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研究成果の概要（和文）：肝臓の肝幹前駆細胞 (liver stem/progenitor cell; LPC)をEpCAM(+)細胞として分離し、そ
の増殖・分化能を検討した。新生仔期のEpCAM(+)細胞は、高い増殖能と肝細胞への分化能を有していた。一方、発生が
進むとEpCAM(+)細胞の肝細胞への分化能が著しく低下することが明らかになった。肝細胞への分化を抑制する分子とし
て、発生とともにEpCAM(+)細胞で発現が上昇する転写因子grainyhead-like 2 (Grhl2)を同定した。Grhl2は肝細胞分化
に必要なmiR122の発現を抑制することで、LPCの肝細胞分化を抑制していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We isolated liver stem/progenitor cells (LPCs) as EpCAM(+) cells from developing 
livers. Neonatal EpCAM(+) cells clonally proliferated and differentiated to functional hepatocytes in the 
presence of OSM and Matrigel in vitro. When they were transplanted to nude mice treated with retrorsine 
and 70% partial hepatectomy, neonatal EpCAM(+) cells are engrafted as hepatocytes and cholangiocytes in 
recipient liver tissue. In contrast, adult EpCAM(+) cells barely differentiate to hepatocytes. A 
transcription factor grainyhead-like 2 (Grhl2), which is strongly expressed in adult EpCAM(+) cells, 
suppressed hepatocytic differentiation of neonatal EpCAM(+) cells. Moreover, by comparing hepatocyte 
progenitor cell lines with or without Grhl2, miR122 was identified as a microRNA downregulated by Grhl2. 
We conclude that Grhl2 suppresses hepatocytic differentiation of EpCAM(+) cells by downregulating miR122.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 肝臓は高い再生能力を有しているが、慢性
的な傷害に晒されて肝細胞が増殖能を失う
と、肝幹前駆細胞 (Liver stem/progenitor 
cells; LPCs) が活性化して、組織の再生に寄
与すると考えられてきた。しかしながら、
LPC が肝発生過程のどの時期に出現するの
か、また発生過程を通じてその増殖・分化能
などが一定に保たれているのか、など不明な
点が多く残されていた。 
 
２．研究の目的 
我々は、肝発生の様々な段階および傷害肝
臓から、EpCAM(+)LPCを FACSで分離し、
その増殖能および分化能を検討することに
より、発生・再生過程における LPCの分化・
増殖能を明らかにするとともに、恒常性維持
および再生における生理的な役割を明らか
にしようと考えた。また、LPCの分化能を制
御する分子メカニズムについても解析を試
みることとした。 

 
３．研究の方法 
新生仔および成体マウスの肝臓から、
2-step collagenase perfusion とその後の酵
素処理を行って、EpCAM(+)LPC を含む細胞分
画を得た。さらに、 FACS を用いて、
EpCAM(+)LPC を単離した。増殖および分化能
を調べるために、in vitro コロニーアッセ
イと移植実験を行った。また、発生過程にお
ける LPC の性状変化を明らかにするために、
新生仔と成体肝臓から EpCAM(+)細胞を分離
し、Microarray 解析を行って両者の遺伝子発
現プロファイルを比較した。傷害肝臓におけ
る LPC の挙動を明らかにするために、DDC お
よび胆管結紮したマウス肝臓について、SOX9, 
HNF4a, OPNなど肝細胞や胆管上皮細胞マーカ
ーの発現変化を、免疫染色を行うことで比較
した。 
 
４．研究成果 
（１）LPC の発生過程での分化能の変化 
胎生後期から成体にかけての肝臓から
FACS を用いて EpCAM(+)細胞を分離し、個々
の細胞のコロニー形成能を検討した。また、
コロニーを形成する細胞のうち ALB(+)細胞
の割合を比較することで、EpCAM(+)細胞の肝
細胞への分化能について検討した。生後 2週
間目までは、EpCAM(+)細胞は高いコロニー形
成能を示したが、その後の発生過程でコロニ
ー形成能は著しく低下した。さらに、発生が
進むにしたがって、コロニーに含まれる
ALB(+)細胞の数が激減していた。この結果は、
発生が進行すると、LPC の肝細胞への分化能
力が大きく低下することを示唆していた。 
 
 

 
 
 
 
（２）LPC の分化能の制御機構の解析 
① 転写因子 Grhl2 による制御 
 成体にかけてLPCが肝細胞への分化能が低
下する原因を明らかにするために、1W と 8W
の肝臓から分離した EpCAM(+)細胞について、
Microarray 解析により遺伝子発現プロファ
イルを比較した。特に、転写因子について注
目をして解析を行ったところ、Sox9, Hes1, 
Grhl2 などの転写因子の発現が、8W EpCAM(+)
細胞で高いことが明らかになった。転写因子
のうち、Grhl2 を 1W EpCAM(+)細胞に導入す
ると、肝細胞への分化が抑制された。一方、
8W EpCAM(+)細胞に Grhl2 に対する siRNA を
導入したところ、一部の肝細胞分化マーカー
の発現が誘導されることも明らかになった。
以上に結果は、Grhl2 の発現量が高くなるこ
とで、LPC の肝細胞への分化が抑制されてい
る可能性を示していた。 
 

 
 
 
② LPC での miR122 の発現制御 
Grhl2 が肝細胞分化を制御しているメカニ
ズムを明らかにするために、肝前駆細胞株
HPPL と HPPL に Grhl2 を導入した細胞につい
て、microRNA 発現について Microarray 解析
を行った。その結果、miR122 の発現が Grhl2
導入によって低下していることが明らかに
なった。miR122 は、肝発生が進行すると肝細
胞での発現が非常に高くなる microRNA であ
ることが知られていた。我々の解析結果も、
miR122 が肝細胞特異的に発現が増強するこ
とを示していたため、miR122 の発現は肝細胞
分化に必要な因子であることが予想された。

図１．EpCAM(+)細胞からのコロニー形成 
発生中の肝臓から EpCAM(+)細胞を FACSで分
離し、低密度で培養した。コロニーは ALB(赤)
および CK19(緑)に対する抗体で染色した。 

図２．Grhl2による肝細胞分化の抑制  
新生仔の EpCAM(+)細胞にレトロウイルスベク
ターを用いて Grhl2 を導入した。OSM と
Matrigel によって誘導される肝細胞分化が抑制
されている。 



そこで、8W EpCAM(+)細胞に miR122 mimic を
導入したところ、一部の肝細胞マーカーが誘
導された。 以上の結果から、Grhl2は miR122
の発現を負に制御して、LPC の肝細胞への分
化を抑制していることが明らかになった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
（３）In vivo での LPC の分化能の検討 
 ヌードマウスに Retrorsine を投与して肝
細胞増殖を阻害した後、部分肝切除を行って
新生仔および成体のLPC由来の細胞を移植し
た。新生仔の EpCAM(+)細胞は肝細胞として生
着した。長期間の観察では、一部の細胞が
duct 様の形態を示して生着していた。一方、
成体の EpCAM(+)細胞由来の細胞は、非常に生
着率が低く、また生着した細胞も肝細胞とし
て生着している細胞は、ごくまれであった。
以上の結果から、新生仔の EpCAM(+)細胞は、
in vivo においても、肝細胞および胆管上皮
細胞に分化する2分化能を有した肝管前駆細
胞であることが示された。 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
（４）再生肝臓の LPC および前駆細胞の解析 
① LPC の分化能の解析 
マ ウ ス に 3,5-diethoxycarbonyl 
-1,4-dihydro-collidine (DDC)を含む餌を

与えると慢性肝傷害が誘導される。DDC 傷害
肝臓から、EpCAM(+)細胞を分離してコロニー
アッセイを行った。高い増殖能を示す細胞が
存在していたが、コロニーには ALB(+)細胞が
ほとんど含まれていなかった。したがって、
慢性肝傷害が誘導されても、EpCAM(+)で分画
される細胞は、肝細胞への分化能を示す細胞
には変化していないと考えられた。 
 
② 肝前駆細胞の解析 
 DDC 傷害肝臓における、胆管上皮細胞マー
カーの発現を解析していたところ、正常肝で
は胆管上皮細胞時的な転写因子である SOX9
を発現している肝細胞様の細胞が出現して
いることが明らかになった。SOX9(+)肝細胞
は、SOX9-EGFP マウスから GFP(+)EpCAM(-)細
胞 と し て 分 離 す る こ と が で き た 。
GFP(+)EpCAM(-)細胞は、in vitro においてク
ローナルに増殖し、成熟肝細胞に分化した。
したがって、肝前駆細胞として機能している
細胞であることが示された。 
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図３．Grhl2によるmiR122の制御 
Microarrayによる比較を行い、Grhl2を発
現する細胞で発現が低下している
microRNAとしてmiR122が同定された。
Grhl2 は miR122 のプロモーターを負に制
御している。 

図４．移植による前駆細胞分化能の検討 
新生仔および成体から分離した EpCAM(+)
細胞を GFPでラベルして移植を行った。新
生仔由来の細胞は、HNF4a(+)肝細胞として
生着していた。 

図５．SOX9(+)肝細胞の分離と分化誘導 
DDC 餌 を 投 与 す る と 、
SOX9(+)HNF4a(+)EpCAM(-)の肝細胞が出
現する。SOX9-EGFP マウスから SOX9(+)
肝細胞を GFP(+)EpCAM(-)細胞として分離
することができる。OSM と Matrgel を添加
して培養すると、成熟肝細胞へ分化する。 
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