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研究成果の概要（和文）：肝臓は再生能が旺盛な臓器として知られ、ラットの肝臓を３分の２切除しても１週間
程で元の重量に戻ることが知られている。この再生の主体は、肝機能の中心を担う肝実質細胞の増殖・分裂によ
るものであるが、このとき同時に血液の流れが伴わないと肝実質細胞は生存し機能することが出来ない。
本研究では、血流の維持に不可欠な肝類洞（血液の通り道）の再構築がどのようにして起こるのかを肝微小循環
の視点から検討し、その結果肝再生の過程においては肝類洞内皮細胞の増殖・遊走が重要であることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Liver has been well known to regenerate in response to injury as shown in 
two-thirds hepatectomy in rodents. It should be noted that regeneration following liver resection 
reflects compensative hyperplasia of cells, which is virtually proliferation and differentiation of 
hepatocytes. In this process, sinusoidal remodelling is important, because hepatocyte function 
cannot be maintained without blood flow that is formed by sinusoidal endothelial cells. In the 
present study, proliferation and migration of sinusoidal endothelial cells have been suggested to be
 crucial in liver regeneration. 

研究分野：肝臓病学

キーワード： 肝再生　肝類洞リモデリング　肝類洞再構築　肝類洞内皮細胞　スフィンゴシン-1-リン酸
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１．研究開始当初の背景 

 肝再生の研究は従来肝実質細胞の増殖を
中心に進められてきたが、vascular biology 
の進歩にともない、肝類洞内皮細胞（Liver 
Sinusoidal Endothelial Cell: LSEC）の担
う役割が新たに注目されつつある。すなわ
ち、肝細胞の増殖には肝類洞内皮細胞の増
殖・分化による類洞の再構築が必要であり、
その機能制御を明らかにすることで肝再生
不全の治療にも新たな展開が期待できるも
のと思われる。 

 一方、肝類洞は内皮細胞のみならず、
pericyte（周皮細胞）として肝類洞内皮細
胞に接して存在する星細胞、 resident 
macrophage として機能する Kupffer 細
胞、肝実質細胞としての肝細胞など種々の
細胞から構成されている。その為、近年急
速な進歩を遂げている幹細胞研究により
各々の肝構成細胞を人工的に作成出来たと
しても、それらの fine tuning を担う血管
微小環境（vascular niche）の役割を明ら
かにすることは、今後一層重要な課題と成
り得るものと考えられる。 

 近年、血管内皮細胞の機能調節にスフィ
ンゴリン脂質が重要な役割を果たしている
ことが明らかになり、特に  sphingosine 
1-phosphate (S1P) receptor の発見を機に、
分子血管細胞生物学は飛躍的に進歩してい
る。しかし、S1P の肝類洞内皮細胞におけ
る役割については報告がなく、肝類洞内皮
細胞機能制御と血管微小環境、肝再生を繋
ぐ新しい分子として、治療にも新たな展開
を期待することが可能と思われる。 

２．研究の目的 

 肝類洞内皮細胞の増殖・遊走能には血管微
小環境（vascular niche）が重要な役割を担
っていることが示唆され、この制御機構を明
らかにすることは肝再生を考える上で極め
て有用と考えられる。本研究の目的は、肝
の再生機構をスフィンゴリン脂質による肝
類洞内皮細胞機能制御という新たな視点か
ら分子薬理学的に解析し、肝再生不全機構
を明らかにすることで治療への応用に資す
ることにある。 

３．研究の方法 

（１）初代培養肝類洞内皮細胞を用いた in 
vitro での検討:  
 初代培養肝類洞内皮細胞は Wistar 系雌
性 ラ ッ ト 肝 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ で 灌 流 後 
two-step Percoll gradient 法により分離し
た。細胞は EBM-2 培養液中にて 37℃で培養
し実験に供した。 
 ラット F4/80 モノクローナル抗体および
デスミン抗体を用いた免疫染色により、それ
ぞれ Kupffer 細胞、肝星細胞を同定し、肝
類洞内皮細胞は SE-1 抗体を用いた免疫染
色により確認した。Myosin light chain 
kinase (MLCK) 活 性 は 
anti-phospho-(Ser)19) MLC2 で MLC2 のリ
ン酸化を解析することで検討した。線維状ア

クチン（ F-actin）の形成は  Alexa-594 
phalloidin 抗体を用いて解析を行なった。
細胞間ギャップジャンクションの発現は、
connexin 32 抗体を用いた免疫染色により行
なった。 
 細胞の DNA 合成能は BrdU labeling 
index により、アポトーシスの誘導は TUNEL 
法により検討した。細胞内 Ca2+ 濃度は、膜
透過型蛍光指示薬である fura-2/AM で細胞
をそれぞれ前処置後、画像解析装置により単
一細胞レベルで解析した。 
 肝類洞内皮細胞における S1P receptors 
(S1P1-3) の発現は real-time PCR により解
析した。 
 肝類洞内皮細胞の遊走能の解析は cell 
transwell migration assay により行なった。 
 肝類洞内皮細胞の fenestrae（有窓）は走
査型電子顕微鏡により観察し、その定量的解
析は ImageJ software により行なった。 
（２）ラット部分肝切除後モデルを用いた in 
vitro および in vivo での検討: 
 3 分の 2肝切除（PHx）を行なったラットよ
り肝類洞内皮細胞（PHx-LSEC）を分離し、コ
ントロール（sham operation）のラットより
分離した肝類洞内皮細胞（Sham-LSEC）との
比較を行なった。 
 一方、in vivo の実験として、部分肝切除
後早期（肝切除 24 時間後）および肝切除後
晩期（肝切除 72 時間後）のラットを作製し、
sphingosine kinase 1 阻害剤の投与による
肝再生の評価を肝重量および肝組織におけ
る細胞増殖能により検討した。 
４．研究成果 
（１）S1P による肝類洞内皮細胞の遊走能の
解析: 
 正常ラットより分離した肝類洞内皮細胞
は培養２日後には遊走能を有するようにな
り、S1P の添加により遊走能はその濃度依存
性に増加を示した。 
 real-time PCR により、分離した肝類洞内
皮細胞の S1P receptor (S1P1-3) を解析した
結果、S1P1 の発現が有意に亢進していること
が明らかとなった。実際、cell transwell 
migration assay により観察した肝類洞内皮
細胞の遊走能は S1P2 の阻害剤（JTE-013）の
添加により変化がみられなかったのに対し、
S1P1/3 の阻害剤（VPC23019）によって減少し
たことから、S1P による肝類洞内皮細胞の遊
走促進能は S1P1 を介したものと考えられた。 
（２）S1P による肝類洞内皮細胞の遊走メカ
ニズムの解析: 
 画像解析装置を用いて単一細胞レベルで
の細胞内 Ca2+ 濃度の測定を行なった結果、
S1P による刺激によって細胞内 Ca2+ 濃度の
一過性上昇が観察されたが、この現象は 
S1P1/3 の阻害剤（VPC23019）により阻害され
た。 
 一方、cell transwell migration assay を
用いた細胞遊走能の検討では、calmodulin 
阻害剤（trifluoperazine）による前処置に



より遊走能は有意に低下し、Rho-kinase 阻
害剤（Y-27632）および MLCK 阻害剤（ML-7）
でも同様の遊走能抑制効果が認められた。 
 さらに、肝類洞内皮細胞を S1P で前処置
することにより、免疫染色で MLC2 のリン酸
化と F-actin の形成が認められた。 
 以上より、S1P による肝類洞内皮細胞の遊
走能亢進は、S1P receptor 1 (S1P1) の刺激
に よ る 細 胞 内  Ca2+ 濃 度 の 上 昇 が 
Ca2+-calmodulin complex を介して MLCK を
活性化し、actin-myosin の連関収縮が惹起
された結果である可能性が示唆された。 
 尚、内皮細胞は一般に nitric oxide 
synthase (NOS) により nitric oxide (NO) 
を産生することが知られているが、NOS 阻害
剤（L-NAME）による前処置では S1P 刺激に
よる肝類洞内皮細胞の遊走能に変化はみら
れなかった。 
（３）部分肝切除後ラットより作製した肝類
洞内皮細胞（PHx-LSEC）と sham operation 後
ラットより分離した肝類洞内皮細胞
（sham-LSEC）における形態学的・機能的比
較: 
 sham-LSEC は培養２〜３日後には紡錘状
の湾曲した内皮細胞特有の形態を示すよう
になり、培養５日目には confluent となり
その後自然に剥離した。この培養経過は正常
ラットより作製した肝類洞内皮細胞とほぼ
同様であった。一方、PHx-LSEC においては、
培養１日目で既に紡錘状の湾曲した形態を
示し、sham-LSEC ではみられることのない 
F-actin の形成が観察された。 
 さらに、cell transwell migration assay 
を用いた検討では、PHx-LSEC は sham-LSEC 
と比べ遊走能が亢進していることが明らか
となった。 
 S1P 産生に関わる sphingosine kinase の
解析を PCR により行なった結果、PHx-LSEC 
では sham-LSEC と比べ sphingosine kinase 
1 の 発 現 が 有 意 に 亢 進 し て い た が 、
sphingosine kinase 2、S1P lyase および 
S1P1-3 の 発 現 に 関 し て は  PHx-LSEC と 
sham-LSEC の間で差異は認められなかった。 
 sphingosine kinase 1 の細胞遊走能に及
ぼす影響を検討する為、その阻害剤である 
SKI-II を用いたところ、sham-LSEC では遊
走は阻害されなかったのに対し PHx-LSEC 
では有意に遊走能が低下した。 
 以上の結果より、部分肝切除後の残存肝で
は sphingosine kinase 1 の発現亢進により 
S1P の産生が促進され、その結果肝類洞内皮
細胞の遊走が増強している可能性が示唆さ
れた。 
（４）走査型電子顕微鏡による肝類洞内皮細
胞の形態学的解析: 
 肝類洞内皮細胞には fenestrae（有窓） が
存在することが特徴的であり、その形態学的
変化と肝類洞内皮細胞の機能に関しては多
くの報告がなされている。そこで部分肝切除
後の肝類洞内皮細胞における fenestration 

に変化がみられるかどうかを、PHx-LSEC と
sham-LSEC とにおいて比較検討した。その結
果、fenestrae の単位面積あたりの数は 
PHx-LSEC で増加していたが、fenestrae の
径に関しては有意な差異は認められなかっ
た。 
 一方、S1P 刺激により肝類洞内皮細胞の 
fenestrae に変化がみられるかどうかを検
討したが、PHx-LSEC、sham-LSEC ともに影響
は認められなかった。 
 以上の結果より、部分肝切除後の肝類洞内
皮 細 胞 の 遊 走 能 亢 進 は 少 な く と も 
fenestration の変化と直接関係するもので
はないことが示唆された。 
（５）部分肝切除後ラット肝組織における肝
類洞の形態学的変化: 
 部分肝切除後ラットの肝組織が肝切除後
の経時的変化にともないどのように変化す
るかを、肝類洞内皮細胞の特異的マーカーで
ある SE-1 （CD32b 抗体）により免疫染色し
観察した。その結果、部分肝切除２〜３日後
には残存肝に類洞のない肝実質細胞の塊
（cluster）がみられるようになり、その後
その中に肝類洞内皮細胞が侵入していく様
子が観察された。 
（６）部分肝切除後残存肝における肝実質細
胞の増殖に及ぼす S1P および sphingosine 
kinase 阻害剤の影響: 
 部分肝切除後早期（肝切除 24 時間後）お
よび部分肝切除後晩期（肝切除 72 時間後）
においてラットの腹腔内に S1P を投与し、
残存肝組織の肝実質細胞の DNA 合成能をそ
れぞれ検討した。その結果、部分肝切除後早
期に S1P を投与した場合には、残存肝組織
中の肝実質細胞増殖能に変化はみられなか
ったのに対し、部分肝切除後晩期に S1P を
投与した場合には残存肝組織の肝実質細胞
の DNA 合成能に有意な亢進が認められた。 
 この結果は、S1P 自体に肝実質細胞の増殖
促進作用がないことを示すと同時に、肝類洞
の再構築（肝類洞内皮細胞の増殖）が生じる
肝再生晩期に S1P が作用し、肝類洞再構築
を促進することによって肝実質細胞の増殖
に寄与している可能性を示すものと考えら
れた。 
 一方、部分肝切除後ラットにおいて内因性 
S1P が肝類洞再構築に関与しているかを検
討する為、部分肝切除後早期および晩期のラ
ット腹腔内に sphingosine kinase 1 阻害剤
を投与して、残存肝の重量および残存肝組織
中の肝実質細胞増殖能の変化を観察した。そ
の結果、部分肝切除後早期および晩期のいず
れにおいて投与した場合でも残存肝重量に
変化はみられなかったが、部分肝切除後晩期
に sphingosine kinase 1 阻害剤を投与した
場合には、投与しなかった場合に比べ残存肝
組織の肝実質細胞の DNA 合成能に有意な低
下が認められた。 
 以上の結果は、部分肝切除後肝再生の後期
（肝類洞再構築過程）における S1P の役割



を示唆するものと考えられた。 
（７）研究結果の考察と今後の展望: 
 肝再生は肝実質細胞の増殖のみならず、肝
非実質細胞（Kupffer 細胞、星細胞、肝類
洞内皮細胞など）との協調により精妙にコン
トロールされている。この過程で、最初に増
殖を開始するのは肝実質細胞であり、その増
殖が終了した後に非実質細胞の増殖が開始
され、肝類洞の再構築が完了するとともに肝
全体としての再生は終了すると考えられて
いる。この肝再生後期における類洞再構築に
大きく関与しているのが肝類洞内皮細胞で
あるが、そのメカニズムに関しては不明な点
が多く残されている。 
 sphingosine 1-phosphate (S1P) はリゾリ
ン脂質の一種である脂質メディエーターで
あり、近年その様々な生理活性が注目されて
いる。S1P は細胞内においてのみならず、細
胞膜上のリセプター（G-protein coupled 
receptor）を介して細胞外からも作用し、S1P 
は sphingosine kinase による産生と、S1P 
lyase および S1P phosphatase による分解
によって制御されている。S1P は一般に細胞
保護作用を有するが、その前駆物質である 
ceramide や sphingosine はアポトーシス
を誘導する性質を有する為、これらのバラン
スは細胞の運命を規定する “sphingolipid 
rheostat” と称されることもある。 
 S1P には細胞の増殖を促進する作用があ
ることが知られているが、遊走能に関する知
見は少ない。そこで、肝再生後期にみられる
肝類洞再構築の過程において、S1P が肝類洞
内皮細胞の遊走にどのように関わっている
かを検討する為実験を行なった。 
 その結果、肝類洞内皮細胞には S1P 
receptor 1 (S1P1) の発現がみられ、その刺
激により細胞内 Ca2+ 濃度が上昇し、ｍyosin 
light chain kinase (MLCK) 活性を介した 
actin-myosin の連関収縮が細胞遊走を制御
している可能性が明らかとなった。 
 我々は S1P が eNOS (endothelial nitric 
oxide synthase) の活性化を介した NO 産生
により肝類洞内皮細胞の増殖に関与するこ
とを既に報告しているが（Hepatology 44: 
1278-1287, 2006）、今回の cell transwell 
migration assay における検討では、遊走は
eNOS の阻害剤により影響を受けなかったこ
とより、S1P による遊走能の亢進は増殖とは
直接関係なく生じているものと考えられた。 
 しかし、S1P がどの細胞で産生されている
かについては不明な点が多い。一般に、S1P 
は血小板に多く含まれていることが知られ
ているが、人為的に血小板を取り除いても血
漿中の S1P 濃度は変化しないという報告も
みられ、S1P の存在に血小板が必須であるか
については議論の余地が残されている。 
 今回の実験で注目すべき点は、部分肝切除
後ラットより作製した肝類洞内皮細胞
（PHx-LSEC）においては sham operation 後
ラ ッ ト よ り 分 離 し た 肝 類 洞 内 皮 細 胞

（sham-LSEC）に比べ、sphingosine kinase 1 
の発現が亢進していたという点である。両者
間で S1P receptor の発現に差異はなく、
sphingosine kinase 1 の 阻 害 剤 に よ り 
sham-LSEC の遊走には変化がみられなかっ
たのに対し PHx-LSEC の遊走が抑制された
という結果は、S1P が肝切除後の肝類洞内皮
細胞で産生されている可能性を示唆するも
のと考えられる。 
 一方、in vivo における肝組織像の検討で
は、肝再生後期において肝類洞内皮細胞が 
cluster となった肝実質細胞の間に侵入し
ていく様子が観察された。又、S1P を肝再生
前期に投与しても肝実質細胞の増殖はみら
れなかったのに対し、肝再生後期に投与した
場合には肝実質細胞の有意な増殖能亢進が
認められた事実は、S1P による肝類洞再構築
の促進が肝実質細胞の増殖を惹起したとい
う可能性を示唆しており興味深い。又、
sphingosine kinase 1 の阻害剤を肝再生後
期に投与することで肝実質細胞の増殖が抑
制されたという結果は、以上の可能性を支持
するものと考えられる。 
 肝再生後期における肝類洞の再構築が、
sphingosine kinase 1 の発現亢進を介した
類洞内での S1P レベルの上昇により促進さ
れるとして、それが何故、肝実質細胞の増殖
を誘導するのかという点に関しては不明で
ある。肝実質細胞の増殖は主として肝星細胞、
血小板、あるいは肝類洞内皮細胞に由来する
肝細胞増殖因子（Hepatocyte Growth Factor; 
HGF）により制御されると考えられているが、
S1P がこれらの細胞に作用して HGF 産生を
惹起するという報告はみられない。 
 しかし、最近の報告では、肝類洞内皮細胞
と肝実質細胞を共培養することにより、両者
の細胞間接着が肝実質細胞の増殖を引き起
こすという結果が得られている。S1P によっ
て肝類洞内皮細胞が肝実質細胞の cluster 
内への遊走・侵入することにより両者の細胞
間接着が生じ、その結果肝実質細胞の増殖が
誘導されるという可能性は興味深いと考え
られる。 
 以上の結果は、S1P による肝類洞内皮細胞
の遊走促進が肝類洞再構築を誘導するとい
う仮説を支持するものであるが、一方で他の
血管増殖誘導因子の関与を否定するもので
はない。VEGF (Vascular Endothelial Growth 
Factor) は内皮細胞の sphingosine kinase 
1 を活性化し S1P の産生に関与することが
知られているし、S1P は細胞内 receptor 
crosstalk により内皮細胞の VEGF receptor 
を transactivate するという報告もみられ
る。さらに複雑なことに、VEGF は S1P 
receptor の発現を亢進させるという知見も
得られていることより、S1P と VEGF ha 
そのリセプターを含め相互に制御しながら
機能しているものと考えられる。 
 肝臓は古来、再生能の旺盛な臓器として知
られるが、肝再生研究が必ずしも期待通りに



進展していると言えないのは、肝構成細胞が
多岐に渡り、そのコーディネートが容易では
ないことに一因があると思われる。肝実質細
胞を取り巻く非実質細胞との微小環境の制
御機構を解明していくことが今後の大きな
課題と考えられる。 
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