
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６１０

挑戦的萌芽研究

2016～2015

胆道系幹細胞（BTSC）の単離法の確立と実体の解明

Isolation and characterization of biliary tree stem cell (BTSC)

８０３２１９０９研究者番号：

田中　稔（Tanaka, Minoru）

国立研究開発法人国立国際医療研究センター・その他部局等・細胞療法開発研究室長

研究期間：

１５Ｋ１５１１５

平成 年 月 日現在２９   ６ ２７

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、TROP2を指標として肝外胆管の付属線（PBG）の細胞と管腔を構成する細
胞を明確に細胞レベルで区別できることを示した.また、TROP2陰性のPBG構成細胞がTROP2陽性の増殖性の高い前
駆細胞を産生し、管腔を形成することで胆管再生に寄与する可能性を培養実験、FACS解析や免疫染色により示し
た.さらに、PBG構成細胞のマーカーとして新規に同定したSAMD5を指標として、胆管癌がPBG構成細胞に由来する
可能性を示すとともにヒトの肝内胆管癌と肝外胆管癌の由来の違いをも区別できる可能性を示した.さらに、
SAMD5が胆管癌の治療標的となる可能性を示した.

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated that Trop2 expression is useful to 
distinguish peribiliary gland (PGB)-forming epithelial cells and luminal cells in extrahepatic bile 
ducts.  We showed the possibility that TROP2-negative PGB-forming cells could contribute to bile 
duct regeneration by supplying TROP2-positive transit amplifying progenitor cells by in vitro 
culture system, FACS analysis and immunostaining. Furthermore, we identified Samd5 as a novel PBG 
marker. We showed the possibility that cholangiocarcinoma can be derived from PBG based on SAMD5 
expression and that SAMD5 is useful to define the different origins of intrahepatic and extrahepatic
 cholangiocarcinomas. SAMD5 may become a therapeutic target to treat extrahepatic 
cholangiocacrinomas. 

研究分野： 幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 生体を構成する一部の組織には組織幹細
胞と呼ばれる幹細胞が存在し、必要に応じ
て増殖、分化することで、新陳代謝による
恒常性の維持や障害後の組織再生に寄与し
ている.肝臓の組織幹細胞は Liver 
stem/progenitor cell (LPC)と呼ばれ、重
篤な肝障害時に肝細胞や胆管上皮細胞へ分
化することで再生に寄与する一方、近年、
肝臓内の胆管と十二指腸をつなぐ「肝外胆
管」にも幹/前駆細胞が存在することが報告
された.胆道系幹細胞（Biliary tree stem 
cell: BTSC）と名付けられたこの細胞は胆
管周囲附属腺(Peribiliary Gland: PBG)に
存在するとされ、LPC マーカー
(EpCAM,CD133 など)と膵前駆細胞マーカー
(Pdx1)を発現し、肝細胞や膵内分泌細胞へ
の分化能を有すると報告されている.しか
し、これまでの BTSC に関する報告は肝外
胆管の細胞を長期間培養し、残存した細胞
を BTSC として解析したに過ぎず、肝外胆
管から BTSC を直接、単離・同定する方法
は確立されていなかった.このような従来
の解析法では、複数の細胞種の混入や、長
期培養に伴うストレスが BTSC の性状に影
響を及ぼす可能性は避けられず、正確に生
体内での BTSC の性状を反映しているとは
言い難い.また、肝外胆管の恒常性の維持や
障害後の再生への BTSC の寄与についても
ほとんど分かっていない. 
 
２．研究の目的 
 本研究は、BTSC の同定法や単離法を確立
するとともに、生体内での BTSC の性状や動
態を明らかにすることで、恒常性の維持や
障害後の再生、癌化への寄与について明ら
かにすることを目的とした. 
 
３．研究の方法 
(1)肝外胆管を EpCAM+TROP2-と
EpCAM+TROP2+細胞に分離し、遺伝子発現解
析を行い EpCAM+TROP2-で特異的に発現する
BTSCマーカー候補分子の探索を行なう.(2)
候補分子について免疫組織化学染色により
PBG での発現を確認する.また、分離した
EpCAM+TROP2-の PBGの細胞と EpCAM+TROP2+
の管腔を形成する上皮細胞について、コロ
ニー形成能や分化能の評価を行な
う.(3)EpCAM+TROP2-に由来する PBG構成細
胞のコロニー形成細胞の多分化能の評価や
膵β細胞への分化誘導を試み
る.(4)TROP2-Cre マウスを用い、正常時ま
たは障害時の細胞系譜解析を行なう.(5)正
常時または障害時の TROP2 KOマウスの肝外
胆管を解析し、肝外胆管細胞の分化、機能、
再生に及ぼす TROP2 の機能を解明するとと
もに、EpCAM+TROP2-の PBGの細胞の肝外胆
管の維持、再生における役割を調べる. 
 
４．研究成果 

(1) EpCAM+TROP2-で特異的に発現する BTSC
マーカー候補分子の探索. 
EpCAM+TROP2-で特異的に発現する BTSCマ
ーカー候補分子として Sterile alpha 
domain containing 5 (Samd5)を同定した. 
 
(2) Samd5 の免疫染色および PBG 細胞と管
腔細胞のコロニー形成能、分化能の評価. 
Samd5 の免疫染色を行った結果、正常肝外
胆管の PBGで Samd5 のシグナルが検出され
たが、管腔の上皮細胞では検出されなかっ
た(図１A).DDC食餌による胆道障害肝臓で
は Samd5 は管腔の上皮細胞でも発現が認め
られるようになり、胆管再生に PBGの細胞
が寄与している可能性が示唆された（図
1B,C）.また、ヒト胆管癌においては SAMD5
が核発現していることも見出した(図 2).胆
管癌細胞株に Samd5 を強制発現させると癌
細胞の増殖が低下したことから、Samd5は
未分化細胞の増殖に関わる分子であること
が示唆された.以上の結果をまとめて、論文
発表した（雑誌論文①）また、PBG構成細
胞と管腔細胞のコロニー形成能の評価を二
次元培養系で行った結果、PBG細胞は管腔
細胞に比べて、高いコロニー形成能を示し
た.一方、三次元培養系で分化能を検討した
結果、TROP2陰性の PBG細胞は TROP2陽性
細胞へと変化し、嚢胞を形成したことから、
PBG細胞は管腔形成細胞へと分化したこと
が示唆された. 
 

図１ 正常または胆道障害肝の肝外胆管に
おける SAMD5と EpCAM の発現様式. 
(A) 正常肝外胆管の垂直切断面 (B,C)DDC
障害肝の肝外胆管の垂直切断面（B）と並行
切断面(C) 
 
(3) PBG構成細胞の膵β細胞への分化誘導. 
PBG構成細胞から産生したコロニー形成細
胞を用いて膵β細胞への分化を試みた.そ
の結果、qRT-PCRではインスリンの発現が
認められたものの C-peptideの放出は検出
されなかったため、この分化誘導系ではβ
細胞への分化は不十分であると考えらえ
た. 



 
(4) TROP2-Cre マウスによる細胞系譜解析. 
Trop2-Creと Rosa-tdTomato レポーターマ
ウスを交配し、Trop2陽性細胞をラベルし
た.その結果、管腔の細胞が多数ラベルされ
ることが確認できた.一方、管腔の細胞の中
でもラベルされない細胞が一部に認められ
た.この細胞が Creリコンビナーゼの組み
換え効率によるものか、実際に Trop2陰性
細胞として存在しているのかは今後の検討
課題である. 
 

図 2 ヒト胆管癌における SAMD5 の核内発
現. 
A.正常肝門部大型胆管では SAMD5 の核発現
は認めないが、B-Eの胆管癌では SAMD5の
核発現を認めた. 
  
(5) 野生型または TROP2 KOマウスの胆道障
害モデルでの解析. 
野生型マウスと Trop2 KOマウスを用いて、
胆管結紮による肝障害を施した結果、ALP
や総ビリルビン、胆汁酸といった血中肝障
害マーカーに差異は認められなかった.よ
って、Trop2は胆道障害に直接関与しない
ことが示唆された.一方、野生型マウスに胆
管結紮を行い、経時的に肝外胆管の FASC解
析を行った結果、胆道障害の進行とともに、
EpCAM 陽性細胞中の TROP2陽性細胞の割合
が増加していくことが明らかとなった.さ
らに、EpCAM+TROP2+細胞の多くは Ki67陽性
の増殖細胞であった.さらに、この
EpCAM+TROP2+細胞をコロニーアッセイに供
したところ、正常時の EpCAM+TROP2+細胞に
比べて高いコロニー形成能を示した.(2)の
結果と合わせて考えると、正常時に PBGに
存在する EpCAM+TROP2-の細胞は胆道障害を
受けると、TROP2+の増殖性が高く管腔形成
能のある前駆細胞となり、総胆管の再生に
寄与するものと考えられた. 

  
 本研究は、TROP2 を指標として PBGに存
在する細胞を明確に区別することが可能で
あることを示すとともに、PBG構成細胞が
高い増殖性を示し胆管再生に寄与する可能
性を示した.さらに、PBG構成細胞のマーカ
ーとして新規に同定した SAMD5 を指標とし
て、胆管癌が PBG 構成細胞に由来する可能
性を示すとともにヒトの肝内胆管癌と肝外
胆管癌の由来の違いをも区別できる可能性
を示した.さらに、SAMD5が胆管癌の治療標
的となる可能性を示したことから、その意
義は大きいと考える. 
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