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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･前駆細胞を用いて分化・増殖
の分子機構を解析し、目的分子の発現を調節した移植系を用いて、肝幹･前駆細胞による細胞移植効率の向上を図る研
究を行った。その結果、Wnt5aを介したシグナル伝達により、肝幹･前駆細胞の胆管細胞への分化が調節されていること
を発見した。さらに、MMP14を介したシグナル伝達により、肝幹･前駆細胞の胆管の管腔形成が調節され、細胞移植の効
率がMMP14により調節されていることを見いだした。本研究の成果は、将来の自己由来幹細胞を用いた肝再生医学の進
歩に貢献しうると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Investigators of this research project have studied on the molecular mechanisms 
regulating differentiation and proliferation of primary hepatic stem/progenitor cells purified by cell 
surface markers and therapeutic efficacy of transplantation using hepatic stem/progenitor cells. We found 
that Wnt5a and Wnt5a-related signaling control the biliary differentiation of hepatic stem/progenitor 
cells. Next, our data indicated that MMP14 and MMP14-related signaling regulate luminal formation of bile 
ducts in developing liver, and that expression of MMP14 improves the efficacy of transplantation using 
hepatic stem/progenitor cells. These studies contribute to the progress of regenerative medical science 
and development of autologous stem cell therapy against chronic liver diseases.

研究分野： 消化器病学
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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 40,000 人以上が死亡し、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、致死的肝不全に対する根治的治療は
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
依然として大きな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。 
一方で近年、肝幹細胞が同定され、より増殖
能の高い細胞を体外で増やしてから移植治
療に利用する試みが注目を集めてきた。肝幹
細胞は、自己複製能及び肝細胞・胆管細胞へ
の２方向性分化能を有する細胞であり、分
離・同定する手法が研究代表者及び連携研究
者らによって開発・確立された。さらにヒト
iPS 細胞樹立成功に伴って、自己由来肝幹･前
駆細胞（以後高い増殖能と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
誘導して用いる移植治療の実現化が期待さ
れ、肝幹細胞の分化と細胞移植のメカニズム
を解析する研究の必要性は非常に高い。 
これまで、研究代表者は連携研究者、分担研究
者らの支援のもとに、肝幹細胞の増殖・分化を
制御する分子機構の解析に取り組んできた（平
成18-19年、平成20-21年、平成22-23年若手研究
B）。そして、マウス肝幹細胞画分を高度に濃
縮し、ウイルスベクターによる遺伝子導入や遺
伝子改変マウスの解析を行い、特定分子が増
殖・分化にどのような機能を有するかについて
解析しうる実験系を独自に構築した。その結果、
肝幹･前駆細胞では、転写因子Prox-1がp16の転
写活性化を介して増殖促進効果を有すること
(Kamiya & Kakinuma et al. Hepatology, 2008)、転
写因子Sall4が胆管細胞分化を正に、肝細胞分化
を負に制御すること(Oikawa & Kakinuma et al. 
Gastroenterology, 2009)、疾患モデルにおける遺
伝子動態（Takizawa & Kakinuma et al, J  Clin 
Invest, 2010）などを明らかにし、報告してきた。 
さらにマウス健常肝臓内の肝幹･前駆細胞の表
面抗原と培養法を胎仔由来(Kakinuma et al. J 
Hepatol, 2009)、成体由来(Kamiya & Kakinuma et 
al. Gastroenterology, 2009)の双方で解析し、増
殖能の高い肝幹･前駆細胞を既報以上に濃縮し
うることも示した。 
加えて、研究代表者はマウスにおける新規の細
胞移植系として、Apolipoprotein E(Apo E)欠損
マウスをレシピエントとし、薬剤・部分肝切除
で前処理したマウスに細胞移植を行うことで、
最終的に70％以上の高いドナーキメリズムを
達成しつつ、移植後のドナーキメリズムを定量
的に評価・追跡できる移植系の構築に成功した。
以上のようなこれまでの研究と新規解析系の
確立により、特定の分子が肝幹･前駆細胞に対
してどのように分化決定に関与し、分化度に応
じてHost由来肝細胞とどのような相関をもっ

て肝臓を再構築してゆくのかを探索してゆ
くことができるようになったと言える。 
 
２．研究の目的 
このような、確立された学術・研究基盤に基
づいて、研究代表者らは、今回申請する研究
計画において、以下の目的を設定した。すな
わち、(1)細胞表面抗原によって濃縮したマ
ウス肝幹細胞画分を分化誘導し、その分化決
定と終末分化に関わる分子機構を網羅的に
解析する。(2)この結果に基づいて特定の標
的分子の発現を調節して移植細胞の「分化
度」を調節し、肝幹細胞の至適移植条件を明
らかにする。これらの研究によって、将来の
自己由来幹細胞を用いた肝再生医療の学術･
技術的な基盤形成に貢献することを、本計画
の目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究計画は、次のステップにより順次進行
させた。 
(1) マウス肝幹･前駆細胞の分離、培養、in 
vitro での形質解析：研究グループはマウス胎
仔肝臓から高速セルソーター（DAKO MoFlo 
system 及び BD FACS Aria system）を用いて、
初代肝幹･前駆細胞(bipotential stem/progenitor 
cells)として、CD13+CD45-Ter119-画分に増殖
性の高い細胞が濃縮されていることを報告
した(Kakinuma et al. J  Hepatol, 2009)。また、
CD13+CD133+c-kit-Sca-1-CD45-Ter119-画分に、
成体肝臓由来の肝幹･前駆細胞が濃縮されて
いることも報告した(Kamiya & Kakinuma et al. 
Gastroenterology, 2009)。これらの初代細胞を
用いて、成熟肝細胞系譜への分化誘導を行う
培養系、胆管細胞系譜への分化誘導を行う培
養系をも既に確立していた(Hepatology, 2008、
Gastroenterology, 2009)。これらの既に確立さ
れた技術によって、肝幹･前駆細胞分離、培
養し、分化誘導するとともにその形質を解析
した。 
 (2) 分化段階の均質化した細胞集団と元の
初代細胞を用いた cDNA microarray 解析：培
養系において分化誘導を行った肝幹･前駆細
胞は、その誘導段階に応じてある程度同期し
た状態で分化が進むと考えられるが、未分化
な細胞或いは分化の進まない細胞がその中
に混在してしまうこともある。そこで、分化
段階をモニタリングするために、肝細胞系譜、
もしくは胆管細胞系譜に特異的なレポータ
ー遺伝子をレンチウイルスベクターによっ
て導入し、その上で分化誘導を行い検討した。
(3) cDNA microarray 解析結果の validation ：
得られた cDNA microarray 解析では、膨大な
データが蓄積されると考えられたが、培養細
胞から得たデータには、培養系であるゆえの
バイアスがかかる可能性も否定できない。そ



こで、マウス胎仔及び新生仔期の肝臓から血
球画分と間葉系細胞画分を除去した実質細
胞を用意し、胎生日齢が異なる数種類の初代
細胞を用いて cDNA microarray 解析を並行し
て進めてゆく。 
(4) 分化決定因子による分化調節機構の解
析：目的分子を絞り込んだ後に、その分子を
knock down あるいは強制発現する、もしくは
既知の特異的活性阻害剤を用いることで、in 
vitro での肝幹細胞の分化様態がどのように
変化してゆくのか検証した。 
(5)最適化された分化度の細胞を用いて、細胞
移植のドナー置換率向上が得られるか否か
を検討する。抽出された標的分子を強制発現
もしくは knockdown した細胞を用いて、最も
細胞移植効率が高くなる donor 側「分化度」
を最適化した。 
 
４．研究成果 
(1)Wnt5a 及び関連シグナルによる肝幹･前駆
細胞の分化調節：前述の手法に基づき、我々
は Wnt5a が肝幹･前駆細胞の分化調節に関わ
る可能性を見いだした。そこで Wnt5a 欠損マ
ウスの解析を行うとWnt5a欠損マウスの胎生
肝臓では、Notch-1、Notch-2 及び Sox9 の発現
レベルが高く、CK19/HNF1β陽性細胞で構成
される primitive bile ductal structure の数が野
生型と比較して有意に増加し、胎仔期の胆管
形成が亢進していた。初代肝幹/前駆細胞培養
系において、Wnt5a 添加による増殖性の有意
差は認められなかった一方で、肝細胞への成
熟化を誘導すると、肝細胞成熟化マーカーの
発現量が増加した。反対に、胆管細胞形成を
誘導すると胆管細胞型コロニーの形成遅延
を認めた。Wnt5a 下流候補分子のうち、
Calmodulin-dependent protein kinase II 
(CaMKII)は、その活性阻害により胆管細胞型
コロニーの形成が促進され、Wnt5a-CaMKII
経路は肝幹/前駆細胞の胆管細胞分化を抑制
的に調節していることが示された（Kakinuma 
et al, Hepatology, 2013）。 
(2) MMP-14及び関連シグナルによる肝幹･前駆
細胞の分化調節：同様の手法に基づき、我々は
Wnt5aが肝幹･前駆細胞の分化調節に関わる可
能性を見いだした。そこでMMP-14欠損マウス
の解析を行うと、MMP-14欠損マウスで肝代謝
関連分子の発現上昇を認め、CK19及び細胞間接
着に関連する分子の発現低下を認めた。免疫染
色で胆管原器の形成を評価すると、MMP-14欠
損マウスでは末梢側胆管の形成遅延が認めら
れた。野生型マウス肝芽細胞にMMP-14を誘導
性に強制発現させ胆管分化を誘導すると、胆管
型コロニーの径が有意に増大した。MMP-14欠
損マウス由来肝芽細胞を用いて培養系で評価
すると、胆管型コロニーの著明な形成不全を認
め、逆に肝細胞への成熟化が促進された。

MMP-14欠損マウスではEGFRの発現とp38、 
ERK、JNKを含む MAPKのリン酸化が亢進し
ており、肝細胞成熟化の促進の一因と考えら
れた。これらの結果より、肝発生期に門脈周
囲の微小環境下で肝芽細胞でのMMP-14発現
が上昇し胆管形成は正に制御され、一方で
MMP-14を欠損するとMAPKシグナルの過剰
な亢進により、肝芽細胞成熟化が過剰に亢進
すると考えられた。（AASLD 2014にて発表、
Presidential Awardを受賞） 
(3) MMP-14 の調節による肝幹･前駆細胞移植
効率の向上：前記の結果に基づき MMP-14 を
強制発現した肝幹/前駆細胞を移植すると、対
照群と比較して、移植２週後に有意に高い顕
微鏡的 donor chimerism が認められた。一方で、
MMP-14 欠損肝芽細胞を移植すると donor 
chimerism は低下した。 
これらの研究結果は、将来の自己由来肝幹･
前駆細胞移植の開発に有用な知見を提供す
ることができた。本研究成果を基盤に、実用
化に向けた新たな研究が今後必要であると
考えられた。 
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