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研究成果の概要（和文）：種々の病因による肝炎から肝幹／前駆細胞の活性化を介した再生応答を、肝臓構成細
胞間の相互作用に着目して解析を行った。炎症により肝前駆細胞の活性化を伴う胆管増生は胆管の増殖を伴うリ
モデリングであることを細胞系譜解析および肝臓の３次元構造の可視化法により示した。さらに、増殖性の胆管
細胞は胆管の末端部に局在すること、増殖を始めた細胞の運命はstochasticに決まることを見いだした。また、
肝臓でのサイトカインの過剰発現による新規肝線維化モデルを開発し、線維化誘導機構の一端を明らかにした。
IL-4過剰発現により特徴的なNK細胞が出現することを見いだしその性状解析を行った。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed at elucidating the cellular basis of liver inflammation
 and regeneration. Ductular reaction in chronic liver injuries is characterized by amplification of 
duct like cells. We developed novel methods for imaging and cell fact tracking to reveal the mode of
 remodeling of bile ducts. Proliferating duct cells were found to be localized at the periphery of 
the ducts and their fate was stochastically determined. We found that expression of Oncostatin M in 
the liver induces fibrosis without inflammation and using this system we revealed cellular 
interactions among liver cells, which lead to fibrosis. Over expression of IL-4 in the liver induces
 a distinct class of NK cells that possess strong cytotoxic activity against tumor cells. 

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
肝臓は代謝や各種生体分子の合成機能の中

心臓器であるとともに、腸管から外来物質

や腸内細菌の菌体成分が流入する自然免疫

系の前線基地でもある。代謝異常やウイル

ス感染、薬物等に起因する種々の肝障害に

より障害を受けた肝臓では、炎症反応の惹

起と共に再生応答が誘導される。とりわけ、

慢性的な障害・炎症時には、特殊な肝幹／

前駆細胞（LPC）を介する肝実質組織の再

生機構が活性化される。一方で、持続的な

炎症反応は星細胞や類洞内皮細胞の機能異

常を伴った肝線維化や毛細血管化を引き起

こし肝硬変や肝癌へと進行する。すなわち、

肝臓における炎症反応、LPC 活性化、線維

化の誘導ならびに発癌の間には密接な関連

があると推察されるが、その実態は未だ大

部分が不明なままである。従来の肝臓研究

は特定の細胞にのみ注目した断片的なもの

が多く、肝臓を構成する細胞社会を俯瞰す

る研究は国内外問わず極めて少ない。肝疾

患の発症メカニズムを明らかにするために

は、肝臓を構成する細胞群を厳密に分離・

同定した上での分子細胞生物学的な解析が

必要とされていた。 
 
２．研究の目的 
我々は、マウス肝臓の構成細胞に発現する

膜タンパク質を多数同定し、それらに対す

る抗体を使って肝芽細胞（胎児肝前駆細胞）、

肝細胞、胆管上皮細胞、類洞内皮細胞、星

細胞、中皮細胞を同定・分離する方法を確

立してきた。そこで本研究では、こうした

基盤技術を使い、肝臓を構成する細胞間の

相互作用という視点から、種々の病因によ

る肝障害発症と再生の機構、および肝炎か

ら肝線維化を経て発癌へと進行するメカニ

ズムの解明を目指す。肝硬変や肝癌の診断、

予防、治療法を確立する上での基盤となる

重要な知見をもたらすことが期待される。 

３．研究の方法 
 

正常肝臓および障害肝臓において、細胞膜

タンパク質の発現を指標にフローサイトメ

トリーにより細胞を分離して、遺伝子発現

および細胞培養による機能解析を行った。

また、肝臓内の位置情報を免疫組織染色や

イメージング等により検討した。遺伝子改

変マウスを用いた細胞系譜解析と肝臓の３

次元構造の可視化法により LPC の起源と

その肝細胞および胆管への分化を in vivo
で解析した。また、肝線維化における肝細

胞、類洞内皮細胞、星細胞など肝臓構成細

胞をセルソータで分離培養して細胞間の

interaction を解析するとともに単球およ

び好中球の肝線維化に対する作用を検討し

た。さらに、病態モデルの作製のために、

ヒト iPS細胞から肝臓構成細胞への分化誘

導系を開発した。 
 
４．研究成果 
 
(1)胆管増生（LPC）の解析 

 我々はすでに、FGF7 が LPC の増殖を誘導

し、その産生細胞として門脈域の Thy1 陽性

細胞であることを見いだしていたが、この

細胞の詳細な解析を行い。星細胞とは明ら

かに異なる細胞であり、胆汁鬱滞により活

性化されて collagen の産生促進と Timp1

の発現上昇により門脈域の線維化に寄与す

ることを示した。 

 肝臓内の胆管を可視化する独自の技術を

開発し、肝障害時における LPC の活性化

を伴う胆管増生は胆管の増殖を伴う

remodeling であることを示した。可視化技

術に細胞系譜解析を組み合わせて、増殖性

胆管細胞は胆管の末端部に局在すること、

増殖を始めた細胞の運命は stochastic に決

まることを見いだした。さらに、蛍光の胆

汁酸を注入して二光子顕微鏡で胆汁の流れ

を in vivo で可視化する方法の開発に成功

し、肝障害による bile canaliculi の崩壊と



胆管増生による胆汁の流れを捉えることに

も成功した。 

 Klf5の欠損により細胆管反応が顕著に抑

制されていた。詳細な解析を行ったところ、

細胞増殖マーカーであるKi67陽性の胆管上

皮細胞の割合が有意に低下していた。また、

胆管上皮細胞由来の細胞株の培養系におい

ても、Klf5のノックダウンにより増殖が抑

制された。Klf5欠損マウスではDDC肝障害時

に胆汁うっ滞の増悪が認められ、致死率が

有意に上昇した。以上により、Klf5はDDC

肝障害時に胆管上皮細胞の増殖を誘導する

ことで細胆管反応を制御し、肝臓の恒常性

維持に必須の役割を担う分子であることが

示唆された。 

 肝細胞で産生された胆汁の排出路である

胆管は、肝臓内に張り巡らされた肝内胆管

と肝臓と十二指腸の間を結ぶ肝外胆管に分

類される。近年、肝外胆管に肝細胞、胆管

上皮細胞、膵内分泌細胞への分化能を有す

る Biliary tree stem/progenitor cell（BTSC）

と呼ばれる組織幹/前駆細胞が存在するこ

とが報告された。BTSC は、肝外胆管に存

在する付属線である Peribiliary gland 

(PBG)に存在すると考えられている。しか

し、これまで BTSC の単離は、特定のマー

カー分子を指標としない選択培養によって

行われてきた。そのため、BTSC の存在部

位が PBG であるという直接的な証拠は存

在しない。また、BTSC の生理的意義につ

いても未だに不明な点が多い。そこで本研

究では、特定のマーカー分子を指標とした

BTSC の単離法の確立とその生理的意義を

明らかにすることを試みた。TROP2 とい

う膜タンパク質が肝外胆管の管腔を形成す

る上皮細胞（EH-BEC）で発現する一方、

PBG では発現していないことを見出した。

そこで、TROP2 を指標として PBG と

EH-BEC を分離した後、平面培養によりコ

ロニー形成能の比較を行った。その結果、

EH-BEC と比較して PBG 構成細胞は、コ

ロニー形成能が有意に高いことが明らかと

なった。 

 
(2)線維化 

 肝臓でOncostatin Mを過剰発現すると、

肝障害を誘導することなく線維化が進行す

る新たな線維化モデルを開発し、線維化の

メカニズムを解析した。Oncostatin M は

星細胞へ直接して Timp1 の発現に作用す

るのみならずマクロファージを介して線維

化誘導因子の発現を亢進して線維化を誘導

する様子が明らかになった。さらに、慢性

炎症に伴う線維化において、肝臓に好中球

が集積すると metalloproteinase, MMP な

どの発現により線維溶解に寄与することを、

Trib1 欠損マウス、肝臓での CCL1 発現に

よる好中球の肝臓への遊走、好中球投与に

より示した。 
 
(3)免疫 

 Th2 応答の開始因子として知られる 

IL-4 を肝臓で発現すると、定常状態に存在

する NK 細胞とは明らかに異なる特徴的な

NK 細胞，IL-4-induced NK 細胞(B220high/ 

CD11blow/ IL-18Rlow; IL4-NK 細胞) を劇的

に増加させることを見出した。IL4-NK 細

胞の増殖には，IL-4 に応答し増殖したマク

ロファージが産生する IL-15 が寄与して

いた．また，IL4-NK 細胞 は通常の NK 細

胞に比べて高い IFN- , IL-10, GM-CSF の

産生能と強い細胞傷害活性を示す，活性化

NK 細胞であった．単離した通常の NK 細

胞を IL-4 と IL-15 を添加して培養する

ことで IL4-NK 細胞と類似したマーカー

発現，機能が獲得されたことから，IL4-NK 

細胞の誘導に  IL-4 の直接的な刺激と 

IL-15 を介した間接的な刺激が重要である

ことが示唆された．さらに，生理的な Th2 

応答を示す寄生虫感染において，IL-4 依存

的に IL4-NK 細胞に類似したマーカー発



現を示す細胞が誘導されることが明らかに

なった。加えて，感染時に NK 細胞を除去

した場合に，好酸球や好中球と言った Th2 

応答誘導性の免疫細胞を誘引するケモカイ

ンの発現が低下したことから，寄生虫感染

時に NK 細胞が過剰な Th2 応答を抑制

していることが示唆された。 

 

(4)iPS 細胞からの肝臓細胞分化誘導 

肝臓病態モデルを構築する目的で、ヒト

iPS 細胞から肝細胞、類洞内皮細胞、星細

胞を分化した。マウス胎児肝臓中の肝前駆

細胞に Carboxy peptidase M (CPM)が発現

することを見いだし、これを指標にヒト

iPS 細胞から肝臓への分化途中の段階から

肝芽細胞を分離して培養するシステムを開

発した。この CPM 陽性細胞は肝細胞と胆管

上皮細胞への分化能を保持したまま増幅が

可能であった。肝細胞の成熟化をさらに促

進するためには非実質細胞が必要であるこ

とを示し、ヒト iPS 細胞から類洞内皮細胞

および星細胞の分化誘導系を樹立した。こ

れらの細胞の共培養により、肝細胞の機能

が増強されることを見いだした。 
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