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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、マウス肝幹･前駆細胞及びヒトiPS細胞由来肝幹･前駆細胞を用い
て、Wnt5aシグナルと関連する分化と増殖の分子機構を解析する研究を行った。
スクリーニングを行った結果、Bone morphogenetic protein-4 (BMP-4)を候補シグナルとして抽出した。BMP-4
を介したシグナル伝達により、肝幹･前駆細胞由来の増殖が抑制されること、胆管の管腔形成が抑制されるこ
と、肝細胞への成熟化が促進されることが示された。また、MMP-14は肝前駆細胞から胆管管腔構造を形成する過
程を正に制御することが示された。本研究の成果は、肝再生医学の進歩に貢献しうると考えられる。

研究成果の概要（英文）：This research project has investigated on the molecular mechanisms 
underlying terminal differentiation of hepatic stem/progenitor cells via non-canonical Wnt signaling
 pathways. 
Screening using transcriptome analysis revealed that Wnt5a signaling is associated with Bone 
morphogenetic protein-4 (BMP-4) signaling pathway in hepatic stem/progenitor cells. BMP-4-mediated 
signaling suppressed the proliferation and biliary luminal formation of hepatic stem/progenitor 
cells. BMP-4 signaling promoted the hepatic maturation of hepatic stem/progenitor cells. Moreover, 
Wnt5a and BMP-4 coordinately suppressed proliferation and cholangiocytic luminal formation of 
hepatic stem/progenitor cells. Our data also showed that Matrix Metalloproteinase-14-mediated 
signaling accelerated the biliary luminal formation of hepatic stem/progenitor cells. 
These studies can contribute to the progress of regenerative medical science in the field of liver 
diseases. 

研究分野：消化器病学
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１．研究開始当初の背景 
本邦における肝炎ウイルス感染者は未だ 300
万人超存在すると推定されており、肝癌を含
めた慢性肝疾患によって、年間約 40,000人以
上が死亡している。現在のところ、致死的肝
不全に対する根治的治療は肝移植のみであ
るが、脳死ドナーの絶対的不足・生体ドナー
に対する精神的・社会的負担が依然として大
きな社会問題となっており、代替治療の確立
が求められている。 
肝幹細胞は、自己複製能及び肝細胞・胆管細
胞への２方向性分化能を有する細胞であり、
分離・同定する手法が研究分担者らのグルー
プによって開発・確立された。さらにヒト iPS
細胞樹立成功に伴って、自己由来肝幹･前駆
細胞（以後高い増殖能と２方向性分化能を有
する細胞を肝幹･前駆細胞と総称する）を誘
導して用いる移植治療の実現化が期待され、
ヒト iPS 細胞から効率的に移植可能な肝幹･
前駆細胞を誘導する技術開発の必要性は非
常に高い。 
Wntシグナルは血液をはじめ、様々な臓器幹
細胞の分化、増殖、自己複製に関与している
分泌蛋白のファミリー分子である。Wntには
ヒト・マウスともに１９種類のファミリー分
子があり、様々な臓器特異的機能を発揮して
発生過程をコントロールしている。分泌され
たWnt蛋白は細胞表面のレセプター分子であ
るFrizzledに結合して機能を発現する。Wnt下
流経路は、機能的な側面から-catenin依存性
経路である古典的Wnt経路と-catenin非依存
性の非古典的Wnt経路に大別される。マウス
肝臓においては古典的Wnt経路に分類される
-cateninの活性化は、肝幹/前駆細胞の増殖、
生存に深く関与する。胎児期の肝幹/前駆細胞
である肝芽細胞において、-cateninを特異的
に欠失させると、肝芽細胞のアポトーシスが
増加し、致死的になることが報告されている。 
一方で、-cateninに依存しない非古典的Wnt
経路の肝臓における生理的な機能は全く不
明であった。非古典的Wnt経路はWntファミ
リーの中ではWnt4, Wnt5a, Wnt11などがリガ
ンド分子となって作用するが、肝臓での機能
はこれまで完全に不明であった。研究代表者
らのグループでは、このうちWnt5aの機能に
関して解析を行い、マウス肝臓の発生過程に
おいて主に間葉系細胞から産生され、肝芽細
胞に作用することで、肝幹･前駆細胞による
胆管形成を抑制的に調節していること、また
その際に Calcium/calmodulin-dependent protein 
kinase II (CaMKII)分子をリン酸化し、その活
性化を介して作用する可能性について報告

した（Hepatology, 2013）。 
研究代表者らのグループでは、これまで一貫
して肝細胞の増殖・分化を制御する分子機構
の解析に取り組んできた。そして、マウス肝
幹細胞画分を高度に濃縮し、ウイルスベクタ
ーによる遺伝子導入と遺伝子改変マウスを
用いた解析を行い、特定分子が増殖・分化に
どのような機能を有するかについて解析し
うる実験系を独自に構築した。 
またこれまでの研究として、研究協力者らと
共同で、ヒトiPS由来細胞から肝幹･前駆細胞
を誘導し、肝炎ウイルスの感染許容性に関し
て検討してきた。その結果、 PiggyBac 
Transposon法を用いてテトラサイクリン誘導
性の遺伝子カセットを導入し、ヒトiPS由来
細胞から効率よく肝幹･前駆細胞を誘導する
手法を開発中であり、既にマウスES細胞での
有効性を確認していた。 
 
２．研究の目的 
これらの研究実績に基づき、研究代表者らは
本研究において以下の目的を設定した。すな
わち、(1) 非古典的経路Wntリガンドを介す
るシグナルを中心として、細胞表面抗原によ
って高度に濃縮した肝幹細胞画分を用いて、
その分化・増殖に関わる新たな分子機構を解
析する。(2) この結果に基づき、PiggyBac 
Transposon法を用いてヒトiPS細胞にTet誘導
性遺伝子カセットを導入し、Wntシグナルを
調節しうる細胞株を作成し、その分化・増殖
機構を解明する。 (3) 有用な下流分子の同定
した後に、低分子化合物ライブラリを用いて
下流分子の活性化を調節しうる化合物を探
索する。 
これらの研究によって、将来の自己iPS細胞
由来幹細胞を用いた肝再生医療の学術･技術
的な基盤形成に貢献することを、本計画の目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 (1) マウス肝幹･前駆細胞における Wnt5a 関
連シグナルの機能解析：研究グループはマウ
ス胎仔肝臓から高速セルソーター（DAKO 
MoFlo system及び BD FACS Aria system）を用
いて、初代肝幹･前駆細胞として、CD13+ 

CD45-Ter119-画分に増殖性の高い細胞が濃縮
されていることを報告した(J Hepatol, 2009)。
これらの初代細胞を用いて、成熟肝細胞系譜
への分化誘導を行う培養系、胆管細胞系譜へ
の分化誘導を行う培養系を確立している
(Hepatology, 2013)。これらの技術によって、
肝幹･前駆細胞分離・培養し、分化誘導すると



ともにその形質を解析する。 
前述のように、Wnt5aが主に間葉系細胞から
産生され、肝芽細胞に作用することで、肝芽
細胞による胆管形成を抑制的に調節するこ
と、またその際にCaMKIIをアダプターとして
作用することを報告したが、Wnt5aの関連シ
グナルについて、さらに新たな標的分子を探
索するために、Wnt5a欠損マウスから得た肝
芽細胞と同腹の野生型マウスを用いて、
whole transcriptome 解析とそれを用いた in 
silico pathway解析によって候補分子のスクリ
ーニングを行う。これらの網羅的解析をもと
に、Wnt5aを添加して培養した肝幹･前駆細胞
培養系で検証を行う。 
 
(2) ヒト iPS細胞株からの肝幹･前駆細胞への
分化誘導とWnt5aに関する機能の検証：これ
までに報告をしてきた、分化誘導法を基盤と
して、ヒト iPS細胞株からの継代培養が可能
な肝幹･前駆細胞の誘導系、及びヒト iPS細胞
株からの成熟化した Hepatocyte-like cellsの誘
導系を用いて研究を進める。Recombinant 
Wnt5a 蛋白を用いてマウス肝幹･前駆細胞で
みられた現象がヒト iPS細胞由来細胞での培
養系でも再現が可能か否かを検証する。さら
に、マウスにおいて下流分子として抽出し得
た分子に関して、Wnt5aとの相関を再度確認
する。並行してその機能に関しても分子生物
学的な解析を行う。 
 
(3) 低分子化合物ライブラリを用いたスクリ
ーニング：Wnt5a関連分子の reporter geneを
同定できた場合は、これを検出できる reporter 
plasmidを作成し、Lentiviral vectorを用いて恒
常発現細胞を樹立する。これを用いて、低分
子化合物スクリーニングによりWnt5a関連分
子を増強/低下させる化合物を探索する。当該
施設が有する生物活性が未知で構造的多様
性をもつケミカルライブラリーを対象とし
てスクリーニングを行う。 
 
４．研究成果 
(1) マウス肝幹･前駆細胞における Wnt5a 関
連シグナルの機能解析：マウス肝幹･前駆細
胞の分離、培養技術の最適化を進め、さらに
安定した分化誘導培養が可能となった。これ
らを基盤として、Wnt5a関連シグナルとして
スクリーニングを行った結果、 Bone 
morphogenetic protein-4 (BMP-4)を候補シグナ
ルとして抽出した。まず、肝幹･前駆細胞に
対して BMP-4 を添加して培養すると、
Non-canonical pathwayである Smad1/5のリン

酸化亢進を認め、その作用は BMP antagonist
である Noggin の添加によって抑制されたこ
とから、肝幹･前駆細胞には BMP-4への反応
性があることが示された。次に、肝幹･前駆
細胞の増殖性に対する BMP-4 の機能解析を
行った。初代肝幹･前駆細胞に対して BMP-4
を添加して colony formation assayを行うと、
BMP-4 添加により colony 形成数が有意に抑
制され、その作用は BMP antagonist である
Nogginによって回復した。BMP-4添加下で培
養した肝幹･前駆細胞では CyclinD1や PCNA
など細胞増殖関連蛋白の発現低下を認めた。 
肝幹･前駆細胞から胆管管腔形成を誘導する
培養系に BMP-4を添加すると、胆管様構造体
の形成数は有意に抑制され、HNF1、Hes1、
Grhl2、CyclinD1 などの発現が低下した。一
方で、肝幹･前駆細胞から成熟肝細胞を誘導
する培養系に BMP-4 を添加すると Albumin，
CYP3A4、Tryptophan 2,3-dioxygenaseなどの発
現が有意に亢進した。 
最後に Wnt5a との相互作用を検討すると、
BMP-4とWnt5aを同時に添加した場合には、
相加的に肝幹･前駆細胞の増殖を抑制し、胆
管様構造体の形成数を有意に抑制すること
が示され、両者が肝幹･前駆細胞の形質を協
調的に調節していることが示された。これら
の研究成果は国内外の学術集会及び原著論
文として報告した（Hepatol Res, 2016）。 
同様の解析をMMP-14の機能解析について行
った。 
さらに、これらの成果を基盤として解析を行
った結果、肝幹･前駆細胞においてMT1-MMP
は EGFシグナルを調節しつつ、肝細胞分化を
抑制的に、胆管形成を促進的に支持すること
が示された。これらの研究成果は国内外の学
術集会及び原著論文として報告した
（Biochem Biophys Res Commun, 2016)。 
 
(2) ヒト iPS細胞株からの肝幹･前駆細胞への
分化誘導とWnt5aに関する機能の検証：構築
に向けてヒト iPS 細胞由来肝幹･前駆細胞の
誘導培養技術の最適化を進め、新規細胞株の
樹立に成功した（Sci Rep, 2016）。これらのヒ
ト iPS 細胞由来肝幹･前駆細胞を利用するこ
とで、B型肝炎ウイルスなどの肝細胞にしか
感染しないウイルスの感染、複製を確認する
ことができた。ヒト iPS細胞由来肝幹･前駆細
胞に対して Wnt5a 及び BMP-4 の機能解析を
行った結果、前記の検討と同様に、協調的な
調節機能があることが示された。同様に、転
写因子の調節によってヒト iPS細胞由来肝間
葉系細胞の機能が亢進することが示された。 



 
(3) 低分子化合物ライブラリを用いたスクリ
ーニング：Wnt5a関連分子の reporter geneを
同定に関しては、複数の候補分子で検討を行
った。それぞれの反応性に関して、さらなる
検討が必要であるが、今後の研究に利用可能
であることが期待された。 
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