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総説（学内研究紹介）

はじめに

　　肝臓は，組織学的には中心静脈を中心とする六角形の

各頂点に門脈と胆管を含むグリソン鞘を配置し，肝細胞は

辺から中心に向かって1〜 2細胞の厚さで索状に隙間無く
配列している．また肝細胞に沿って一層の内皮細胞が類洞

を形成し，腸から運ばれた栄養素と老廃物，肝動脈からの

酸素を肝細胞に供給し，肝細胞の産生物を全身に運ぶため

に機能的且つ効率的な組織形態をとっている．我々の研究

目的は，この構造が肝臓発生過程においてどのように形成

されるか，またそれらの細胞を供給するシステムについて，

更に病的状態からどのように再生されるかについて，発生

生物学的，分子生物学的，組織学的，工学的手法を用いて

明らかにすることである．その研究成果は，難治性肝疾患

の新たな治療法や人工肝臓の開発に繋がると考えている．

　そのために，（1）肝臓発生 -胆管形成，（2）肝臓の幹・
前駆細胞と細胞供給，（3）細胞移植による肝組織再生，（4）
In vitro肝組織形成，と，4つの切り口から研究を進めてい

る．本論文では，我々の最近の研究成果を中心に紹介する

ことにする．

（1）肝臓発生 -胆管形成
　肝内胆管は，胎生中期（マウスでは E14〜 15）に門脈
周囲から形成される．胆管上皮細胞は肝細胞と同様に肝芽

細胞から分化するが，その過程は主にNotchシグナルを介

肝臓の組織構築と再生

三高俊広，谷水直樹，市戸義久
札幌医科大学医学部附属フロンティア医学研究所　組織再生学部門

Reconstruction and Regeneration of Liver Tissue

Toshihiro MITAKA, Naoki TANIMIZU, Norihisa ICHINOHE

Department of Tissue Development and Regeneration

Research Institute for Frontier Medicine

Sapporo Medical University School of Medicine

ABSTRACT

    In this review we summarize recent studies that have been performed in our laboratory. We has focused our 

researches on the issue of the “liver”, i.e., development, stem/progenitor cells, regeneration, and in vitro reconstruction 

of hepatic tissues. Our researches were mainly divided into 4 themes; (1) liver development, especially, biliary duct 

formation, (2) stem/progenitor cells related in normal and pathophysiological conditions of liver diseases, (3) cell 

transplantation for the treatment of liver diseases, and (4) in vitro reconstruction of hepatic tissues. To elucidate 

the unresolved issues of each theme, we have been investigating by using embryological, molecular biological, and 

pathological methods. In the near future, we hope that our approaches will lead to the development of new effective 

medicines and treatments for intractable liver diseases and of an artificial liver device in which the reconstructed 

hepatic tissues are incorporated.

(Accepted October 23, 2013)

Key words: small hepatocytes, stem/progenitor cells, liver development, reconstructed hepatic tissues,  

differentiation, bile duct cells

図 1　胆管上皮細胞の運命決定，形態形成には様々な因子が関わっ
ている（参考文献 29：図 6を改変）
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した線維芽細胞と肝芽細胞の相互作用と血管内皮細胞・線

維芽細胞の分泌するTGFβの作用によって制御されている
（図 1）（1，2）．胆管の形態形成の過程では，運命決定され
た胆管上皮細胞が門脈周囲に形成する一層の細胞層（ductal 
plate）が，最終的に管状・樹枝状の構造へと再構成され
る．最近の研究では，胆管形成の遅延を認める転写因子の

Sox9のノックアウトマウスの解析（3）やNotchシグナル
関連分子のノックアウトマウスの解析（4）などから，胆管
発生初期には門脈側に胆管上皮細胞のマーカーを持つ細胞

が，実質側には肝芽細胞を配置する非対称的な構造を持っ

た未熟な胆管構造が最初に形成され，その後近傍の肝芽細

胞にTGFβやNotchシグナルが作用して胆管上皮細胞に
分化し，対称な胆管構造が形成されることが明らかにされ

た（図 2）．
　また，Sox9発現細胞をYFPでラベルできるように遺伝
子改変したマウス（Sox9-CreERT：ROSA-YFPマウス）を
用いて，胎仔期の肝臓で ductal plateを構成する細胞をラ
ベルし，それらの細胞がどのような細胞に分化するかが検

討された．その結果，ductal plateの細胞は，胆管，Hering
管，門脈周囲の肝細胞の 3種類の細胞に分化することが明
らかになった（5）．この結果は，一旦胆管系に分化した細
胞からも肝細胞が供給されていることを示し，胎仔期の胆

管に二分化能を持つ肝幹細胞が存在していることを示唆し

ている．しかしながら，非対称構造を構成する肝芽細胞が

胆管上皮細胞に分化して胆管形成が起こるとすると，胆管

の中にYFPでラベルされた細胞（胎仔期に既に胆管上皮細
胞に運命決定した細胞）と誘導後に胆管上皮細胞に分化し

たラベルされない細胞で構成される胆管が見られるはずで

あるが，現在のところ，このような胆管構造が存在している

のかについては検討されておらず，不明である．

　我々は，肝発生過程における胆管形成機序を明らかにす

るために肝芽細胞由来の細胞株Hepatic Progenitor cells 
Proliferating on Laminin（HPPL）（8）を用いて研究を

行っている．この細胞は，培養条件を変えることで肝細胞

または胆管上皮細胞に分化する性質を持っている．HPPL
を lamininをコートした dishで培養し，Matrigelを重層す
ると肝細胞に分化し，collagen gelに包埋して培養すると
胆管上皮細胞に分化する．単層に増殖したHPPLに type I 
collagenとMatrigelを混合したゲルを重層すると，中央に
管腔構造を持った cystが形成される（9）．サンドウィッチ
培養における管腔形成には，Aktシグナルや胆管上皮細胞
に強く発現しているHNF1βが関与している．Matrigelの主
成分は laminin111（α1β1γ1）と type Ⅳ collagenであるが，
我々は，Laminin111が管腔形成に必須であり，HPPLは，
β1-Integrinを介して lamininと相互作用していることを見
出した（7，10）．一方で，HPPLは laminin521を発現して
おり，cystの周囲には laminin521を含む細胞外マトリック
ス層が観察される．成体マウスおよびヒト肝臓においては，

laminin 511（α5β1γ1）と211（α2β1γ1）の発現を認めるが，
再生肝においては一過性に laminin111が発現する（11）．
また，laminin α5鎖のノックアウトマウスの肝臓では，残
存するα1鎖を含む laminin111が存在するために肝芽細胞
から胆管上皮細胞への分化に異常を認めないが，その後の

胆管構造形成に遅延を認める（12）．生体内においては，線
維芽細胞と胆管上皮細胞がそれぞれ laminin α1と laminin 
α5を発現しているので，胆管発生初期には線維芽細胞の産
生する laminin α1依存的に胆管上皮細胞の分化が進行す
るが，その後胆管上皮細胞の産生する laminin α5に依存し
て胆管の形態形成が進行するのではないかと考えている．

　HPPLが形成する cyst構造は成体の胆管上皮細胞が形
成するものと比べると管腔が小さく未熟であることから，管

腔サイズを調整する因子に問題があると考え，その同定を

試みた．その結果，転写因子 grainyhead-like 2（Grhl2）
が，管腔のサイズの調整に関与していることが判った（13）．
Grhl2は，胆管上皮細胞に発現しており，HPPLにGrhl2
遺伝子を導入すると管腔形成が促進される．またGrhl2の
ターゲット遺伝子として同定したClaudin（Cldn）3，Cldn4
及び Rab25は，管腔構造の発達に関わっており，Rab25は
Cldn4のタイト結合への局在を促進していた（13）．我々は，
Grhl2がCldn分子の発現及び局在を制御することで胆管
上皮細胞のタイト結合を機能化し，管腔構造形成を促進し

ていると考えている（14）．

（2）肝幹・前駆細胞と細胞供給
1）肝組織形成過程での肝幹・前駆細胞
　肝幹・前駆細胞は，in vitroで clonalに増殖してコロニー
を形成する能力を持ち，in vivo及び in vitroで肝細胞及び
胆管上皮細胞に分化する二分化能を持つ細胞として同定さ

れ，解析が行われてきた．これまでの研究から，マウスの

胎仔期には実質領域にある肝芽細胞画分に，生後には胆管

上皮細胞画分に肝・前駆細胞が含まれていることが判って

いる（6）．そこで我々は，胎生後期から成体にいたる肝発

図 2　マウス胎仔肝臓における胆管形成過程．門脈近傍ではNotch
シグナルを介した線維芽細胞と肝芽細胞の相互作用や血管内
皮細胞／線維芽細胞からのTGFßの作用によって胆管上皮
細胞が分化する．Ductal plateは，胆管上皮細胞と肝芽細胞
が形成する非対称的な構造を経て，胆管構造を形成する（参
考文献 31；図 3改変）．
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生過程における胆管上皮細胞の肝幹・前駆細胞としての能

力について検討を行った．まずコラゲナーゼ肝灌流法を応

用し，出生後の肝臓から胆管上皮細胞と肝細胞画分の細胞

を分離培養した．その結果，生後 1週目の胆管上皮細胞は，
胎生 17日や生後 2週目以降の細胞と比較して，高頻度に
アルブミン陽性細胞を含むコロニーを形成したことから，こ

の時期の胆管上皮細胞中に胆管上皮細胞と肝細胞への二

分化能を有する細胞が多く存在することを見出した（谷水

ら，論文投稿中）．EpCAM陽性の胆管上皮細胞を分離し，
コラーゲンゲル上で増殖させた後，oncostatinMを添加し
Matrigelを重層して肝細胞への分化を誘導すると，新生仔
期の細胞は，肝特異的代謝酵素や cytochrome P450（CYP）
を発現するようになり，アンモニア代謝能を獲得し，毛細胆

管様構造を形成するなど，成熟肝細胞様の細胞に分化した．

一方，成体由来の胆管上皮細胞では，遺伝子レベルでのア

ルブミン遺伝子の発現上昇は認めるが代謝酵素の誘導は認

められなかった．この結果から，新生仔期の胆管上皮細胞

は，肝細胞への分化能を持っているが，成体に至るとその

能力を失うと考えられた．EpCAM陽性細胞を単層培養し
て低分子の透過性を測定すると，成体由来の胆管上皮細胞

の方が新生仔由来の細胞より高いバリア機能を示すことか

ら，新生仔期の胆管上皮細胞は成体の細胞と比較して上皮

細胞としての成熟度が低いと考えられた（7）．興味深いこ
とに，上皮細胞の成熟化を促す因子として同定した転写因

子Grhl2は，新生仔より成体の胆管上皮細胞での発現が高
かった．Grhl2を新生仔胆管上皮細胞に導入して培養を行
うと，HNF4αやC/EBPαの発現誘導が抑えられるために，
肝細胞への分化が抑制される．したがって，Grhl2は胆管
上皮細胞の成熟化を促すとともに胆管上皮細胞としての

Lineageを安定化する役割も担っていると考えられた（7）．

2）成体肝臓における肝幹・前駆細胞
　成体肝臓における幹・前駆細胞として oval細胞（ductular 
reactionに伴って出現する小型の細胞）と我々が見出した
小型肝細胞が知られている．これまでに成体肝臓から表面

膜抗原に対する抗体を用いて二分化能を持つ細胞が単離さ

れているが，組織学的にその存在は病的状態においても確

認できておらず，その生理学的な意義も判っていない．我々

は，胆管上皮細胞 -幹細胞（oval細胞）-小型肝細胞 -成
熟肝細胞の関係を明らかにすべく研究を進めている．

1．Oval細胞（Ductular reaction）

　Oval細胞は，Farber E（15）が肝化学発癌過程で門脈周
囲領域に出現する楕円の核を持ちN/C比の高い細胞として
報告して以来，様々な肝障害時に出現することが報告され，

ラットにおける肝幹・前駆細胞と考えられている．幼若な胆

管様構造を呈し，グリソン鞘域から小葉内に突出するように

増生することが多い．Oval細胞は，α-fetoproteinや胆管上
皮細胞マーカーである cytokeratin（CK）7，19，骨髄幹細

胞マーカーである c-kit，CD34，Thy1を発現し，その形態
的類似性や存在部位からHering管由来と考えられている．
障害肝においてOval細胞の出現は一時的で，その消失と相
前後して好塩基性の小型の肝細胞がその部位に出現し，そ

の後大型の肝細胞に置き換わっていくことから，Oval細胞
は好塩基性小型肝細胞を介して成熟肝細胞に分化すると考

えられてきた．

　ガラクトサミン（GalN）は，ラット腹腔内に投与すると，
中心静脈周囲の肝細胞を壊死させ急性肝炎を起こすことが

知られている薬剤で，遺伝子を損傷することはなく，投与さ

れたラットは一週間程度で回復する．このGalNを投与して
2日目のラット肝臓を組織学的に検討すると，門脈周囲領域
にThy1陽性Oval細胞を認め，3日目にはThy1陽性細胞
と肝細胞との境界部分にCD44陽性小型肝細胞が出現して
いた．そしてThy1陽性細胞は 4日目頃に，CD44陽性細胞
は 6日目頃にはほとんど見られなくなり，小葉構造は正常化
する（16）．つまり，Oval細胞の一部は小型肝細胞を介して
成熟肝細胞に分化するのではないかと考えられた．Thy1陽
性細胞及び CD44陽性肝細胞が成熟肝細胞に分化すること
を証明するために，我々はGalN投与ラット肝臓からThy1
陽性細胞及び CD44陽性細胞を分離し，in vitroでの分
化誘導を試みた（17）．GalN投与後，2日目から分離した
Thy1陽性細胞は極めて少数のCD44陽性細胞コロニーし
か形成できないが，3日目からのThy1陽性細胞は 2日目に
比較し多数のコロニーを形成した．また，Thy1/CD44両陽
性細胞が多数存在し，CD44を発現している細胞はより多
くのコロニーを形成することができた．このことは，Thy1陽
性細胞の肝細胞への分化の方向性はGal投与後 2〜 3日に
決まり，肝細胞分化にCD44の発現が重要であることを示
唆している．我々は肝細胞への運命決定に関与する因子を

検討するために，2日目から分離したThy1陽性細胞に様々
な増殖因子やサイトカインを添加し，CD44陽性コロニー形

図 3　ガラクトサミン投与ラット肝臓における肝幹細胞（Oval細胞）
の分化過程．Thy1陽性Oval細胞は，2～ 3日目に肝細胞
への運命決定が起こり，CD44を発現し，Thy1/CD44両陽
性細胞となる．CD44単独陽性細胞の肝前駆細胞（CD44陽
性細胞）に分化し，CD44の発現を失い成熟肝細胞と分化す
る（参考文献 30；図 6を改変）
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スリンクし，長期にわたり細胞分裂を抑制することが知られ

ている．ピロリジジンアルカロイドを投与された肝臓におい

ては，2/3部分肝切除（Partial Hepatectomy；PH）などに
より増殖刺激が加わると，肝細胞は S期には入るが，M期
に入ることができない．核分裂できないために大きな核を持

つ大型の肝細胞（megalocytes）が形成される．Retrorsine
を 2週毎に 2度腹腔内投与し 4週後に 2/3PHを行ったラッ
ト肝臓（Ret/PH model）には，megalocytesに混じり小型
肝細胞様前駆細胞（small hepatocyte-like progenitor cells，
SHPCs）と名付けられた細胞が出現する．SHPCsは，小型
の形態を保ちながら増殖しクラスターを形成することが知ら

れている（図 4）．
　SHPCsを構成する細胞は，肝細胞としての特徴を有し
時間と共に成熟肝細胞になり，PH後 1ヶ月以上経つと周
囲の肝細胞と区別がつかなくなる．ヒト肝臓においてもラッ

トSHPCsに似た小型肝細胞を見ることがある．劇症肝炎
から回復する過程において大型の肝細胞に囲まれて出現す

る．また慢性肝炎の後期，線維化が見られるようになる頃

の肝組織をみると，小型の肝細胞からなる集族が散見され

る．肝硬変症における小型の肝細胞からなる再生結節の出

現はよく知られている．小児や成人の胆管病変を伴う疾患

である原発性胆汁性肝硬変や原発性硬化性胆管炎において

は，Oval細胞マーカーであるOV6や胆管細胞マーカーで
あるCK7を発現する肝細胞が見られる．さらに急性肝炎後
やC型慢性肝炎や肝硬変症においても胆管細胞の表現型を
持つ肝細胞が出現する．形態的には肝細胞だが胆管細胞の

表現型も有する比較的小型の細胞を small（intermediate）
hepatocyte-like cells，intermediate hepatobiliary cellsなど
と称し，従来のDuctular reactionsとは区別している（19）．
　我々は，正常成熟ラット肝臓から分離した肝細胞を培養

すると肝機能を持ちながら強い増殖能を持つ形態的に小型

の肝細胞が出現することを見出し，小型肝細胞と名付けた

（図 5A）（20）．小型肝細胞は，基底膜様構造が存在すると
成熟化し組織化する（図 5B）（21）．増殖しコロニーを形
成するこの小型肝細胞はCD44やD6.1A，BRI3を特異的
に発現する（22）．また小型肝細胞は，follistatinを分泌す
ることで成熟肝細胞の分泌する増殖抑制因子 activin A活
性を中和し，選択的に増殖することができる（23）．CD44
や follistatinの発現は，小型肝細胞の成熟化に伴い消失す
る．またCD44のリガンドであるヒアルロン酸をコートした
培養皿を用いると，ラット小型肝細胞をほぼ純粋に分離培

養できることが判った（24）．この方法を用いると正常ヒト
肝組織からも小型肝細胞の分離培養が可能であり，高齢者

の肝臓にも小型肝細胞が存在することが判っている（25）．
最近我々は，マウス小型肝細胞の分離に成功した．ラット

とは異なり，CD44の発現が弱く，Sox9を発現していた．
0.1％ DDCを一週間投与した Sox9-EGFPマウスから分
離したEpCAM−/Sox9＋細胞はクローナルに増殖し，コロ
ニーを形成する．構成細胞は形態的には小型肝細胞に類似

成を誘導する因子の同定を試みた（18）．その結果，EGF，
basic FGF，HGFがコロニー形成に必要であることがわかっ
た．すなわち，Thy1陽性細胞は，EGF，basic FGF，HGF
などの作用によって，まず，Thy1/CD44両陽性細胞に分化
し，続いてCD44単独陽性細胞に分化し，最終的にCD44
の消失と共に成熟肝細胞に分化すると考えられる（図 3）．
　Thy1陽性細胞はまた，コラーゲンゲルにサンドイッチ
し，HGF添加，dexamethasone-freeで培養すると胆管上
皮細胞に分化し cystを形成する．しかしながら，CD44陽
性細胞を同様に培養しても胆管上皮細胞への分化はほとん

ど見られなかった（16）．つまり，Thy1を発現している細
胞には二分化能が保持されているが，CD44単独陽性にな
ると胆管細胞への分化能は低下する．この結果は，Thy1陽
性Oval細胞は幹細胞であり，小型肝細胞は前駆細胞であ
ることを示している．DNAマイクロアレイによる遺伝子発
現解析の結果も，Thy1陽性細胞，Thy1/CD44両陽性細
胞，CD44陽性細胞，成熟肝細胞の順に肝細胞分化が進ん
でいることを示している（18）．ヒト慢性肝炎患者において，
血中のHGFや FGFなどの増殖因子やヒアルロン酸が増加
していることはよく知られている．Oval細胞の肝細胞への
分化にHGF，FGFなどの増殖因子が関係し，また小型肝
細胞の出現にヒアルロン酸が関与していることを考慮する

と（18），ヒト慢性肝炎も肝幹・前駆細胞が誘導されやすい
環境にあると考えられる．しかしながら，ヒトの病的肝臓に

ラットで見られたような小型肝細胞が増えているかどうかは

現時点では不明である．

2．小型肝細胞　small（intermediate）hepatocytes

　ピロリジジンアルカロイド（pyrrolizidine alkaloid；PA）
の一種である retrorsine（Ret）は，肝細胞のDNAとクロ

図 4　Retrorsine/PHモデルラット肝臓に出現するSmall 
hepatocyte-like progenitor cells（SHPCs）．PH後 14日
目の肝臓のH＆E染色写真．
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我々は，ラット肝臓に直接放射線を照射し肝細胞の増殖を

抑制した後に，脾臓経由で平均 30個ほどの細胞からなる小
型肝細胞コロニーを移植した（26）．脾臓でトラップされ脾
臓の中で増殖する小型肝細胞も認められたが，移植した細

胞の一部は肝臓に生着し肝細胞索に組み込まれ増殖した

（図 6A）．
　我々はまた，ガラクトサミン投与ラット肝臓から分離し

たThy1陽性細胞とCD44陽性細胞をRet/PH modelラッ
ト肝臓に移植した（27）．この系では，成熟肝細胞を移
植すると移植細胞数にも依るが宿主肝細胞の 80％以上
が移植した細胞に置換される．F344ラットには先天的に
dipeptidylpeptidase IV（DPPIV）を発現しない系統があり，
その雌ラットにDPPIV陽性雄ラットの肝細胞を移植すると，
生着した肝細胞はDPPIVタンパク質を発現しており，また
Y染色体の存在を調べれば宿主の肝細胞と区別することが
できる．成熟肝細胞をコントロールに，肝幹・前駆細胞を移

植したところ，肝幹細胞であるThy1陽性細胞は，肝細胞
に分化し増殖巣を形成することはできたがその頻度は著しく

低く，移植後 2ヶ月目には移植した細胞のほとんどは消失し
た．一方，CD44陽性細胞を移植した場合には，生着率は
Thy1陽性細胞よりも高く，1年経っても生着し増殖する細
胞も存在したが，移植後 2ヶ月を過ぎると多くの移植細胞は
消失した．以上の結果から，肝前駆細胞の移植が長期的に

見た場合，移植に適した細胞であるとは必ずしも云えない

ことがわかった（図 6B）．しかしながら，移植後 1ヶ月以内
で見ると成熟肝細胞に比較して生着した細胞の増殖率は高

いことから，急性期の肝疾患に対する移植治療には適して

いるかもしれない．小型肝細胞は，新鮮分離肝細胞を用い

た場合より置換率は落ちるが，体外で一旦増やして移植す

ることが可能であることから，コロニーの細胞を単離する方

法などを改良することにより肝細胞移植の新たなソースにな

ると考えられる．しかしながら，肝疾患を有する患者に肝切

除や肝障害を起こす薬剤の投与などを行うことはできないの

で，放射線照射による一時的な肝増殖抑制は臨床応用可能

な方法の一つかもしれない．

し，肝細胞機能を持つが胆管上皮細胞の特徴は持っていな

かった．成熟化誘導により肝細胞の高分化機能の一つでア

ミノ酸代謝酵素の tyrosine aminotransferaseや tryptophan 
dioxygenase，薬物代謝酵素であるCYP分子種を発現し，
また毛細胆管形成をし，胆汁を分泌することが判ってい

る．成熟化に伴い Sox9の発現は低減する（谷水ら，論文
投稿中）．成体肝臓において，胆管上皮細胞には発現して

いるが肝細胞に通常発現を認めないCD44であるが，我々
は先に述べた SHPCsやコリン欠乏食を投与し肝線維化を
誘導した肝臓においてCD44陽性肝細胞が一時的に出現
することを見ている．これらの細胞は，先に述べた small 
hepatocyte-like cellsや intermediate hepatobiliary cellsと
同等の細胞であると思われ，これらの結果は，少なくとも小

葉内肝細胞の一部は肝前駆細胞としての機能を有している

ことを示している．

（3）肝幹細胞・前駆細胞の移植による肝再生
　重篤な肝疾患における根治的な治療方法は，肝移植しか

ない．しかしながら，世界的にドナー肝は圧倒的に不足して

おり，日本においては脳死肝移植が少ないこともあり必要患

者数の 1割も移植治療を受けていないのが現状である．そ
の代替方法として細胞移植が考えられている．高い増殖能

を有し，肝細胞への分化能力を持っている幹・前駆細胞は

その有力な候補であると考えられている．我々が見出し，研

究してきた小型肝細胞も十分にその能力を持つだろうと期

待し，モデルラットに細胞移植実験を行った．我々はまず，

In vitroで増殖させ細胞数を増やしてから小型肝細胞を同系
ラットに移植する実験を行った．肝細胞を正常肝臓に移植

しても生着して宿主の肝細胞索に組み込まれることはなく，

部分肝切除を加えて一時的な増殖刺激を与えても生着しな

いことが知られている．今のところ，移植した肝細胞が肝 
細胞索に組み込まれて長期間生存し且つ増殖するためには，

移植前に宿主肝細胞に対して増殖抑制をかけた上でドナー

細胞に対して増殖刺激を与えるか，慢性的に強い増殖刺激

を肝臓に与え続けることが必要と考えられている．そこで

図 5　ラット肝臓から分離した小型肝細胞の位相差顕微鏡写真．（A）ヒアルロン酸コート培養皿上に
播種し，5日間培養した．（B）小型肝細胞を含む非実質画分の細胞を培養し，30日目の小型肝
細胞コロニー（矢頭）と盛り上がって 3次元構造を作る小型肝細胞（矢印）．
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　これまで正常肝細胞を移植し生着させるためには，レシ

ピエント動物の肝細胞の増殖が抑制される状態で増殖刺激

が入るか，強い肝細胞壊死が継続するような状態である必

要があると考えられていたが，細胞老化に陥っている肝細

胞が多いと考えられる肝硬変症のような病態においても肝

細胞置換を起こし得ることがわかった．重篤な肝疾患の根

治的治療法は肝移植であるが，現状ではドナー肝が圧倒的

に不足しているため，細胞移植による代替が期待されてい

る．しかしながら，長期間生着させ病的肝細胞と置換する

ことには成功していない．我々のこれまでの研究結果から，

幹・前駆細胞の移植は必ずしも期待通りにレシピエント肝

臓における生着・分化・増殖を起こさないことがわかった．

前駆細胞である小型肝細胞も一旦培養し分化させてから移

植した方が生着率が高まることから，今後期待される iPS

　肝硬変患者に対する肝切除術は，肝不全を起こしやすい

ことが知られている．そのため，肝予備能を考慮して切除を

限定するか手術不能になる場合が多い．そのような患者に

対しても安全に手術できる治療法を検討するために，ラット

に肝硬変症を誘導し，成熟肝細胞を移植して肝機能を高め

てから肝切除することで術後死亡率を改善できるか検討し

た．コリン欠乏食を12週間投与すると肝線維化が著明にな
り（非アルコール性脂肪肝炎のモデル），2/3部分肝切除を
行うと90％以上のラットが 1週間以内に死亡する．このモ
デルラットに対して肝細胞を脾臓経由で移植して 24時間後
に 2/3部分肝切除を行った（28）．術後死亡率は劇的に向上
し 50％以下となり，加えてドナー細胞が生着し，既存の肝
細胞の一部は置換されていることがわかった．移植後 1ヶ月
においては肝線維化も改善していた（図 6C）．

図 6　細胞移植．DPPIV＋ F344雄ラット肝臓から分離した細胞を同系DPPIV－ 雌ラットに脾臓
経由で移植した．移植した細胞はDPPIVに対する組織化学的染色により赤褐色に染色され
る．（A）ラット肝臓にX線を照射し，48時間後に成熟肝細胞（2×107 cells/0.5ml）及び 12
日間培養した小型肝細胞（約 1×106 cells/0.5ml）を移植した．移植後，1w，4w，12w目に
肝臓を摘出し，標本を作成した．Barは 100 µm．（参考文献 26）（B）正常ラット肝臓から
成熟肝細胞（MH；5×105 cells/0.5ml）を分離し，D-ガラクトサミンを投与し 2日目の肝臓か
ら分離したThy1陽性細胞（5×105 cells/0.5ml）と 4日目から分離したCD44陽性肝細胞（5
×105 cells/0.5ml）を脾臓経由で肝臓に移植した．Thy1は 30日目，CD44は 60日目，MH
は 90日目の肝組織である（参考文献 27）．（C）CDE食を 12週投与したラット脾臓に 1×107

個の肝細胞を移植し，24時間後に 2/3部分肝切除を行った．移植 6ヶ月後の肝臓と脾臓の組
織像を示す（参考文献 28）．
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細胞や多能性幹細胞による治療においても，成熟肝細胞へ

の分化を誘導してから移植する方法の確立が求められるで

あろう．

まとめ

　我々は「肝臓を創る」という大きな目標に向かって幾つか

の研究を並行して進めている．本編においては，最近 5年
ほどの間に得られた成果を中心に我々の研究を概説したが，

4）In vitro肝組織形成，については紹介できなかった．現
在，慶應大学理工学部との共同研究を進めており，成果も

出始めている．我々は，別の総説においても研究成果を紹

介しているので参照して欲しい（14，29-31）．新たに進め
ている研究も少しずつではあるが成果が出始めている．ま

たの機会に紹介したい．
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