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研究成果の概要（和文）：細胞周期を制御する分子を介した方法で肝再生医療へ応用するため、

G0期にある肝細胞をG1期へと再進入することが可能と考えられるエストラジオール(E2)を用

いた肝再生促進モデルでその可能性について検討を行った。E2 投与により Ki67 の陽性率が増

加したため、これを用いて肝障害マウスの生存を検討したところ、投与時期の違いでその生存

率が異なる事を見いだした。このことより肝障害時には時期特異的な再生への関与があり、そ

の解明により再生を効率よく促進出来る可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We examined the possibility of the method through controlling a 
cell cycle in a liver regeneration promotion model using estradiol (E2) which can promote 
hepatocytes entering into G1 period from G0 period. Because of Ki67 positive rates in 
hepatocytes increased by the E2 dosage, we used E2 for the liver damage mouse and revealed 
that survival rate was different in a difference of the dosage time. This result suggested 
that there was participation in specific regeneration at the time of the liver damage, 
and the possibility of promote regeneration efficiently by the elucidation.  
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１．研究開始当初の背景 
 我々は細胞周期を負に制御する CDK イン
ヒビターの一つである p27Kip1 は肝にも強
い発現を認め、そのノックアウト(KO)マウ
スでは個体のサイズが大きくなるとともに、
発生過程で肝を含めた各臓器の肥大化を起
こす（Cell 1996、Dev.Cell 2004）ことを報
告してきた。この研究成果を背景に、骨髄

細胞移植を“より効率的に、かつより迅速
に行なう”ことを目的として、細胞周期関
連分子の機能制御に着目し、現在までに研
究を行ってきた（平成 19-20 年度 基盤研
究(C)『肝再生治療への応用を目指した細胞
周期関連分子の機能制御の基礎的検討』研
究代表者 永濱裕康）。その研究の中で
p27Kip1KO マウス由来の骨髄細胞を、CCl4
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を用いた急性肝障害モデルマウスに投与す
ることにより、その生存率、肝再生能の向
上につながるかを検討したが、p27Kip1KO
マウス由来の骨髄細胞を移植したマウスで
は、肝障害誘発後の ALT のピーク値は抑え
られたが、生存率については改善傾向にあ
ったものの、有意差を得るまでには至らな
かった。次に 8 週間の長期にわたる CCl4
投与による慢性肝障害モデルマウスにおい
ては、同様に線維化の改善や生存率が改善
傾向にあったものの有意差は得られなかっ
た。しかし p27Kip1KO マウスをレシピエン
トに用いた急性実験では、生存の延長が認
められた。また急性肝障害モデルにおいて、
肝組織内での肝障害刺激の前後の遺伝子発
現変化を DNA マイクロアレイを用いて解
析を行なったところ、野生型と比べ p27Kip1 

KO マウスでは早期より細胞周期関連分子
の発現の上昇が認められた。 
 このように、著明に進行した肝障害では、
細胞周期制御による骨髄細胞移植のみでの
予後改善効果には限界がある事が考えられ、
トランスクリプトーム解析の結果も踏まえ
て肝細胞そのものの増殖を誘発する事に焦
点をあて、肝細胞における細胞周期関連分
子の発現を直接制御する事により、細胞増
殖を促進する事が可能ではないかと考え本
研究を計画した。 
 多くの細胞はある程度増殖すると、増殖
サイクルの G1 期から逸脱し、G0 期の状態
になる。一旦 G0 期に逸脱した細胞は、何
らかの増殖シグナルを受けない限り G0 期
に留まった状態で経過し、その後分化、老
化、死といった方向へと進行する。肝細胞
は様々な障害を受けると、G0 期の状態から
増殖シグナルを受けて G1 期に再進入し、
細胞分裂が開始するといった特徴を持つ。
我々はこの肝細胞において、肝再生への一
歩を踏み出すG0期からG1期への再進入が
増殖シグナルによって起こる点に着目し、
この時に働く分子の発現をコントロールす
る事により、障害肝における肝再生を“よ
り効果的に行なう”ことが出来ないかを検
討することとした。 
 p27Kip1 は G0 期において核内に蓄積し
CDK 活性を抑制することにより細胞を G0
期に停止させるが、G0-G1 移行期には G1
早期サイクリンであるサイクリン D2 に依
存した細胞質への輸送がおこり、そこで
KPC により分解を受けることにより、G1
期への再進入が可能となる事を我々は明ら
か に し て き た （ Nat.Cell Biol.2004 、
Mol.Cell.Biol.2007）。p27Kip1ノックアウト
マウスは肝臓を含め体格や臓器の肥大が認
められるが、p27Kip1を分解する Skp2 との
ダブルノックアウトマウス(DKO)では、体
格や臓器のサイズは正常化する事より細胞

や器官の再生、増殖に必要な分子として
p27Kip1は必要であり、その発現調節分子と
して Skp2 は重要な役割を担っている事を
我々は報告した(EMBO J 2000、Dev.Cell 
2004)。 
 

２．研究の目的 
 G0 期で停止した肝細胞に p27Kip1を分解
することによる G1 期への再進入により、
肝再生を促進させる事が可能かを解析する。
得られた結果を基に、臨床応用を目指した
新たな肝再生治療の開発を行なう。 
 
３．研究の方法 
 肝再生を担う分子メカニズムとして、細
胞周期関連分子、特に p27Kip1の発現、分解
系に着目し、それを調節することにより G0
期に留まっている肝細胞を G1 期へと再進
入させうるかを、培養細胞系ならびに肝障
害モデルマウスを用いて、解析を行なう。 
 p27Kip1 の分解が細胞周期を回転させる
契機となることから、G0期ならびにG0-G1
期に発現する、p27Kip1の輸送、分解に必要
なサイクリン D2、Skp2、KPC をウイルス
ベクターを用いて細胞内に発現させること
により、肝細胞の分裂、増殖を促す事が可
能となるかを探る。また自然経過で肝細胞
が分裂する胎児期にも注目し、肝障害時の
肝再生、増殖と発生、分化における肝細胞
増殖との間で、細胞周期関連分子の発現の
違いが認められるか否かについても比較検
討を行い、生理的かつ安全な肝細胞増殖促
進因子の存在を明らかにする。加えて G0
期にある肝細胞を G1 期へと再進入するこ
とのできるエストリオール(E3)の投与によ
る、肝細胞増殖メカニズムについても細胞
周期関連分子の発現の点から解析を行ない、
その投与により肝細胞の増殖に対して、修
飾効果が認められるかも検討を行なう。 
 
４．研究成果 
 前年度までの研究結果より、著明に進行し
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た肝障害では、細胞周期制御による骨髄細胞
移植のみでの予後改善効果には限界がある事
が考えられたため、肝細胞そのものの増殖を
誘発する事に焦点をあて、肝細胞における細
胞周期関連分子の発現を直接制御する事によ
り、細胞増殖を促進する事が可能ではないか
と考え研究を行った。肝再生を担う分子メカ
ニズムとして、細胞周期関連分子、特に
p27Kip1の発現、分解系に着目し、p27Kip1を介
してG0期にある肝細胞をG1期へと再進入す
ることが可能と考えられるエストリオール
(E3)ならびにエストラジオール(E2)を用いた
肝再生促進モデルで検討を行った。それらの
投与により Ki67 や BrdU の免疫染色を行っ
たところ、投与により陽性率が増加したため、
細胞周期を促進させ肝再生の一端を担ってい
る事は確認できたが、急性肝障害モデルマウ
スに対して投与を行った場合での有意な傷害
改善効果は認められなかった。そのためこれ
らの実験系において実際に p27Kip1 を介して
再生促進が行われているかを検討する為に、
p27Kip1の発現をWestern blottingにて確認を
行ったが、有意な発現の変化は認められなか
った。また CCl4を用いた肝障害モデルマウス
での検討より、p27Kip1ノックアウトマウスで
は CCl4投与前後で apoptosisに関与する遺伝
子の発現増加が認められた事より、肝再生に
おいて p27Kip1 は逆に抑制系に関与している
可能性も考えられた。 
さらに、肝障害の刺激を与えた直後に E2

を投与した群では、逆に生存率が低下すると
いった、当初の予想と異なる結果が得られた。
そこでこれらの実験系において肝障害後の
E2 の投与時期を変えて再度検討を行なった
ところ、投与時期の違いにより生存率が異な
る事を見いだした。そのためそれぞれの投与
時期における細胞周期関連分子、ならびに
apoptosis に関与する遺伝子の発現の違いが
生存率の違いに結びついている可能性を考え、
Western blot にて蛋白の発現解析を行なった。
その結果、E2 の投与時期の違いにより細胞周
期関連蛋白の発現パターンが異なること、ま
た apoptosis の頻度も異なることを確認し、
障害肝における再生において、時期特異的に
これらの分子が重要な働きをしていることが
確認出来た。これらの結果を細胞レベルで確
認するために、培養細胞系においても検討を
行った。Huh7、HepG2 に E2 を投与し、そ
の増殖を比較したところ、E2 投与群において
若干の増加促進が認められたものの、有意差
は得られなかった。 
今後は培養細胞系、肝障害マウスそれぞれ

における時期特異的な細胞周期関連分子の発
現解析ならびに DNA マイクロアレイによる
網羅的解析を行なうことにより、その発現の
パターンを比較することにより再生に関与す
る責任分子の同定ならびに p27 の上流のシグ

ナルを担う責任分子の同定を行なうための研
究を行う予定である。  
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