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研究成果の概要（和文）：肝臓の発生過程における肝芽細胞分化と肝芽組織形成の分子機構の一

端を明らかにする目的で、ラット胚胎および胎児の肝組織を免疫組織化学法と微細形態学的方

法で解析した。前腸内胚葉上皮から分化した肝芽細胞は、接着結合構成蛋白 N カドヘリンを発

現するようになり、この発現は胚胎・胎児期を通じて持続していた。また、肝芽組織を構成す

るために横中隔に遊走中の肝芽細胞同士は、接着結合を保持していることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：To reveal the process of hepatoblast differentiation and 
hepatoblastic tissue construction, I analyzed the embryonic and fetal liver using 
immunohistochemical and ultrastructural methods. Hepatoblasts become to be expressed 
N-cadherin, a molecule in adherence junction, when they are differentiated from 
endodermal epithelia of foregut. And N-cadherin is detected in hepatoblasts and fetal 
hepatocytes throughout embryonic and fetal period. I also revealed that hepatoblasts keep 
adherence junction between them during moving in transverse septum. 
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１．研究開始当初の背景 
肝臓はラット胚では 10.5 日齢頃より発生
し始める。肝臓の原基である肝芽は、前腸
の腹側内胚葉上皮が肥厚して形成される
肝憩室を起源とする。肝芽を構成する実質
細胞は肝芽細胞とよばれ、肝細胞と胆管上

皮細胞に共通する前駆細胞であり、心臓と
前腸の間にある横中隔に進入して肝芽組
織を形成していく。横中隔内に遊走した肝
芽細胞はやがて索状に配列するようにな
り、12.0 日齢頃には造血が始まって臓器と
して機能するようになる（Zaret, In: the 
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Liver Biology and Pathobiology (Arias, 
et al. eds) 4th ed., 2001, 17-25 他）。 
肝芽細胞が横中隔に侵入する際には E-カ
ドヘリンの発現を減弱させることが報告
されている（Sosa-Pineda, et al., Nature 
Genetics 25(3), 2000, 254-255）。上皮細
胞間の接着装置を構成する分子のひとつ
である E-カドヘリンの発現が減弱するこ
とは、細胞間の強固な結合を解除して脱上
皮化が起こっていることを示唆する。この
ような脱上皮化の一形態として、最近、上
皮間葉移行現象が注目されている。この現
象は種々の発生段階に見られ、成体では創
傷治癒過程や異常な線維化、癌の浸潤機構
にも深く関与すると考えられている。我々
は、平成 15・16・17 年度の科学研究費補
助金（若手研究(B)）による研究（課題番
号 15790110）において N-カドヘリンが横中
隔に遊走する肝芽細胞に陽性であること
を明らかにした。この分子は発生期の間充
織細胞に発現が報告されていることより、
N カドヘリン陽性の肝芽細胞は間葉細胞と
しての形質を合わせ持っている可能性が
示唆された。 
また、我々は上記の課題番号 15790110 の研
究により、肝芽組織中にフィブロネクチンの
発現を認め、間葉細胞と一部の肝芽細胞内に
も染色が認められることを明らかにした。フ
ィブロネクチンは早くより報告されている
主要な細胞外基質のひとつであり、口腔上皮
から発生する唾液腺の形成過程に不可欠で
あることが報告されている（Sakai, et al., 
Nature 423 (6942): 876-881, 2003）。さら
に我々は、フィブロネクチンのリガンドであ
るインテグリンα5β1 が肝芽細胞と間葉細
胞に発現することも明らかにした。 
 
２．研究の目的 
本研究は、肝臓の発生過程における肝芽細
胞分化と肝芽組織形成の分子機構の一端
を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
ラット 10.5、11.0、11.5、12.0、12.5、13.5、
14.5、15.5 日胚および 16.5、18.5、20.5 日
齢胎児を用いて、肝芽組織における諸分子の
発現を免疫組織化学法により検討した。一部
の分子に関しては成体肝でも検討した。肝芽
細胞はαフェト蛋白質およびサイトケラチ
ン 18 を用いて同定し、間葉細胞はビメンチ
ンを用いて同定した。 
また、4%パラフォルムアルデヒド(PFA)固定
凍結標本やパラフィン包埋標本を用いた
pre-embedding 免疫電顕法、whole mount 
immunohistochemistry (WM-IHC)を応用した
pre-embedding 免疫電顕法、LR white 包埋剤
を用いた post-embedding 免疫電顕法も検討

した。 
また、通常のレジン包埋による透過型電顕
（TEM）による観察も行った。 
 
４．研究成果 
まず、課題番号 15790110 の研究により明ら
かとした、肝初期発生過程における N カドヘ
リンの発現を、胚胎・胎児・成体において検
討し、胚胎・胎児期を通じて肝芽細胞-胎児
肝細胞にNカドヘリンが発現することを明ら
かにした。 

この段階では、肝細胞に N カドヘリンが発現
することは過去に報告がなかったため、成体
における発現も検討した。その結果、ラット
肝では Eカドヘリンと Nカドヘリンの両者を
発現するが、発現細胞の分布は異なっている
ことが明らかとなった（E カドヘリンはグリ
ソン鞘周辺を中心として Zone I-II にかけて
の肝細胞に強く発現し、N カドヘリンは中心
静脈周囲の中心とした ZoneIII-II にかけて
に発現していた）。正常成体における発現を
検討するのに併行して、線維化肝と再生肝
（70%肝切除術後の残余肝）における発現を
検討して論文執筆を準備していたが、他の研
究グループより同様の報告がなされた（Doi Y, 
et al. Hepatol Res 37 (3), 2007, 230-237）
ため、残念ながら論文を投稿できなかった。 
肝初期発生過程においては、上皮細胞が横中
隔間充織内を遊走するため、基底膜成分を分
解して上皮構造を崩す必要がある。この過程
を明らかにする目的で基底膜成分を分解す
る活性を持った matrix metalloproteinase 
(MMP)である MMP2、MMP9、MMP14 の発現を
10.5-12.0 日胚（肝憩室を形成してから横中
隔内に肝芽組織を形成するまでの期間）で検
討したが、有意な染色は認められなかった。 
10.5-12.0 日胚において、肝憩室および横中
隔を TEM によって観察することにより、横中
隔内を遊走中の肝芽細胞間に明らかな接着
結合が認められた。この所見は、肝憩室を形



成する肝芽細胞はEカドヘリン発現低下によ
って接着結合を解消した後に横中隔間充織
へ遊走を開始する、という従来からの考え方
に反する新しい所見である。 
横中隔間充織内に遊走中の肝芽細胞間にお
ける細胞接着装置をさらに解析するため、細
胞接着装置関連蛋白である ZO-1、オクルーデ
ィン、クラウディン（1, 4, 7）、IQGAP1、
IQGAP2、デスモプラキン 1・2、コネクシン
32 の発現を検討した。ZO-1・オクルーディ
ン・クラウディンはタイト結合関連蛋白で、
TEM にて極一部の肝芽細胞間にタイト結合が
観察されたために検討した。IQGAP1・2 は接
着結合関連蛋白、デスモプラキンはデスモゾ
ーム関連蛋白である。ギャップ結合関連蛋白
のコネクシン 32 に関しては、肝芽組織の形
成が進むにつれて発現することが報告され
ているが、この報告を確認するために染色を
行った。抗体や固定法を様々に検討し、免疫
組織化学法を行ったが、ZO-1 以外の諸分子の
有意な染色は確認できなかった。 
次いで、Nカドヘリンと ZO-1 の細胞内局在を
明らかにするため、免疫電顕法を試みた。
pre-embedding 法として通常良く用いられる、
4%PFA 固定凍結標本よりの免疫電顕では、組
織破壊が著しく微細形態の観察に堪えなか
った。パラフィン包埋標本を用いたものも同
様であった。マイクロスライサーによる無包
埋薄切標本は胚胎の組織が脆弱であるため
行うことが出来ず、また、LR white 包埋剤を
用いた post-embedding 法でも胚胎組織の脆
弱性のため、超薄切標本の作製が困難であっ
た 。 そ こ で 、 WM-IHC 法 を 応 用 し て
pre-embedding 免疫電顕法を試みたが、光学
顕微鏡観察で染色が確認されるものの、TEM
による観察では有意な染色が認められなか
った。これは、DAB-過酸化水素-ペルオキシ
ダーゼ法によって形成される沈殿物の局所
における沈殿量が少ないためであると考え
られた。以上の結果より、N カドヘリン・ZO-1
の細胞内局在を明らかとすることを断念し、
現在、投稿に向けて準備中である。 
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