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研究成果の概要（和文）： 

肝臓を構成する各種細胞の細胞膜抗原に対するモノクローナル抗体を作製して肝臓構成細胞を

分画する方法および分離した細胞の培養系を開発した。これにより、胎児の肝芽細胞や成体肝

臓の幹・前駆細胞を同定分離してそれらの性状を明らかにした。また、肝類洞壁細胞の分化や

肝中皮細胞や門脈域繊維芽細胞による肝臓分化における役割も明らかとなった。さらに、肝細

胞分化に関与する転写因子や細胞膜タンパク質の機能解析を行い、肝細胞の分化、とりわけ出

生時期における劇的な遺伝子発現変化の分子基盤を明らかにした。 

 

 
研究成果の概要（英文）： 

We prepared a panel of monoclonal antibodies for cell surface proteins on various liver 

cells, and developed culture systems using isolated cell populations. By applying those 

tools we characterized fetal liver hepatoblasts and adult liver stem/progenitor cells. 

We also characterized sinusoidal endothelial cells and stellate cells that constitute 

sinusoids. Liver mesothelial cells were also isolated and shown to support proliferation 

of fetal hepatocytes. Transcription factors and cell membrane proteins involved in 

hepatocyte differentiation were also identified and characterized. 
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１．研究開始当初の背景 

 肝臓は生体における代謝の中心臓器であり

生命活動の維持に必須の臓器である。成体肝

臓はウイルス感染、アルコール、薬物、自己

免疫など様々な原因により肝炎を発症し、慢

性的な肝炎は線維化・肝硬変を経てしばしば

肝がんを発症する。成体肝臓は強い再生能を

もつことが古くから知られているが、そのメ

カニズムは必ずしも明らかではない。部分肝

切除からの再生においては、残存する肝細胞

の分裂により肝臓の重量は回復する。一方、

肝細胞の増殖が抑制された肝障害においては、

門脈域にオーバル細胞と呼ばれる未分化細胞

が出現し、それが肝再生に寄与すると考えら

れており、オーバル細胞は成体肝臓の幹細胞

と考えられていた。肝臓における幹細胞は肝

細胞と胆管上皮細胞への分化能をもった細胞

と一般的には考えらえていたが、その実態は

不明であった。したがって、肝臓がんの発生

において肝幹細胞が起源となるのかどうかと

いった点も不明であった。肝臓は胎児期には

造血器官であり、出生時から消化器官として

の肝臓に分化成熟するが、この肝臓分化の分

子機構に関する研究は少ない。肝臓の研究に

おいては、実質細胞、非実質細胞という表現

が未だに用いられていることからも明らかで

あるが、血液・免疫学に比べて細胞の分離同

定法が未整備であり、これが肝臓の分子生物

学的研究における障害となっていた。 

 

 

２．研究の目的 

 肝細胞のがん化の理解には、まず肝細胞の正

常な発生・分化の制御機構の理解が必要であ

る。とりわけ、肝臓の元となる幹細胞につい

てはその存在も含めて不明な点が多い。本研

究では、肝臓の発生・分化の分子機構を明ら

かにして、肝臓がん発生機構の理解に資する

ことを目的とした。具体的には肝臓構成細胞

を分離して各細胞の増殖・分化能および細胞

間の相互作用を解析する。肝幹細胞の性状を

明らかにすることは、肝がんの発症との関連

で特に重要である。胎児期の肝芽に存在する

肝芽細胞が胎児肝臓の肝幹細胞であると考え

られている。一方、成体肝臓において肝細胞

の増殖が抑制された状況での肝障害時に門脈

域で増殖するオーバル細胞が幹細胞である可

能性が指摘されている。そこで、本研究では

マウス胎児肝臓の肝芽細胞および成体肝臓の

オーバル細胞の解析を行うとともに、肝臓構

成細胞の分化の分子機構を併せて解析した。 

 

３．研究の方法 

 本研究ではマウスの肝臓を構成する各種

の細胞の細胞膜タンパク質の同定とそれら

に対するモノクローナル抗体の作製により、

肝臓構成細胞を厳密に同定しセルソーター

を使って細胞を純化して培養するシステム

を整備した。すでに肝臓構成細胞に発現する

いくつかの細胞膜タンパク質は同定されて

おり、それらに対する抗体も利用可能になっ

ているが、さらに多くの細胞膜タンパク質を

同定してモノクローナル抗体の作製を行い、

肝臓構成細胞の同定および分離に利用した。

さらに、分離した細胞の培養を確立し、単独

あるいは多種の肝臓細胞との共培養系など

により細胞の増殖能および分化能を評価し



た。 

 
４．研究成果 

胎児肝臓の幹細胞 

 我々は肝臓構成細胞の分離に利用可能な

分化マーカーの探索を行い、すでに未分化肝

細胞マーカーとして Dlk を同定していた。本

研 究 で は 、 Eepithelial Cell Adhesion 

Molecule (EpCAM)が初期の肝原基に発現して

お り 、 胎 生 １ ０ 日 の マ ウ ス 肝 芽 で は

EpCAM+Dlk++細胞が主要な増殖性細胞であり、

EpCAM-Dlk+細胞を経て肝細胞および胆管上

皮細胞へと分化することを示した。 

 胎生肝臓の中皮細胞が未分化肝細胞の増

殖に重要であることを見いだした。シアロム

チンである PCLP1が胎生肝臓の中皮細胞に強

く発現しており、発生が進むにつれて減弱し

、成体肝臓では消失すること、一方、

mesothelin の発現は発生に伴い増大するこ

とから、これらの発現を指標に異なる分化段

階の中皮細胞を分離することが可能となっ

た。そこで、遺伝子発現解析を行ったところ

、胎児期の中皮細胞が肝細胞の増殖因子を多

数発現すること、中皮細胞と胎生肝細胞との

共培養系で中皮細胞が肝細胞の増殖を促進

することを見いだした。すなわち、中皮細胞

は単なる臓器の保護膜ではなく、器官形成に

積極的に関与することが明らかになった。ま

た、肝発生過程における Hedghog シグナル系

の関与、さらに、肝芽細胞に発現する細胞膜

タンパク質 Dlk の機能解析を行い、Dlk に結

合する細胞膜タンパク質として cysteine 

rich FGF receptor (Cfr)を同定した。Cfr は

FGF18 と FGF 受容体の結合を正に制御し、Dlk

はそれを抑制することを見いだした。 

 

成体肝臓の肝幹細胞 

一方、成体肝臓においては、DDC で肝障害を

誘導すると門脈域に CK-19＋のオーバル細胞

が出現し、これが成体肝臓における幹細胞と

みなされていた。我々は、このオーバル細胞

に EpCAM が発現することを示した。DDC でオ

ーバル細胞を誘導して EpCAM 陽性細胞を分離

して培養した結果、増殖能と肝細胞と胆管上

皮細胞への分化能を併せもつ幹細胞が存在

することが明らかになった。さらに、正常な

肝臓の胆管も EpCAM を発現していることから、

ここにも幹細胞が存在する可能性を検討し

た。正常肝臓に少数存在する EpCAM 陽性細胞

を２段階の sorting により分離して培養する

と、やはり幹細胞としての性質を示す細胞が

存在することが明らかとなった。さらに、DDC

投与の有無で幹細胞の性質をもつ細胞の頻

度を比較検討した結果、DDC 投与によって幹

細胞が劇的に増加しないことから、DDC で増

殖する大部分の EpCAM陽性細胞は幹細胞では

なく一過性に増殖する前駆細胞であること

が示唆された。この成体肝臓での薬剤による

肝幹・前駆細胞の誘導における Wnt シグナル

系の関与も明らかにした。 

 

肝細胞の分化 

 我々は、胎生肝臓から成熟肝臓にわたり発

現する膜タンパク質として Tim2, Lutheran

などを多数同定しているが、これらは単なる

分化マーカーではなく肝細胞の分化・増殖に

機能する可能性もある。そこで、我々がすで

に開発している未分化肝細胞の分化誘導系

にて、これらの肝細胞分化における機能の解

析を行った。その結果、Ig ファミリーの Tim2

と Laminin に結合することが知られている

Lutheran が肝細胞分化を、それぞれ負および

正に制御していることなどを見いだした。 

 成体肝臓の様々な代謝機能は出生時前後

に獲得されるが、この過程には C/EBPが必須

であり、その欠損マウスは低血糖および高ア

ンモニア血漿にて生後直ぐに死亡する。一方、



C/EBPの発現は胎児期から成体にわたりほ

ぼ一定であり、肝細胞分化は C/EBPのみでは

説明することはできない。とりわけ糖新生酵

素の発現は C/EBPa に依存するのみならず、

インスリンの影響を受ける。インスリンの制

御を受ける転写因子 Foxo1 が C/EBPと協調

的に作用して糖新生酵素の発現制御を行う

ことを見いだし、出生前後でのインスリンの

変化と糖新生酵素発現誘導を分子レベルで

説明することができた。また、アンモニアの

除 去 を 行 う 尿 素 サ イ ク ル の

carbamoylphosphate synthetase (CPS)の発

現も C/EBPの制御を受けるが、この発現を

YB-1 が C/EBP依存的な CPS の発現を制御し

ている機構も明らかにした 

 

類洞の形成 

 肝臓に特有の血管系である類洞は類洞内皮

細胞（HSEC）および星細胞で構成されている。

我々は類道内皮細胞の細胞膜タンパク質とし

て Lyve1 および Stab2 を同定し、抗体による

HSEC の分離を可能とした。HSEC は発生過程お

よび病態に伴い細胞膜抗原の発現を変化させ

ることを示した。P75NTR は星細胞に発現する

とともに門脈域の線維芽細胞にも発現してお

り、さらにこの門脈域線維芽細胞は Jagged1

を発現することから肝芽細胞の胆管上皮細胞

への分化を誘導する細胞である可能性が示唆

された。また、p75NTR 陽性細胞と Flk1+内皮

細胞とは胎生１０日の肝臓ですでに密接して

おり、すでにこの時期に類洞形成が始まって

いることが示唆された。 

 

まとめ 

 以上、我々の開発した細胞膜タンパク質の

発現を元にした肝臓細胞の分画と分離した細

胞の培養系は、肝臓の分化機構の解明に極め

て有効であり、正常な発生過程の解析のみな

らず、病態における細胞の変化をも解析する

ことが可能である。肝臓の分化制御の異常と

がん化との関連、例えば成体肝臓の幹細胞や

オーバル細胞が肝臓がんの前駆細胞となる可

能性の検証等への応用が期待される。また、

Dlk のような肝幹細胞抗原ががん治療の標的

分子となる可能性もあり、肝臓がんの診断や

治療への応用も期待される。 
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