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研究成果の概要（和文）： 

研究代表者らは、初代肝幹細胞を分離・培養して、目的分子の発現を修飾することで肝幹･前駆細胞

の増殖制御に関わる分子機構の解明を試み、２つの転写因子 Prox-1 と Sall4 がそれぞれ、増殖と胆

管細胞分化を制御することを発見した。また肝幹/前駆細胞を肝障害マウスに移植して肝不全を治療

しうる動物モデルの構築も試み、高度の肝ドナーキメリズムと長期の治療効果が得られる細胞移植系

を確立することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The first objective of this research project is clarification of molecular mechanisms in 

proliferation of primary mouse hepatic stem/progenitor cells (HSPCs). Primary mouse HSPCs 

were sorted using surface markers, and were infected with a viral vector expressing a target 

gene, then were cultured. Our data demonstrated that transcription factor Prox-1 enhances the 

proliferation of HSPCs, and Sall4 regulates the cell-fate determination of HSPCs. Second 

objective is development of mouse models for stem cell transplantation. The HSPCs were 

transplanted into liver-injured recipient mice.  Our data showed that the recipient livers were 

reconstituted by donor HSPCs, and that donor cells were engrafted in long-term.  
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研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・消化器内科学（肝臓病学） 
キーワード：   

 (1) 再生医学  (2)  肝細胞    (3) 幹細胞   (4) 発生・分化   (5)  細胞移植       
 
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 50,000人が死亡し、その死因は終
末像としての肝不全が大半を占めている。現
在のところ、致死的な肝不全に対する根治的
治療法は肝移植のみであるが、脳死ドナーの
絶対的不足・生体ドナーに対する精神的・社
会的負担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。代替治療の一
つとして、肝細胞を移植する「肝細胞移植療
法」が従来から研究されてきたが、その効果
は未だ明らかではない。 
• 近年肝幹細胞の同定によって、より増殖能
の高い細胞を移植治療に利用する試みが注
目を集めている。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協力者らによって
開発・確立された(Suzuki A, et al. J Cell Biol, 
2002)。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
カニズムには不明の点も多いため、これを移
植医療に効率的に利用する方法は現在のと
ころ確立されていない。 
• これに対して、研究代表者は研究協力者ら
の支援のもとに、科学研究費補助金（平成
18-19年若手研究B:研究経費3500千円）「肝細
胞分化の分子機構の解析と致死的肝不全モ
デル動物への細胞移植療法の開発」に取り組
んできた。これまでの研究において、ウイル
スベクターを用いた遺伝子導入系によって、
目的分子がマウス肝幹細胞の増殖・終末分化
にどのような機能を有するのかについてin 
vitroで解析しうる実験系を、研究協力者らの
支援のもとに独自に構築した。そして、肝幹
/前駆細胞（以後増殖能と２方向性分化能を
有する細胞を肝幹/前駆細胞と総称する）で
はWntシグナルに支配される転写因子
TCF/LEFが増殖・分化を制御していることを
示した（in submission、第13回肝細胞研究会
/会長賞受賞、2007年日本肝臓学会ワークシ
ョップ発表）。さらに最近、このassay系に改
良を加え、肝細胞系譜のみならず、胆管細胞
系譜への分化能を検定しうるassay系を構築
する事にも成功した。 
• 一方で、研究代表者はこれまでに、独自に
開発した分化誘導培養系によって、ヒト臍帯
血由来細胞が肝前駆細胞に分化しうる事、臍

帯血中には移植後に機能的肝細胞に分化す
る 細 胞 が 存 在 す る こ と を 報 告 す る
(Kakinuma et al, Stem Cells, 2003、Kakinuma 
et al, Transplant Proc, 2007)など、細胞移植に
関した研究を一貫して行ってきた。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は今回申請する研究において、
(1)：初代肝幹細胞を分離・培養し、これに対
して特定の目的分子の発現を修飾すること
で肝幹/前駆細胞の増殖制御に関わる分子機
構について解明を試みる。さらに、その結果
得られた知見をもとに、(2)：肝幹/前駆細胞
の増殖活性を亢進・制御した細胞、もしくは
これを利用して作成する細胞担体を肝障害
マウスに移植し、致死的肝不全を治療しうる
動物モデルの構築を目指す。これらの結果を
もとに、将来的に肝幹細胞を致死的肝不全の
治療に応用する、移植療法の技術基盤を確立
することを目的に本研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1). マウス肝前駆細胞・肝幹細胞の分離、培
養 
・ 研究代表者はマウス胎仔肝臓から高速セ
ルソーターを用いて、Dlk+CD45-Ter119-の初
代 肝 幹 / 前 駆 細 胞 (bipotential 
stem/progenitor cells)が高濃度に純化され
た画分を分取し、増殖もしくは肝細胞への
分化を誘導する培養実験系を確立すること
を試みた。 
・ 同様に、純化した初代肝幹/前駆細胞に対
してコラーゲンゲルと TNFa を併用した培
養系によって胆管の樹枝状構造を in vitroで
形成させる、胆管系譜分化の assayも確立す
ることを試みた。以下の検討ではこれらを
用いて、純化した肝幹/前駆細胞における、
特定の目的分子による増殖調節機構及び終
末分化に影響する効果について解析を進め
ていった。 
・ 同時に、さらに増殖性の高い細胞集団を得
るために、肝幹･前駆細胞の細胞表面抗原の
探索を網羅的に行った。 

 
(2).ウイルスベクターによる遺伝子導入

/siRNA 系を用いた目的遺伝子の肝幹細胞
増殖に対する機能のスクリーニング 
・ 前記に示した肝幹/前駆細胞に対して、ウ



イルスベクターによって分化・増殖に関与
することを我々が予想している遺伝子の強
制発現を行った。ベクターには、既に使用
実績のあるレトロウイルス・レンチウイル
スを主として使用した。強制発現させた細
胞に対する single cell colony forming assay
による増殖能の評価、及び肝細胞系譜・胆
管細胞系譜への分化誘導による分化能の評
価によって各遺伝子の幹細胞機能に与える
影響を探索した。効果が得られた分子に関
しては、siRNA knock down系によってデ
ータの整合性を検証した。 
・ 本研究においては、knock out mouse での
評価が困難な分子（胎生肝形成以前に致死
となる、或いは functional redundancyによ
って形質の発現が認められないと予想され
る分子など）を特に選択してスクリーニン
グを進めた。 

 
 (3).肝幹細胞を用いた細胞移植系の開発と移
植後の細胞動態の解析 
・ まず成体由来肝細胞を用いて、高度の肝キ
メリズムが得られる移植系として、FAH欠損
マウス・レトロルシン・肝切除・残肝放射線
照射などを組み合わせて前処置を与える手
法を確立することを試みた。確立した移植系
を用いて、増殖誘導効果を有する標的分子を
強制発現及び knock down した肝幹/前駆細
胞を移植し、そのドナーキメリズム・増殖
性・終末分化に関して検証した。また、有効
なレシピエント前処置に関してもさらなる
検討をすすめた。 
 
(4). 肝幹細胞とマトリックス担体を用いた肝
小葉類似組織構築系の開発  
・ 肝幹･前駆細胞の homing 能力を補うもう
一つの手段として、予め細胞集団をマトリッ
クスの中で立体構造を形成させ、それを肝臓
内もしくは腹膜に直接埋め込む手法を考え
た。具体的には、マトリゲル、コラーゲンゲ
ル、その他の細胞外マトリックスを利用して、
これを in vitro で１つの細胞担体として作成
し、肝臓内もしくは腹膜に直接埋め込むこと
で、移植後の生着率を高くすることを試みた。 
 
(5). 致死的肝不全モデルマウスに対する移植 
・ 以上の検討を踏まえて、最も有効であると
考えられた手法を用いて、肝障害マウスに対
する移植の治療効果に関して検討をすすめ
た。具体的には、適切な前処理を行った後に、
肝幹･前駆細胞を移植して、その効果を半年
間にわたって観察した。 
 
４．研究成果 

(1). マウス肝幹・前駆細胞の分離、培養 
・ 既報において、胎生中期マウス肝臓に於
いて Dlk+CD45-Ter119-の分画に肝幹・前駆

細胞が濃縮されていることが示されているが、
それ以上に濃縮が可能か否かは不明であっ
た。そこで、研究代表者は、細胞表面抗原と
して既知のもののなかに、分取しうるマーカー
があるか否かを探るため、計 100 種類以上の
モノクローナル抗体を用いて、肝幹/前駆細
胞画分に染まる抗体をスクリーニングした。そ
の結果、抗 CD13抗体は肝幹/前駆細胞を比
較的特異的にマーキングしうることを示した。
同様のスクリーニング系において、抗 CD13
抗体は抗 Dlk抗体や抗 CD133抗体と比較し
て、胎生中期肝幹/前駆細胞を特異的に染
色しうることが示された。以上の結果をまとめ
て学術誌に発表した (Kakinuma et al, J 
Hepatol 2009, 文献１)。 
・ 従来までは、肝幹/前駆細胞を培養系によ
って肝細胞系譜に分化する誘導培養系を確
立していたが（Kamiya et al. 1999）、本研究
の過程で、コラーゲンゲルへの包埋培養によ
って、胆管細胞系譜にも誘導しうることが明ら
かになり、これを利用した解析ができるように
なった（Oikawa et al, Gastroenterology 
2009文献５）。 

 
(2). ウイルスベクターによる遺伝子導入系を
用いた各種遺伝子のスクリーニング 
・転写因子 Prox-1 は肝発生に重要な役割を
果たし、Prox-1 欠損マウスでは、肝芽細胞の
遊走能が低下するため肝芽の形成不全に陥
り、その結果胎生致死となることが報告されて
いる。この知見をもとに、Prox-1を強制発現す
るレトロウイルスベクターを構築し、肝幹･前駆
細胞に強制発現した。 
・その結果、Prox-1 を過剰発現する肝幹･前
駆細胞は、長期間継代培養することが可能に
なり、対照群に比較して増殖能は亢進してい
た。同時に、遊走能は高まっていた。 
・一方で、この細胞は誘導培養により、肝細胞
に分化させることも可能であることから、この変
化は、癌化を惹起したものではなく、増殖能・
遊走能を維持したまま、終末分化まで可能な
肝幹･前駆細胞をライン化することができたと
考えた。 
・さらに、Prox-1 の機能を抑制することで知ら
れている、Lrh-1 を同時に強制発現させると、
この肝幹･前駆細胞は増殖能が著しく低下し
た。 
・ Prox-1 は、細胞周期を負に制御する
p16INK4a のプロモーター領域に結合して、そ
の転写活性を負に制御した。逆に、Lrh-1は、
p16INK4a のプロモーター領域に結合して、そ
の転写活性を正に制御した。これらの結果よ
り、Prox-1 と Lrh-1 は協同的に作用して、
p16INK4a の転写活性を制御して、細胞周期を
コントロールしていることが示された。以上の
結果をまとめて、学術誌に発表した（Kamiya 
et al. Hepatology 2008, 文献９）。 



・ 同様に、転写因子Sall4について研究を行
った。転写因子 Sall4 は ES 細胞や白血病幹
細胞など数種類の幹細胞に発現する事が知
られている。ES 細胞においては、Sall4 の発
現を欠失させると、その未分化性が失われる
ことが既に報告されている。 
・ 我々は肝幹･前駆細胞における Sall4 の機
能を解析した。Sall4 は胎生中期までの肝幹･
前駆細胞に発現しているが、胎生中期以降
の肝細胞には発現がみられなかった。肝幹･
前駆細胞に Sall4の強制発現を行いつつ、胆
管への分化誘導培養を行うと、誘導される胆
管構造の数が有意に上昇した。一方で、肝細
胞への分化誘導を行っても、その効率と肝細
胞としての機能分子の発現が対照群に比較
して有意に低かった。 
・ さらに、Sall4 の翻訳を抑制しうる shRNA
を lentiviral vector を用いて強制発現し、そ
の機能を Knock down せしめると、誘導され
る胆管構造の数が有意に減少した。同様に
肝細胞への分化誘導を行うと、肝細胞として
の機能分子の発現が高くなった。 
・ これらの結果をもとに、胆管障害を与えた
マウスに Sall4を強制発現した肝幹･前駆細胞
を移植したところ、ドナー由来の胆管が対照
群に比較して有意に多かった。これらの結果
より、Sall4 は肝幹･前駆細胞の胆管細胞系譜
への分化を正に誘導することが明らかになっ
た。以上の結果をまとめて、学術誌に発表し
た（Oikawa et al. Gastroenterology 2009, 
文献５）。 

 
(3).肝幹細胞を用いた細胞移植系の開発と移植
後の細胞動態の解析 
・ まず成体由来肝細胞を用いて、高度の肝キ
メリズムが得られる移植系として、FAH 欠損マウ
ス・レトロルシン・肝切除・残肝放射線照射などを
組み合わせて前処置を与える手法を確立するこ
とを試みた。 
・ FAH 欠損マウスあるいは放射線照射を用い
た移植系の場合、移植後の死亡率が比較的高
いなど、実験系の不安定性が見られた。一方で、
レトロルシンと部分肝切除を組み合わせてニー
ドマウスに移植する実験系では、生存率が高く、
結果が比較的安定していた。 
・ この移植系に GFP トランスジェニックマウスよ
り分離した胎生肝臓より分離した初代肝幹･前駆
細胞を移植したところ、移植後３週間目で、ドナ
ー細胞によるコロニー形成が肝臓内に認められ、
そのコロニーはアルブミンを発現する肝細胞とし
て生着していたことを見いだした (Kakinuma et 
al, J Hepatol 2009, 文献１)。 
・ 本移植系を応用して、高脂血症を呈する
ApoE 欠損マウスに対して野生型肝幹・前駆細
胞を移植したところ、高脂血症が治癒し、移植し
た細胞がレシピエント肝で１年以上にわたって
肝細胞として機能することを示した（第９５回日本

消化器病学会総会にて発表）。 
・ 確立した移植系を用いて、成体肝臓由来の
肝幹･前駆細胞を移植したところ、胎生細胞と同
様に、、ドナー細胞によるコロニー形成が肝臓内
に認められ、そのコロニーはアルブミンを発現す
る肝細胞として、長期間にわたって生着していた
こ と を 見 い だ し た  (Kamiya et al, 
Gastroenterology 2009, 文献 4)。 
・ 増殖誘導効果を有する標的分子を強制発現
及び knock down した肝幹/前駆細胞を移植し、
そのドナーキメリズム・増殖性・終末分化に関し
て検証した。その結果、一部の分子に関して、
強制発現によって移植効率を正に調節すること
を見いだしているため、現在も検討を継続してい
る。また、有効なレシピエント前処置に関してもさ
らなる検討をすすめており、次の研究計画で継
続して開発する予定である。 
 
(4). 肝幹細胞とマトリックス担体を用いた肝小葉
類似組織構築系の開発  
・ 肝幹･前駆細胞の homing 能力を補うもう一
つの手段として、予め細胞集団をマトリックスの
中で立体構造を形成させ、それを肝臓内もしく
は腹膜に直接埋め込む手法について検討し
た。 
・ 肝幹･前駆細胞をマトリジェル（EHS gel）と共
に培養することによって、試験管内で肝細胞へ
の誘導が促進され、類洞様の構築をとることを示
した (Kamiya et al, Gastroenterology 2009, 
文献 4)。 
・ 次いで、肝幹･前駆細胞をコラーゲンゲル及
びＴＮＦαと共に培養することによって、試験管
内で胆管細胞への誘導が促進され、樹枝様の
構 築 を と る こ と を 示 し た (Oikawa et al, 
Gastroenterology 2009, 文献５)。 
・ このような、マトリックス担体にて腎臓皮膜下
への移植を試みたが、結果は生着がみられなか
った。 
 
(5). 致死的肝不全モデルマウスに対する移植 
・ 最後に、これまでの検討を踏まえ、血指摘肝
不全モデルマウスに対する移植効果を検討し
た。 
・ 本移植系を応用して、高脂血症を呈する
ApoE 欠損マウスに対して野生型肝幹・前駆細
胞を移植したところ、高脂血症が治癒し、移植し
た細胞がレシピエント肝で１年以上にわたって
肝細胞として機能することを示した（第９５回日本
消化器病学会総会にて発表）。 
・ 本移植系においては、移植をせずに前処理
のみを行って経過をみた ApoE 欠損マウスでは、
移植後１２週目程度で、安楽死せしめる必要性
があるほど衰弱することが判明した。すなわち、
肝幹･前駆細胞の細胞移植によって、致死的な
病態のマウスが救命されている可能性が示され
た。今後、本結果に関してさらなる研究を継続す
る予定である。 



 
(6). まとめ 
 以上のように、本研究計画では、予定していた
実験的検討は全て行うことができ、その結果とし
て英文原著論文を２年間で９報発表することが
できた。本研究計画での実績をもとに、次の研
究計画でもさらに細胞移植メカニズムの解析に
取り組む予定である。 
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