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研究成果の概要（和文）：我々は、Galactosamine投与肝障害早期に出現するThy1陽性細胞の一部は肝幹細胞であり、H
GF/FGFによりCD44陽性肝前駆細胞を介して肝細胞へ分化するが、十分に成熟化できないことを明らかにした。Thy1陽性
細胞や骨髄間葉系細胞の移植は、レシピエント肝の内在性肝前駆細胞の増殖を促進した。類洞内皮細胞やKupffer細胞
の産生するIL17BやIL25がそれら前駆細胞の増殖を促進していた。胎生期の胆管形成にはlaminin alpha1鎖が、成熟化
にはalpha5鎖が必要であり、胆管上皮細胞の分化可塑性は出生後すぐに消失し、Grhl2発現が胆管上皮細胞成熟化に重
要であることが分かった。

研究成果の概要（英文）： We showed that a small part of Thy1-positive cells isolated from 
galactosamine-treated rat livers were hepatic stem/progenitors and could differentiate into hepatocytes 
by HGF/FGF via CD44-positive ones. However, it was hard for the progenitors to fully differentiate into 
mature hepatocytes. Transplantation of the Thy1-positive cells or rat bone marrow-derived mesenchymal 
cells stimulated the growth of resident hepatocytic progenitors in recipient rat livers by IL17B and IL25 
that were secreted by sinusoidal endothelial and Kupffer cells, respectively. Laminin alpha 1 chains are 
necessary to form bile ducts in fetal mouse livers and expression of laminin alpha 5 chains is critical 
to differentiate into mature cholangiocytes. Plasticity of cholangiocytes to hepatocytes was rapidly lost 
after birth and Grhl2 expression is crucial to maturation of the cells.

研究分野： 実験病理学
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  ２版



 

１．研究開始当初の背景 
現在、肝不全に対する根治的な治療法は肝移植

のみであるが、ドナー不足という問題点を抱えている。
肝移植までの bridge-use として肝細胞移植が試みら
れているが、ヒト肝細胞の供給は肝移植には不適と
されたドナー肝からの分離肝細胞のみであり、日本
では認められていない。ヒト ES 細胞が樹立され、骨
髄由来細胞が肝細胞に分化することが報告されて
以来、幹細胞を用いてEx vivo での肝細胞や肝組織
の作成を目標とする研究が行われている。また、京
都大学 山中ら（ １）により iPS 細胞が作出されてか
ら、世界中でiPS細胞を用いた再生医療研究が行わ
れている。 
 肝臓における肝細胞の役割は多彩である。血清タ
ンパク質の産生、糖・タンパク質・脂質代謝、解毒、
ビタミンや無機物質の貯蔵、アンモニア代謝、ビリル
ビン代謝・胆汁産生等、生体のホメオスターシスを維
持する重要な機能を担っている細胞である。申請者
らが考える分化した肝細胞とは、これらの機能の多く
を担うことが可能な細胞のことである。肝細胞として
の機能を獲得し維持するためには、３次元化・組織
化が必要である。３次元化により個々の肝細胞に極
性が賦与され、毛細胆管を形成してはじめて生体内
と同様に物質の吸収排泄や代謝、胆汁成分の分泌
が可能になる（ 2,3）。申請者らはこれまでに極性を
持つ類肝組織を形成させることに成功し、また胆管
上皮細胞から小胆管の形成に成功している（ 4）。 
 申請者が肝前駆細胞として主に用いる小型肝細
胞（ Small hepatocytes）は、申請者が最初に見出し
た細胞で正常肝臓に存在する。成熟ラット肝臓にお
いては肝細胞の約２％がその能力を有していると推
定される（ 5,6）。小型肝細胞はヒアルロン酸受容体
である CD44 を特異的に発現し(7)、無血清下でもヒ
アルロン酸コートした培養皿上で選択的に増殖する
(8)。この方法をヒト小型肝細胞の分離に応用するこ
とにより、正常肝組織（ 外科手術材料）から小型肝
細胞の分離培養を可能にした（ 9）。ヒト小型肝細胞
は、肝前駆細胞としてのポテンシャルの高さから、そ
の臨床応用の将来性は大いにあると考えられる。 
 肝幹・前駆細胞の再生医療への応用を考えると、
細胞移植又は組織移植と人工肝臓が想定される。
細胞移植においては、2 つの大きな問題がある。幹・
前駆細胞の移植・置換効率が悪い（ 10）ことと、レシ
ピエント肝臓内にドナー細胞が選択的に増殖する環
境が必要なことである。この 2 つの問題を解決するこ
とが細胞移植療法の確立には必要である。 
＜引用文献＞ 
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２．研究目的 
 肝幹・前駆細胞の医療への応用を考えると、細胞
移植又は組織移植と人工肝臓が想定される。細胞
移植においては、2 つの大きな問題がある。①幹・前
駆細胞の移植・置換効率が成熟肝細胞より悪いこと
と、②ドナー細胞が選択的に増殖する環境が必要な
ことである。この 2 つの問題を解決することが細胞移
植療法の臨床応用には必須である。また人工肝臓
に関しては、肝分化機能を長期間維持できるデバイ
スの開発には未だ成功していない。本研究は、肝
幹・前駆細胞を用いた効率的な肝組織置換による
肝再生を促進することで肝不全を治療する手法の
開発と、胆管や血管を組み込んだ類似肝組織形成
を培養皿内で作成する手法の開発を主な研究目的
とした。そのために大きく 3 つのテーマに分けて 3 年
間かけて研究を行った。 
（ 1）肝幹・前駆細胞を細胞ソースに移植する場合

の肝細胞置換効率を上げる手法の開発 
（ 2）肝臓内在性幹・前駆細胞を活性化させることに

より、肝再生を促進する手法の開発 
（ 3）胆管や血管を組み込んだ類肝組織の形成方

法の確立 
 
３．研究方法 
 研究は主にラットとマウスを用いて行った。ヒト正常
肝組織を恒常的に入手することは難しく、大腸癌の
肝転移や胆管癌で正常肝組織も十分も含まれる症
例で且つウイルスフリーの時に、患者に十分なイン
フォームドコンセントを行った上で肝組織の一部をい
ただき研究に用いた（ 札幌医科大学倫理委員会承
認済み）。 
（ １）動物 
 ラットは、雄 F344(DPPIV 陽性 ) 及び雌 F344 
(DPPIV 陰性; Charles River)ラットを用いた。マウス
は 、 C57BL6, Sox9-EGFP, Mx1-Cre, ROSA26R 
LacZ reporter mice, nude mice を用いた。全ての実
験は札幌医科大学動物実験委員会の承認を得て
行った。 
（ ２）動物モデルの作成 
 ラットにコリン欠乏食を投与し、ヒト非アルコール性
脂肪肝（ NASH）に類似した肝硬変モデルを作成し
た。Retrorsine (Ret)を 2 週間隔で 2 回腹腔内投与し、
4 週後に 2/3 部分肝切除(PH)を行った Ret/PH モデ
ルラットと、Ret を一週間隔で 4 回腹腔内投与し、1
週後に PH を行った Ret/PH マウスモデルを細胞移
植 の レ シ ピ エ ン ト 動 物 と し た 。 0.1% 
3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydro-collidine (DDC)食
投与や胆管結紮による慢性的な肝障害をマウスに
起こし、duct 様構造をとる小型の細胞をグリソン鞘域
に誘導した[ 細胆管反応 DR: Ductular reaction（ D 



 

R）]。 
（ ３）細胞の分離と培養 
 動物の肝臓をコラゲナーゼを含む緩衝液で灌流し、
細胞を分離した。５０ｘｇ 1 分間の遠心により得られる
沈殿から成熟肝細胞（ MHｓ）を、上清に含まれる細
胞から MACS 法を用いてソーティングした細胞を肝
幹又は前駆細胞として培養した。肝芽細胞は、胎仔
肝臓から分離した Dlk(+)細胞や谷水らが分離した
細胞株 HPPL を用いた。胆管細胞は、EpCAM(+)細
胞 を 用 い た 。 ラ ッ ト Thy1(+), CD44(+) 細 胞 は
Galactosamine (GalN)を投与後、2 又は 3 日目の肝
臓から分離した細胞から得た。 
（ 4）肝幹・前駆細胞の肝臓への移植 
 Ret を投与後に、2/3 部分肝切除(PH)を行った
Ret/PH モデルラット及びマウス肝臓に、脾臓経由で
移植した。 
（ 5）組織学的検討及びマイクロダイセクション法 
 摘出した肝組織は、4％PFA にて固定するか、液
体窒素で固定し凍結保存した。薄切した切片は、各
種抗体を用いた免疫染色及び DPPIV 酵素活性染
色を行った。パラフィン包埋切片は HE 染色に用い
た。培養細胞は、培養皿又は chamber slides にエタ
ノール又は 4%PFA を加えて固定した後、染色を行
った。胆管の肝臓内の走行は、総胆管から肝臓に
黒インクを注入し、摘出した肝臓を固定し benzyl 
benzoate : benzyl alcohol (2:1)溶液で透明化した肝
臓を用いて行った。Ret/PH モデル肝臓の凍結切片
を hematoxylin で染色し、肝前駆細胞様細胞(small 
hepatocyte-like progenitor cells: SHPCs)の部分をレ
ーザーマイクロダイセクション法を用いて切り出し、
RNA を抽出し、GeneChip (Affymetrix)で網羅的遺
伝子解析を行った。 
（ ６）その他 
 遺伝子発現は、PCR および quantitative PCR 
(qPCR)を行って解析した。遺伝子の機能解析を行う
ために retrovirus vectors を用いて HNF4、C/EBP、
Grhl2 遺伝子を細胞に導入した。転写活性は、
Reporter assay を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
（1）肝幹・前駆細胞を細胞ソースに移植する場合の
肝細胞置換効率を上げる手法の開発 
①移植された細胞の生着・定着・細胞老化・排除機
序の解明 
 GalN 投与肝障害早期に出現する Thy1 陽性細胞
の一部は肝幹細胞であり、HGF や FGF により肝前
駆細胞である CD44(+)肝細胞を介して肝細胞分化
するが、肝幹・前駆細胞から分化した肝細胞は既存
の肝細胞と同等の分化能を持つ細胞まで成熟化で
きなかった。このことは MHｓを Ret/PH モデルラットに
移植すると1年以上生着し、大部分の肝細胞が置換
されるにも拘わらず、幹・前駆細胞由来の肝細胞は
1 ヶ月を過ぎると細胞老化し、徐々に排除されていく
理由の一つであると考えられた（ 業績８，１１）。 

②分化誘導後の肝幹/前駆細胞由来細胞の移植効
率の検討 
 正 常 マ ウ ス 肝 臓 か ら 分 離 し た 肝 細 胞 中 に
ICAM-1(+)EpCAM(-)細胞で肝細胞マーカータンパ
ク質を発現する細胞が少数ではあるが存在する
（ 図１−３）。 

図１  図２ 
細胞は小型で、Oncostatin M （ OSM）と Matrigel
投与により様々な代謝機能を有する肝細胞へと成
熟化を誘導することができる。増殖はゆっくりだが継
代培養が可能で、一部は細胞株化できた（ 論文準
備中）。免疫不全 Ret/PH モデルマウス肝臓に移植
すると一部は生着し、肝細胞索に組み込まれ成熟
化することも明らかになった。 

 図３ 
成熟ラット肝臓から分離培養し出現した CD44(+)

小型肝細胞中にも、継代可能な細胞が存在し（ 図
４）、肝細胞機能（ 図５）を維持したまま 50 回以上分
裂可能であることを見出した（ 論文準備中）。 

 図４  図５ 
肝前駆細胞の細胞株化と疾患肝臓への移植による
細胞移植医療への応用を検討している。 
③置換効率を上げるためのレシピエント肝のプレコ
ンディショニングの検討 
 コリン欠乏食投与によりＮＡＳＨ肝硬変モデルを作
成し、PH によりほぼ全例致死する条件で 1x107 個の
MHｓを PH 前に脾臓経由で移植すると PH 後の生存
率が劇的に向上することがわかった（ 図６）。 

図６ 
 移植を受けたラット肝臓では既存の肝細胞の増殖
が促進され（ 図７）、細胞死が抑制されていた（ 図
８）。 



 

 図７ 図８ 
 一部のドナー細胞は半年以上肝臓及び脾臓に生
存し、レシピエント肝細胞の一部はドナー肝細胞に
よって置換されていた。以上の結果から、術前肝細
胞移植は、肝硬変患者に対する拡大肝切除に応用
の可能性があると考えられた( 業績４)。 
  
（ 2）肝臓内在性幹・前駆細胞を活性化させることに
より、肝再生を促進する手法の開発 
④肝幹細胞移植による内在性前駆細胞（ SHPCｓ）
の活性化機序の解明 
 GalN 投与によって出現する Thy1 陽性細胞の一部
は肝幹細胞であるが、Ret/PH モデル肝臓に移植し
ても生着して肝細胞に分化し、長期間生存すること
はできなかった（ 業績８）が、SHPCs の増殖を促進
することを見出した（ 図９）。 

 図９ 

  
          図１０             図 1１ 
MHs や CD44(+)細胞は、SHPCｓ増殖促進活性を示
さなかった（ 図１０ ）。Thy1(+)細胞を移植された肝
臓に出現する SHPCs では IL17rb の発現が顕著に
上昇していたことから（ 図１１）、リガンドである IL17B
または IL25 により SHPCs の増殖が促進されると考え
ら れた 。検討の結果 、 Thy1(+) 細胞の分泌す る
Microvesicles が類洞内皮細胞に IL17B を、Kupffer
細胞に IL25 の分泌を誘導していることが分かった。
Microvesicles を直接肝臓内に投与しても SHPCs の
増殖を促進することを確認している。またIL17B及び
IL25 は肝前駆細胞である小型肝細胞の増殖を促進
した（ 論文投稿中）。 
 我々は、マウスＤＲ誘導モデル肝臓において、偽
胆管構造の近傍に、本来胆管上皮細胞特異的であ
る は ず の 転 写 因 子 Sox9 を 発 現 す る 肝 細 胞
[Sox9(+)EpCAM(-)細胞]が出現することを見出した
（ 図１２ ）。 

図１２ 
 Mx1Cre:ROSA26-LacZ マウスに poly(IC)を投与し
て MHs をラベル後に、DR を誘導すると LacZ でラベ
ルされた Sox9(+)肝細胞が出現したことから、これら
の前駆細胞は成熟肝細胞由来であると考えられた
（ 図１３）。 

 図１３ 
 さらに DDC 食を与えた Sox9-EGFP マウスから
Sox9(+)肝細胞をGFP(+)EpCAM(-)細胞として分離し
培養すると効率よく肝細胞へ分化する一方、胆管上
皮細胞への分化は限定的であった( 業績３、６ )。
成熟肝細胞と Sox9(+)肝細胞の比較から、Sox9(+)肝
細胞は、さらにCD24(-)とCD24(+)細胞に分画できる
ことが明らかになった。さらに、両細胞の比較から
Sox9(+)肝細胞の誘導機構や分化可塑性の制御機
構についての解析を進めている（ 論文準備中）。 
⑤活性化物質の探索 
 障害ラット肝臓から分離培養した Thy1(+)細胞の分
泌する Microvesicles がどのような機序で類洞内皮
細胞や Kupffer 細胞の IL17B/IL25 分泌を促進する
か 検 討 す る た め に 、 Microvesicles に 含 ま れ る
miRNAs を網羅的に解析した。現在、いずれの
miRNAがIL17B/IL25の分泌を促進するか検討中で
ある。またラット骨髄より分離培養した間葉系細胞も
SHPCs の増殖を促進することを見出した。間葉系細
胞が分泌する液性因子が肝前駆細胞の増殖を促進
することを確認している。Thy1(+)と同様な機序で肝
前駆細胞の増殖を促進するのか検討中である。 
（ 3）胆管や血管を組み込んだ類肝組織の形成方
法の確立 
⑥毛細胆管と胆管が結合した類肝組織の形成方法
の確立 
 胎生期胆管は、門脈近傍の肝芽細胞から分化し、
胆管上皮細胞は新生仔期にほぼ分化を終えると考
えられている。そこで我々は、胎生期から新生仔期
にかけての胆管形成と胆管上皮細胞の分化可塑性
（ 二分化能）を詳細に検討した。肝臓の透明化とイ
ンクによって可視化された胆管組織は、生後１週間
程経つと既に成体と同様な基本構築をしていた
（ 論文準備中）。胎生後期から出生直後の胆管上
皮細胞の多くは、二分化能を有しており、肝細胞へ
と分化誘導可能であった。しかしながら、週令と共に



 

急速に二分化能を失い（ 図１４）、肝細胞への分化
を誘導することができなかった（ 論文投稿中）。 

図１４ 
このような分化の可塑性の変化には、胆管上皮細胞
の成熟化に必須である Grhl2 の発現（ 図１５）が関
与していることを明らかにした。すなわち、Grhl2は肝
細胞分化に必須の HNF4、C/EBP、miR122 など
の発現誘導を抑制する。（ 業績７、９）。また Grhl2
は miR122 のプロモーターに作用して、その発現を
抑制していることも明らかにした（ 業績２）。 
 

図１５ 
 障害肝における小葉内胆管の増殖／消退過程を
詳細に検討した。肝細胞の一部が胆管上皮細胞に
分化転換し、胆管構造を形成することや毛細胆管と
小胆管の連結過程などが明らかになってきた。現在、
この機序を利用して in vitro での肝細胞と胆管の組
み込まれた類肝組織の形成を試みている。 
⑦疑似胆嚢の作製手法の確立 
 胆管上皮細胞による管腔形成は、基底膜に存在
する lamininによって調節されている。胎生期の胆管
形成には、laminin 1 鎖が重要で、成熟化には5
鎖が必要であること、そのシグナルは integrin 1 を
介していることを明らかにした（ 業績１２）。胆管上皮
細胞の管腔の大きさは、Grhl2 によるタイト結合の成
熟化促進によって調節されていることを明らかにした
（ 図１５、業績９）が、コラーゲンゲルを重層すること
による管状構築の制御機構については未だ検討中
である。 
⑧スキャフォールドを用いた肝類洞の再構築と類肝
組織の一体化の検討 
 肝組織を in vitro で構築する研究を進めている。多
孔性薄膜上で小型肝細胞と非実質細胞を共培養し
て類肝組織を形成させる実験系と内皮細胞を組み
合わせて疑似類洞形成を行ない、星細胞が類洞形
成に重要な役割を果たしていることを明らかにした
（ 業績１，１０）。 
 
 本研究により、我々は、成熟ラット及びマウス肝細
胞中に小型な形態と肝細胞の特徴を維持した継代

可能な肝前駆細胞が存在することを明らかにした。
また、肝障害時に肝細胞の一部は、胆管上皮細胞
の表現型を呈し細胆管へ分化転換することを明らか
にした。さらに胎仔期から成体にかけて胆管上皮細
胞がどのような機序で分化し、成熟化に伴い可塑性
を失うことを明らかにした。肝細胞が胆管上皮細胞
へ分化転換する機序を応用して in vitro で毛細胆管
と胆管上皮細胞が結合した組織を構築する手がかり
がつかめたと考えている。また、肝細胞と胆管細胞
の分化に関わる laminin 分子の発現とその分化段階
における意味づけを明らかにし、肝細胞の癌化過程
にも laminin 分子が関与していること（ 業績５）を明
らかにした。 
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