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研究成果の概要： 

マウス肝門脈結紮モデルにおいて，門脈結紮肝葉に誘導される肝組織内在性幹細胞の単一ク
ローンを樹立した。同細胞は液性因子及び細胞外マトリックスの違いにより肝実質細胞及び胆
管上皮細胞へと分化する，bipotentiallity を示した。また，肝臓細胞から膵臓細胞（特に内分
泌細胞）への分化転換に関して，成熟肝細胞に転写因子 Pdx1 及び Ngn3 を共発現させた場合，
効率的にインスリン産生細胞を誘導しうることを示した。これらの結果に，ES 細胞からの内
胚葉細胞誘導実験の結果を加味し，今後さらに効率的な肝から膵への分化誘導方法を検討して
いく。 
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１.研究開始当初の背景 
膵臓はその 95％以上を外分泌細胞が占め，

インスリンを分泌するβ細胞などの内分泌
細胞はわずか数％を占めるに過ぎないが，糖
代謝調節で中心的な役割を果たすβ細胞は
臨床的にきわめて重要である。 

現在「β細胞の再生による糖尿病の治療
法」を確立しようという研究が活発に行なわ
れ，再生医学的な手法により新たに細胞を分
化させ細胞移植を行なうことが新たな方法
論として注目されている。どのような細胞ソ

ースからβ細胞を得るかという点では，大別
して体性幹細胞（組織幹細胞）システムを利
用するものと，胚性幹細胞（ES細胞）を用い
る方法がある。近年，マウスを用いた発生研
究では，膵臓及び肝臓には共通の前駆細胞が
存在しうる可能性を示唆する所見が多数報
告されている。また体性（組織）幹細胞の研
究分野では，肝・膵臓前駆細胞をそれぞれ成
熟した膵臓・肝臓細胞類似の細胞へと分化さ
せうる，といった知見も報告されている。 
 我々は，過去にマウス ES細胞を用いた肝
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細胞への分化誘導の過程において，肝発生の
細胞分化系譜に準じ効率的に内胚葉由来細
胞を分化誘導するには，中胚葉由来細胞の働
きが重要であると報告してきた。近年，再生
医療分野におけるES細胞を用いた研究では，
細胞系譜分化誘導の概念が高まりつつあり，
これに基づき，従来分化誘導が比較的難しい
とされてきた，肝細胞，膵β細胞への効率的
な分化誘導の期待が持たれている。 

このような背景に鑑み，我々は胚性幹細胞
（ES細胞）を細胞系譜分化誘導の概念に基づ
く体組織発生を解析するツールとして位置
づけ，ここから得られた知見に基づき，特に
肝臓における体性幹細胞（組織幹細胞）効率
的に分離し，膵β細胞様細胞へと効率的に分
化させることを目的として研究を開始した。 
 
２.研究の目的 

我々の究極的な目標は，成熟肝組織から分
離した組織幹細胞を効率的に膵β細胞様細
胞に分化させることであるが，この系を構築
するにおいて以下の点を解明しなければな
らない。 
(1) 肝臓における組織幹細胞を効率的には

どのような方法が必要か？ 
(2) 上記手法は臨床応用に足るものか？ 
(3) 肝組織幹細胞を膵β細胞様細胞にリプ

ログラミングするのに必要なファクタ
ーは？ 

これらの命題を解明すべく，我々は体性幹細
胞（組織幹細胞）システムを利用する方法と，
胚性幹細胞（ES 細胞）を用いる方法の両系
を用い研究を開始した。 

体性幹細胞（組織幹細胞）システムを利用
した系として，我々は肝臟門脈結紮モデルに
着目した。正常な肝臓組織においては，分化
の初期化及び分化転換が出現することは考
えにくい。肝片葉の門脈枝を結紮（塞栓）す
ることにより対側葉が代償性に肥大するこ
とは既に知られており，ラットを用いた検討
では，門脈結紮葉非実質細胞分画に増殖性と
肝実質細胞への分化能を有する細胞が発現
することが報告されている。また実地臨床に
おいては，門脈塞栓術は拡大肝切除術を要す
る症例における術後残寒容積を確保する方
法として既に確立された術式である。これら
の事由から，我々はマウス門脈結紮モデルを
用いて肝組織内在性幹細胞を効率的に分離
する手法を検証する。 

ES 細胞を用いた系では，同細胞を，in vitro
での個体発生を模倣する簡便な解析ツール
として利用し，内胚葉前駆細胞の分化誘導及
び肝前駆細胞及び膵前駆細胞への分化のス
イッチに重要な条件を検討する。 
 
３.研究の方法 
A. 体性幹細胞を利用した実験系 

（1） マウス門脈結紮モデルの作成 
C57BL/6J (10 週齢，♂) の門脈一次分枝

（左枝を実体顕微鏡下に結紮し，門脈（70％
環流域）結紮モデルを作成する。 
（2）分離細胞に対するコロニーアッセイ 
同モデルより，結紮後 7，14，21 日目に

門脈結紮・非結紮両葉から非実質細胞分画を
分離しコロニーアッセイを行い，最も効率的
に肝前駆細胞（Hepatic progenitor cells: 
HPCs），即ち上皮細胞様コロニーを分離しう
る時間的タイミングを同定する。 
（3）分離細胞に対する Single cell colony 
assay 
分離細胞に対する  Single cell colony 

assay を行い，経代の可否及び液性因子・細
胞外マトリックスの違いによる細胞挙動の
変化を検証する。 
（4）膵内分泌細胞様細胞への分化誘導 
得られたHPCs を膵内分泌細胞 lineageへ

とリプログラミングするために必要な因子
を決定するため，予備実験として同系統のマ
ウスから得られた肝実質細胞（mature 
hepatocyte）に対して膵臓発生特異的転写因
子を導入し，リプログラミングの可否を検討
する。 
B.  ES 細胞を用いた実験系 
本分野は海外共同研究者である，小川真一

郎 （ McEwen Centre for Regenerative 
Medicine，Tronto， Canada，信州大学外科
所属，2007 年 4 月より上級博士研究員とし
て Gordon Keller laboratory に留学中）と
遂行している。同研究室ではヒト ES 細胞を
用い，無血清培養下での内胚葉前駆細胞を経
由した膵・肝前駆細胞への分化誘導条件の検
討を行っており，培養条件等を相互に共有し
ている。 
 
４.研究成果 
A. 体性幹細胞を利用した実験系 
（1） マウス門脈結紮モデルの作成 
門脈一次分枝（70％環流域）結紮し，術後
の肝葉重量変化を検討した結果，全肝重量に
は変化が無く，結紮・非結紮葉の重量比は術
後 14日で逆転することが分かった（図 1.）。 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 図 1. 門脈一次分枝結紮後の日数と 
  肝葉重比の推移 



 

 

（2） 分離細胞に対するコロニーアッセイ 
術後 7，14，21 日目に，門脈結紮・非結紮

両葉より分離環流法を用いて非実質細胞分
画を分離し，時間的タイミング及び結紮の有
無による上皮様コロニー形成率の違いにつ
いて比較検討を行った。元来肝非実質細胞分
画は胆管上皮・類洞内皮細胞をはじめとする
雑多な細胞集団であり，正常肝からの分離に
おいてもコロニーを形成しうる。しかし，こ
れらの分画は主に線維芽細胞であることが
多く，形態的に上皮細胞様コロニーとは異な
る。 
そこで我々は，分離細胞分画から得られた

全コロニー数とそのうちの上皮細胞様コロ
ニー数をそれぞれカウントし，その形成率を
比較した（図 2.及び 図 3.）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 2. 上皮細胞様コロニー 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3. コロニー形成率 
青:全コロニー数，赤:上皮細胞様コロニー数 
NL:Non-Ligated lobe，LL:Ligated Lobe 
 
結果，門脈結紮後 7日目の結紮葉から分離
した非実質細胞分画が，最も高いコロニー形
成率を示した。 
 
（3）分離細胞に対する single cell colony 
assay 
門脈結紮後 7日目の結紮葉から樹立された

上皮細胞様コロニーから，限界希釈法により
Single cell colony を再度樹立した（Hepatic 
progenitor cells: HPCs）。 
同細胞は 6 ヶ月以上の長期にわたり，経代
維持することが可能だった。また，マトリゲ
ル上で 2 次元培養すると adult hepatocytes
様の形質を発現することが，RT-PCR，免疫
染色等により証明された。同様に，コラーゲ
ンゲル内で 3 次元培養を行うと，胆管組織に
類似した管腔形成枝分かれ構造を形成する
ことが確認できた。 
本研究内容は，2009 年 3 月の日本再生医療

学会総会において発表した。 
 
(4)  膵内分泌細胞様細胞への分化誘導 
我々が樹立した HPCs をソースとし，膵β

細胞様細胞へのリプログラミングを誘導す
るにあたり，予備実験として同系統のマウス
から分離したmature hepatocytesに対して，
膵臓発生特異的転写因子である Pancreas 
and duodenal homeobox 1 (Pdx1) 及び 
Neurogenin 3 (Ngn3) を独立もしくは共発
現させることにより肝臓から膵臓へのリプ
ログラミングを惹起しうるかを検討した。 
このような分化誘導実験においてはアデノ

ウイルスベクターをはじめとするウイルス
ベクターが使用されているが，これらは生体
に投与した場合，viral compornent の発現に
伴う免疫応答が問題となる。このため，本予
備実験はエレクトロポレーション法を改変
し，初代培養肝細胞のような増殖能に乏しい
細胞へも効果的な遺伝子導入を行いうる，
nucleofection 法を用いて行った。 
Nucleofectionによる遺伝子導入効率を他の

非 ウ イ ル ス 性 遺 伝 子 導 入 試 薬
（Lipofectamine 2000 及び FuGene6）と比
較検討した結果，約 10 倍の効率が得られる
ことが確認された（図 4.）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 図 4. 遺伝子導入効率 
 （∗ P <0。05）  
本法を用いて，mature hepatocytes に Pdx1

及び Ngn3 を単独もしくは共発現させると，
Pdx1 と Ngn3 を共発現させた場合に有意に
高い内因性 C-peptide の産生が見られた。ま
た，IRES (Internal Ribosamal Entry Site) 
を用いて Pdx1 と Ngn3 の共発現を担保した
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方が，個々の発現ベクターを co-transfection
するよりも効率的であった（図 5.）。また，
同プラスミドを導入された細胞はグルコー
ス負荷に応じ，培養液中へインスリンを分泌
する能力を有することが確認された（図 6.）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 5.内因性 C-peptide 産生量 
 NC; Negative control 
 pCPIE; Pdx1 単独発現プラスミド 
 pCNID; Ngn3 単独発現プラスミド 
 pCPIN; Pdx1, Ngn3 共発現プラスミド 
 CT; Co-Transfection 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 6.インスリン分泌能の解析 
 （KRB; Krebs-Ringer bicarbonate buffer） 
 
Mature hepatocytes を用いた一連の実験結

果は，2008 年 11 月台湾において開催された
2008 Annual Conference of Tissue 
Engineering and Regenerative Medicine 
International Society (Asian Pacific 
Region) において発表したほか，現在論文投
稿中である (Biochemical and Biophysical 
Research Communication, in submission)。 
 
B. ES 細胞を用いた実験系 
本分野は海外共同研究者である，小川真一

郎（信州大学外科所属，2007 年 4 月より
McEwen Centre for Regenerative Medicine，
Tronto， Canada へ留学中）との共同研究と
して遂行している。所属する Gordon Keller 
laboratory では，ES 細胞からの効率的な内
胚葉細胞の分化・誘導方法を検討しているが，
彼らは 2007 年 ES 細胞から分化する内胚葉
前駆細胞は c-Kit, CXCR4 をその表面マーカ
ーとして発現することを報告している 

(BMP-4 is required for hepatic specification 
of mouse embryonic stem cell-derived 
definitive endoderm。 Nature Biotechnol。 
2006 Nov;24(11):1402-11)。 

我々の門脈結紮モデルから分離した非実
質細胞分画に対しても，この c-Kit/CXCR4
の組み合わせでの sorting を試みたが，有
意な分画は得られなかった。これは，門脈
結紮に際して動員が推定される組織幹細胞
が，既に肝臓細胞の lineage にコミットさ
れていることを示唆する所見と考察される。 
今後，ヒトを含めた ES 細胞による細胞分

化の検討が進むにつれ，肝組織内在性幹細胞
の分離により特化した表面マーカーが同定
されると考えている。 
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