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1. 小型肝細胞の特性
　致死的肝不全の治療法に肝移植があるがドナー不足
の問題がある．そのため，肝移植に代わる治療法とし
て細胞移植療法が期待されている．細胞移植療法には
大量の肝細胞が必要だが，未だ正常肝細胞の恒常的供
給は難しく，安定供給に向けては大量培養法の確立が
必要である．肝臓には小型肝細胞と呼ばれる増殖能力
の高い細胞が存在する 1）．この細胞は肝細胞として基
本的な分化機能を有し，長期間培養すると成熟化し，
毛細胆管網を持つ類肝組織を形成する．CD44 を発現
しておりヒアルロン酸コートディッシュで培養すると
高純度に小型肝細胞コロニーが作成できる．一定の条
件下では，小型肝細胞は自己成熟化するため増殖し続
けることは出来ず長期培養は困難だった．細胞数確保
には継代培養が必要だと考えられるが，その方法は確
立されていなかった．本研究では，肝細胞移植療法に
向けた継代培養法の確立とその特性解析を目的とした．

2. 形態と増殖能
　初代小型肝細胞コロニーを分離し CD44 抗体を用
いた MACS 法で CD44 陽性小型肝細胞をソートし，
マトリゲルコートディッシュに播種し継代培養を行っ
た．コロニーは経時的に増大した（図 A）．各継代後
21日目のコロニーあたりの平均細胞数は，218.1±429.6
個，149.2±233.1 個，83.7±139.9 個，32.9±45.9 個
であった（図 B）．28 日目に採取された細胞数は，生着
した細胞数のそれぞれ12倍，11倍，4倍，4倍であっ
た．継代されたコロニーの一部で増殖の高いコロニー
が存在していた．各継代時の細胞数の多いコロニー上位
10％を抽出しコロニーあたりの細胞数を解析したと
ころ，培養21日目で1249.2±454.5個，722.3±198.5個，
366.2 ± 176.1 個，99.3 ± 41.8 個であった（図 C）．
これらの細胞の分裂回数は培養 28 日目で 13.5 回，
12.7 回，11.0 回，9.1 回であった．

3. 継代培養で得られた細胞の機能解析
　各継代時の免疫染色ではコロニーのほぼ全ての細胞

で CD44 陽性であった．肝細胞特異的マーカーの
HNF4αと C/EBPαを発現し，Alb の発現も見られた
（図 D）．一部の細胞では胆管特異的マーカーである
CK19 を発現していた．Real-time PCR で遺伝子発
現解析したところ，免疫染色で陽性であったタンパク
質全ての遺伝子発現を確認したが，発現量は継代毎に
低下していた．
　マトリゲルを投与した細胞では成熟肝細胞と比較す
ると低値ではあるが，成熟肝細胞のマーカーである
Alb，Tdo2，Tat，Cyps，Oatp2 の遺伝子発現が増大
していた．特に Alb と Tdo2 の発現は有意に増大して
いた．また，CYP3A活性，アルブミン産生能，グリコー
ゲン産生能が有意に増大していた．マトリゲル投与群
では 3 次元構造を示し，毛細胆管形成が見られた．
FD 投与により胆汁排泄能を確認した．胆汁トランス
ポーターである MRP2 や BSEP の発現も毛細胆管面
に見られた（図 E）．

4. 細胞移植
　ドナー細胞は雄由来 DPP Ⅳ陽性細胞を用いた．レシ
ピエントは雌由来 DPP Ⅳ陰性の retrorsine 投与 / 部分
肝切除モデルラットを用いた．初代 CD44 陽性小型
肝細胞移植では，DPP Ⅳ陽性細胞巣が見られたが，
継代培養した細胞移植では移植細胞巣は認められな
かった．マトリゲルを投与し，成熟化誘導した 3 代
目の細胞移植では DPP Ⅳ陽性細胞巣が認められた．
また，DPPVI陽性細胞が細胆管にも認められた．（図F）．

5. 肝細胞移植療法とヒトへの応用
　肝組織内幹細胞が肝切除後の肝再生や肝修復にどの
程度関与しているのか現時点では十分に分かっていな
い．しかし，肝前駆細胞の持つ旺盛な増殖能力を如何
に臨床治療や臨床研究へ応用できるかが重症肝疾患の
治療の鍵になると考えられる．未分化な肝細胞は肝分
化機能を失う事，高分化な肝細胞は増殖できない事が
問題である．肝前駆細胞として知られる小型肝細胞は
肝細胞機能を維持しながら高い増殖能を持つこと，凍
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結保存が可能なことから細胞移植治療の細胞源として
有用と考えられる．これまでは継代培養が出来ず細胞
を増すことは出来なかったが，本研究により小型肝細
胞の前駆細胞の継代培養法が確立できた．
　本研究から，iPS 細胞・ES 細胞などの多能性幹細
胞から分化誘導すること無く，既に分化機能を有する
肝細胞から小型肝細胞の前駆細胞を分離培養すること
が可能になった．多能性幹細胞は有効な機能発現に課
題が多い．また未熟な細胞が存在すると腫瘍化の可能
性がある．一方，小型肝細胞は未熟細胞が含まれず腫
瘍化を懸念する必要はない．加えて，小型肝細胞は，
肝細胞を分離する際に捨てられている非実質画分に多
く含まれていることから，効率良く摘出肝臓を利用す
ることにも繋がり，その応用は極めて広いことが予想
される．ヒト肝臓にも小型肝細胞が存在していること
が分かっている 2）．本法と同様に増殖能の高い前駆細
胞をヒト肝臓組織片から分離・同定することができれ
ば，薬剤スクリーニングや細胞移植に用いることが可
能な機能的ヒト肝細胞を大量に作出できる可能性があ
り，ドナー不足の解決に繋がると考えられる．
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A:  培養 7，14，21，28 日目のコロニー写真．細胞は増殖しコロニーは増大した．

B:  コロニーあたりの細胞数：継代毎に増殖能は低下したが，細胞数は増大した．

C:  細胞数の多い上位 10% のコロニーの細胞数：継代毎に増殖能は低下したが，細胞数は増大した．

D:  3 代目の細胞の免疫染色：CD44 はほぼ全てで陽性で，多くの細胞で HNF4αと Alb を発現していた．

E:  マトリゲルを投与した 3 代目の免疫染色：FD 投与により胆汁排泄能も認められ，MRP2 の発現が毛細胆管面にみられた．

F:  マトリゲルを投与した細胞の移植後 30 日目の組織写真：DPP Ⅳ陽性細胞が見られた（黒矢印）．細胆管に DPP Ⅳ陽性細胞が見られ

た（黄矢印）．


