した培養上清から SBI 社



製 ExoQuick-TCTM Exosome Isolation Reagent
を用いて Exosome を抽出。小型肝細胞の無血
清培養に投与し，増殖能を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Thy1 陽性細胞の分化機構 
 Thy1＋細胞を5日間培養すると，Thy1+/CD44+

両陽性の小型肝細胞コロニーが出現する（図
1）。また，GalN 投与 3日目肝臓から単離した
Thy1+細胞，Thy1+/CD44+細胞，CD44+細胞を５
日間培養し，SH コロニー形成能を検討したと
ころ，コロニー形成能は CD44+細胞で高く，
Thy1+細胞で低く，Thy1+/CD44+細胞はその中間
であった(図 2)。 
図 1： Thy1 陽性細胞を５日間培養して出来
た小型肝細胞コロニー。Thy1 と CD44 両方発
現することを確認した。（参考文献４） 

図２： ５日間培養後のSHコロニー形成能。 
（参考文献４） 

また，Thy1+/CD44+両陽性細胞を胆管分化誘導
すると，胆管を形成した（図３）。 
 
図３： コラーゲンゲルサンドウィッチ培養
による胆管形成。     （参考文献４） 

 

(2) Retrorsine/PH 移植モデルにおけるドナ
ー細胞の解析 
 単離した Thy1+細胞，Thy1+/CD44+細胞, 
CD44+細胞を Retrorsine/PH モデルに移植し
たところ，CD44＋細胞で生着率が高く，Thy1+

細胞，Thy1＋/CD44+細胞では生着率が低かった
(図４)。また，正着したドナー細胞は C/EBP
α陽性の肝細胞に分化していた。 
 
図４： Retrorsine/PH モデル移植実験にお
けるドナー細胞の生着率 （参考文献４） 

(3) Retrorsine/PH 移植モデルにおけるレ
シピエント由来 SHPCs 解析 
 Retrorsine/PH モデルにでは，手術 14 日後
に図５のようなSHPCsの細胞集塊が出現する。 
 
図５： control 手術 14 日後に出現する
SHPCs H-E 写真 Bar=500m 

そこで Retrorsine/PH移植モデルにおけるレ
シピエント由来SHPCsの挙動を解析したとこ
ろ，control に比べ SHPCs cluster の数（図
６）及びサイズ（図７）が有意に大きくなっ
た。 
 
図 6： SHPCs cluster の数(A) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
図７： SHPCs 1 cluster における細胞数 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) SH と Thy1+細胞との間接共培養 
 SH と Thy1+細胞を Cell Strainer を介した
間接共培養を行ったところ，SH コロニーが増
大した（図８）ことから，Thy1+細胞が分泌す
る何らかの液性因子が SH の増大に関与する
ことが示唆された。 
 
図８： SH と Thy1+細胞との共培養による SH
コロニー細胞数 

 
 
(5) Thy1陽性細胞由来ExosomeによるSH増
殖能の解析 
 液性因子としては，RNA や miRNA を含む
Exosome と細胞増殖因子などが考えられる。
そこで，Thy1+細胞を２日間培養して市販キ
ットを用いて抽出した Exosome を SH 培養で
投与したところ，SH コロニーが増大した(図
９)。 
 
図９：Exosome 投与による SH コロニー細胞数 

 
 
以上の結果から，Thy1＋細胞は肝細胞と胆管
上皮細胞，どちらにも分化可能な細胞である
一方，Exosome などの液性因子を分泌し，他
の肝前駆細胞を増殖させることで肝再生に
寄与している可能性が示唆された。今後，
SHPCsの詳細な特性, 及びThy1陽性細胞由来
Exosome 中に含まれる因子を中心に SHPCs 増
殖促進機構をさらに解析を進める予定であ
る。 
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