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研究成果の概要（和文）： 
	
 肝前駆細胞である小型肝細胞を増産する手法の開発と in vitroにおける肝組織化とその
移植方法の確立を目的に研究を行った。小型肝細胞は成熟肝細胞とは異なり

Follistatin/Activin 系により増殖が制御されていることがわかった。幹細胞である Oval
細胞は小型肝細胞を介して肝細胞に分化するが、十分に成熟化することはできず、移植し

ても長期間生着し続けることはできず細胞老化に陥る。その結果は、肝幹･前駆細胞は一時

的に肝機能を補助する細胞としての働きをしていることを示唆する。また、小型肝細胞、

星細胞、血管内皮細胞を用いた類洞再構築モデルを確立し、星細胞が血管構築と肝細胞分

化を制御していることを明らかにした。 
研究成果の概要（英文）： 
  We	
 aimed	
 to	
 develop	
 the	
 methods	
 of	
 producing	
 a	
 large	
 number	
 of	
 small	
 hepatocytes	
 
(SHs),	
 hepatic	
 progenitor	
 cells,	
 and	
 to	
 establish	
 the	
 methods	
 of	
 hepatic	
 organoid	
 
formation	
 in	
 vitro.	
 In	
 addition,	
 we	
 examined	
 how	
 cells	
 and	
 tissues	
 could	
 be	
 
transplanted	
 into	
 liver.	
 Unlike	
 mature	
 hepatocytes	
 the	
 growth	
 of	
 rat	
 SHs	
 was	
 regulated	
 
by	
 Follistatin/Activin	
 system.	
 Although	
 oval	
 cells,	
 hepatic	
 stem	
 cells,	
 
differentiated	
 into	
 hepatocytes	
 via	
 SHs,	
 they	
 could	
 not	
 completely	
 mature.	
 The	
 
transplanted	
 hepatic	
 stem/progenitor	
 cells	
 could	
 not	
 survive	
 for	
 a	
 long	
 term	
 in	
 the	
 
recipient	
 liver	
 and	
 disappeared	
 by	
 cellular	
 senescence.	
 Thus,	
 the	
 role	
 of	
 hepatic	
 
stem/progenitor	
 cells	
 in	
 severe	
 liver	
 failure	
 may	
 be	
 to	
 compensate	
 for	
 the	
 lost	
 
hepatic	
 functions	
 transiently.	
 To	
 use	
 the	
 model	
 of	
 hepatic	
 sinusoids	
 constituting	
 
rat	
 SHs,	
 stellate	
 cells,	
 and	
 endothelial	
 cells,	
 we	
 clarified	
 that	
 quiescent	
 stellate	
 
cells	
 might	
 regulate	
 the	
 capillary	
 formation	
 of	
 endothelial	
 cells	
 and	
 maturation	
 of	
 
SHs. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 ヒト肝細胞は肝細胞移植などの臨床応用や創
薬研究に必要とされているが、その入手は極め
て困難である。申請者らは、肝前駆細胞である
小型肝細胞（Small hepatocytes； SHs）を正常ラ
ット肝臓から分離培養することに成功し、In vitro
で胆汁分泌や薬物代謝能などの肝細胞機能を
発現する類肝組織の形成にも成功している。最
近、申請者らはヒト正常肝組織からSHsを分離培
養することに成功した。しかしながら、現法を用い
た場合、（１）正常肝組織が得られにくく、かつ得
られる細胞の絶対数が少ない、（２）ヒト SHs は増
殖が３~４週間で止まる、（３） 胆管や血管を組
み込んだ肝組織が形成できない、などの問題点
があり、ヒト SHs を大量に確保し、再生医療や創
薬研究に使用するのが難しいとわかってきた。 
 
２．研究の目的 
	
 申請者は、上記の問題点を克服し、ヒト SHs を

増産する方法の確立を本研究の主たる目的とし、

次いでヒト SHs を用いた体内外肝組織形成方法

の確立を目指す。そのために、 

（１）SHs の増殖制御機構の解明及び小型肝細

胞の増産 

（２）成熟肝細胞の小型肝細胞化 

（３）胆管や血管を組み込んだより生体肝臓に近

い組織の形成 

を研究目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）「SHs の増殖及び増産」に関する研究 
①培養ラット SHsの Follistatin/ Activinの発現調
節を遺伝子･タンパク質レベルで検討 
②成熟ラット肝細胞を培養し、CD44 遺伝子をレ
ンチウイルスにより導入し、小型肝細胞化を試み
る 
③CD44mRNAに対する shRNAを作成し、レンチ
ウイルスに組み込んで、ラット SHs に感染させ、
CD44 発現抑制をする 

（２）「肝組織移植」に関する研究 

①ラット肝幹･前駆細胞及び成熟肝細胞を

Retrorsine投与ラット肝臓に移植し、ドナー細胞

の生着･増殖の条件を検討する。 

②肝硬変ラット肝臓に成熟肝細胞を移植し、生

着し肝機能改善可能かを検討する 

（３）「肝組織形成」に関する研究 

①肝組織形成における基底膜成分の役割の検
討 
②肝細胞、星細胞、類洞内皮細胞の相互関係を
検討するために in vitro での類洞再構築モデル
の作成 
③肝芽細胞株を用いた胆管形成 
 

４．研究成果 

（１）「小型肝細胞の増殖及び増産」に関する

研究 

①Follistatin/ Activinの発現調節によるSHsの増

殖と成熟化 

 成熟ラット肝臓から分離したSHsは増殖しコロニ

ーを形成する。成熟肝細胞は1，2度分裂するだ

けだが、SHsは10日間で6回以上分裂する。DNA 

chipを用いた解析から、SHsはFollistatin (Fst)を

特異的に発現し、肝細胞の持つActivinAの発現

は著減していることがわかったので、PCRで培養

経過におけるFst/Activin発現を検討した(図１)。 

 

 図１ SHsにおけるFollistatin/Activin発現 

  
 

 SHsは、Fst, ActivinBを分泌し、FstはActivinA

及びBと結合することにより、Activinの肝細胞に

対する増殖抑制作用を中和していた。Fstに対す

る中和抗体やshRNAを用いてFstの発現を抑制

するとSHsの増殖能が低下することから、SHsは、

増殖因子存在下で、Fstを分泌することでActivin

による増殖抑制から逃れて選択的に増殖できる

ことがわかった(文献３)。 

②CD44遺伝子を成熟肝細胞へ導入することに

より、肝細胞の小型肝細胞化が可能かどうか検

討した。レンチウイルスにCD44遺伝子を導入し

て感染させているが、遺伝子導入効率が上がら

ず、小型肝細胞化の実験は成功していない。 

③CD44に対するshRNAを組み込んだレンチウイ

ルスを用いてSHsのCD44抑制実験を行い、SHs

におけるCD44の役割を検討した。CD44を抑制

してもSHsの増殖活性は落ちず、また明瞭な分

化誘導も見られていない。引き続き検討が必要

である。 

（２）「肝組織移植」に関する研究 

①Galactosamine(GalN)投与により惹起された急

性肝炎からの再生において、未分化なThy1陽性

細胞が肝細胞へ分化する機序を解明した。GalN

投与後グリソン鞘周囲に現れるThy1陽性細胞の



一部は、oval細胞になり、1~2日の間にCD44陽

性SHsを介して肝細胞に分化することを明らかに

した（文献１４）。Thy1陽性細胞の肝細胞への分

化の方向付けは、EGF, HGF, FGFにより起こり  

(論文投稿中)、Thy1を発現している間は胆管上

皮細胞への分化能も有しているがCD44単独陽

性になると、肝細胞への一方向性分化となる(図

２)。 

 

図２ Thy1陽性細胞の肝細胞への分化過程 

 
 

 Thy1, CD44陽性細胞をRetrorsine/PHモデル

ラットに移植し(図３)、Repopulation率を調べた(

図４)。 

 

図３ 移植したThy1, CD44陽性細胞及び成熟肝

細胞により形成された移植細胞巣 

 
DPPIV陽性のThy1陽性細胞(A)，CD44陽性細

胞(B)、成熟肝細胞(C)をRetrorsine/PHモデル

のDPPIV陰性ラット肝臓に脾臓経由で移植した

。移植後、30日(A)，60日(B)、90日(C) 

 

図４ レシピエント肝におけるrepopulation率 

 
 

移植細胞は、分化が進んだ細胞ほど生存率が

高く、置換効率も高かった。Thy1及びCD44細胞

由来移植巣では、移植後2週までは活発に増殖

する細胞が多く成熟肝細胞由来のものより大きな

移植巣を作ったが、類洞形成は未熟で、肝細胞

の成熟化の指標であるC/EBPα発現率は成熟肝
細胞由来の細胞巣より明らかに低かった(文献２

)。また、Thy1及びCD44細胞由来の移植細胞巣

を構成する細胞は、移植後30日を過ぎた頃より

細胞老化に陥り急速に消失することが判った(図

５；文献２)。 

 

図５ 移植細胞巣における細胞老化マーカー

(Senescence-associated-β-Galactosidase)発現 

 
CD44陽性細胞及び成熟肝細胞(MHs)を

retrorsine/PHモデルラットに移植後、60日目

の肝臓。 

 

 障害肝から分離誘導したThy1及びCD44陽性

細胞を培養し、分化･成熟化させ、類肝組織を作

成させて、正常ラット由来のSHsによる類肝組織

と比較した。その結果、Thy1及びCD44陽性細胞

は、C/EBPα発現や毛細胆管形成が少なく、肝
細胞として完全に成熟化できないことを示唆して

いた(論文投稿中)。 

 

②コリン欠乏・低メチオニン食を12週投与したラッ

トに脾臓経由で成熟肝細胞を移植した後、2/3部

分肝切除を行うと、約半数のラットを生存させるこ

とができた(図６)。生存したラット肝臓では、レシ

ピエントの肝細胞のapoptosisが抑制され(図７)、

増殖が促進されていた(論文投稿中)。 

 

図６ 肝硬変ラット部分肝切除後の早期死の肝

細胞移植による抑制 

 

 
Choline欠乏食を12週間投与したラットに成熟

肝細胞(1x106細胞)移植し、24時間後に2/3部

分肝切除を行った。 



 

図７ 肝細胞移植によるアポトーシス抑制 

 
 Choline欠乏食を12週間投与したラット肝臓

(a)とコントロール肝臓(b)、成熟肝細胞を移植し

たラット肝臓(e, f)と移植していない肝臓(c, d)に

TUNEL染色を行った。TUNEL陽性細胞の数

(g)と抗Caspase-3とannexin V抗体を用いた

Western blotによる解析(h)。 

 

肝細胞を移植された肝臓では、既存の肝細胞の

NFkBシグナル系が活性化され、生存シグナルが

入ると推察されたが詳細は現在のところ不明であ

る。また、長期生存したラットの肝臓及び脾臓に

は移植肝細胞が大きなクラスターを作り、肝細胞

として機能していた(図８；論文投稿中)。 

 

図８ ドナー肝細胞による置換と脾臓の肝臓化 

  
Choline欠乏食を12週間投与したラット肝臓に

脾臓経由で性樹幹細胞を移植し、24時間後に

2/3部分肝切除を行った。切除後6ヶ月目の肝

臓(a, b)と脾臓(c, d)におけるDPPIV陽性移植細

胞巣。 

 

 単離した肝幹･前駆細胞、肝細胞を、肝細胞増

殖抑制を受けたレシピエントに移植すると生着し

増殖する。しかしながら、幹･前駆細胞であっても

正常肝臓に生着させることは難しかった。レシピ

エントラットに肝硬変を起こし、成熟肝細胞を移

植すると効率は良くないが確実に生着し増殖す

ることを確認した。これまで遺伝子改変により劇

症肝炎を起こし、致死するマウスモデルにおいて

のみ移植細胞によるrepopulationは認められなか

ったので、よりヒトのNASHの病態に近いモデル

においてドナー細胞が生着･増殖できることがわ

かったことは、細胞移植による肝疾患の治療法

の開発に繋がると考えられる。しかしながら、組

織化した細胞をレシピエント肝又は他の組織に

移植することに今のところ成功していない。 

 

（３）「肝組織形成」に関する研究 

①肝組織形成における基底膜成分の役割を検

討した。 

	
 胎仔期、新生仔期、成体の肝臓を、laminin	
 
α1 およびα5 に対する抗体を用いて免疫染色
を行い、基底膜を構成する laminin の発現を
検討した結果、胎仔期の胆管を裏打ちする基
底膜ではα1 とα5 が発現しているが、管腔構
造が完成する生後１０日以降は、α1 の発現が
消失し、α5 のみが発現していた。細胞を分取
してlaminin	
 α1およびα5を発現している細
胞の同定を行ったところ、線維芽細胞が
Laminin	
 α1、胆管上皮細胞が laminin	
 α5 を
発現していることがわかった。したがって、
胆管発生の初期には線維芽細胞から laminin
が供給されるが、発生が進行すると胆管上皮
細胞自らが laminin を発現・供給していると
考えられた。また、laminin	
 α5 のノックアウ
トマウスの胎生１７日の肝臓では、野生型と
同様、門脈の周囲に胆管上皮細胞が認められ
たが、ノックアウトマウスの胆管は、未熟な
構造の状態にとどまっているものが多かった。
以上の結果から、肝芽細胞から胆管上皮細胞
が分化する段階と胆管構造形成の開始時点で
は、laminin	
 α1 を含む laminin と上皮細胞の
相互作用が重要であるが、その後、構造形成
が進行して成熟した胆管構造が完成するため
には、laminin	
 α5 を含む laminin が重要な機
能を果たしていると考えられた(論文投稿
中)。	
 
	
 
②肝細胞、星細胞、類洞内皮細胞の相互関係を
検討するために in vitro での類洞再構築モデル
を作成するために、小型肝細胞と星細胞を共培
養した多孔性膜の対側に血管内皮細胞を培養
することにより、３次元的な疑似類洞構造を培養
皿に構築した(図９；文献７)。 

 

図９ 類洞再構築モデル 

 
 

結果、多孔成膜の孔径により星細胞の挙動が異

なり、星細胞体が通ることのできないが、細胞突

起が通る 1µmの時、内皮細胞と細胞突起が接着



し多角形から長方形化する。また星細胞は

desmin 陽性で活性化していなかった。小型肝細

胞は内皮細胞、星細胞の存在下で、増殖は抑制

され、分化機能は亢進し、成熟化することがわか

った(文献７)。また、Matrigel による血管内皮細

胞の毛細血管様構造の誘導も星細胞突起の存

在によって促進され、細胞体との接触によって抑

制されることがわかった(文献１)。 

 

③肝芽細胞株(HPPL)を用いた胆管形成 

	
 HPPL の３次元培養では、Laminin	
 α1 を含
む laminin 依存的に Cyst 形成が進むが、完成
したCystの周囲には laminin	
 α5が存在した。
肝前駆細胞は、胆管構造形成の過程で、α1 と
の相互作用からα5 との相互作用に移行し、α
鎖に依存して管腔構造の形成と維持をするの
ではないかと考え、laminin のレセプターで
あるβ1-integrin の中和抗体を用いて検討し
た。その結果、laminin	
 α1 は Cyst	
 形成に必
要で、その後の Cyst の構造成熟や維持には
laminin	
 α5 が重要である可能性が明らかにな
った(論文投稿中)。	
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