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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、細胞表面抗原によって濃縮したマウス肝幹･前駆細胞を用いて分化・増殖
の分子機構を解析し、その知見をもとに線維芽細胞から樹立する人工肝細胞を作成し、マウスにキメラ肝臓を形成せし
める系を確立するための基礎的研究を行った。研究の結果、Wnt5aを介したシグナル伝達により、肝幹･前駆細胞の胆管
細胞への分化が調節されていることを発見した。さらにMMP14を介したシグナル伝達により、肝幹･前駆細胞の胆管の管
腔形成が調節され、細胞移植の効率が調節されていることを見いだした。本研究は、将来の細胞移植キメラ動物モデル
を用いたウイルス肝炎創薬の進歩に貢献しうると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Investigators of this research project have studied on the molecular mechanisms 
regulating differentiation and proliferation of hepatic stem/progenitor cells. Based on the results of 
above-mentioned analysis, we tried to establish the mouse model of chimeric liver using directly 
reprogrammed hepatocyte-like cells. We found that Wnt5a and Wnt5a-related molecules control the biliary 
differentiation of hepatic stem/progenitor cells. Next, our data indicated that MMP14 and MMP14-related 
molecules regulate luminal formation of bile ducts in developing liver, and that expression of MMP14 
improves the efficacy of transplantation using hepatic stem/progenitor cells. These studies contribute to 
the progress of drug discovery for viral hepatitis using mouse model of cell-transplanted chimeric liver 
in future.

研究分野：消化器病学
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１．研究開始当初の背景 
本邦では、肝癌を含めた慢性肝疾患によって、
年間約 40,000 人以上が死亡し、その死因は
HCV に関連した肝不全が大半を占めている。
現在のところ、致死的肝不全に対する根治的
治療法は肝移植のみであるが、絶対的な移植
ドナーの不足が社会問題となっており、代替
治療の確立が強く求められている。 
一方で近年、肝幹細胞が同定され、より増殖
能の高い細胞を体外で増やしてから移植治療
に利用する試みが注目を集めてきた。肝幹細
胞は、自己複製能、高い増殖能及び肝細胞・
胆管細胞への２方向性分化能の３つの能力を
有する細胞であり、分離・同定する手法が研
究分担者及び研究協力者らによって開発・確
立された。ところが肝幹細胞は生体内ではご
く少数の細胞群であり、その分化・増殖を制
御する分子メカニズムは不明の点も多い。 
これまで研究グループでは、肝細胞移植動物
モデルの開発と肝幹細胞の増殖・分化を制御
する分子機構の解析に取り組んできた（平成
17-18年、平成 19-20年、平成 21-23年基盤研
究 C）。そして、マウス肝幹細胞画分を高度に
濃縮し、ウイルスベクターによる遺伝子導入
や遺伝子改変マウスの解析を行い、特定分子
が増殖・分化にどのような機能を有するかに
ついて解析しうる実験系を独自に構築した。 
一方で、iPS 細胞開発の際に用いられた手法
の応用により、Direct Reprogramming 法によ
って、線維芽細胞から臓器固有の分化した「人
工細胞」が誘導できることが報告された。神
経細胞、血球細胞、心筋細胞で既に報告があ
り、最近、マウス線維芽細胞にHNF4aと Foxa3
というわずか２種類の遺伝子を導入するのみ
で、人工肝細胞 induced Hepatocyte-like cell 
(iHep)を樹立することが可能であると示され
た(Sekiya et al. Nature 2011)。本技術を応用す
ると、ヒト線維芽細胞から、ヒトの人工肝細
胞を誘導しうる可能性が示されていた。 
加えて、研究グループではマウスにおける新
規の細胞移植系として、野生型マウスをレシ
ピエントとし、薬剤・部分肝切除で前処理し
たマウスに細胞移植を行うことで、最終的に
70％以上の高いドナーキメリズムを達成しつ
つ、移植後のドナーキメリズムを定量的に評
価・追跡できる移植系の構築に成功した。 
 
HCVに関する研究においては、近年研究グル
ープは、患者血清検体を用いた臨床研究とin 
vitroでのウイルス増殖系を用いて、
PegIFN/Ribavirin併用療法におけるIL28B遺伝
子座のSNPが治療無効例を予測できること
(Tanaka & Sakamoto et al, Nat Genet 2009)、
HCV複製機構・ウイルス−宿主反応機構 (Itsui 
& Azuma et al, Hepatology 2009, Funaoka & 
Azuma et al, J Virol 2011)等について報告し、

その業績が新たな抗ウイルス療法の開発に
結びつきつつある。しかしながら、依然と
し て in vivo で の HCV の 動 態 は 、
ALBuPA/SCIDマウスを用いたマウスモデ
ルなど一部を除いて、動物にHCVを感染さ
せることが困難であるため、ヒトでの統計
学的解析に頼らざるをえない側面がある。
従って、新たなHCVのin vivo assay 系は治
療薬開発、ウイルス学的研究の双方におい
て渇望されていると言える。 
 
２．研究の目的 
このような、確立された学術・研究基盤に基
づいて、研究代表者らは、今回申請する研究
計画において、以下の目的を設定した。すな
わち、 (1) Direct Reprogramming法によりマ
ウス線維芽細胞より人工肝細胞 induced 
Hepatocyte-like cell(iHep)を樹立し、これを利
用して新規の細胞移植モデルをマウスにお
いて確立する。さらに得られた知見を基盤に、
(2)マウスにヒト線維芽細胞株から誘導した
iHepsを移植し、マウス肝臓をヒト iHepsで置
換しうる動物モデル系を構築することを試
みる。成功した場合は C 型肝炎ウイルス
(HCV)感染モデル動物の構築を行う。これに
よって、将来的に患者自身の細胞を用いた
HCV に対する薬物代謝スクリーニング試験
に応用可能な HCV 感染モデル動物を開発す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究計画は、次のステップにより順次進行
させた。 
(1). マウス人工肝細胞(iHep)の樹立、培養、in 
vitroでの形質解析：研究グループはマウス胎
仔肝臓から高速セルソーター（DAKO MoFlo 
system 及び BD FACS Aria system）を用いて、
初代肝幹･前駆細胞(bipotential stem/ progenitor 
cells)として、CD13+CD45-Ter119-画分に増殖
性の高い細胞が濃縮されていることを報告
した(Kakinuma et al. J  Hepatol, 2009)。また、
CD13+CD133+c-kit-Sca-1-CD45-Ter119-画分に、
成体肝臓由来の肝幹･前駆細胞が濃縮されて
いることも報告した(Kamiya & Kakinuma et al. 
Gastroenterology, 2009)。これらの初代細胞を
用いて、成熟肝細胞系譜への分化誘導を行う
培養系、胆管細胞系譜への分化誘導を行う培
養系をも既に確立していた(Hepatology, 2008、
Gastroenterology, 2009)。これらの既に確立さ
れた技術によって、肝幹･前駆細胞分離、培
養し、分化誘導するとともにその形質を解析
した。同様にこれらの確立された技術によっ
て、マウス線維芽細胞から HNF4及び Foxa3
の強制発現によって iHepを分化誘導すると
ともに、マウス初代肝幹･前駆細胞を用いて
その形質を分子生物学的に解析した。 



(2). マウス人工肝細胞を用いた移植モデルの
開発：レトロルシン反復投与及び部分肝切除
の前処理を組み合わせ、移植した初代肝細
胞・初代肝幹細胞によって、高度のドナーキ
メリズムが得られる細胞移植系を我々は独
自に開発した。本移植系を用いて iHepの移植
可能性に関して検討を進めた。 
(3). ヒトHCV receptor強制発現によるマウス
人工肝細胞を用いた HCV 感染モデルの構
築：ヒト型 HCV receptorであるヒト CD81及
びヒトOccludinを肝細胞特異的に発現させる
Transgenic mouse を用いることで、マウスに
HCV 持続感染が可能であることが報告され
た(Nature, 2011)。本法に従い、iHep にヒト
CD81 遺伝子及びヒト occludin 遺伝子の強制
発現を行うことで、iHepを用いた移植系がヒ
ト iHep にも応用可能であるか否か検討を行
った。 
(4) ヒト人工肝細胞誘導法の検討：ヒト線維芽
細胞からヒト人工肝細胞を誘導する手法は既
報でも確立されていなかったため、ヒトiPS細
胞から肝細胞を誘導する手法については、研究
協力者と提携のうえで、ヒトiHep誘導法の樹立
に向けた基礎的な研究を行った。 
 (5) ヒト人工肝細胞移植マウスを用いた
HCV感染モデルの構築：得られた研究結果を
基盤に、ヒト線維芽細胞から誘導したヒト
iHep を用いたマウス肝臓置換動物モデルの
構築を図った。 
 
４．研究成果 
(1)Wnt5a 及び関連シグナルによる肝幹･前駆
細胞の分化調節：マウス iHep樹立のため初代
肝幹･前駆細胞の培養により、iHep 誘導の効
率性を高める検討を行い、我々はWnt5aが肝
幹･前駆細胞の分化調節に関わる可能性を見
いだした。Wnt5a欠損マウスの解析を行うと
Wnt5a 欠損マウスの胎生肝臓では、Notch-1、
Notch-2 及び Sox9 の発現レベルが高く、
CK19/HNF1 β 陽 性 細 胞 で 構 成 さ れ る 
primitive bile ductal structure の数が野生型と
比較して有意に増加し、胎仔期の胆管形成が
亢進していた。初代肝幹/前駆細胞培養系にお
いて、Wnt5a添加による増殖性の有意差は認
められなかった一方で、肝細胞への成熟化を
誘導すると、肝細胞成熟化マーカーの発現量
が増加した。反対に、胆管細胞形成を誘導す
ると胆管細胞型コロニーの形成遅延を認め
た 。 Wnt5a 下 流 候 補 分 子 の う ち 、
Calmodulin-dependent protein kinase II 
(CaMKII)は、その活性阻害により胆管細胞型
コロニーの形成が促進され、Wnt5a-CaMKII
経路は肝幹/前駆細胞の胆管細胞分化を抑制
的に調節していることが示された（Kakinuma 
& Azuma et al, Hepatology, 2013）。 
 

(2) MMP-14及び関連シグナルによる肝幹･前
駆細胞の分化調節：マウス iHep樹立のため初
代肝幹･前駆細胞の培養により、iHep 誘導の
効率性を高める検討を行い、我々は MMP-14
が肝幹･前駆細胞の分化調節に関わる可能性
を見いだした。MMP-14欠損マウスの解析を
行うと、MMP-14欠損マウスで肝代謝関連分
子の発現上昇を認め、CK19 及び細胞間接着
に関連する分子の発現低下を認めた。免疫染
色で胆管原器の形成を評価すると、MMP-14
欠損マウスでは末梢側胆管の形成遅延が認
められた。野生型マウス肝芽細胞に MMP-14
を誘導性に強制発現させ胆管分化を誘導す
ると、胆管型コロニーの径が有意に増大した。
MMP-14欠損マウス由来肝芽細胞を用いて培
養系で評価すると、胆管型コロニーの著明な
形成不全を認め、逆に肝細胞への成熟化が促
進された。MMP-14欠損マウスでは EGFRの
発現と p38、 ERK、JNKを含む MAPKのリ
ン酸化が亢進しており、肝細胞成熟化の促進
の一因と考えられた。これらの結果より、肝
発生期に門脈周囲の微小環境下で肝芽細胞
でのMMP-14発現が上昇し胆管形成は正に制
御され、一方でMMP-14を欠損するとMAPK
シグナルの過剰な亢進により、肝芽細胞成熟
化が過剰に亢進すると考えられた（AASLD 
2014にて発表、Presidential Awardを受賞）。 
(3) iHep の形質と移植系：我々はマウス線維
芽細胞及びヒト線維芽細胞を用いて、iHepの
誘導を試みた。いずれの場合も肝幹･前駆細
胞特異的な遺伝子発現は認めていたが、腸上
皮細胞にも似た分子の発現も認めていた。細
胞移植系としては、我々の移植系では正着さ
せるためにさらなる条件検討が必要である
と考えられ、次の研究計画において継続した
検討が必要であると考えられた。 
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