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研究成果の概要（和文）：肝臓は本来、再生能力に長けた臓器であるが、線維化が進行すると再

生が阻害され、充分な回復ができなくなる。この時に駆り出されるのが、肝細胞の源となる「幹

細胞」である。我々は、肝線維化の進行と、この幹細胞の動員との関連を握る重要な因子とし

て、幹細胞表面の Notch 受容体に結合する Jagged-1 分子に着目した。Jagged-1 遺伝子を人為

的に欠損させたマウスを用いて、Jagged-1の欠損が正常な肝臓の発達や傷害肝の再生を妨げる

こと、肝臓に線維化を引き起こすことを明らかにした。Notch/Jagged-1 のはたらきを調節する

ことで、肝臓の線維化を抑えて再生を促進する、新たな治療法の開発が期待される。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Liver is considered to have a high potential of regeneration, but 
the presence of fibrosis suppresses the recovery of injured liver. Stem cells are utilized 
to compensate such impaired regeneration. We have been working on the Notch/Jagged-1 
signal to link liver fibrosis and stem cell mobilization. Experiments using Jagged-1 
knockout mice have revealed important roles of the signal in the development of normal 
liver as well as the regeneration of fibrotic liver. These results may eventually 
contribute to the development of a novel therapeutic strategy that suppresses liver 
fibrosis and accelerate regeneration of fibrotic liver. 
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１．研究開始当初の背景 
 
ヒト iPS 細胞株の樹立により、幹細胞を各

臓器の特異的細胞へと機能分化させる再生
医療が現実味を帯びてきたが、幹細胞が移植
臓器において分化形質を維持する上での微
小環境ニッチの解明は、大きく立ち遅れてい
る。加えて、線維肝の再生を考えるにあたっ
ては、肝線維化と再生の病態連繋の解明のも
とに、線維の過剰沈着を抑制しながら肝細胞
の再生を促すという、他臓器の再生とは異な
る視点に立脚した新たな再生治療の戦略が
必要である。 
Notch シグナルは、骨髄の造血幹細胞とそ

の支持細胞との cell-cell interactionを通
じて、幹細胞ニッチの構築と維持に深く関わ
ることが知られている。本研究代表者らは、
Notch 受容体リガンドである Jagged-1 遺伝
子を欠損させた Conditional ノックアウト
(KO)マウスでは、四塩化炭素投与を行わない
未処理の状態でも肝細胞壊死を伴わずに星
細胞が活性化していることを見出し、肝にお
ける幹前駆細胞ニッチの支持細胞とされる
星細胞の活性化と Notch シグナルとの関連
に注目している。また、同 KO マウスに対し
て DNA 合成阻害剤である 2-Acetylamino 
fluorene (2AAF)を前投与した上で 70％部分
肝切除を行うと、野生型マウスの場合とは異
なり、門脈域の胆管周囲に CD34 陽性の造血
幹前駆細胞の集簇を認めたが、類洞内皮細胞
への分化は阻害されていた。 
さらに近年、研究分担者の浅原らにより、

血管内皮前駆細胞(EPC)の Notch シグナルが
血管新生を促進することが報告された
(Circulation 118: 157-165, 2008)ことから、
類洞構造の修復に基づく肝再生の過程おい
ても Notchシグナルが重要な役割を演じる可
能性が強く示唆された。 
これら研究代表者および分担者がこれま

でに自ら得た知見を統合すると、生体内の
cell-cell interaction において重要な役割
を演じている Notchシグナルが、肝において
も幹前駆細胞とその支持細胞である星細胞
とのクロストークを司ることが示唆され、効
率よい線維化改善と肝再生を得るには、肝幹
細胞ニッチの制御や骨髄由来細胞の分化に
おいて Notchシグナルが果たす役割を包括的
に解明することが必須であると考えるに至
った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、肝線維化と再生の病態連繋にお

ける Notchシグナルの役割に着目して、骨髄 
細胞を線維肝組織へ動員して効率よい線維 
化改善と肝再生を得るための分子基盤を確

立することを目的とした。 
本研究により、自家骨髄細胞の線維肝組織

における分化動態や活性化星細胞との細胞
間クロストークに及ぼす Notch シグナルの
影響が明らかになれば、これを制御すること
で肝硬変症に対する新たな再生治療戦略の
構築へと繋がることが期待できる。また、現
在、再生医療の新たなツールとして注目され
ているヒト iPS 細胞の場合にも、同細胞由来
の肝細胞が線維肝組織に生着して分化形質
を安定発現するための肝局所のニッチ制御
は必須であり、その制御因子の解明なくして
再生医療の実現化は困難である。Notch シグ
ナルによる肝幹細胞ニッチ制御に着目した
本研究は、iPS 細胞を利用した肝線維化改善
と再生促進治療法を確立する上でも重要な
情報と分子基盤を与えるものである。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウス肝細胞および星細胞の分離と初
代培養 
野生型マウスの門脈内にカニュレーショ

ンを行い、コラゲナーゼ灌流法もしくはコラ
ゲナーゼ・プロナーゼ灌流法を用いて、それ
ぞれ肝実質細胞と星細胞を分離し、これを初
代培養に供した。 

 
(2) ウェスタン・ブロット法 
初代培養肝細胞および星細胞における

Jagged-1 の発現を、ウェスタン・ブロット法
により解析した。このうち星細胞については、
培養２日目の静止期と、７日目の活性期にお
ける発現を比較し、培養に伴う活性化過程に
おける発現変化について検討した。 
 

(3) Conditional Jagged-1ノックアウトマウ
ス 
通常の Jagged-1 ノックアウトマウスは、

胎性致死であることが知られている。そこで
本 研 究に おい ては 、以 下 の３ 種類の
Conditional Jagged-1 ノックアウトマウス
を用いた。 

まず１番目は、IFN 感受性の Mx 遺伝子の
プロモーターを Cre 組換え酵素に連結し、
Poly IC もしくは IFNαを投与することで
Cre/lox P システムにより Jagged-1 遺伝子
を欠損させる Mx/Cre Jagged-1 KO マウスで
ある（図１Ａ）。次いで２番目は、アルブミ
ン遺伝子のエンハンサー・プロモーターを用
いて肝細胞特異的に Jagged-1 遺伝子を欠失
させる Alb/Cre Jagged-1 KO マウス（図１Ｂ）、
最後が間葉系細胞において活性化される
SM22 遺伝子のプロモーターにより Jagged-1
遺伝子を欠失させる SM22/Cre Jagged-1 KO



マウスである（図１Ｃ）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．本研究に使用した Conditional 

Jagged-1 ノックアウトマウス 
 
(4) 組織染色 
これらのマウスにおける胆管上皮細胞ま

たは肝組織前駆細胞を CK19 染色により、肝
線維化の程度をシリウスレッド染色により
評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
野生型マウスの初代培養肝細胞と静止期

星細胞では、Jagged-1の発現はわずかであっ
たが、培養により活性化した星細胞では
Jagged-1 発現が著しく亢進していた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．初代培養肝細胞ならびに星細胞におけ

る Jagged-1 発現 
レーン１，２：肝細胞 
レーン３，４：静止期星細胞 
レーン５：  活性型星細胞 

 
 
次に、生後間もなく IFNα投与により全て

の肝臓構成細胞で Jagged-1 遺伝子を欠損さ
せた Mx/Cre Jagged-1 KO マウスでは、不規
則な胆管増生と周囲の星細胞の活性化、さら

には同部に線維の蓄積が認められた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．Mx/Cre Jagged-1 KO マウスにおける

胆管形成異常と肝線維化所見 
 
 
一方、肝細胞特異的に Jagged-1 を欠損さ

せた Alb/Cre Jagged-1 KOマウスにおいては
胆管構造に異常は見られなかったのに対し
て、門脈域の間葉系細胞特異的に Jagged-1
遺伝子を欠損させた SM22/Cre Jagged-1 KO
マウスでは、生直後から門脈周囲に CK19 陽
性の不完全な胆管細胞の集簇が見られ、多く
のマウスは黄疸の進行により早期に死亡し
た。一部の生存マウスでは、成体になってか
らも胆管構造の異常が持続し、その周囲に多
数の CD34 陽性細胞が集簇するとともに、著
明な線維化所見が認められた（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．SM22/Cre Jagged-1 KO マウスにおけ

る胆管形成異常と肝線維化所見 



これらの所見から、間葉系細胞から幹前駆
細胞へと伝達されるNotch/Jagged-1シグナ
ルが、肝臓の発達や再生のみならず線維化進
展を制御している可能性が示唆され、同シグ
ナルを介する肝線維化と再生の病態連繋が
初めて明らかにされた。活性化星細胞におけ
るJagged-1発現の亢進は、線維化進展に対す
る防御反応とも考えられ、星細胞が肝幹・前
駆細胞ニッチの支持細胞としても注目され
ていることから、その詳細な調節機構を解明
することで、Notch/Jagged-1シグナルを標的
とする新たな線維化抑制ならびに肝再生促
進治療法の開発が期待される。 
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