
����������������
� ���������������

�
�

１． は じ め に

幹細胞とは一般的に自己複製（self-renew）する能力と

複数の細胞種に分化する能力（multipotency）を兼ね備え

た細胞と定義される．近年，iPS細胞の作出により終末分

化した細胞でも必要な遺伝子を導入することで，全能性の

幹細胞となりうることが示された．一方，発生過程におい

ては，ES細胞に代表される全能性を持った細胞が，やが

て様々な器官を構成する細胞へと分化し個体が形成されて

いく．この過程において，大部分の細胞は未分化性を失う

が，一部の細胞はその分化能は制限されるものの幹細胞と

しての能力を保持し続け，個体における恒常性の維持（ホ

メオスタシス）や組織の修復などに寄与することが明らか

となってきている．このような細胞は体性幹細胞や組織幹

細胞と呼ばれ，血液幹細胞や神経幹細胞，間葉系幹細胞な

どが知られる．その他の臓器や組織においても組織幹細胞

が存在することが次々に報告され，再生医療や創薬の分野

でその応用が期待されており，幹細胞システムの解明は現

在ホットな分野となっている．本稿では肝臓における幹細

胞について，抗体を用いた細胞分離による解析を中心にそ

の性状や役割に関する最近の知見を紹介する．

２． 肝臓の構造と肝幹細胞

肝臓は体内最大の重量をなす実質臓器であり，生命を維

持する上で必須の代謝器官である．肝臓は「生体の化学工

場」に例えられることからも分かるように，各種の代謝，

解毒，胆汁の産生，血清タンパク質の産生など実に多様な

機能を発揮している．これらの機能の大部分は肝実質細胞

である肝細胞（hepatocyte）によって担われる．肝臓には

小腸より栄養に富んだ血液が門脈という血管を通って流入

し，肝特有の毛細血管網である類洞を経由して，中心静脈

から肝臓外へと出て行く（本特集号の塩尻の項参照）．肝

細胞は類洞に沿って一列に配置され，血液と肝細胞間の効

率の良い物質交換を実現している．一方，肝細胞が産生す

る胆汁は肝細胞間に形成された毛細胆管を通って，門脈の

周囲に存在する肝内胆管へと集められ，肝外に存在する胆

管を経由して最終的に十二指腸へと排出される．このよう

に肝臓には肝内胆管を構成する上皮細胞（biliary epithelial

cell）と肝細胞という二つの上皮細胞が存在するが，これ

らの細胞は肝発生過程で肝芽細胞と呼ばれる共通前駆細胞

からそれぞれ分化してくることが知られている．すなわ
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ち，肝臓の幹細胞の定義の一つである多分化能とは，肝細

胞と胆管上皮細胞への二方向性の分化能を指す．これまで

に体性幹細胞研究で最も進んだ分野としては，血液幹細胞

研究が挙げられる．今から１５年以上も前にマウスを用い

た実験系で，骨髄に移植されたたった一つの血液幹細胞が

生涯にわたって成体の造血系に寄与しうることが示され，

幹細胞の定義である自己複製能と多分化能が見事に証明さ

れた１）．この成功の裏には，マーカーと呼ばれる細胞種に

固有の表面抗原に対する抗体を用いて細胞を標識し，雑多

な細胞集団の中から目的の細胞のみを分離することができ

る FACS（fluorescence activated cell sorting）法の応用と，

分離した細胞を評価するための in vitro でのコロニーアッ

セイ法，in vivo で幹細胞を評価しうる移植系が確立され

ていたことがあった．一方，肝臓の幹細胞については，

マーカー分子に関する研究が進んでおらず，細胞レベルで

の解析は遅れをとっていたが，２０００年代に入って徐々に

その実体が明らかとなってきた．

３． 胎児期の肝幹細胞

個体の発生では，未分化な細胞が様々な刺激や環境によ

り器官特有の細胞へと分化することで器官が形成されてい

くことが知られる．肝臓の発生はマウスでは胎齢８日頃

に，心臓原基に近接する前腸内胚葉上皮の一部が肥厚・突

出することに始まる．横中隔間充織に向かって浸潤した細

胞が肝臓の細胞へと運命決定（コミットメント）を受け，

肝芽細胞と呼ばれる細胞集団となり肝芽を形成する（図

１）．このようなコミットメントには心臓中胚葉からの線維

芽細胞増殖因子（FGF）シグナルと横中隔間充織からの骨

形成タンパク質（BMP）シグナルが重要な役割を果たす

とされている２，３）．また，肝芽細胞の増殖・浸潤には内皮細

胞が重要な役割を果たす４）．胎齢９日頃になると，Hex，

GATA４や肝細胞核因子４α（HNF４α）といった転写因子，
肝特異的遺伝子であるアルブミンや αフェトプロテイン
（Afp）の発現を以て，肝芽細胞は認識されるようになる．

図１ 肝臓の発生
（A）マウスでは胎齢８日頃に前腸内胚葉細胞は心臓中胚葉からの FGFシグナルや横中隔間充織からの BMPシグナルを受け，肝芽
細胞へと運命決定される．その後，肝芽に隣接する内皮細胞の働きにより，肝芽細胞は横中隔間充織へと増殖しながら浸潤してい
く．やがて，肝臓は腸管から分離し，一時的に血液細胞を増やすための造血器官として機能する．（B）胎齢中期以降，肝芽細胞は
活発に増殖し，胎齢１６日頃になると門脈に隣接する肝芽細胞は胆管上皮細胞への分化を開始する．
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この頃の肝臓では成体肝細胞で見られるような多くの代謝

関連酵素群の遺伝子は発現しておらず，代謝機能はほとん

どなく，むしろ造血器官として働く．肝芽細胞が活発に増

殖することで肝臓は大きくなっていくが，肝細胞と胆管上

皮細胞への二方向性の分化は胎齢１６日頃に始まり，門脈

に隣接する肝芽細胞は胆管へとコミットメントを受け，そ

れ以外の肝芽細胞は肝細胞へと分化・成熟していく．胆管

上皮細胞のコミットメントには Notchシグナルやトランス

フォーミング増殖因子 β（TGFβ）シグナルが関与するこ
とが知られている５）．肝芽細胞は旺盛な増殖能と二分化能

を有することから胎児期の肝幹／前駆細胞であると考えら

れてきた．この肝芽細胞の性状を明らかにするべく，血液

幹細胞研究に倣いマーカー分子を用いて肝芽細胞を分離し

ようとする試みがなされてきた．Suzukiらは FACS法を用

いた細胞分離と H-CFU-C（hepatic colony-forming unit in

culture）と呼ばれる in vitro でのコロニー形成能を指標

として，胎齢１３．５日のマウス胎仔肝臓の非血球画分

（CD４５－，TER１１９－）のうち，CD４９f（インテグリン α６）
と CD２９（インテグリン β１）を発現し，c-kitを発現しない

細胞画分（c-kit－ CD４９f＋ CD２９＋ CD４５－ TER１１９－）に，

高い増殖能と肝細胞と胆管上皮細胞への二分化能を有する

肝芽細胞が含まれることを示した６）．一方，Kubotaらは胎

齢１３日のラット胎仔肝臓から RT１A１－OX１８low ICAM-１＋細

胞を単離し，その中に肝芽細胞が含まれることを報告して

いる７）．我々もマウス肝芽細胞マーカー分子として Delta-

like１ homolog（DLK１）を同定しており８），胎齢１１日の肝

芽細胞は epithelial cell adhesion molecule（EpCAM）と DLK１

を共発現することを報告している（図２）９）．

４． 成体肝臓の幹細胞

肝臓は古くより再生能の高い臓器として知られており，

この能力が生体肝移植を可能にしている．マウスを用いた

実験では，肝臓の約７０％相当を切除しても，残存した肝

臓が増殖し１週間から１０日程度で元の肝重量に回復する

ことが知られている．この場合の肝再生は，分化した肝細

胞が単純に分裂すること（simple duplication）によりなさ

れる．この系では残存した３０％の肝細胞が２回に満たな

い細胞分裂を起こせば，計算上は元の細胞数を回復するこ

とになる．一方，肝細胞が持続的に破壊される表現型を持

つ urokinase plasminogen activator（uPA）トランスジェニッ

クマウスをレシピエントとして用いた移植系では，移植さ

れた野生型の肝細胞は平均１２回以上の細胞分裂を行ない，

レシピエントの肝臓の大部分を再生したと報告されてい

る１０）．また，遺伝性高チロシン血症 I型のモデルマウスで

もある fumarylacetoacetate hydrolase（Fah）ノックアウト

（KO）マウスも持続的に肝細胞が破壊されることが知られ

るが，このマウスをレシピエントとして用いた移植系にお

いても，移植された野生型肝細胞は分裂を繰り返してレシ

ピエントの肝再生に寄与する．興味深いことに，移植８週

間後に回収したドナー肝細胞は，次々と Fah KOマウスに

移植を繰り返すこと（serial transplantation）が可能であり，

少なくとも６世代にわたって肝再生に寄与し続けたと報告

されている１１）．この間，平均６９回以上に相当する細胞分

裂がなされた計算となり，serial transplantationは幹細胞の

定義の一つとされることから，肝細胞は実質無限に増殖す

る幹細胞（monopotent stem cell）であるとする意見もある．

このように，肝細胞自体が旺盛な肝再生能を有したことか

ら，肝臓には肝幹細胞のような細胞は必要なく，その存在

には懐疑的な意見が支配的であった．それでもなお，肝臓

には組織幹細胞が存在するとの意見も根強くあり，次に示

すオーバル細胞はその候補の一つと考えられた．

５． オーバル細胞とは

オーバル細胞はラットの発がんモデルにおいて肝臓内に

出現する「小型の卵形の細胞」として１９５６年に Farberら

により初めて報告されて以来１２），肝臓の幹細胞や肝がんの

元になる細胞の候補として，様々な興味の対象となってき

た．通常，肝切除後の肝再生や肝障害モデルとしてよく用

いられる四塩化炭素投与後の肝再生では，このような形態

の細胞は出現しない．これは，肝細胞の増殖性が元来高

く，simple duplicationにより再生が完了するためと考えら

れるが，１９８７年になって Thorgeirssonらは，ラットに２-

アセチルアミノフルオレン（２-AAF）という発がん性物質

を投与して肝細胞の増殖を制限した状況下で部分肝切除

（２-AAF／PHx）を行うと，門脈域にオーバル細胞が増殖し

てくると報告した１３）．このオーバル細胞は肝細胞索と胆管

の境界領域にあたるヘリング管（canal of Hering）に由来

すると考えられ，肝細胞マーカー分子（アルブミンや AFP

など）と胆管上皮細胞マーカー分子（CK１９や CK７など）

の両方を発現していたことから，肝発生期の肝芽細胞のよ

うに増殖能と二分化能を併せ持つ幹細胞または前駆細胞で

あると考えられるようになった．このように，オーバル細

胞は通常の肝細胞による肝再生ができない場合に，修復の

ために出現する“facultative stem cell”であるとする考え

が広まった．しかし，オーバル細胞の分離に適したマー

カー分子が不明であったことから，細胞レベルでの解析は

進まず，その実体が明らかになってくるまでには，さらに

２０年近くを要することとなった．

６． 障害肝のオーバル細胞は成体肝臓の幹細胞か？

オーバル細胞はラットの発がんモデルから見いだされ，

その後様々な誘導条件が報告されたこともあり，ラットを

用いた研究が先行する形となった．動物種間の薬剤感受性

の違いなどにより，ラットでのオーバル細胞の誘導条件が

６３７２０１２年 ８月〕



必ずしもマウスではオーバル細胞を誘導しなかったことも

あり，マウスを用いたオーバル細胞の研究は遅れを取った

が，マウスにオーバル細胞を誘導する薬剤が報告されるよ

うになり，しだいに研究も盛んになっていった．肝芽細胞

の研究と同様に，オーバル細胞についてもマーカー分子

による細胞分離と in vitro でのコロニー形成能や移植に

よる in vivo での評価により，その性状を明らかにしよ

うとする試みがなされた．Grompeらはマウスに３，５-

diethoxycarbonyl-１，４-dihydrocollidine（DDC）と呼ばれる薬

剤の混餌食を投与することでオーバル細胞を誘導し，肝臓

の非実質細胞画分から密度勾配法を用いた比重による分類

と細胞の大きさを指標に，F２fractionと呼ばれる画分に

オーバル細胞が濃縮されることを示した１４）．さらに，F２

fractionのうち c-kit＋／CD４５－画分が，Fah KOマウスを用

いた移植系において良好に肝再生に寄与しうるオーバル細

胞を含むと結論づけている．しかしながら，比重や細胞径

による分類は比較的粗い分類であることに加え，この系で

は主に肝細胞への分化のみが評価されており，クローナリ

ティや二分化能については論じられなかった．Dabevaら

はラットのオーバル細胞のマーカー分子として EpCAMを

報告し，２AAF／PHxによる障害肝より分離した EpCAM陽

性細胞を肝障害モデルラットに移植すると肝細胞や胆管上

皮細胞へと分化して肝再生に寄与したとしている１５）．しか

し，血液幹細胞の場合とは異なり，肝幹細胞を１細胞移植

するだけで肝臓を再建することは事実上困難であることか

ら，この実験には３×１０６～５×１０６個の細胞が移植に用いら

れており，オーバル細胞が実際に自己複製し二分化能を有

するような細胞であるのか否かについては不明であった．

また，Suzukiらは DDC投与によりオーバル細胞を誘導

したマウス肝臓の非実質細胞画分のうち，CD１３３＋

TER１１９－CD４５－細胞画分に in vitro で大きなコロニーを

形成する細胞（large colony-forming cell：LCC）が含まれ

ることを示した１６）．さらに，この細胞はクローナルな解析

により肝幹細胞の性質を有することが示された．また，障

害を与えていない正常肝臓から同様の細胞画分を調製した

場合には， large colonyの形成は見られなかったことから，

LCCは facultative stem cellの様相を呈した．一方，我々は

マウスのオーバル細胞マーカー分子として EpCAMと

図２ 肝芽における EpCAMと DLK１の発現
（A）胎齢９．５日の肝芽における EpCAMと HNF４αの免疫組織染色．EpCAM陽性の前腸内胚葉細胞（矢印）は横中隔間充
織へと浸潤し，HNF４α陽性細胞（矢頭）の肝芽細胞へ分化する．（B）胎齢１０．５日の肝原基における EpCAMと DLK１の
免疫組織染色．肝細胞索を形成しながら増殖する肝芽細胞は EpCAMと DLK１を共発現している．（C）胎齢１１．５日の肝臓
細胞のフローサイトメトリー（FCM）解析とコロニーアッセイ．DLK１と EpCAMの抗体を用いて FCM解析を行うと，大
きく三つの細胞集団に分かれる．コロニー形成能の高い肝芽細胞は DLK１と EpCAMを共発現する．
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TROP２を同定した１７）．オーバル細胞は障害時に胆管付近

から出現することに加え，既知のマーカーとして知られる

分子（CK１９，A６，OV６など）のほとんどが正常胆管でも

発現する分子であったことから，明確に胆管上皮細胞と区

別することはこれまで困難であった．実際，CD１３３や Ep-

CAMも正常胆管で強く発現する分子であったが，TROP２

は正常胆管では発現しておらず，オーバル細胞特異的マー

カーと言える分子であった（図３）．我々は DDC投与マウ

スの肝臓からこれらのマーカーを用いてオーバル細胞を調

製し，in vitro コロニー形成によるクローナルな解析を

行った結果，この細胞画分に増殖能と二方向性分化能を併

せ持つ幹細胞の性質を示す細胞が含まれることを示した

（図４）．しかし，このような細胞は Suzukiらの報告と異な

り，正常肝臓の EpCAM陽性細胞中にも存在し，その存在

頻度やコロニー形成能は肝障害前後でほとんど変動しな

かった．以上の結果から，DDC肝障害により増殖してい

るオーバル細胞のほとんどは，真の肝幹細胞というよりは

むしろ増殖能を制限された前駆細胞（transit amplifying cell）

に近い細胞であると結論づけた．

７． 正常肝の幹細胞と今後の課題

正常肝の EpCAM陽性細胞中に in vitro で幹細胞の性質

を示す細胞が存在することを述べたが，Kamiyaらも正常

肝の CD１３３＋CD１３＋CD４９f＋細胞画分にクローナルに増

殖し，二方向性分化能を有する肝幹／前駆細胞様細胞が含

まれることを報告している１８）．肝臓は肝細胞による再生能

が高いために組織幹細胞自体が存在しない（する必要性が

ない）との考えもあったが，成体肝にも確かに肝幹細胞が

存在し，prospectiveな解析からそれらは EpCAMと CD１３３

を共に発現していることが明らかとなった．しかし，これ

らの細胞は実際に肝障害時に生体内で再生に寄与している

のか，またオーバル細胞はこれらの細胞に由来するのかな

ど，不明な点も残されている．加えて，肝細胞も in vitro

で培養条件により胆管上皮細胞様細胞に分化転換（Trans-

differentiation）することが示されるなど１９），肝再生には複

数の修復パスウェイが存在するものと考えられ，障害時の

肝再生は慎重に解析していく必要がある．一方，正常肝に

おけるホメオスタシスの一環としての肝細胞の維持にも，

EpCAM＋CD１３３＋の肝幹細胞がどのように寄与している

のかについて興味が持たれる．これについては，

Kawaguchiらが転写因子である Sox９による lineage-tracing

を行った結果，Sox９陽性細胞が肝細胞の供給源となって

いることを報告している２０）．EpCAM，CD１３３，Sox９はい

ずれも成体肝臓の胆管上皮細胞に発現する分子であること

から，これらのマーカーだけでは胆管上皮細胞と肝幹細胞

の正確な分類には至っておらず，肝幹細胞としての能力は

胆管上皮細胞すべてに備わっているのか，それとも胆管に

埋もれて存在する一部の細胞のみに賦与された能力である

のかは，さらなるマーカー分子の発見を待たねばならな

い．最後に現在考えられる肝臓の幹細胞システムのモデル

図を示す（図５）．

図３ オーバル細胞マーカー分子としての EpCAMと TROP２の発現
（A）正常肝臓および DDC投与障害肝臓における CK１９の免疫組織染色．DDC投与障害肝臓では CK１９陽性のオーバル細胞が
増殖する様子が観察される．（B）正常肝臓および DDC投与障害肝臓における EpCAMと TROP２の免疫組織染色．（C）EpCAM
抗体と TROP２抗体による正常肝臓と DDC投与障害肝臓の FCM解析．
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８． お わ り に

ヒトにおいても種々の肝障害において，オーバル細胞に

似た細胞が観察されることがある．オーバル細胞はげっ歯

類での名称であり，ヒトではオーバル細胞とは呼ばず，胆

管構造の異常な増加を伴うことから細胆管反応（ductular

reaction）として捉えられている．定義の問題ではあるが，

ヒトの肝疾患で見られるオーバル細胞様の細胞や，マウス

やラットを用いて異なる方法で誘導されたオーバル細胞は

果たしてどこまで共通の性質を有する細胞群を指すのか

は，この細胞を研究する上で非常に重要なポイントとな

る．そもそも発がんモデルラットにおいて形態的な特徴か

ら命名された「オーバル細胞」が各研究者の解釈によって

一人歩きし，混乱を招いた部分は否定できない．そのた

め，最近ではこれらの細胞をオーバル細胞とは呼ばずに，

intermediate hepatobiliary cellと呼び，研究者間の認識を改

めようとする動きがある．マーカー分子の同定と評価法の

確立によって，肝幹細胞やオーバル細胞はようやく実体が

見えてきたが，その由来や制御機構，他の組織幹細胞との

相違，発がんとの関連性などまだまだ不明な点が残されて

おり興味は尽きない．紙幅の関係で割愛したが，肝幹細胞

やオーバル細胞の増殖・分化に関わる細胞内外のシグナル

も明らかになりつつあり，今後，肝幹細胞研究のさらなる

進展は，臓器の発生・分化や発がんのメカニズムの解明，

再生医療への応用などあらゆる分野に貢献していくことが

期待される．
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