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研究成果の概要： 

Sall4は ES細胞で未分化性維持や分化決定に重要な役割を果たしている転写因子である。
Sall4 はマウス肝臓由来 Dlk+CD45-Ter119-分画の hepatoblast に発現し、成体の肝細胞では
発現を認めず、肝発生進行に伴い発現は減少した。Hepatoblast に Sall4 を強制発現し肝細
胞分化を誘導するオンコスタチンMや細胞外マトリクス存在下で培養したところ、肝細胞
分化が抑制された。逆に胆管分化を誘導するコラーゲンゲル包埋培養では、CK19+の
branching構造の数と大きさが増加した。一方 Sall4をノックダウンすると branching構造形
成が抑制された。胆管障害マウスへ Sall4 強制発現 hepatoblast を移植すると胆管へ高率に
分化することから Sall4 は hepatoblast の肝細胞分化を抑制する一方で胆管細胞分化を促進
し、hepatoblastの 2方向分化決定に重要な役割を担う可能性が示唆された。 
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我々は、より効率的なマウス胎仔肝幹細胞の分離を目指したスクリーニングを行い、E13-14 の肝
幹・前駆細胞に CD13 や CD133 が強く発現することを見出した。これらの抗原抗体を用いた clone 
sortingによる培養を行なうと、single cell由来の大型でアルブミン（肝細胞マーカー）・cytokeratin 19
（CK19, 胆管細胞マーカー）両陽性のコロニーが形成できた。つまり、CD13 や CD133 陽性細胞が
高い増殖能と二方向の分化能を持つ細胞であることが in vitroで示された。また、CD13陽性細胞を、
薬剤および肝切除により肝再生を誘導したマウスに移植することで、生体内で生着・増殖することを

示した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
肝臓は生体内最大の臓器であり、血清蛋

白質の合成や糖・脂質代謝、アルコール等の

解毒といった体内のホメオスタシス維持に重

要な役割を果たしている。特に外来薬物の中

心的な代謝器官であり、その詳細な解析は新

規薬品の開発等にも必要とされる。一方、胎

児期の肝臓は、成熟した代謝機能等を保持し

ないが、強い増殖能力を持つことが知られて

いる。その中心となるのが、Dlk陽性の肝幹・
前駆細胞であり Hepatocyte growth factor 
（HGF）, Epidermal growth factor（EGF）存在
下で増殖する。しかし、増殖シグナルの下流

で細胞周期等を司るメカニズムは未だ不明な

点が多い。また、肝臓は固形臓器としては特

徴的な高い再生能力を持ち、全体の 70％を
失っても残りの肝細胞が1, 2回分裂することで、
元の大きさ・機能を回復する。つまり、成熟し

最終分化した細胞が同時に増殖能力を保持

していることが肝細胞の特徴であるが、一旦

生体外に移すと試験管内では増殖能力を再

現することが難しいのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 
申請者らは、現在までにマウスを用いた胎

児肝臓由来の初代培養系を構築し、幼弱肝

細胞の分化・成熟を誘導する因子として IL-6
サイトカインファミリーのオンコスタチンM
（OSM）や細胞外マトリクスを見出している
（Kamiya et al., EMBO J. 1999, Hepatology 
2002, 2004）。また、PXRの発現を、肝機能を
司る重要な転写因子である hepatocyte nuclear 
factor 4α（HNF4α）が直接制御していることを
明らかとした(Kamiya et al.,  Hepatology 
2003)。さらに、当研究室では胎児肝臓を分散
し、FACSソーティングを行うことで肝幹細胞画
分を同定し、細胞 1個 1個の増殖をコロニー
培養法によって示している。これらの実験結

果を発展させ、肝幹細胞を効率的に分離・増

殖させた後に肝分化誘導因子を添加すること

で、大量の成熟肝細胞を効率的に得る系の

構築を目指し、まずマウスをモデルとして研究

を行う。 
 
３．研究の方法 
 当研究室は、造血幹細胞の分画・抽出にお

いて長期間研究を続けており、FACSソーター
を用いた分画によって、

CD34-kit+Sca1+Lingage-画分の約 30％（3個
に 1個の割合）が長期骨髄再建能を持つこと
を以前より報告している。さらに、現在市販さ

れている表面抗原抗体も多種多様のものを保

持、使用している。そこで今まで造血幹細胞

研究で蓄積された情報をもとに、より効率的な

肝幹細胞の分画・濃縮を可能と考えている。

また、本研究では免疫不全マウスに肝細胞を

移植するキメラマウス作成系の構築を目指し

ている。従来、このような場合には、免疫不全

マウスと遺伝的に肝障害を誘導したマウスを

掛け合わせた特殊なマウスを使用している。し

かし、肝障害を常に生じているためにマウスの

成育等に問題があり取り扱いが難しいことや、

使用できる免疫不全マウスに制限がある（掛

け合わせ等に長時間必要である、二つの変

異を併せ持つことでマウスが死亡してしまうケ

ースが存在する）。マウスを外科的に処置した

上で放射線照射することで、遺伝的背景に頼

ることなく自由に移植できる系の構築を本研

究では目指す。 
 
４．研究成果 
 
E13-14の肝幹・前駆細胞に CD13や CD133
が強く発現することを見出した。これらの抗原抗

体を用いた clone sortingによる培養を行なうと、
single cell由来の大型でアルブミン（肝細胞マ
ーカー）・cytokeratin 19（CK19, 胆管細胞マー
カー）両陽性のコロニーが形成できた。つまり、

CD13や CD133陽性細胞が高い増殖能と二方
向の分化能を持つ細胞であることが in vitroで
示された。また、CD13陽性細胞を、薬剤およ
び肝切除により肝再生を誘導したマウスに移植

することで、生体内で生着・増殖することを示し

た。 
Sall4はマウス肝臓由来 Dlk+CD45-Ter119- 

hepatoblastに発現する一方、肝発生進行に
伴って減少し、成体肝細胞では発現が見ら

れなかった。Hepatoblastに Sall4を強制発
現すると、オンコスタチンMや細胞外マト
リクス誘導性の肝細胞成熟が抑制された。

また、胆管分化を誘導するコラーゲンゲル

包埋培養では、Sall4の強制発現で CK19陽
性の branching構造の数と大きさが増加し



 

 

た。RNAiによる Sall4の抑制では branching
構造形成が減少した。さらに、胆管障害マ

ウスへ Sall4強制発現 hepatoblastを移植す
ると胆管へ高率に分化することから、Sall4
は肝細胞分化を抑制する一方で、胆管細胞

分化を促進し、hepatoblastの 2方向分化決
定に重要な役割を担うことが示唆された。 
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