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研究成果の概要（和文）：細胞周期関連分子であるp27Kip1は肝に強い発現を認め、そのノックアウト(KO)マウスでは
、肝を含めた各臓器の肥大化を起こす。この結果を肝再生医療に用いるため、肝癌細胞株、ならびにp27Kip1のKOマウ
ス肝臓に対しコラゲナーゼ処理を行い得られた初代培養肝細胞を用い、細胞増殖に影響を与えた促進分子ならびに抑制
分子を検討した。その結果、エストロゲン関連因子などが抽出されたが期間内に責任分子の特定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：p27Kip1 is a key molecule of the cell cycle regulation in hepatocyte. The 
depression of p27kip1 cause liver hypertrophy. Therefore, we consider the elucidation of the regulatory 
mechanism of Kip1 lead to regenerative medicine for the severe liver disease. We examine how the molecule 
effects on the cell proliferation by using primary hepatocyte delivered from p27Kip1 KO mouse and hepatic 
cell line. As a results, the responsible molecule was not isolated with in the specified period, though 
we extract the some candidates, such as the related molecule of estrogen.

研究分野：肝再生、細胞周期、消化器病学
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１．研究開始当初の背景 
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は肝に強い発現を

認め、そのノックアウト(KO)マウスでは、

発生過程で肝を含めた各臓器の肥大化を起

こすことを報告してきた（Cell 1996、Anat. 

Embryo 2001、Dev. Cell 2004、Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA 2009)。このメカニズムと

して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

期に停止させること、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、G1期への再

進入が可能となることを報告した（Nat. 

Cell Biol.2004、Mol. Cell. Biol. 2007）。さ

らに p27Kip1を分解する Skp2は Aktによ

ってリン酸化され、細胞質へ局在するよう

になることを報告した（Nat. Cell 

Biol.2009）。  

上記の研究成果を背景に、これら細胞周期

関連分子の機能制御に着目し肝再生治療へ

の可能性を検討した（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）。その中で、

DNAマイクロアレイを用いて、肝組織内

での肝障害刺激の前後の遺伝子発現変化を

野生型と p27Kip1 KOマウスとで比較し、早

期より発現の上昇が認められた p27Kip1分

解系シグナルを含む細胞周期関連分子を制

御することにより肝細胞増殖が促進する可

能性を見出した。 
 
２．研究の目的 
強い再生能力を持つ肝臓ではあるが、高度

に進行した慢性肝不全ならびに急性肝不全

では、もはや再生能力が低下し致命的とな

る。中でも劇症肝炎は、急激かつ広汎にお

こる肝細胞壊死に基づく高度の肝機能不全

を起こす極めて予後不良な疾患である。そ

の治療としての生体肝移植ならびに脳死肝

移植は、その条件や侵襲の面から制約を受

け、全例には施行できていないのが現状で

ある。そのため、侵襲の少ない肝再生治療

を開発する事が今後の課題となり、本研究

は肝細胞増殖を如何に効率よく、安全に行

なえる様になるかを解明するために、細胞

周期制御機構に着目する。具体的には遺伝

子の発現調節を行なう事により細胞周期を

制御することで、肝細胞増殖促進につなが

るようなメカニズムを解明し、合わせてそ

の臨床応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
・肝癌細胞株、ならびに p27Kip1の KOマ

ウス肝臓に対しコラゲナーゼ処理を行い得

られた初代培養肝細胞を用い、E2の投与

下において、その増殖速度の変化と発現分

子の変化を野生型と比較検討することによ

り、最も細胞増殖に影響を与えた促進分子

ならびに抑制分子を特定し、それらの分子

の発現を効率的に調整する方法を樹立する

ことを目標として研究を行った。 

・G0期で停止させた培養細胞において、

miR221,222の siRNAで p21Kip1の発現

を上昇させる、あるいは E2投与や

p21Kip1に対する siRNAを用いて

p27Kip1を低下させることにより、その発

現制御による肝再生促進を目指した臨床応

用への可能性を探る。 

・マウス胎生期肝において最も p27Kip1

が発現している胎生 13.5日の胎児肝細胞、

および CC14を用いた肝障害前後のモデル

マウスの肝組織よりmRNAを抽出し、

cDNA arrayにてトランスクリプトーム解

析を行い、細胞周期関連分子発現の違いの

有無を比較検討することより肝再生につな

がる責任分子の同定を試みた。 
 
４．研究成果 

・E2 投与群とコントロール群での初代培



養肝細胞の増殖速度の比較では、有意差は

得られなかった。また、p27Kip1の KOマ

ウスより調整した初代培養肝細胞は、細胞

の状態が不安定で比較検討するまで至らな

かった。 

・上記の代替として肝癌細胞株に siRNA

を用いて p27Kip1を低下させ、E2刺激の

有無での比較検討を行い得られた結果を初

代培養細胞の系に還元することを試みたが、

これも同様に細胞が不安定であり明確な結

果は得られなかった。 

・マウス胎生期肝における胎生 13.5日の胎

児肝細胞より抽出した mRNA を用いたト

ランスクリプトーム解析では、多数の遺伝

子発現パターンが異なっており、実際に複

数個の候補遺伝子を選出し解析を行い肝再

生への道筋をつける一歩となると考えられ

たが、期間内に責任遺伝子に到達すること

ができなかった。 
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