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研究成果の概要： 肝臓を生体外で再構築ためには，増殖•分化ポテンシャルの高い細胞を用い，

3 次元構造を形成させることで肝機能を発揮させる必要がある。そこで本研究では，(1)増殖•
分化ポテンシャルの高い細胞として，小型肝細胞と骨髄間葉系幹細胞との共培養，(2)3次元構
造を形成させるための細胞外環境の付与, を組み合わせることで，立体的なミニ肝組織の構築
及びその形成機序の解明を目的とした。本研究により，患者の肝組織より小型肝細胞を分離培

養し，同患者から採取した骨髄間葉系幹細胞を共培養，増殖させることで細胞数の確保とその

増幅に限界があった小型肝細胞の臨床応用の可能性が高まると考えられる。 
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１．研究開始当初の背景  
 肝障害時に出現する肝幹・前駆細胞として，
オーバル細胞と小型肝細胞がある。オーバル
細胞とは肝化学発癌過程で出現する楕円形
の核をもつ細胞で，障害肝においてはその出
現は一時的で，その後肝細胞に置き換わる。
代表的なマーカーとして骨髄由来細胞マー
カーである Thy1, c-kit, CD34,などが知られ
ており，その由来として骨髄もしくは胆管が
考えられている。一方，小型肝細胞とは成熟
ラット肝臓に存在する形態学的にやや小型
な肝細胞で，強い増殖能を持ち，培養すると
クローナルに増殖しコロニーを形成する。培
養経過に伴い，一部の細胞は成熟化する。ヒ
ト肝組織内にも同様な細胞があることがわ

かっている。代表的なマーカーとして CD44, 
D6.1A, BRI3 などが知られており，その由来
として肝細胞と考えられている。一方、障害
肝ではオーバル細胞が一時的に出現し，その
後肝細胞に置き換わることから，障害肝では
胆管又は骨髄からオーバル細胞が誘導され，
その後小型肝細胞を介して肝細胞に分化す
るという仮説が立てられる。その仮説を証明
するために小型肝細胞と骨髄由来細胞を共
培養する in vitro実験系を用いることで，肝再
生過程における肝幹細胞の増殖•分化機構を
解析することとした。またコラーゲンゲルな
どの足場材料を組み合わせてミニ肝組織構
築へと繋げることを目標とした。 
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２．研究の目的  
(1) 骨髄間葉系幹細胞を共培養することで，
小型肝細胞の増殖能にどのような影響を与
えるか，またその間にどのような相互作用が
あるのか解析する。 
(2) 骨髄由来細胞が小型肝細胞を介して肝
細胞に分化するか，また胆管上皮細胞に分化
するかどうか解析する。 
(3)  障害肝において，骨髄から誘導された
肝幹細胞が肝再生過程においてどのような
役割をしているか解析する。 
(4)  足場材料を組み合わせることで胆管構
造を誘導し，ミニ肝組織を構築出来るかどう
か検討する。 
  
３．研究の方法  
(1) 細胞の単離 
① 骨髄間葉系幹細胞(MSC)の単離：骨髄間
葉系幹細胞としては TERT 導入ヒト不死化
骨髄間葉系幹細胞とラット大腿骨から単離
した２種類の MSC を用いた。F344 ラット
(DPPⅣ陽性)雄の大腿骨を採取し，骨端部を
切断，培養液で骨髄内部組織を取り出し，細
胞を充分に分散させた後，培養皿に播種し，
10%ウシ胎児血清(FCS)入り DMEM 培地で
１週間培養。接着した細胞をトリプシン処理
で剥がし，共培養実験に用いた。 
② 小型肝細胞(Small Hepatocyte; SH)の単
離：F344 ラット(DPPⅣ陰性) 雌の肝臓にコ
ラゲナーゼ灌流を行い，細胞懸濁液をヒアル
ロン酸コート培養皿状に播種，DMEM/F12
無血清培地を用いて 10 日間培養し，小型肝
細胞コロニーを回収，共培養実験に用いた。 
③ 肝障害モデルラット作製及び骨髄由来
マーカーThy1 陽性細胞の単離：ガラクトサ
ミン(GalN)を 75 mg/ 100g体重で F344ラッ
ト(DPPⅣ陽性)雄に腹腔内投与することで肝
障害モデルとした。GalN 投与後 2~４日目
にコラゲナーゼ肝灌流法を用い細胞を単離，
ラット Thy1 に対する一次抗体と磁気ビーズ
のついた 2次抗体を反応させ，MACS system
を用いて，Thy1陽性細胞を単離した。 
 
(2) 共培養 
小型肝細胞を培養した 35 mm 培養皿に 1 x 
105のMSCを播種し，DMEM/F12無血清培
地で共培養実験を行った。 
① BrdU 取り込みによる増殖能評価：培養
液に 10 mM の 5-bromo-2’-deoxyuridine 
(BrdU)を添加し，24 時間後に固定した。
BrdU に対する免疫染色を行い，Labeling 
Index (BrdU positive 細胞数 / 小型肝細胞
コロニーの全細胞数 もしくは 単位面積
当たりのMSCの細胞数 x 100 ; %)を計測し
評価した。 
② 免疫染色による分化能評価: 共培養す
ることで，MSC もしくは小型肝細胞が胆管

上皮細胞に分化したかどうか解析するため，
胆管上皮細胞マーカーであるCK19による免
疫染色を行った。 
 
(3) Thy1 陽性細胞の SH 分化能解析：GalN
投与肝障害モデルラットから単離した Thy1
陽性肝幹細胞が小型肝細胞に分化するか検
討するため，35 mm培養皿に 1 x 105の Thy1
陽性細胞を播種し，10% FCS入り DMEMを
用いて 10 日間静置培養を行った。分化能の
解析として小型肝細胞マーカーである CD44
による免疫染色を行い，コロニー形成能を評
価した。 
 
(4) コラーゲンゲルサンドウィッチ培養に
よる胆管誘導能解析：Thy1 陽性細胞が胆管
に分化するかどうか検討を行うため，10 
ng/ml HGF含有 10% FCS入り DMEMを用
いて，30日間コラーゲンゲルサンドウィッチ
培養を行った。評価方法として，位相差顕微
鏡による観察，及び組織切片による形態学的
解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞の単離 
① MSC の単離：骨髄組織から採取した細
胞を１週間培養したところ，図１のような紡
錘形を示す線維芽細胞様の細胞の増生を認
めた。共培養では，10日間培養したものを用
いた（単離した MSC が骨分化能を有してい
ることを確認している）。 
 
図１ MSCの位相差顕微鏡写真 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
② SH の単離：肝臓から分離した細胞を無
血清培地を用いて 10 日間培養したところ，
図２のような SHコロニーを形成した。共培
養では 10 日間培養したものを， Cell 
Dissociation Buffer で小型肝細胞コロニー
のみを剥がし，回収したものを用いた。コロ
ニーあたりの平均細胞数は 42.8 ± 35.8個，
35 mm dishあたり 26.5± 6.1個のコロニー
を回収できた。 
 
 
 



 

 

図２ SHコロニーの位相差顕微鏡写真 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③ 肝障害モデルラット作製及び骨髄由来
マーカーThy1陽性細胞の単離：GalN投与後
2~４日目から分離した Thy1 陽性細胞の遺
伝子発現を，RT-PCR法を用いて解析したと
ころ，GalN 投与 3 日目以降から単離した
Thy1 陽性細胞は小型肝細胞マーカーである
CD44を共発現していた。 
 
図３ Thy1陽性細胞の遺伝子発現解析 
 

 
また免疫染色を用いて単離した Thy1 陽性細
胞の表面マーカーを検討したところ、胆管上
皮細胞マーカーであるCK19陽性細胞が16.2 
± 4.7 %，CD44陽性細胞が 38.3 ± 17.1 %, 
筋線維芽細胞マーカーであるDesmin陽性細
胞が 44.2 ± 25.1 %含まれていることがわ
かった。 
 
 (2) 共培養 
① BrdU取り込みによる増殖能評価： 図 4
で示すように、Labeling indexの解析の結果，
SHは単培養においては 34.4 ± 23.9 %に対
し，共培養では 54.5 ± 17.0 %と有意に高い
値を示し，増殖が促進されることがわかった。
またラット MSC においても無血清 DM/F12
培地による単培養ではほとんど増殖しなか
ったのに対し，共培養では 24.8 ± 22.0 %と
有意に高く，増殖が促進されていることがわ
かった。 
 
図 4 共培養における BrdU 取り込みによる
増殖能評価 
 (A) 単培養における SH コロニー 
 (B) 共培養における SH コロニー 
 (C) SH における BrdU index.  
    *p<0.05 で有意差有り。 

 (D) MSC における BrdU Index. 
                           Bar: 100 µm 

 
 
この他に，trans-membraneを用いた共培養
実験を行い，液性因子のみの評価を行ったが，
単培養に比較し，SHコロニーは大きかった
が，増殖能に関して差は認められなかった。
従って，増殖能に影響を与える因子としては，
細胞からの液性因子のみだけではなく，SH
とMSCとの接着によるシグナルも関わって
いると考えられ，その因子に関しては未解明
であり，今後も検討を行っていく。 
 
② 免疫染色による分化能評価: 共培養す
ることで，SHもしくはMSCが胆管に分化
誘導するか検討するため，胆管上皮細胞マー
カーである CK19による免疫染色を行った。 
SHの単培養では CK19がほとんど染まらな
かったのに対し（図５-A），共培養では SH
コロニーの外周に存在し、MSCと接する細
胞の大部分はCK19陽性を示した（図５-B）。
そこでこの CK19陽性細胞が SH，もしくは
MSCどちらの由来か，について検討を行う
ため，DPPⅣ活性染色を行い，MSC由来細
胞の同定を試みた。DPPⅣ陽性率は 0.01%以
下と極めて低く，また DPPⅣ陽性細胞は
CK19陰性であった。他方、MSC由来細胞を
同定する方法として GFP陽性ラットから単
離したMSCを用いて､同様の共培養実験を
行ったが，GFP陽性ラットから単離した
MSCでは GFP発現量が低く，MSCの同定
は困難であり、またコロニーの外周細胞にも
GFPの発現は認められなかった。以上より，
CK19陽性細胞は DPPⅣ陰性ラットから単
離した SH由来と示唆され，SHはMSCと
接着することにより胆管上皮細胞に分化す
ると考えられた。今後，細胞融合の可能性も
含め，更なる解析を行っていく。 
 



 

 

図５ CK19による免疫染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              Bar: 200 µm 
 
(3)  Thy1陽性細胞の SH分化能解析：   
 GalN投与 2日後から単離した Thy1陽性
細胞は SHコロニーを形成しなかったが，
GalN投与３日後から単離した Thy1陽性細
胞は CD44陽性の SHコロニーを形成した。
(図 6-A)。培養経過に伴い，CD44陽性 SH
コロニーの数及び大きさは増大していた(図
6-B,C)。また SHコロニーの免疫染色及び遺
伝子発現解析の結果，Thy1陽性細胞が形成
した SHコロニーは Thy1/CD44両陽性であ
った。以上より，Thy1陽性細胞は GalN投
与後の時間経過により分化程度に差があり，
Thy1陽性オーバル細胞の一部が CD44陽性
の SHに分化することがわかった。従って，
障害肝では骨髄もしくは胆管から Thy1陽性
オーバル細胞が誘導され，SHを介して肝細
胞に分化し，肝再生に至ると考えられる。し
かしながら，今回単離した Thy1陽性細胞が
骨髄から誘導されたものかどうか十分に検
討出来ていない。今後，ラベル化した骨髄細
胞を骨髄移植したモデルラットを用いて同
様の実験を行い，Thy1陽性細胞の中にどれ
だけ骨髄から誘導された細胞が含まれてい
るのか，骨髄から誘導された細胞は SHを介
して肝細胞に分化するか検討していく。 
 
図６ Thy1陽性細胞の SHコロニー形成能 
(A) CD44による免疫染色 
(B) SHコロニーの数 
(C) 1コロニー当たりの細胞数 
 

(4) コラーゲンゲルサンドウィッチ培養に
よる胆管誘導能解析：GalN投与３日後から
単離した Thy1陽性細胞を HGF添加培地で
30日間コラーゲンゲルサンドウィッチ培養
すると，図 7 で示すような Cyst状構造を形
成した。この組織切片を作製し, H-E染色を
行ったところ，管腔構造を認めた。管腔を形
成する細胞は免疫染色の結果，CK19陽性の
胆管上皮細胞であった。 
 以上より，Thy1 陽性細胞を用いた場合では，
胆管構造を有したミニ肝組織を形成したが，
SH と MSC との共培養では，胆管構造を持った
肝組織の形成できなかった。今後，MSC を Thy1
陽性細胞に分化させた上で共培養を行い，よ
り成熟した肝組織形成の検討を行う予定で
ある。 
 
 
図７ Thy1 陽性細胞の胆管形成能 
(A) 30 日間培養後の位相差顕微鏡写真。 
   ▲ シスト状構造を形成。 
(B) 組織切片による H-E 染色写真。 
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