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「肝細胞培養と小型肝細胞について」  
 
【はじめに】 
 増殖能の高い肝細胞が存在するということを最初に報告（１）してから、１５年以上経つ。成

熟肝細胞よりは小さいが増殖する肝細胞という意味で小型肝細胞（small hepatocyte）と名付
けたのが現在の研究の始まりと云ってよいのかもしれない。良い機会であるので、小型肝細

胞について発見から現在に至るまで、自分がどのように考えこの研究を進めてきたかを書き

残しておくことにした。若手の研究者や新たにこの分野の研究を始めた研究者に、これまで

の小型肝細胞研究の流れを理解してもらうにも丁度良い機会と思ったからである。ホームペ

ージ上に会員同士の研究交流を盛んにする場を設けた意味は、論文にはできないが重要

だと思うことや失敗、それぞれの研究者が考えていること、学会などでは話しにくいことを積

極的に出すことで、議論が活発になり、新たな発想を生むことにあると思う。また論文になっ

ていないことが必ずしも新規の研究というわけではなく、実験は為されたが結果が思わしくな

かった、また説明がつかない結果だったなど、論文にできなかった様々な理由があるかもし

れない。そのような経験を共有できれば、「肝細胞」を共通語に集う研究者コミュニティーの

結束や個々の研究者の新たな発想の種になるかもしれない。さらに同じ失敗を繰り返すこと

で時間を無駄にすることが無くなるようになればそれにこしたことはない。 
 
【Nicotinamide との出会い】 
私は、1988年春に米国Wisconsin大学McArdle 癌研究所Henry C. Pitot教授のもとでポ
スドクとして研究を始めた。Pitot 教授から与えられたテーマ（実際は、５つぐらい提示された
中から一つ選択したのだが）は、「Serine Dehydratase (SDH)を初代培養肝細胞で維持・誘
導できるような培養系をつくる」であった。当時、私の持っていた手技は肝細胞の分離培養と

免疫染色くらいで、選択肢も限られていた。SDH は、生化学研究者でもあったＰｉｔｏｔ博士が
酵素化学で染色できることを世界で最初に示した酵素で、思い入れもあったのであろう。後

に他の研究者から聞かされたのは、新人のポスドクには必ずといってよいほど与えられてい

たテーマで、これまで誰も成功していないということだった。初代培養肝細胞は、「培養後早

期に分化機能を消失する」というのが当時の常識で、今なお培養肝細胞を使った論文の

Introduction にはこれに相当する表現を使う。何をもって肝細胞の分化機能というかは立場
により異なるが、成熟肝細胞が持つほとんどの機能を培養肝細胞で発現させ、一定期間（通

常は 1 週間以上）維持させることは可能である。Introduction にこのような表現を入れるため
には一定の条件下で

．．．．．．．
という但し書きが本来なら必要なはずである。肝臓の持つ分化機能の

中でも SDH の発現は最も高度なものの一つである。12 月末までの８ヶ月間この研究を行い、
当時知られていた分化誘導方法は全て試した。当時非常に高価で購入できなかった

Engelbreth-Holm-Swarm sarcoma-derived matrix (EHS gel; Matrigel®) は、腫瘍をマウスに
植え継ぎ、そこから粗精製して実験に使った。培養５日目で dexamethasone と glucagonによ
って SDH酵素活性を誘導することが目標だった。得られた結果は全て negativeで、クリスマ
スの時に Pitot博士と相談しこの研究は一旦諦めた。この SDHをホルモンで誘導し維持でき
る実験系ができたのは、その７年後だった（2）。Pitot 博士からは好きなことをやっても良いと
言われ、肝細胞を増殖させる実験系を確立し、in vitroでの肝発癌研究を目標にした。最初
の３ヶ月は過去の論文を狩猟し、その再現実験を行った。結果は、“初代培養ラット肝細胞

はＳ期には入るがＭ期まで進む細胞はほとんどいない”ということを確認したにすぎなかった。

つまり、肝細胞の数を増やし続けることに誰も成功していない、ということだった。当時手に入

る EGF, HGFなどの増殖因子を使っても、また prolineや ethanolamineなどの栄養素などを
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添加した培養液を使っても、さらに細胞増殖すると報告があった特殊な培養液（Chee’s 
medium）を自分で調製して実験を行っても、細胞分裂する細胞はほとんど見られなかった。
４ヶ月ほど試行錯誤が続いていたある日、ボスから一つの論文が渡された。JBC に掲載され
た Inoue C.が筆頭著者で東北大学の岡本宏先生の教室と徳島大学の市原明先生の教室と
の共同研究結果である（3）。nicotinamide と EGF を使うと１０％FBS 添加の通常培養液でも
初代培養ラット肝細胞は増殖し、且つ長期間肝分化機能も維持されるというのである。実験

結果は画期的で、核数が培養５日間で 2.7倍に増えて、1 ヶ月後でも約 70％の細胞が生存
していた。なおかつ高度な肝分化機能の一つである Tryptophan 2,3-dioxygenase （TO）が
12 日目でも誘導されるというものだった。私が追試を行っても同様の結果が得られた。細胞
数を実際に数えても明らかに２倍以上増殖する。そこで nicotinamideと EGFを使い、無血清
で肝細胞を増殖させる実験系をつくることに目標を定めた。追実験では論文としてまとめるこ

とができないということもあるが、血清中の未知の成分の影響を除くこと、また血清を添加す

ると肝細胞の純度を９９％以上にしても、培養経過と共に非実質細胞(Nonparenchymal cell, 
NPC)、特に線維芽細胞(Fibroblast)の増殖は避けられないという経験則があるのでそれを克
服したかった。 

 
【Nicotinamide と無血清培養】 
 実験結果は、1991 年の Hepatology に掲載された（４）。要点は、無血清培養によく用いら
れているDMEM/F12培養液に 10 ｍM nicotinamideと 10 ng/ml EGFを加えると初代培養ラ
ット肝細胞は増殖するということである。培養 5 日目に細胞総数では約 1．8 倍に増えたが、
その内訳をみると１核の細胞数は２．３倍に増えている一方、2 核の肝細胞は減少した。多く
の肝細胞は同期してDNA合成に入り、DNA合成の最初のピークは 60時間目にみられた。
nicotinamide を含まない通常の培養液の場合の 48 時間目と比べると遅れる。以後 84 時間
目、104 時間目と DNA 合成のピークは同調し、ほぼ 24 時間間隔であった。この結果は、１
核の肝細胞が少なくても 3 回分裂している可能性を示唆していた。 3H-thymidine と
2-bromo-5-deoxyuridine (BrdU)を交互に投与した 2重染色法と Sister choromatid exchanges
を調べる手法を応用して、培養 4日目までに 10~20％の肝細胞が 3回分裂し、4回目に入
る細胞もいることを証明した。 
この実験系では、肝細胞が増殖するために nicotinamideは必須であり、その濃度は 5 mM
以上必要で、20 mMを超えると toxicityがあり、最適濃度は 10 mMであった。増殖因子は
TGF-αや HGFでも同様の効果を認めた。20 ng/ml以上にしても 10 ng/ml と差がなかったの
で以後、10 ng/mlを我々の実験の標準濃度としている。無血清で長期培養を行う時、7日~
10 日を過ぎると細胞の所謂“活き”が悪くなる。血清中に含まれる微量元素等が培養細胞に
重要であることは以前からよく知られていて、中でも培養液中の selenium と鉄の含量が影響
するのであろう。市販されている ITS (insulin, transferrin, selenium)は、一週間以上の無血清
培養を行う場合には添加が必要である。これらの添加により初代培養肝細胞は分化機能を

維持しながら 1 ヶ月以上培養可能である。nicotinamide の“培養”肝細胞の増殖に対する作
用機序は、Inoue ら（3）が指摘しているように、１）vitamin として細胞内の NAD供与体である
こと、２）強力な poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitor作用を持つこと、によると考え
られる。以前から肝細胞の PARP活性は、培養皿に接着後すぐに上がることは知られていた
（５）。PARPによりタンパク質、特に核内タンパク質、の ADP リボシル化がおこり、転写やクロ
マチンの制御機構に epigeneticな変化が起こる。その結果、初代培養肝細胞では増殖や分
化に関係する遺伝子が不活性化されるため、細胞分裂が起こりにくく、分化機能の急速な

低下を引き起こすと考えられる。nicotinamideの持つ強力な PARP阻害活性がタンパク質の
ADPリボシル化を抑制し、またNADの細胞内濃度を保つことで肝細胞の増殖能力及び多く
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の肝分化機能が維持されると推測される。PARP 阻害剤である 3-aminobenzamide (3-AB)
は、nicotinamide より強い増殖促進作用を持っているが、分化機能の維持は悪い、また弱い
PARP 阻害活性を持つ 3-acetylpyridine (3-AP)は、増殖促進作用は弱いが分化能の維持
は nicotinamideより良かった（６，７）。一方、vitamin活性を持つが PARP阻害活性は持たな
い nicotinic acid を投与しても、nicotinamideほど増殖能力や分化能の維持効果はなかった。
これらの結果は、肝細胞が持つ増殖・分化能力を培養下で維持するためには、エネルギー

源の供給とヒストンなど遺伝子転写に関係するタンパク質などの epigeneticな修飾を抑えるこ
とが重要であることを示唆している。残念ながらその転写制御などについての解析は全くで

きていない。 
 
〖閑話〗Time-lapse 撮影装置付きの顕微鏡で小型肝細胞の分裂を撮影しているときに興
味深い現象を観察した。一つは、１核の肝細胞が細胞分裂をし、2 つの細胞に分かれる直
前に細胞質が再び融合し、2 核の肝細胞になる像（Movie 1）、もう一つは、(多分)１核の肝
細胞が４極分裂をし、4 核の細胞になる像（Movie 2）である。2 つ目については分裂の途中
までであるので確かなことは云えないが、8Nの核が 2Nずつ 4つに均等に分裂しているだろ
う。nicotinamide を使わないこれまでの初代培養肝細胞では多核の巨細胞が出現するがそ
れらは細胞融合の結果であるので明らかにそれとは異なる。2 核の肝細胞が出現する機序
を解明する手がかりであるとは思うがどのように解析したらよいかわからない。 

 
【肝細胞増殖と培地】 
エネルギー源の供給という意味では、米国で行ったもう一つの研究が参考になる。当時、

初代培養ラット肝細胞の分化機能の長期維持という観点からいうとLeibovitz L-15培養液を
使った実験が最も良い結果を出していた（８, ９）。この培養液は、ウイルス培養用に開発さ
れた培養液で大気中でも細胞培養できるように個々の必須アミノ酸濃度を限界近くまで上

げ、CO2-incubator が無くてもバッファー効果を持つように調整されていて、NaHCO3 を添加

する必要がない。しかし、この条件下では増殖因子を加えても増殖させることはできなかった。

ところが、この L-15培養液にNaHCO3と EGFを加え、CO2-incubatorで培養すると肝細胞は
劇的に増殖をし始めた（１０）。当時既に L-prolineが DNA合成に必須であることは知られて
いた（１１、１２）が、L-15 培養液には含まれていなかったので L-proline も加えた。増殖能は
nicotinamide と同程度で有りながら、分化能の維持は nicotinamide を用いた場合よりはるか
に良かった。HCO3

-は肝細胞の増殖には必要であり、培養液中の濃度によってDNA合成に
影響を与えることもわかった（１３）。市販の培養液の NaHCO3濃度は、それぞれの培養液が

開発された時に使われた細胞や目的によって決められたもので肝細胞の増殖に合わせて

決められたものではなく、例えば DMEM は約４４ mM に調整されている（カタログ上）が、ラ
ット肝細胞の増殖という点でいうと 25 mMが最適である。我々の教室では 25 mMに調整し
使っている。L-15 培養液が増殖能の維持に良い理由の一つに、必須アミノ酸濃度の高いこ
とがある。DMEM/F12 培養液に市販の必須アミノ酸濃縮液（DMEM/F12 培養液の組成）を
加えて L-15 培養液におけるその濃度に近づけていくと肝細胞の増殖能が高まっていく（１
０）。また、L-15 培養液を用いてラット肝細胞を増殖させるときれいに contact inhibition がか
かる。Labeling index で増殖する肝細胞の割合を見ていくと、DMEM など通常の培養液で

は細胞密度に依存してなだらかに減少するのだが、L-15培養液を使うと肝細胞数が 800細
胞／mm2に近づくとDNA合成がほぼ止まるのである（１０）。L-15培養液のアミノ酸濃度は、
肝細胞の持つ増殖能力を発揮させるのに十分な濃度なのかもしれない。アミノ酸が肝細胞

の増殖に必須であることはよく知られている。特に非必須アミノ酸を培養液から除くと

cyclinD1 発現が抑制され、肝細胞はＳ期に入らないことがわかっている（１４）。nicotinamide
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を L-15 培養液に加えると増殖にも分化能の維持にもよいのではないか、とよく聞かれる。し
かしながら、両方を用いると細胞毒性が出て肝細胞は死ぬ。今のところその機序はわからな

い。 
コラゲナーゼで灌流し、Percoll を用いて純化した肝細胞を得ようとしても 100％にすること
はできない（１５）。９９％以上肝細胞にすることはできるが、わずかな NPC の混入
（contamination）は避けられない。私は、米国から帰国後 5年間ほど極東製薬に特別注文し
た培養液を使っていた。DMEMを基本に L-prolineを 30 mg/lに増量し、glucoseの代わりに
galactose (2 g/l)、L-arginineの代わりに L-ornithine (100 mg/l) を用い、鉄、銅、マグネシウム、
ニッケル、セレニウムなどの微量元素を加えて無血清培養をおこなった（１）。Fibroblast は
galactoseや ornithine を代謝できないこと、無血清では増殖できないことを踏まえて使用した
のだが、肝細胞は活きが良いほど glucose を放出するし、多くの血清タンパク質を分泌する
ので培養初期には確かに Fibroblast の増殖を抑えることはできたが、長期間培養を続けると
Fibroblast はやはり増生してくる。肝細胞の増殖を抑制せずに Fibroblast の増生が抑制でき
るのは１％DMSO を使った場合のみだった。効果があまりないことと注文を受けてもらえなく
なったこともあり、市販の DMEMに変えた。 
コンタミする主な NPCは、肝上皮様細胞(Liver epithelial cell, LEC)および Fibroblastであ
る。これらの細胞の増殖は、dimethylsulfoxide (DMSO)を添加することで抑制できる（殺すわ
けではない）。肝細胞を semi-confluent の濃度で播種し、L-15 培養液に増殖因子を加えて
培養し、4 日目から 2％DMSO を加えると 6 日目で細胞数は約 2 倍になり、ほぼ confluent
な状態になる。高度な肝分化機能を維持したまま約 2 ヶ月間、細胞数をあまり減らさずに培
養することができる（１６）。2%DMSO を培養液に添加すると初代培養肝細胞の高分化機能
を無血清でも長期間維持できることは、Isom らにより既に報告されていた（１７）。この培養条
件ではNPCの増殖はほとんど認められない。しかしながら、vimentinをマーカーにして LEC
や Fibroblastの動態を調べると、肝細胞が死んでできる隙間に vimentin陽性細胞が徐々に
増えてくる一方で、肝細胞の存在する部分ではほとんど増えないということであり、NPC が一
見増えていないように見えるだけであった。1％以上の DMSO存在下では NPCの増殖を抑
制するが、肝細胞が存在しないとその効果は減少するので、肝細胞の分泌するある種の因

子が NPCの増殖を抑制しているのだろう。また 1％では肝細胞の増殖は抑制しないが、2％
で肝細胞の増殖はほぼ完全に抑制される一方、分化機能は亢進する。この実験系を用いる

とGap junctionタンパク質のCx32, Cx26を発現誘導し、長期間維持することができる（１８，１
９）。加えて米国で上手く誘導できなかった SDH も発現させることができた（２）。これらの高
度な肝分化機能は、HNF1, 3, 4及びC/EBPα, βの発現増加と相関しているのは云うまでもな
い（２０）。DMSO をタイミングよく使うことにより増殖を抑制し、静止期に導入した肝細胞を再
び増殖させることも可能である。L-15+EGF+2%DMSOから DMEM+EGF+nicotinamideへと
培養液を交換することにより、静止していた肝細胞は再び増殖を始める（２１）。これまで述べ

た初代培養肝細胞については英文総説を書いているので参照してほしい（２２）。 
 
【小型肝細胞】 

Nicotinamide と増殖因子を加えて肝細胞を培養すると、3 日目に多数の細胞分裂像を見
ることができた。そのまま培養を続けると大型の肝細胞の中に明らかに小さな細胞集団が出

現することに気がついた。核の形や性状は肝細胞と同様で細胞質も充実していることから形

態学的には肝細胞そのものであるが、明らかに小さい。周りの細胞の 1/2~1/3の大きさで培
養経過と共に更に小さくなる。BrdU や 3H-thymidine を用いてラベリングすると、１核の細胞
が固まって増殖していた(図１)。 
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図１．小型肝細胞コロニー。40 mM BrdU を培養後９６時間目から４８時間投与し、エタノールで
固定後、抗 BrdU抗体と抗 albumin抗体を用いて２重染色を行った。 

 
albuminや cytokeratin (CK)8/18などの肝細胞マーカー抗体を用いて免疫染色しても陽性
であり、超微形態学的(図２)にも肝細胞の特徴を有していたことから、これらの細胞は肝細胞
への分化が方向付けられた前駆細胞の一種であろうと考え、「Small hepatocyte（小型肝細
胞）」と名付けて報告した（１、２３）。 

 

 
図２．小型肝細胞の透過電子顕微鏡写真。培養５日目。 

 
小型肝細胞は、EGF/HGF/TGF-αいずれかの増殖因子がないと出現しないこと、これらの
増殖因子間に出現率に差がないこと、acidic/basic FGF は誘導能を有しているが出現数は
少ないこと、所謂 co-mitogen として知られていた noradrenalinや IGF-I, TNFαなどでは誘導
されないことがわかった（２４）。さらに小型肝細胞コロニーの出現はラット週齢が増すほど減

少する（２５）。3 週未満の仔ラットから分離した肝細胞は旺盛な増殖能を保持しているため、
ほぼ全ての細胞がラベルされコロニーとして認識できないが、離乳期（満 3週前後）を過ぎた
ラットから分離した肝細胞を使うとコロニーと認識できるようになる。言い換えれば増殖能の

低下した（やや大型の）肝細胞が出現するのが 4 週目以降であるということである。増殖して
いる新生仔肝細胞は、大きさが小型肝細胞と同じぐらいなので小型肝細胞のoriginと考えた
が、DNAchip を用いて成熟化誘導した小型肝細胞と 2 週令の肝細胞の遺伝子発現パター
ンとを比較すると、in vivo/in vitroの違いを考慮しても明らかに異なり、新生仔肝細胞は成熟
肝細胞とほぼ同じ遺伝子発現パターンを示した（未発表データ）。４週令の肝細胞の約 6％
が小型肝細胞コロニー形成能を有し、6 週令で約２．5％と激減し、8 週令以降の成熟ラット
ではほぼ１．5~2％で一定になる。80週令を超えたラットではコロニー形成能はその１/3にま
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で低下した（２５）。立野らも、同様に小型肝細胞コロニー数が年齢と共に減少することを報

告している（２６）。最近我々は、ヒト小型肝細胞の分離と培養に成功した（２７）。ウイルス性肝

炎を背景に持っていない患者の肝部分切除術時に得られた小肝組織から分離した細胞を

用いたのだが、そのような手術を受ける患者の多くは 60 歳以上である。これまでに 20 例以
上実験を行ったがほぼ全例で小型肝細胞コロニーの形成を認めた。若い（４０歳以下）ヒトか

らの肝組織を得るのは難しく、年齢によるコロニー形成能の違いを確かめることはできなかっ

たが、老齢になっても増殖能の高い肝細胞が存在するのはヒトにおいても間違いない。今後

の課題である。 
 「小型肝細胞の origin の細胞はどの細胞なのか？」は、今なおよく質問される。私は正常
成熟ラットにおいては「肝細胞が origin である」と答えている。「形態的には区別がつかない
が一見成熟肝細胞に見える細胞の中に小型肝細胞として能力を隠し持つ細胞が存在して

いる」と考えているのである。その理由は、 ①NPCを 1％以下しか含まない肝細胞を培養皿
上に播種し、小型肝細胞の出現とコロニー形成の様子を毎日観察し、写真に撮って確認し

ても肝細胞以外の形態をとる細胞はコロニー周囲には全く見られないこと（図１）、②５０ｘｇ 

1 分間の低速遠心後の上清に含まれる NPC を主に含む画分を培養皿に播種し、コロニー
形成の様子を追跡しても肝細胞の形態を示す細胞以外からコロニー形成が見られないこと

(図３)、 
 

 
図３．小型肝細胞コロニー形成。培養皿の同一箇所を位相差顕微鏡で観察し、毎日撮影した。

数字は培養後日数。矢頭は小型肝細胞を示す。 
 

③無アルブミンラット肝細胞と正常肝細胞を混合培養するとアルブミン陽性コロニーと陰性コ

ロニーがその混合割合に応じて培養早期から見られること（図４Ａ）、④ヒアルロン酸コート

dish 上に接着するのは肝細胞と類洞内皮細胞であったが、コロニーを形成するのは肝細胞
のみであった（２８）（図４Ｂ）。 
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図４． Ａ）無アルブミンラット肝細胞中に１０％ＳＤラット肝細胞を加えて培養し、５日目に固定し

た後、抗 albumin抗体で免疫染色した。albumin陽性小型肝細胞コロニーを認める。Ｂ）ヒアルロ
ン酸コート dish上で無血清培養したラット小型肝細胞。培養１０日目。 

 
１９９３年頃、吉里勝利教授から肝細胞を増やして人工肝臓を作る研究を始めるので手伝

ってほしいと話があった。吉里再生機構プロジェクト（ERATO）の研究推進委員として２年ほ
ど協力した。研究に対する考え方の違いから別々に研究することになったが、立野らの初期

の研究（２６，２９）にはささやかな協力ができたと思っている。私が関係していた研究以外で

も、マウス肝細胞培養に 10 mM nicotinamideを添加し増殖させた細胞を用いた報告がなさ
れているが（３０）、“nicotinamide を培養液に加えると肝細胞は増殖する”ことが浸透してきた
のは、肝再生研究の第一人者である Michalopoulos らが、肝細胞の培養に nicotinamide を
用いてからである（３１）。これ以降、肝細胞を増殖させる研究での nicotinamide 添加は一般
化されたと思われる。 
 
【小型肝細胞の成熟化と類肝組織形成】 
コラゲナーゼで肝臓を灌流して得られた細胞分散液を低速遠心（５０ｘｇ 1~2 分間）する
と、多くの成熟肝細胞は比重が重いため沈殿する。しかしながら、全ての肝細胞が沈殿する

わけではなく、比重の比較的軽い肝細胞は上清画分に残っている。成熟肝細胞と明らかに

大きさが異なる小型肝細胞は、酵素作用により完全に single になると沈殿せずに上清画分
に残る。上記したように、沈殿した肝細胞を播種しても小型肝細胞コロニーが出現するのは、

大型の肝細胞と共沈した小型肝細胞が多数存在することを意味し、小型肝細胞が成熟肝細

胞と共に小葉内に存在していることの証明にもなっている。上清画分の細胞には、小型肝細

胞の他に、肝NPCと云われる星（伊東）細胞、Kupffer細胞、類洞内皮細胞、LEC、血球など
が含まれる。さらに低速遠心（５０ｘｇ）を 5分間行うと血球以外の細胞の多くは沈殿する。1分
間と5分間の遠心を何度か行うことにより得られた細胞を培養皿に播き、nicotinamideを含む
培養液で培養する（３２）。播種した細胞の割合は、CK8 陽性細胞（肝細胞）が約３５％、SE1
陽性細胞（類洞内皮細胞）が約２０％、vimentin 陽性細胞（LEC、Fibroblast）が約１８％、
ED1&2 陽性細胞（Kupffer 細胞）が８％、desmin 陽性細胞（星細胞）が約１０％であった（３
３）。胆管上皮細胞(biliary epithelial cell, BEC)マーカーである CK19 に陽性な細胞は０．
３％と、この方法を用いると BEC はほとんど分離されてこないことがわかる。これらの細胞を
培養すると上皮の形態を示す細胞が分裂を開始する。早い細胞で播種後２日目から、多く

は３日目から分裂を開始し、７日目には約 20個、10日目には約 30個の細胞からなるコロニ
ーを形成する(図３)。コロニーの大きさは様々で 50 細胞以上からなるコロニーも存在する。
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立野らは 10 日目で 100 個以上の細胞からなるコロニーを観察している（２６）。ヒト小型肝細
胞の中にも10日目で150個以上に増殖するコロニーが存在している（２７）。私は、小型肝細
胞コロニーを定義づける際に「培養 6日目に小型で 8個以上ＢｒｄＵ(４８時間ラベル)陽性細
胞がまとまって存在している」とした（図１）（１）。しかしながら、これらの事実は小型肝細胞が

増殖能に関して一様ではないことを示し、非常に増殖能の高い細胞も存在することを意味し

ている。コロニーの中の一部の細胞は、培養 10 日を過ぎると大型化してくる。2 核の細胞も
出現する。培養経過と共に構成する全ての細胞が大型化するコロニーが存在する一方、多

くのコロニーには大型細胞と小型細胞が混在する(図５)。 
 

 
図５．小型肝細胞コロニーの位相差顕微鏡写真。矢印は、大型化した小型肝細胞を示す。 

 
小型細胞、大型細胞がそれぞれまとまって存在し、小型細胞が主に増殖しているようであ

る。印象ではあるが、特に増殖能の高い細胞からなるコロニーは全体が一様な、より小さな

細胞からなり、培養経過に伴い通常現れる大型の細胞は存在しない。小型肝細胞の中にも

自己保持能を有する細胞が存在しているだろうと推測しているが、証明はしていない。 
 

 
図６． 小型肝細胞コロニーの培養経過に伴う形態変化。数字は培養日数。矢印は盛り上がっ

てくる細胞を示す。SC, stellate cells; LEC, liver epithelial cells. 
 
上記のような小型肝細胞と NPC からなる細胞を FBS や nicotinamide、増殖因子（EGF, 

HGF, TGF-α）などを加えた培養液で培養すると、小型肝細胞が最初に増殖しコロニーを作
る一方、星細胞とLECもゆっくりと増殖してくる（３２）。類洞内皮細胞は1週間ほどでほとんど
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いなくなるが、Kupffer 細胞は生き残り、コロニーが大きくなるにつれ、コロニー上でゆっくり
増殖する。増殖している星細胞や LEC と接触し、小型肝細胞コロニーを取り囲むようになる
(図６)。２週間を過ぎるとそのようなコロニーをよく認めるが、NPCに近在する細胞から大型化
が見られ、細胞の厚みが増し立体感が出はじめ、一部の細胞がコロニーの上に盛り上がり、

培養経過と共にコロニーの上に広がっていく(図７)。 
 

 
図７． 小型肝細胞コロニーの位相差顕微鏡像。培養 35日目。NPC が接しているコロニー側か

ら細胞が盛り上がり、コロニー上で索状構造を形成していることがわかる。 

 

 
図８． コロニーの外側に索状構造が伸長していく。細胞間に白く筋状に見えるのは毛細胆管

様構造。 
 

 
図９． 小型肝細胞コロニーの盛り上がった部分の縦断面(培養７５日目)。透過電子顕微鏡写

真を撮るために作った semi-thin section をトルイジン染色した。小型肝細胞(細い矢印)が急に

大型の細胞(太い矢印)に変化していることがわかる。コロニーの下に NPC(矢頭)が潜り込み、2
～3層に重なった大型細胞(太い矢印)との間に細胞外基質（asterisk）が蓄積している。大型細
胞は、mitochondria, rER, glycogen granules, peroxisomeに富んでおり、細胞間には毛細胆管様
構造、gap junction を持ち超微形態学的にも典型的成熟肝細胞を示す。 
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その後盛り上がった細胞は２~３細胞の厚さからなる索状構造をとり、コロニー外に伸びて

いく(図８)。盛り上がった細胞の部分を培養皿に対して垂直に切り、その断面を見たのが図９
である。大型化した小型肝細胞が多層化し三次元構造を呈している部分では、NPC が大型
細胞の下に細胞外基質を挟んで存在している。2 ないし３肝細胞が重層しているが、それ以
上の多層化は見られない。また肝細胞とNPCの間には細胞外基質の薄い層が見られる。中
間系フィラメントに対する抗体を用いて細胞を同定すると、コロニーの下に存在する細胞は

desmin陽性(星細胞)と vimentin陽性細胞（LEC）であった(図１０)。 
 

 
図１０． 小型肝細胞コロニーの蛍光免疫染色写真。上図は、albumin (green)と vimentin (red)、

下図はalbumin (green)と desmin (red)の二重染色を示す。CｅｌｌSｃａｎを用いた3次元再構成画像。

dish直上 plane (上左)、約 8 µm上の plane (上中)、断層面（dish面は上）(上右)、dish直上 plane 
(下左)、約１２ µm 上の plane (下中)、断層面（dish 面は上）(下右)。 Bar, 20 µm. 

 
コロニーの下に存在する細胞外基質は、laminin，type IV & III collagen，fibronectinが主
であり、培養経過と共に蓄積する（３３）。これらの細胞外基質は基底膜の構成成分であり、

基底膜様構造を構築しているものと思われる。また、type I collagen の蓄積は少なかった。
smooth muscle actin (SMA)陽性細胞はほとんど認められないことを考え合わせると、活性化
していない星細胞と LECがコロニーの下に潜り込み、細胞外基質を分泌していると考えられ
る。laminin，type III & IV collagen，fibronectinなどの基底膜成分の蓄積と共に小型肝細胞
は、成熟化・組織化していくように見えることから、基底膜成分が成熟化・組織化を誘導する

か検討した。活発に増殖している小型肝細胞をコロニーごと剥離し、コロニー密度を高めて

新しい dish に蒔き直し、増殖している小型肝細胞が多数存在する状態を作った（３４）。そこ
にMatrigel®を加えた。コントロールとして type IV collagen， laminin， fibronectinを単独ま
たはそれらの combination で添加したが、コロニーの形態変化は起こらなかった（３４）。
Matrigel®に被覆された小型肝細胞は急速にその形態を変化させた(図１１)。 
数日のうちに細胞は大型化し、細胞間には毛細胆管様構造が形成され、コロニー全体が

盛り上がった。この様なコロニーの断面像を見ると Matrigel®で覆われた部分は盛り上がり、

大型化した肝細胞が重層している。微細構造的にも、それら大型の細胞は mitochondria, 
rough endoplasmic reticulum, peroxisomeなどの細胞内小器官に富み、細胞間には毛細胆
管を形成していることから成熟肝細胞といえる。このような組織化は初代培養肝細胞を NPC
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と共培養しても、成熟肝細胞を Matrigel®で被覆しても起こらない。分化機能を維持すること

ができても 3次元化した類肝組織を形成することはないのである（spehroid形成は見られる）。
また、小型肝細胞を Matrigel®の上で培養すると増殖しない。成熟化するためには、小型肝

細胞はある程度増殖した後 NPC との相互作用が必要であり、お互いに細胞外基質を分泌
することで基底膜様な構造物を再構築する過程が重要であることを示唆している。laminin
単独では、成熟化を促進するが３次元化は誘導できなかった。Matrigel®という細胞外基質

の混合物（基底膜を構成する細胞外基質の３次元構造が微細なレベルで維持されていると

いう意味）に小型肝細胞が接触するときにのみ、３次元化した類肝組織の構築が起こること

を意味している。 
 

 
図１１． Matrigel®投与後の小型肝細胞コロニーの形態変化。矢印は毛細胆管様構造を示す。

Bar, 50 µm。 
 
３）類肝組織の肝細胞機能 

3次元構造を構築している肝細胞間には毛細胆管様構造が形成される。生体内の毛細胆
管と全く同じものなのか、それとも似て非なるものか確かめた。毛細胆管であれば毛細胆管

膜面（Bile canalicular domain, Apical domain）に限局して存在しているタンパク質が発現し
ているはずである。Multidrug resistance related protein 2 (MRP2) 、 EctoATPase 、
5’-nucleotidase (5NT 和田郁夫現福島医大教授より供与)など毛細胆管膜面に限局して発
現することが知られていて入手可能な抗体を用いて染色した(図１２)。 
確かに毛細胆管膜に限局して染まり、なおかつその部位には actin も重積していた（３５）。
さらに機能についても検討した。細胞内に esterase があると分解され、その代謝産物が蛍光
物質である fluoresceinになり毛細胆管に分泌される fluorescein diacetate (FD)を培養液に加
えた（図 1３）。蛍光顕微鏡で観察すると、図１４で示すように増殖旺盛な小型肝細胞は FDを
細胞内に取り込むが esteraseを持たないためか、または発現しているMRP3により細胞外に
即座に排出されるために細胞に蛍光が見られない（３６）。 
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図１２． 小型肝細胞コロニーに形成された毛細胆管様構造に発現するタンパク質の免疫三重

染色。毛細胆管膜タンパク質 ectoATPase, MRP2, 5NT は緑色、Actinは赤色、核はDAPIで青
色に染色した。上左図は、典型的なコロニーの位相差顕微鏡写真。単位は、µm. 

 
 

 
図１３． 小型肝細胞の分化段階による FD の代謝と排泄。上段は位相差顕微鏡写真、下段は
蛍光写真。左から、増殖している小型肝細胞(一部に cyst形成が見られ、fluoresceinが蓄積して
いる)、大型化し始めた細胞、盛り上がり 3次元構造をとる細胞の典型像を示す。 

 
ところが大型化した細胞を持つコロニーでは、毛細胆管に排泄されるような像は見られな

いが、細胞内に fluoresceinが見られ、時間とともに MRP3により細胞外に排出されるために
薄くなってゆく。一方、3 次元構造を取り細胞間に毛細胆管様構造が認められる所では、代
謝された fluoresceinにより線香花火のように見える。毛細胆管がコロニー上に網の目の様に
発達していることがわかる（３５）。蓄積した蛍光物質は培養液を交換しても減光することはな

く長時間維持されていた。また bilirubin を培養液中に加えても黄色い bilirubin色素が毛細
胆管内に蓄積していくのを観察することができる（図１４）。 
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図１４． bilirubin が排泄された毛細胆管様構造。位相差顕微鏡写真（Ａ，Ｄ）。対応する光学
顕微鏡像（Ｂ，Ｅ）。蓄積したビリルビンが黄色に見える。抗 ZO1抗体を用いた免疫染色像（Ｃ）。
毛細胆管様構造はタイト結合タンパク質であるＺＯ１で囲まれている。タイト結合が良く発達して

いることがわかる。ビリルビン染色像（Ｆ）．緑色のビリルビンが cyst 状構造（asterisk）内と毛細胆
管様構造内に蓄積している 

 

 
図１５． Time-lapse 撮影装置を付けた位相差顕微鏡を用いて小型肝細胞コロニーの
同一箇所を 20秒間隔で 2時間 360枚連続撮影した。Ａは、毛細胆管の拡張及び収縮
する様子を示す。Ｂは、Ａの写真上の□で囲った部分(4 カ所を色で区別)を 2 値化し、
白色部の面積を毛細胆管の拡張度としてグラフにしたもの。 

 
さらに、Time-lapse 装置を付けた顕微鏡でこの毛細胆管を長時間観察することにより収
縮・拡張を繰り返し、胆汁を輸送する能力も有することがわかった(図１５)（３７）。３次元構造
を作る細胞には、毛細胆管膜面が形成されるだけではなく、類洞側膜面(sinusoidal domain)
や壁側膜面(lateral domain)も形成され、細胞膜は生体内と同様の極性を有するようになる
（３６、３８）。有機アニオントランスポーターの発現を見ると、類洞側膜面には Organic 
anion-transporting protein (Ostp)1,2,4や Na-dependent taurocholate co-transporting peptide 
(Ntcp)が発現し、毛細胆管面にはMRP2や bile-salt export pump (BSEP)といった transporter
タンパク質が発現するようになる（図１６）。正常肝臓では発現していないが胆汁うっ滞時に

出現する MRP3 は、小型肝細胞にも強く発現しているが、毛細胆管を形成している小型肝
細胞ではその発現が消失する。また肝細胞を破壊することなく、これらの毛細胆管内に分泌
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された物質を回収することも可能である（３６）。 
 

  
図１６． 小型肝細胞におけるトランスポータータンパク質の発現。増殖している小型肝細胞（A, 
C, E, G）と大型化した細胞（D, F, H）、盛り上がった細胞（B）における MRP2 （A, B）、MRP3 
（C, D）、Oatp1 （E, F）、Oatp2 （G, H）の発現。増殖している小型肝細胞にはOatp1/2, MRP2は
発現していないが、成熟化し大型化した細胞には良く発現するようになる。一方、増殖している

小型肝細胞に良く発現している MRP3は大型化し、盛り上がった細胞では発現消失する。 
 
また、この様に形態的に成熟化した小型肝細胞は、血清蛋白の分泌や糖・アミノ酸代謝、

アンモニア代謝や尿素合成、さらにはＰ４５０等の薬物代謝酵素の発現など成熟肝細胞とほ

ぼ同様の機能を持っている（３３，３４，３９，４０）。しかし、生体内と同等の機能発現までには

至っていない。培養皿上での限界なのか、まだ工夫の余地があるのかは定かではないが、

現時点では生体内での機能を 100％とすると、その 60~70％程度の回復と考えている。 
 
【小型肝細胞特異的分子】 
小型肝細胞は、肝細胞由来であるとは思いながらも培養するとその特性がいわゆる成熟

肝細胞とは異なる。“小型肝細胞に特異的な分子があるのではないか”という思いは当然の

ことながら研究初期からあり、小型肝細胞に関する一通りの仕事に目途がついた１９９３年頃

から特異的に認識できるモノクローナル抗体作りを始めた。当時、小型肝細胞だけを取り出

すことは困難であったため、生後２週ぐらいの乳児期の生肝細胞を抗原にモノクローナル抗

体採りを始めた。この時期の肝細胞は小型肝細胞と同様に増殖能が高く、コロニー形成も

見られないことから小型肝細胞と同じではないかと思い抗原として使った。GeneChip の結果
が手元にある今はわかっていることだが、乳児期の肝細胞は成熟肝細胞とその遺伝子発現

はほとんど違わず、小型肝細胞特異的な分子は発現していない。当時２０回ほど fusionを行
ったが当然の結果として、小型肝細胞コロニーを特異的に染色する抗体は取れなかった。

その時の唯一の成果は、毛細胆管膜抗原の ectoATPase に対する特異抗体で、論文（３５）
の一部のデータに使えたぐらいである。一人で研究していたので時間とお金の面で痛かっ

た。小型肝細胞の組織化の研究に集中するまでの３，４年間はＬ１５培養液を使った肝細胞

分化機能維持に関する研究で何とか論文を出し、研究費を得ていたのが実態であった。９７

年にクローン羊ドリーが現れ、米国 Wisconsin大学からヒト ES細胞作製の発表があり、世の
中が「再生医学」ブームに涌いた。幹細胞研究に注目が集まり日本での肝幹細胞研究をし

ていた極少数の研究者の一人であった私にも視線が注がれるようになる。小型肝細胞と

NPC による肝組織化の論文（３３）が出たのはベストタイミングだった。JST から大きな研究費
をもらい、小型肝細胞特異的分子の研究を始めた。特異的分子を見出し、ヒト小型肝細胞を

分離培養し増やすことがこの研究の大きな目標であった。網羅的遺伝子解析、小型肝細胞



 15 

膜表面タンパク質の網羅的解析、表面抗原に対する特異的抗体の作製などを行い「抗体で

細胞を集める方法を開発する」ことを目標に研究を行った。結果的に網羅的遺伝子解析の

結果から CD44を同定し（４１）、他にテトラスパニンファミリーのD6.1A及び BRI3を見出した
が、抗体から特異抗原を見出すことはできなかった。成熟肝細胞と非常に良く似ている細胞

であることを改めて認識した。 
 

 
図１７． 小型肝細胞の増殖と CD44s タンパク質の発現。上段は位相差顕微鏡写真、下段は対
応する CD44s に対する蛍光免疫染色写真。小型肝細胞はコロニーを形成し始めると細胞膜に
発現する。培養経過と共に小型肝細胞が成熟化し大型細胞になると発現は消失する(矢印)。 

 
 CD44 は小型肝細胞が増殖を始め、コロニー形成をしはじめると確かに発現するが、細胞
播種時には全く発現していない（図１７）。また、成熟化し 3 次元化した小型肝細胞ではその
発現が消失する。CD44 が小型肝細胞特異的であるのは間違いないがその発現機序につ
いてはまだわかっていない。CD44は、標準型（ｓ）の他に variant型(v)が v1~v10 まで 10種
ある。小型肝細胞は、CD44sとCD44v6の 2種類を発現するが(４１)、それらは同時に発現さ
れるわけではない。CD44v6の発現は、CD44sに数日遅れて認められる。盛んに増殖してい
る小型細胞には発現せず、大型化し始めた小型肝細胞に強く発現するようになる。このＣＤ

４４ｖ6 も 3 次元構造を形成している細胞では認められないことから、成熟化に関係した分子
と考えているが解析は進んでいない。 

CD44の主な ligandはヒアルロン酸である。小型肝細胞はヒアルロン酸をコートした dishで
選択的に増殖する。type I, type IV collagen, fibronectin, lamininをコートした dishと比較して
実験を行ったが、ヒアルロン酸をコートした dishでは小型肝細胞の増殖がNPCより速く、コロ
ニーの増生が目立った。ヒアルロン酸レセプターを発現していることが知られている類洞内

皮細胞（4２）は接着するが、小型肝細胞を増殖させる培養液では増殖はせず、１週間も過ぎ
ると dish から剥がれていく。ヒアルロン酸コート dish では、collagen コート dish などに比べて
NPC の増殖が悪いことがわかったので、更に増殖を抑えるために無血清で実験を行った。
小型肝細胞がコロニーを作るようになると無血清でも増殖することはわかっていたが（4３）、
播種時点から無血清にしても小型肝細胞だけが選択的に増殖した。NPC もいくらか残るが
10日目の時点で約８５％の細胞が CD44陽性でコロニーを形成していた（2８）。小型肝細胞
の増殖はTGF-αの産生による autocrineの増殖であると思っていたが、Genechipで遺伝子発
現を調べると follistatinを特異的に発現していた。培養液中にも分泌されていて中和抗体で
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その活性を抑制すると、小型肝細胞の増殖が抑制されることから、小型肝細胞の増殖は主

に follistatinの作用によるものと推測している。現在詳しい機序を研究している。 
 
【おわりに】 
私のこれまでの肝細胞研究のうち、in vitroの研究の多分間違いが無いだろうと思われるこ
とについて書いた。全てではないが、これまでにわかったことを踏まえてできるだけ時系列に

沿って分かり易く、失敗も含めて正直に書いたつもりである。最近の研究や in vivoの仕事は、
ある程度まとまってからまた書く機会があると思う。15年以上にわたり飽きずに小型肝細胞の
研究を行ってこられたのは、この細胞のポテンシャルが極めて高いと信じているからである。

ヒトＥＳ細胞が樹立され、骨髄由来幹細胞が発見され、また iPS細胞が創出され、それらの研
究が急速に進んではいるが、今なお、内胚葉由来の“肝細胞“を誘導することは非常に困難

である（４４）。小型肝細胞は、肝細胞としての機能を既に持ち、肝組織に類似した類肝組織

も作らせることが可能である。加えて成熟肝細胞とは異なり、凍結保存した小型肝細胞は解

凍後も初代培養の時と同様に増殖し、成熟化することがわかっている（４５，４６）。但し、

single cell の状態ではなくて、コロニーの状態を維持しながら保存する必要がある。ヒト小型
肝細胞をコンスタントに分離することが可能になり、さらに増殖させることができれば細胞バ

ンクも決して夢ではない。肝再生医療に使えるかどうか、見極められるまでは研究を続けた

いと思っている。 
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