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研究成果の概要（和文）： 

 大量に得ることが困難な組織幹細胞を in vitro で培養・増殖し、再生医療へと応用することを目的と

して、胎生期の肝臓における幹細胞の増殖・分化誘導機構の解明を行った。我々は既に肝発生初期

（マウス E9.5, E10.5）の肝臓に Dlk、CD13 両陽性の細胞が存在することを見いだしている。

そこで、E9.5 及び E10.5 マウス肝臓から Dlk・CD13 両陽性の細胞を純化し、コロニー形成能

やマーカータンパク質の発現を解析した。その結果、肝発生初期の Dlk・CD13 共陽性細胞は

より内胚葉系前駆細胞に近い性質も保持しており、その後肝幹・前駆細胞としての形質を獲得

していくことが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 Hepatic stem/progenitor cells (HSPCs) in the liver bud are postulated to migrate into 

septum transversum mesenchyme at around embryonic day (E) 9 in mice. Mid-fetal livers 

(E11.5-E14.5) support proliferation and differentiation of hematopoietic stem cells derived from the 

aorta-gonad-mesonephros region. We established a new co-culture system, using mouse embryonic 

fibroblast cells, to permit analysis of the phenotypes of early-fetal HSPC candidates. In this 

co-culture system, CD13
+
Dlk

+
 cells purified from mouse early-fetal livers (E9.5 and E10.5) formed 

colonies composed of both albumin-positive hepatocytic cells and cytokeratin (CK) 19-positive 

cholangiocytic cells, indicating that early-fetal CD13
+
Dlk

+
 cells have properties of bi-potent 

progenitor cells. These first prospective studies of early-fetal HSPC candidates demonstrate that 

bi-potent stem/progenitor cells exist before E11.5. 
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１．研究開始当初の背景 

マウス胎生 11-14日（E11-14）の肝幹・

前駆細胞のマーカーとして Dlkや

E-cadherin, Liv2などが現在までに報告さ

れている。我々は表面抗原抗体の網羅的ス

クリーニングを用いて、CD13, CD133等が

胎生期・成体肝臓を通じて肝幹・前駆細胞

に発現することを見出だした（Kamiya et 

al. Gastroenterology,  2009）。 

一方、肝発生初期（E9-10）で横中隔細胞

特異的に発現する Hlx1遺伝子が欠損した

マウスでは、肝臓の原基は形成されるもの

の、その後の増殖に異常が見られることが

報告されている（Hentsch et al. Gene Dev., 

1996）。Hlx1は肝臓原基の肝幹細胞には発

現しないことから、横中隔組織から分泌さ

れるパラクライン的な因子が、内胚葉の肝

幹細胞への分化系列決定や増殖等、肝臓の

正常な発生に深く関与していると推測され

る。しかし、肝幹細胞及び横中隔間の相互

作用の分子的メカニズムは、Bone 

morphogenetic proteinなどの関与が報告

されているが、その詳細は明らかになって

いない。 
 

２．研究の目的 

肝発生初期の肝芽から、CD13, Dlk 両陽

性細胞を純化した。リアルタイム PCR等を

用いて、肝発生中期の CD13, Dlk両陽性細

胞との比較を行なった。E9 の CD13+Dlk+細

胞と CD13-または Dlk-の細胞との発現を比

較すると、幼弱肝細胞・肝前駆細胞のマー

カーとして知られるα-fetoprotein（AFP）

は、CD13+Dlk+細胞でのみ発現していた。つ

まり、肝発生初期においても、CD13や Dlk

が肝幹・前駆細胞のマーカーと考えられる。

そこで、発生段階における CD13+Dlk+細胞の

遺伝子発現変化を解析したところ、AFP, ア

ルブミンの発現が発生が進むにつれて著し

く増加するのに対して、CK19は、E9でのみ

強く発現していた。つまり、E9前後と E13

前後の肝幹・前駆細胞は、その性質が大き

く異なることが示唆された。FACSを用いた

分離・培養を行なうと、E9, 10の細胞は E13

前後の細胞と比較して、より未分化な幹細

胞と考えられるにも関わらず、その増殖能

やコロニー形成能は低下していた。我々が

現在使用している培養系は、HGF，EGFおよ

び E14のマウス肝臓細胞の培養上清を添加

したものである。つまり、E9 前後の細胞の

増殖には、これら液性因子とは別のファク

ターが必要とされる可能性がある。レト

ロ・レンチウイルスによる遺伝子導入や中

和抗体の添加等によって、この時期の肝臓

原基の増殖・分化を制御する細胞間相互作

用の分子メカニズムを解明する。 
 

３．研究の方法 

 研究目的として、肝臓原基における幹細

胞の機能維持のための細胞間相互作用を解

明し、肝幹細胞の効率的な増殖法の確立等

に必要な知見を得ることを目指す。そのた

め本研究では、（1）抗体による網羅的スク

リーニングで得られた表面抗原マーカー等

を用いて、マウス胎生 9, 10 日目の肝臓か

らの初期肝幹・前駆細胞の純化法を確立す

る。（2）純化した肝幹・前駆細胞および横

中隔細胞の共培養系を構築し、横中隔細胞

から肝幹・前駆細胞に影響を与えるパラク

ラインファクターの同定を行なう。以上の

方法を用いて、肝幹細胞の増殖･分化に必要

な細胞間相互作用機構を解析する。 
 
４．研究成果 

 E9.5及びE10.5マウス肝臓からDlk・CD13

両陽性の細胞を純化し、コロニー形成能や

マーカータンパク質の発現を解析した。コ

ロニーアッセイを行った結果、コラーゲン

上の単層培養系では肝発生初期由来の

Dlk・CD13 共陽性細胞は肝発生中期由来の

細胞と比較してコロニー形成能が著しく低

い傾向が認められた。そこで feeder細胞を

用いた共培養を行った結果、肝発生初期の

Dlk・CD13共陽性細胞からも Albumin 及び

Cytokeratin19(CK19)両陽性であるコロニ

ーが得られた。E9.5の Dlk・CD13共陽性細

胞の培養にはRho Kinase阻害剤の添加が必

要であるのに対し、それ以降の Dlk・CD13

共陽性細胞ではRho Kinase阻害剤の効果は

見られなかった。各発生段階の Dlk・CD13

共陽性細胞での遺伝子発現を解析したとこ

ろ、発生が進むにつれて肝細胞特異的遺伝



子の発現が上昇していた。一方、内胚葉系

細胞のマーカーである Sox17 の発現は、

E9.5で最も強くその後減少する。以上より、

肝発生初期の Dlk・CD13共陽性細胞はより

内胚葉系前駆細胞に近い性質も保持してお

り、その後肝幹・前駆細胞としての形質を

獲得していくことが示唆された。 
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