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研究成果の概要： 

進行した肝疾患に対する肝再生医療は、肝硬変や劇症肝炎患者に対する治療として注目されている。

本研究では細胞周期を制御する遺伝子に着目し、その遺伝子改変マウスの骨髄細胞を用いた移植を

行い、その効果について検討した。急性肝障害モデル、慢性肝障害モデルいずれにおいても、ALT

の改善、生存期間の延長、線維化の改善などの点で効果は認められたものの、有意差を得るまでに

は至らなかった。しかし肝組織内での遺伝子発現変化は DNA マイクロアレイを用いた解析では、早期

より細胞周期関連分子の発現の上昇が認められた。 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 肝は再生能力の強い臓器であるが、慢性肝
疾患が原因で高度に進行した慢性肝不全ならび
に発症後急速に進行する急性肝不全はいずれ
も肝再生能力が著明に低下した状態であり、致
死的である。中でも劇症肝炎は、急激かつ広汎
におこる肝細胞壊死に基づく高度の肝機能不全
を起こす、極めて予後不良な疾患である。最近、
生体肝移植がその治療法として導入されるように
なり、以前より救命率は改善したものの、いまだ
満足のいく結果は得られていない。また生体肝
移植はドナー不足や移植後の拒絶といった問題

もあり、肝移植以外の侵襲の少ない治療法の開
発が望まれる。近年自己骨髄細胞を用いた肝再
生療法の有効性が報告され、これら肝不全への
応用が期待されるが、頻回な自家骨髄移植は困
難なため、その治療による有効性にも限界がある
ことが報告されている。また肝再生自体について
もいまだ不明な点も多いため、そのメカニズムの
解明が急務である。 
 
(2) 我々はこれまでに細胞周期を負に制御する
CDKインヒビターの一つであるp27Kip1が肝にも強
い発現を認め、そのノックアウトマウスでは個体の
サイズが大きくなるとともに、発生過程で肝を含
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めた各臓器の肥大化を起こすことを報告してきた
（Cell 1996、Dev.Cell 2004）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また p27Kip1のユビキチンリガーゼである Skp2 ノッ
クアウトマウスを用いた解析では、個体のサイズ
が小さくなるとともに、肝切除モデルマウスを用い
た研究において、肝細胞は M 期に入らず、細胞
分裂を起こすことなく肝細胞の腫大をおこすこと
により肝全体のサイズの回復が起こることも明ら
かにしている（Cancer Res. 2002）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これは細胞数が増加して肝再生を起こす一般的
な再生とは異なり、細胞分裂を経ない新たな肝
再生メカニズムが存在することを示唆している。 
 
２．研究の目的 
 
骨髄細胞移植による肝再生を人為的に亢進させ
ることができるかを、細胞周期関連分子をノックア
ウトした様々なマウスを用いて、その骨髄細胞移
植を行う事により解析する。さらに肝再生に関与
する遺伝子の発現をトランスクリプトームおよびプ
ロテオーム解析を行う事により、新規の肝再生促
進因子の同定を行い、新たな肝再生治療法の開
発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 正常マウスまたはノックアウトマウスの大腿骨

より採取した骨髄細胞を、細胞の生着の際の追
跡マーカーとしてPKH26GLで染色を行い、正常
またはそれぞれのノックアウトマウスの肝障害モ
デルに移植した。その後の肝臓への生着率なら
びに増殖速度を従来法で行ったものと比較検討
した。また血清学的検査により肝機能の改善の
程度を評価した。 
 
(2) ヒトへの応用を視野に入れ、アデノウイルス
ベクターを用いた siRNA による細胞周期関連分
子の発現調節を行い、その臨床応用への可能
性を探る。 
 
(3) 肝切除前後の遺伝子発現変化を DNA 
microarray を用いて網羅的に解析し、これらの遺
伝子以外の肝再生を担う遺伝子群を明らかにす
る。さらに肝切除刺激により反応性に誘導される
新規責任分子群を抽出するために、2 次元電気
泳動、および LC-MS ショットガン法によるプロテ
オーム解析を行う。これらを分子ネットワーク解析
にかけることで、候補となる新規の肝再生責任分
子ならびに細胞分子内のシグナルネットワークを
絞り込む。 
(4) このようにして同定した責任分子群の発現調
節を行うことによる、障害肝の再生への寄与につ
いて検討を行い、その結果を元に細胞周期関連
分子の機能を制御する新たな治療法を開発す
る。 
 
４．研究成果 
 
(1) 急性肝障害モデルでの検討 
① CCl4 を単回投与した急性肝障害モデルマウ
スを用いた検討では、投与後 2 日後に最も ALT
の値が高値であった。p27Kip1KO マウス由来の骨
髄細胞を移植したマウス（p27Kip1KO 群）では、野
生型マウス由来の骨髄細胞を移植したマウス(野
生型群)および非移植群（コントロール群）と比べ、
肝障害誘発後の ALT のピーク値は抑えられた。
またアルブミン値についても測定を行ったが、こ
れについては 3群間で差は認められなかった。 
② 次に肝細胞での細胞周期促進の有無を確認
するために CCl4 投与後 2 日後の肝組織を用い
て Ki67 の免疫染色を行いpositive index(PI)を測
定したところ、p27Kip1KO 群で 30.5±7.1%、野生
型では 19.7±6.7%と p27Kip1KO群で PI が高値で
あったが、有意差は認められなかった。また
p27Kip1KO群では野生型よりもCCl4投与早期より
上昇が認められた。 
③ さらに投与 5 日後の肝組織を用いた Ki67 の
免疫染色では、野生型群、非移植群いずれも陽
性細胞は認められなかったが、p27Kip1KO 群では
少数の陽性細胞を認め、弱いながらも細胞増殖
促進の継続が示唆された。また、これ以降の肝
組織では、いずれの群においても陽性細胞は認
められなかった。 
④ これらの結果はp27Kip1KO群でALT値のピー
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ク値が抑えられたことと合わせ、細胞周期促進に
働くシグナルを介した調節を行う事により、肝再
生を早期から促進させ、肝障害を軽減させること
ができる可能性を示唆している。しかしながら、
生存率については p27Kip1KOでは野生型に比べ
て改善傾向にはあったものの、有意差を得るま
でには至らなかった。 
 
(2) 急性肝障害モデルにおける遺伝子発現の変
化についての検討 
① このような肝障害時に肝再生、増殖が行われ
る際に、細胞周期が回転し始める際のトリガーと
なる遺伝子を検索する為にDNAマイクロアレイを
用いた網羅的解析を行った。CCl4 による刺激以
前に p27Kip1KO マウスにおいて野生型に比べ発
現が増加している遺伝子を除外する為に、その
コントロールとして野生型と比較した発現変化を
確認し、その後 CCl4 投与後 8 時間後にそれぞ
れのマウスの肝を取り出し、遺伝子発現の変化を
比較した。 
その結果CCl4 非刺激では p27Kip1KO マウスと野
生型で 3952 遺伝子の発現の差異が認められ、
CCl4 刺激後では野生型で 1389 遺伝子、
p27Kip1KOで 1186の遺伝子の発現変化が認めら
れた。このうち、CCl4 非刺激では野生型と
p27Kip1KO の比較で 1.5 倍以上の発現変化が認
められたものが 135 遺伝子、0.67 倍以下に減少
していた遺伝子が 379 認められた。さらにこれら
の遺伝子群より、細胞周期に関連する遺伝子を
中心に gene ontology(GO)にて絞り込みを行った
ところ、p27KOで野生型と比べ発現変化が1.5倍
以上であった遺伝子については、GO:82: G1/S 
transition of mitotic cell cycle は 1 遺伝子、
GO:86: G2/M transition of mitotic cell cycle は 1
遺 伝 子 、 GO:74: regulation of progression 
through cell cycle は 6 遺伝子、GO:51726: 
regulation of cell cycle は 6 遺伝子、GO:45787: 
positive regulation of progression through cell 
cycleは1遺伝子など、それぞれの経路に促進系
に関与すると考えられる遺伝子群の絞り込みが
可能であった。 
同様に p27KO で野生型と比べ発現変化が 0.67
倍以下であった遺伝子については、GO:320: 
re-entry into mitotic cell cycle は 2 遺伝子、
GO:45839: negative regulation of mitosis は 1 遺
伝 子 、 GO:45787: positive regulation of 
progression through cell cycle は１遺伝子、
GO:45786: negative regulation of progression 
through cell cycleは2遺伝子などと、主に細胞周
期制御での抑制系に関与する遺伝子群の絞り
込みが可能であった。これらの遺伝子について
は、現在解析、検討を行っている途中である。 
② 次にCCl4による刺激後8時間での比較検討
を行った。CCl4 刺激により野生型では 1.5 倍以
上の発現の上昇が認められたのは 98 遺伝子、
0.67倍以下の発現低下が認められたのは166遺
伝子であった。p27KO では 1.5 倍以上の発現の

上昇が認められたのは 521 遺伝子、0.67 倍以下
の発現低下が認められたのは 325 遺伝子であり、
野生型と比べ多くの遺伝子発現変化が認められ
た。野生型で 1.5 倍以上の発現変化が認められ
た遺伝子を GO にて絞り込みを行ったところ、
GO:22403: cell cycle phase は 3 遺伝子、GO:82: 
G1/S transition of mitotic cell cycleは1遺伝子、
GO:74: regulation of progression through cell 
cycle は 1 遺伝子など、絞り込みが可能であった。
同様に野生型での発現変化が 0.67 倍以下であ
った遺伝子、p27KO での発現上昇、ならびに低
下を認めた遺伝子についてもGOによる絞り込み
を行い、現在解析中である。 
③線維化に関与する MMP1、2、3、9、TIMP1、
TIMP2 などの遺伝子発現の変化についても検討
を行ったところ、いくつかの遺伝子については
p27KO群において有意に発現の変化が認めら
れた。このことより、生存率には有意差が得られ
なかったものの、細胞周期制御分子を介しての
肝障害改善を図る事は、再生治療を行う上で重
要な位置を占めると考えられた。 
 
(3) 慢性肝障害モデルでの検討 
8週間の長期にわたるCCl4投与による慢性肝障
害モデルマウスにおいては、急性肝障害モデル
マウスと同様に、p27Kip1KO マウス由来の骨髄細
胞を移植したマウスでは野生型マウス由来の骨
髄細胞移植と比べて、線維化の改善や生存率が
改善傾向にあった。 
 
 
 
 
 
 
 
 野生型(左)では p27KO(右)に比べ線維化の 
 改善が強い傾向にあった。 
 
また、Ki67 の PI についても p27KO 群において
野生型と比べ、陽性率が高い傾向にあった。 
しかし慢性モデルにおいても、急性モデルと同
様に生存期間の延長、ならびに線維化の改善に
ついては有意差までは得られなかった。 
 
このように、著明に進行した肝障害では、細胞周
期制御による骨髄細胞移植のみでの予後改善
効果には限界がある事が考えられた。 
そこで、p27Kip1KO を骨髄細胞移植のドナーとし
て用いるのではなく、レシピエントに用いて直接
CCl4 投与による影響について、急性実験で検
討をおこなったところ、野生型と比べ有意に
p27KOで生存期間の延長が認められた。 
そこでトランスクリプトーム解析の結果も踏まえて
今後は、肝細胞そのものの増殖を誘発する事に
焦点をあて、肝細胞における細胞周期関連分子
の発現を直接制御する事により、細胞増殖を促



 

 

進する事が可能ではないかと研究を継続中であ
る（平成 21 年度基盤研究 C『臨床応用を目指し
た細胞周期関連分子を介した肝再生促進メカ
ニズムの解明』） 
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