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研究成果の概要（和文）： 

研究代表者らは、細胞表面抗原によって濃縮したマウス肝幹･前駆細胞を用いて、目的分子

の発現を修飾することで、肝幹/前駆細胞の移植効率に与える影響を解析し、レシピエント肝臓

を置換するメカニズムを解析する研究を行った。その結果、CD13が肝幹･前駆細胞の純化に有用

であること、Sall4を介した経路が胆管細胞への分化が調節されていることを発見した。また、

MMPの調節によって、細胞移植をより効率化することができることが示された。本研究は、将来

の自己由来幹細胞を用いた細胞治療の進歩に貢献すると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： Investigators of this research project have modulated the expression of target molecules of primary murine hepatic stem/progenitor cells purified by cell surface markers, and analyzed on the molecular mechanisms of liver repopulation by transplanted cells.  We found that CD13 is a useful marker for enrichment of hepatic stem/progenitor cells. We also found that Sall4-mediated signaling pathway regulates the biliary differentiation of hepatic stem/progenitor cells.  Our data indicated that modulation of MMP increases to the repopulation of recipient livers by donor cells.  These studies contribute to the progress of autologous stem cell therapy against liver diseases.  
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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。 
 また、成体肝臓由来の成熟肝細胞を機能・

生着能を保ったまま、in vitroで増幅する技術

が確立されていない現状では、「肝細胞移植に

よる肝疾患治療」は、肝移植と同様にドナー

不足による制約を強く受けることが予想され

る。一方で近年、肝幹細胞の同定によって、

in vitroで増幅が可能な、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る。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、効率的に移植医療に利用す

る方法は現在のところ確立されていない。 
 研究グループでは、初代肝幹細胞をドナー

細胞とする細胞移植モデル系の構築を進め、

その結果、マウス胎仔由来初代肝幹/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）を成体マウス

に移植して、ドナー細胞により肝臓全体の

50%以上を置換しうる細胞移植モデルを独自

に確立する事に成功した。また、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）では転

写因子Prox-1が増殖を制御していることを示

した。さらに 近、このassay系に改良を加え、

増殖のみならず、肝細胞系譜・胆管細胞系譜

への分化能、及び遊走能を検定しうるassay
系を構築する事にも成功した。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは今回申請する研究において

二つの目的を設定した。すなわち、ヒトにも

応用可能な細胞移植前処理法開発への手係

りを得るために我々の確立した移植モデル

を用いて、(1) ウイルスベクターによって特

定の目的分子の発現を修飾することで、肝幹

/前駆細胞の移植効率に与える影響を解析す

る。さらに、その結果得られた知見をもとに、

(2) 肝幹細胞がレシピエント肝臓を置換する

際に、目的分子がどのような動態をとるのか、

その分子メカニズムを解析する。これらの結

果をもとに、将来、効率的に肝幹細胞を致死

的肝不全の治療に応用しうる、細胞移植療法

の技術基盤を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1). マウス肝前駆細胞・肝幹細胞の分離、培

養（東・柿沼） 
研究グループで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既に確立している

(Hepatology, 2008)。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及び遊走

能に影響する効果について、まず in vitro で
スクリーニング的に解析を進めてゆく。 
(2).肝幹細胞を用いた細胞移植後の細胞動態

の解析（東・柿沼・渡辺） 
我々は移植した初代肝細胞・初代肝幹/前駆細

胞によって、高度のドナーキメリズムが得ら

れる細胞移植系を独自に開発した。ApoE 欠

損マウスに対して本移植系を用いて、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

て検証する。同時に、さらなる有効なマウス

レシピエント前処置に関しても検討をすす

める。 
 (3).肝幹細胞移植時の肝臓置換に関わる分子

の解析（東・柿沼・坂本） 
前記の検討で得た知見に基づき、その分子活

性を調節する上流の分子、及び制御している

下流の分子に対しても、強制発現系・siRNA
系・薬剤による inhibitor を用いて目的分子の

機能を制御し、移植効率に対して、同様の結

果が得られるか否かを検討する。関連分子に

ついても同様に、増殖能に対しては in vitro
でも評価し、in vitro の増殖能と並行して動く

分子なのか、主として移植後の生着やリモデ

リングに寄与する分子なのかを決定する。 



(4).低侵襲前処理と肝幹細胞を用いた細胞移

植系の開発（東・柿沼） 
上記で得た成果に基づいて、移植効率を正に

調節しうる候補分子を選定する。レシピエン

ト肝臓に対して、我々の用いるモデルでは不

可欠であったレトロルシン投与を用いずに、

ここに、目的分子を修飾した初代肝幹/前駆細

胞を移植して、その効率が改善しうるか否か

を見てゆく。 
(5).低侵襲前処理と肝幹細胞を用いた致死的

肝不全治療モデルの開発（東・坂本・渡辺） 
低侵襲前処理で高いドナーキメリズムが得

られる前処理法を開発する。その前処理法を

用いて、致死的な肝硬変モデルに対して移植

の治療効果を判定する。この場合、生存率の

改善のみならず、移植後のドナーキメリズム

が高くなっていることを目標として条件の

検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1). マウス肝前駆細胞・肝幹細胞の分離、培

養：マウス胎仔肝臓から初代肝幹/前駆細胞が

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

を確立した。この中で、胎生中期マウス胎仔

肝臓から CD13+CD133+CD45-Ter119-の分画を

分取すると、より濃縮した肝幹･前駆細胞画

分が得られることを発見した（Kakinuma et al. 
J Hepatol, 2009）。さらに肝幹・前駆細胞に対

して、分化・増殖に関与することを予想して

いる遺伝子の強制発現およびノックダウン

を行った。その結果、転写因子 Sall4 は肝幹・

前駆細胞の胆管細胞への分化を正に調節し

て い る こ と を 示 し た (Oikawa et al. 
Gastroenterology, 2009)。 
(2).肝幹細胞を用いた細胞移植後の細胞動態

の解析：研究グループは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

を確立した。高脂血症モデルマウスである

ApoE 欠損マウスに対して、野生型のマウス

胎仔由来肝幹・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

ントの肝臓内で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（ 2010 年

JDDW2010 にて発表）。さらに、成体マウス

肝臓から分離した肝幹･前駆細胞についても

検討し、移植細胞が長期間肝臓を再構築でき

る こ と を 示 し た （ Kamiya et al. 
Gastroenterology, 2009）。 
(3) 肝幹細胞移植時の肝臓置換に関わる分子

の解析：研究グループが確立した移植系にお

いて、いかなる分子が肝臓の再構築に関与し

ているかを明らかにする研究を行った。その

結果、MMP2 欠損マウス由来の肝細胞は

MMP2 野生型マウスと比較して、移植後の肝

臓再構成が遅延していることを示した（2011
年 62nd AASLD 年次総会にて発表）。 
(4) 低侵襲前処理と肝幹細胞を用いた細胞移

植系の開発及び致死的肝不全治療モデルの

開発：これまでの結果に基づき、MMP を強

制発現した細胞を移植すると、効率的に置換

されたが低侵襲条件下では移植効率はやは

り低下した。さらにレトロルシンを用いない

細胞移植系の開発に着手したものの、低侵襲

条件下での移植は現時点では成功していな

い。現在は、いくつかの条件検討を継続して

いる。 
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