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研究成果の概要（和文）：  

肝線維化における線維芽細胞の起源を調べることは、肝線維化を克服するためのキーステップ
である。我々はコラーゲンプロモーター下にGFPを発現するマウス（以下Coll GFPマウス）を用
いて肝線維芽細胞起源の探求に挑んだ。これまで肝線維芽細胞の起源と考えられていた肝星細胞
とは極めて異なる形態（小型球形）を示すGFP陽性細胞が観察された。Flow cytometryでも肝星
細胞分画と一線を画した分画にGFP陽性細胞が現れた。肝線維化における新たな線維芽細胞起源
の候補として注目される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To investigate the origin of hepatic fibroblasts, we utilized the transgenic mice which 
express GFP under collagen type 1 promoter (Coll GFP mice). In fibrotic livers, several 
kinds of collagen expressing cells were found in addition to the hepatic stellate cells, 
which are believed to be the principal source of hepatic fibroblasts. It was noteworthy 
that there were small and round-shaped collagen-expressing cells with distinct morphology 
from hepatic stellate cells. Flow cytometry also demonstrated a GFP(+) cell fraction other 
than hepatic stellate cells. Although it has not been fully characterized yet, it could 
be a novel fibrogenic cells in the liver.  
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１．研究開始当初の背景 
肝線維化の病態生理に関する研究は数多く
あるが、肝線維化において線維を産生する線
維芽細胞の由来については未だ議論が尽き
ない「古くて新しい問題」である。これまで
肝細胞と類洞内皮細胞の間に存在している
星細胞が活性化して線維芽細胞となるとい
う考えが支配的であったが、門脈周囲に存在

するとされる portal myofbroblast、骨髄由
来の fibrocyte、さらに肝細胞が epithelial 
mesenchymal transition (EMT) と呼ばれる
形質変化を起こし線維芽細胞へと変化する
という説が浮上してきた。私は 2008 年 3 月
まで肝線維化の研究では第１人者である
University of California San Diego 校の
David Brenner 博士のもとで線維芽細胞由来

機関番号：１４３０１ 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2009～2010   

課題番号：２１７９１２８４ 

研究課題名（和文）線維芽細胞の起源探求による肝線維化克服のための新たな治療戦略の開発

研究課題名（英文）Development of a novel treatment strategy for liver fibrosis by 

exploring the origin of fibroblast   

研究代表者  

 田浦 康二朗（TAURA KOJIRO） 

 京都大学・医学研究科・助教 

 研究者番号：８０３７８６２９ 
 



 

 

についての研究を行った。Collagen promoter
下に GFP を発現する（コラーゲンを発現する
細胞が GFP を発現し緑色にマーキングされ
る）トランスジェニックマウス(Coll GFP マ
ウス)を活用して研究を行い、肝細胞が EMT
を起こして線維芽細胞になることはないこ
とを証明した。また同研究を行う過程で線維
芽細胞の幹細胞が存在する可能性があると
考え、研究を行った。 
２．研究の目的 
Coll GFP マウスを用いて、肝線維芽細胞起源
の探究を行う。 
３．研究の方法 
（1）Coll GFP マウスの breeding 
私が UCSD 留学時に用いていた Coll GFP マウ
スを輸入し、実験に必要な数を得るための
breeding を行った。以下の実験は同マウスの
実験により行われた。 
（2）肝線維化の誘導 
肝線維化の誘導は、上記の Coll GFP マウス
に四塩化炭素（0.5ul/g 体重）を 12 回（週 2
回 6 週）腹腔内投与することにより行った。 
（3）肝臓非実質細胞の分離 
Coll GFPマウスの正常肝あるいは線維化誘導
肝より、2段階のコラゲナーゼ、プロテアー
ゼ処理を行い、そののち密度勾配遠心法を用
いて、肝臓の非実質細胞を分離培養した。 
 
４．研究成果 
（1）線維化誘導肝には星細胞以外にもコ
ラーゲンを発現する細胞が存在する。  
まず我々は、星細胞が定説通り真に唯一の線
維芽細胞の起源であるかどうかについて検
討を行った。星細胞の特徴として、①細胞質
に突起を有している、②細胞質内にビタミン
Ａ(脂肪滴)を有する、③種々の肝線維化刺激
により活性化する、④活性化した星細胞は増
殖し、コラーゲンなどの細胞外マトリクスを
産生する、という特徴を有する。実験動物に
おける代表的な肝線維化誘導モデルである
四塩化炭素の腹腔内投与を行ったマウスの
非実質細胞を分離したところ、図１に示すよ
うに上述の要素を満たす星細胞と考えられ
る細胞が多数認められる（図１中の矢印）。
しかし同時に、コラーゲンを発現するものの
上述の星細胞の特徴とは明らかに異なる、小
型円形の Coll GFP 陽性細胞が多数観察され
た（図 1中の矢頭）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2)小型円形 Coll GFP 細胞の免疫細胞学

的特徴 
これらの細胞の免疫細胞学的特徴を明らか
にするために、細胞免疫染色を行った。この
ような形態を持つ細胞でコラーゲンを発現
しうる細胞の候補として骨髄由来の
fibrocyte と肝前駆細胞として知られる oval 
cell(肝卵形細胞)を念頭に性質を調べた。結
果、小型円形 Coll GFP 陽性細胞のほとんど
は oval cell の特異的マーカーである A6 抗
原が陽性であったのに対し、fibrocyte のマ
ーカーである CD45 は陰性であった（図 2、図
3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これらの結果より、肝線維化誘導に伴って現
れる小型円形 Coll GFP 陽性細胞は oval cell
である可能性が示唆された。これまで oval 
cell は肝細胞、胆管細胞への分化は示されて
いるものの、線維芽細胞への分化の報告はな
い。 
 
(3) 線維化非誘導肝における、小型円形
GFP 陽性細胞の出現 
これらの細胞が線維化誘導前に肝臓内に存
在していた細胞なのか、あるいは線維化誘導
刺激によって肝臓外から移動してきた細胞
なのかを調べるために、肝線維化非誘導 Coll 
GFP マウスの肝非実質細胞を分離した。結果、
培養を継続すると線維化誘導 Coll GFP マウ
スの肝非実質細胞と同様に、突起をだす線維
芽細胞の他に、小型円形のコラーゲン陽性細
胞が多数観察された(図 4)。 
 
 
 
 
 
 

 
すなわちこれらの細胞は、肝線維化誘導前か
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ら肝臓内に存在した細胞であることが示唆
された。次に前項で示された免疫細胞学的性
質があるかどうかを調べるために、同じく A6
抗原、CD45 による細胞免疫染色を行った。結
果図 5に示す如く、これらの細胞は肝線維化
誘導肝でみられた細胞と同様に、A6 抗原陽性、
CD45 抗原陰性という結果であった。 
 
 
 
 
 

 
(４) 線維化誘導肝非実質細胞における、
GFP 陽性細胞の characterization と特
定細胞集団の分離培養 
我々は線維化誘導時に、肝非実質細胞分画中
に小型円形 Coll GFP 陽性細胞が存在し、か
つ免疫細胞学的に oval cell である可能性を
考えたが、そもそも肝線維化においてコラー
ゲンを発現している細胞は（既知の星細胞と
我々が確認した小型円形細胞の他にも）どれ
だけの種類の細胞が存在しており、それらは
どのように分類可能であるのかという未だ
解決されていない問題と直面せざ 
るを得なかった。 
そこで我々は線維化誘導肝の非実質細胞分
画を Fuluorescent Activated Cell Sorting 
(FACS)によって分離し培養を行った。FACS 装
置には蛍光による分離のほか、レーザー光線
の直進、散乱を検知する forward scatter と
side scatter により細胞を分離可能である。
forward scatter (前方散乱、以下 FSC)は細
胞の大きさ、表面積を表し、side scatter (側
方散乱、以下 SSC)は細胞密度、細胞内部構造
の複雑さなどを反映する。図 6の左図におい
て、まず線維化誘導肝の非実質細胞分画から
GFP 陽性細胞を分離する。そして Coll GFP 陽
性細胞を FSC(細胞の大きさを反映)および
SSC(細胞の内部構造の複雑さを反映)により
分離したのが図 6の右図である。 
 
 
 
 
 
 
 

 
見て明らかなように細胞は 2群に分類可能で
ある。この 2群において、細胞の大きさ(FSC)
には各群多少のばらつきはあるものの、大き
な違いはなく、細胞の複雑さ(SSC)によって
分けられることが特徴的である。そこでこの
SSC の高い群（NPC coll GFP+/SSC high）と SSC の低
い群(NPC coll GFP+/SSC low)を分離し培養実験を行
った(図 7)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
まず前項で我々が確認した小型円形 Coll GFP
陽性細胞は SSC low の分画に現れた。一方両
方の分画において突起をだす細胞が確認さ
れた。次にこれらの細胞分画の差(SSC の差)
が何によるものなのかを明らかにするため
に、詳細に細胞観察を行った。位相差像なら
びに GFP 蛍光像では両方の突起を有する細胞
には明らかな相違を見いだせなかったもの
の、DAPI 蛍光フィルターを用いることにより
両群間には明らかな細胞自家蛍光の違いが
みられた(図 8)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
詳細に細胞を観察すると、これらの自家蛍光
は細胞質に含まれる細胞内顆粒によるもの
であることを確認した。肝非実質細胞に含ま
れる自家蛍光であることより、この細胞内顆
粒がビタミン A脂肪滴であると予測し、脂肪
染色である Oil O Red 染色を行った(図 9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
予想のごとく、SSC high の群には、赤く染ま
る細胞内顆粒がみられたのに対し、SSC low
の群には脂肪滴を含む細胞は見られなかっ
た。SSC high 分画に関しては、①線維化誘導
非実質細胞に含まれる細胞である、②突起を
有する細胞である、③コラーゲンを発現して
いる、④細胞内に脂肪滴を有するという特徴



 

 

であることから、星細胞であると考えられる。
一方 SSC low 分画の細胞に関しては、コラー
ゲンを発現している、細胞内に脂肪滴を持た
ないという共通した特徴をもつものの、その
形態学的特徴は小型円形細胞から突起を有
するものまで様々であることが観察され、さ
らなる亜分画に分類されうることが示唆さ
れた。 
 
（５） 線維化非誘導肝非実質細胞におけ
る GFP 陽性細胞の characterization 
 線維芽細胞起源についての諸説の中には、
骨髄由来の細胞が大きな役割を果たすとい
う説がある。我々は第 2項において、小型円
形細胞が fibrocyte の特異的マーカーである
CD45 を発現しないことを示したが、前項にみ
た SSC の 2 群がそれぞれ線維化誘導前に肝臓
内に存在する細胞か否かを調べるために、線
維化を誘導していないマウスの肝非実質細
胞を分離し、FACS により解析を行った(図 10)。
SSC low 分画については線維化誘導肝と同様
にみられたものの、SSC high 分画(星細胞分
画)については、ほとんど認めなかった。つ
まり GFP 陽性細胞分画中の細胞内顆粒(脂肪
滴)を有さない細胞に関しては、線維化誘導
前より肝臓内に存在し、かつコラーゲン発現
細胞であることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

（６） まとめ 

我々は本研究において、線維化誘導 コラー
ゲン GFP マウス肝臓から細胞を得、GFP 発現
強度、細胞形態により肝非実質細胞を FACS 
(Fluorescent Activated Cell Sorting) に
より分離培養した。その結果 GFP 陽性細胞は、
その細胞の内部構造により２種類に分離さ
れることが判明した。内部構造に細胞内顆粒
（脂肪滴）をもつ細胞群は、星細胞であると
考えられる。一方、内部構造に顆粒を持たな
い分画は、数種類の細胞が混ざっている可能
性もあるものの、一部の細胞は表面抗原マー
カーとして A6 抗原が陽性であるものが存在
していることから、肝前駆細胞として知られ
る肝卵形細胞などの可能性を考えている。 
であった。 
また我々は同様の細胞が、線維化誘導前に肝
臓内に存在する細胞か否かを調べるために、

線維化を誘導していない細胞において同様
の実験を行った。星細胞分画については、ご
く少数を認めるのみであったものの、GFP 陽
性細胞分画中の細胞内顆粒を有さない細胞
に関しては、線維化誘導前より肝臓内に存在
することが判明した。線維芽細胞起源につい
ての諸説の中には、骨髄由来の fibrocyte が
大きな役割を果たすという説があるが、我々
の実験結果からは、この説は否定的であった。 
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