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研究成果の概要（和文）：重篤な肝障害時に出現するオーバル細胞は旺盛な増殖能と未分化性を有し，肝細胞と胆管上
皮細胞へ二方向性に分化することで肝再生に寄与する幹／前駆細胞(LPC)と考えられてきた．しかし，実際にオーバル
細胞がどの程度，肝再生に寄与しているのかは不明であった．そこで，オーバル細胞特異的マーカー分子であるTROP2
に遺伝子改変を加えたマウスを作製し，肝障害後に出現するオーバル細胞の標識を行なった．その結果，DDC薬剤によ
る肝障害後の再生過程では，オーバル細胞はほとんど肝細胞を供給していないことが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：Hepatic oval cell is observed in chronic liver injury models of rodents and 
considered as liver stem/progenitor cell, which is capable of differentiating into biliary epithelial 
cells and hepatocytes. However, the contribution of hepatic oval cell to liver regeneration remains 
unclear. Because we have previously reported that Trop2 is a specific marker gene for mouse hepatic oval 
cells, we generated a genetically engineered mouse in which the Cre-recombinase was knocked in to the 
Trop2 locus for lineage-tracing analysis. As a result, most of hepatic oval cells formed pseudo-biliary 
ducts and rarely produced hepatocytes in the DDC-injured liver, indicating that hepatic oval cells don’t 
mainly contribute to the supply of hepatocytes at least in this liver injury model.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 肝臓は再生能の高い臓器として知られる．
重篤な肝障害時に出現するオーバル細胞は
旺盛な増殖能と未分化性を有し，肝細胞と胆
管上皮細胞へ二方向性に分化することで肝
再生に寄与する幹／前駆細胞（ Liver 
stem/progenitor cell: LPC）と考えられて
きた．オーバル細胞は胆管様の構造を取りな
がら増殖することから，その出現は偽胆管増
生とも呼ばれる．マウスではオーバル細胞が
誘導される肝障害モデルとして，ヒトポルフ
ィリン症モデルでもあるDDC肝障害と非アル
コール性脂肪性肝炎モデルでもあるCDE肝障
害モデルが知られる．一方，ヒト肝硬変や肝
癌においても同様の細胞が出現することか
ら，LPC と肝発癌や癌幹細胞との関連が指摘
されてきた．しかし，これまでの LPC に関す
る研究の多くは組織学的な解析によるもの
であり，LPC の肝再生や肝発癌における役割
や因果関係は明らかとなっていなかった．こ
れまでに，研究代表者は DDC 混餌食による肝
障害モデルマウスから，オーバル細胞を規定
するマーカー分子として TROP2 と EpCAM を同
定した．EpCAM は正常肝臓では胆管上皮細胞
に発現するが，TROP2 はほとんど発現してい
ないことから，オーバル細胞の実体を解明す
るためには，TROP2 を指標とした解析が有効
であると考えられた． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，オーバル細胞マーカー分
子である TROP2 と EpCAM を利用することで，
様々な肝障害後の再生や発癌におけるLPCの
役割を明らかにすることである．本研究によ
り，オーバル細胞に関するこれまでのパラダ
イムに一定の見解を示す． 
 
３．研究の方法 
(1)DDC と CDE による肝障害モデルにおける
TROP2 の発現解析. 
 TROP2 は DDC 投与による障害肝で出現する
オーバル細胞で強く発現することは既に報
告したが，他の障害肝で出現するオーバル細
胞については不明であった．そこでまず，DDC
と CDE の肝障害間で，TROP2 の発現の違いの
有無を遺伝子発現解析，免疫組織染色および
フローサイトメトリー解析により比較する． 
(2)Trop2-Cre ノックインマウスの作製. 
 肝障害後のオーバル細胞の分化系譜を追
跡するために，Trop2 の遺伝子座に Cre 
recombinase をノックインした Trop2-Cre マ
ウスを作製する．このマウスと Rosa26 レポ
ーターマウスとを交配することで得られる
F1 マウス（Trop2-Cre;R26-LacZ）について
X-gal 染色を行ない，Cre の発現が TROP2 の
発現様式を反映しているかどうかを確認す
る． 
(3)Trop2-Cre ノックインマウスを利用した
肝障害後の細胞系譜追跡解析． 
TROP2 は正常肝臓にはほとんど発現しておら

ず，DDC 投与による肝障害時にオーバル細胞
で誘導されてくることから，肝障害を受けた
Trop2-Cre;R26-LacZ マウスではオーバル細
胞がレポーター遺伝子を発現し続けること
になる．そこで，DDC 障害後にマークされた
オーバル細胞がその後，どのような細胞へと
分化したのかについて解析する．そのために，
肝細胞分化マーカーとして HNF4αを，胆管上
皮細胞分化マーカーとして CK19 を設定し，
抗βガラクトシダーゼ(LacZ)抗体と共染色
する． 
 
４．研究成果 
(1) DDC 障害肝と CDE 障害肝における TROP2
の発現解析． 
まず，正常肝臓，DDC 障害肝臓，CDE 障害肝
臓からそれぞれ分離したEpCAM陽性細胞にお
ける Trop2 の発現を調べた結果，DDC 障害肝
に比べ，CDE 障害肝での Trop2 の発現は低か
った（図 1a）．そこで，各肝臓から切片を作
製し，抗 EpCAM 抗体と抗 TROP2 抗体による二
重染色を行なった(図 1b-d).その結果，DDC
障害肝で出現するオーバル細胞はほぼ総て
が二重陽性になったのに対し，CDE 障害肝の
オーバル細胞では門脈域に一部二重陽性細
胞が見られたものの（図 1d，矢印），周辺部
の EpCAM 陽性細胞では TROP2 の発現が見られ
なかった．また，このような EpCAM 陽性細胞
中のTROP2の発現の違いはフローサイトメト
リー解析によっても確かめられた．以上の結
果から，オーバル細胞における TROP2 の発現
様式は異なる肝障害モデル間で違いがある
ことが明らかとなった． 

 
(2)Trop2-Cre ノックインマウスの作製. 
 まず，本研究を遂行する上で必須となる
Trop2-Cre ノックインマウスの作製を行なっ
た．得られたマウスが実際に TROP2 の発現制
御下にCre遺伝子を発現するか否かを確認す
るために，R26-LacZ マウスと交配を行ない，
F1 マウス（Trop2-Cre;R26-LacZ）の X-gal 染



色を行なった．正常マウスにおいて TROP2 は
肝臓では発現しないが，皮膚で発現している
ことが分かっていたため，まず，皮膚のサン
プルを採取し，X-gal 染色を行なった．その
結果，コントロールマウスでは全く染色され
なかったのに対し，Trop2-Cre;R26-LacZ マウ
スでは表皮の細胞が青く染色された（図 2）．
このことから，Trop2-Cre ノックインマウス
は TROP2 を発現する細胞で適正に Cre遺伝子
を発現するマウスであることが確認できた．
次に，正常肝臓についても X-gal 染色を行な
った．その結果，正常肝臓では青色の染色は
ほとんど認められなかった（図 2）． 
 

 
(3) Trop2-Cre ノックインマウスによる肝障
害後の細胞系譜追跡実験． 
 TROP2 は DDC 投与による肝障害時に出現す
るオーバル細胞で強く発現することから，
Trop2-Cre;R26-LacZマウスにDDCを３週間投
与してオーバル細胞をラベルした．その後，
2 週間通常食に戻した後にオーバル細胞がど
のような細胞に分化したかを追跡した．オー
バル細胞の運命を辿った細胞をβ-gal 抗体
で，肝細胞の細胞系譜を HNF4a で，胆管上皮
細胞の系譜をCK9でそれぞれ単染色または二
重染色を行なった．その結果，Trop2-Cre で
マークされた細胞(β-gal 陽性細胞)が偽胆
管様に観察された．共染色の結果から，β
-gal 陽性細胞のほとんどが胆管上皮細胞マ
ーカー分子であるCK19陽性細胞であり，HNF4
α陽性の肝細胞はほとんど認められなかっ
た．以上の結果から，少なくとも DDC 投与に
よる肝障害モデルでは，オーバル細胞による
肝細胞への分化はほとんど起こっていない
ことが明確に示された． 

 

 
 これまでのオーバル細胞を対象とした細
胞系譜追跡解析では，胆管上皮細胞で発現す
る分子のプロモーターを利用したレポータ
ーマウスを用いたものがほとんどであり，オ
ーバル細胞特異的な解析がなされていなか
った．本研究では，オーバル細胞特異的マー
カー分子である Trop2 の Cre ノックインマウ
スを作製し， DDC 肝障害後の再生におけるオ
ーバル細胞の役割を明確に示すことに成功
した．しかし，DDC 肝障害は主に胆道が障害
を受ける系であることから，肝細胞が障害を
受けるCDE障害やその他の肝障害においても
このマウスを用いて肝再生への寄与を検証
する必要がある．また，Trop2 は前立腺の幹
細胞にも発現することが報告されたことか
ら，本研究で作製された Trop2-Cre ノックイ
ンマウスはその他の幹細胞研究にも有用で
あると考えられる． 
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