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研究成果の概要（和文）：肝再生移植のドナー細胞として肝幹細胞をCD45・TER119・CD31・EpCAM陰性、ICAM-1
陽性細胞から分離する方法を確立。この細胞集団からは肝幹細胞のクローン細胞を樹立。また、Oncostatin Mで
処理した細胞は、再生置換効率が改善。細胞採取効率を改善するために肝容積評価を対象となる25の研究を改め
て検証。標準肝容積の算出法として3次元散布図に投影すると2つのクラスターに分類。肝親型前区細胞の自己再
性能に関してラミニンの構造異形体の関与を明らかにした。ヒアルロン酸を基質にした場合、CD44陽性の小型肝
細胞が増殖しマトリゲルを基質とした条件下において細胞回収率と再移植率が向上した。

研究成果の概要（英文）：We established a method to identify and separate liver stem cells from 
CD45-, TER119-, CD31-, EpCAM-negative, and ICAM-1-positive cells as donor cells for 
hepatocyte-transplantation. From this cell population, cloned liver stem cells were established. 
Besides, donor cells treated with oncostatin M had improved regeneration replacement efficiency.　　
Twenty-five studies targeting liver volume assessment were collected and reviewed to improve donor 
collection efficiency. When projected on a three-dimensional scatter plot as a standard liver volume
 calculation method, it was found that it was classified into two clusters.
　The involvement of the structural variant of laminin could be on the self-renewal performance of 
the parental progenitor cells. When hyaluronic acid was used as a substrate, CD44-positive small 
hepatocytes proliferated, and the cell recovery rate and the retransplantation rate were improved 
under the conditions using Matrigel as a substrate.

研究分野： 再生医療

キーワード： 肝細胞移植　細胞バンク　肝切除　手術

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 ドナー細胞の抗原同定によって移植細胞源を最小限にし、再生効率を向上したことは学術的意義のみならず実
用化に向けて大きな意義を持つ。安定した細胞源の確保と再生置換効率の向上は双方を兼ね備える必要がある。
細胞採取時の画像評価法としてこれまで様々なものが考案されてきた。クラスター解析によって2群に分類され
ることを明らかにしたことは、多くの研究が固有の仮説と理論に従って報告してきたと思われるが、多くが同じ
ものを検証していたにすぎないことが判明したことは社会的意義が大きい。ドナー細胞の改善のみならず増殖環
境の細胞外基質との関連を明らかにした意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
肝幹細胞の局在は、肝細胞と胆管細胞の移行帯である Canals of Hering に存在する。肝幹細

胞は、両能性（bipotentiality）を有しており、CD44 を抗原とする小型肝細胞と OV6 を抗原と
する Oval 細胞が同定されている。Oval 細胞は、肝癌細胞へのがん化への関与が指摘されてい
るが、小型肝細胞は肝機能を発現する肝幹細胞として機能していると想定される。これまでに三
高が発見した小型肝細胞を研究し、20 年以上に及び人工肝臓や細胞移植といった臨床治療開発
を念頭に基礎実験を継続してきた（Mitaka T, et al. Hepatology 1992、Sasaki K, Mizuguchi T, 
et al. Cell Transplant 2008）。小型肝細胞はヒアルロン酸受容体の CD44 を発現し(Chen Q, 
Mitaka T, et al. Nature Protocols 2007, Kon J, Mitaka T, et al, Am J Pathol 2009)、分離・培
養法に関して知的財産権を獲得している（ヒト肝細胞培養液：特願 2002-529470、凍結保存法：
特願 2002-500674）。In vitro における旺盛な増殖能は in vivo においても再現できることを証
明した (Shibata C, Mizuguchi T, et al, Liver Transpl 2006)。障害肝の肝細胞を健常細胞で再
生置換できることを証明し、効率化に関して研究してきた。結果として動物細胞による再生置換
効率は 30%程度であるが、ヒト肝細胞では 10%以下と現状の方法では臨床応用に時間を要する
ことがわかった。5 年後の前臨床研究や 10 年後の臨床治験や企業導出を狙うためには、低効率
な細胞治療でも臨床応用可能なコンセプトを明確に提示する必要がある。効率化に関しては、継
続したテーマにあることは申し述べるまでもないが、本研究では臨床試験を前提とした確実な
成果 を導くために 3 本の研究を中心に展開する。 
 研究①としては、近年の臨床画像診断が進歩し、三次元画像を生体に直接投影する方法を考案
した。画面を通さない AR (augmented reality)を利用することで、細胞採取にかかる治療の安全
性を担保出来ることは勿論であるが、細胞の局在性と効率性の関係を明らかに出来る可能性が
出てきた。正確なマッピングによる計画的な切除採取によって、再生効率化を明らかに出来るも
のと予測している。研究②では、バンキング凍結肝幹細胞を使用して、ハイブリットキメラ動物
の供給・販売を目的とする。研究③では、研究②が低効率に終わった場合を想定し、インスリン
産生する形質転換小型肝細胞を使用した糖尿病治療法の開発を目的とした。これらの 3 本の研
究は、臨床治療に応用することを前提とした前臨床的基礎研究と位置付けられる。 
 
 
２．研究の目的 
 

研究①「肝幹細胞分離の効率化」では、臨床切除例によって、肝区域ごとに細胞採取が可能で
ある。肝機能に区域の偏在性が認められることは、肝幹細胞の偏在性を示唆するもので、バイオ
プロジェクション技術によって術前診断と細胞採取部位を正確に同定できる。これまでは無作
為に細胞採取されてきた経緯があるため、バンク細胞の再構築を行いつつ、効率化に関しての偏
在性を明らかにする。 

研究②「バンキング細胞を使用したハイブリットキメラ動物の作成」では、研究①の結果をも
って高効率の細胞を使用し、NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull (NOG)マウスへの細胞移植を行う事で
ハイブリットキメラ動物を作成する。これまでにも、数体のハイブリットキメラ動物の作成に成
功しているが、ヒト細胞の生着率が極めて予想外に低率である。研究①によって細胞源を同定で
きれば、研究②の方法は確立しているので、結果を得ることは難しくないと思われる。最終的に
は供給・販売を目指すが、効率性を証明できた場合には、知的財産権の申請までを目標とするた
め、成果発表は申請と受理次第となる。 

研究③「糖尿病のキメラ化再生治療の基礎実験」では、ストレプトゾシン（STZ）誘発糖尿病
モデルに対して、インスリン産生細胞へ形質転換したバンキング細胞を移植して、糖尿病治療へ
の応用を念頭に置く。Pdx1 遺伝子導入を行い、どの程度の臨床効果が期待されるのかを明らか
にする。これまでにラットを使用した STZ モデルは確立しており、縮小モデルでの作成が一つ
の課題となる。また、これまでに作成した Adv-Pdx1 を使用する予定ではあるが、いくつかのベ
クターを模索する必要もある。 
 
 
３．研究の方法 
 
ヒト小型肝細胞分離はわれわれが定型化したマイクロ灌流法により行う。分離したヒト小型

肝細胞を過冷却凍結法とプログラム凍結法を組み合わせることで得られた安定した凍結法によ
り、凍結ヒト小型肝細胞バンクの構築を行う。凍結ヒト小型肝細胞の臨床細胞治療への有効性の
検証のため、ヒト化肝臓ハイブリットキメラマウスを NOG マウスおよび NSG マウスを使用し
て行う。作製されたヒト化肝臓ハイブリットキメラマウスは、ヒト肝再生の分子機構の解析やヒ
ト肝線維化の治療法開発向けた基礎研究に利用することを目的としている。解析には細胞レベ
ル、蛋白レベル、遺伝子発現レベルで行い、ヒト肝細胞に見られる固有の分子反応や分子機序を
解明する。 

 
(1)ヒト小型肝細胞分離 



札幌医大臨床研究倫理委員会の承認を得た研究計画に沿って、インフォームドコンセントの
得られた感染症を認めない非腫瘍部の摘出物を手術場で切除し前灌流を行う。確立された方法
であり、条件なども既に定型化されているので簡単に概要のみを記載する。ヒト小型肝細胞の分
離方法は 0.05%コラゲナーゼ＋0.5%ディスパーゼ灌流法により行う。分離灌流は実体顕微鏡下
（Zeiss Stereo Zoom Microscope）に,肝切離面に露出する門脈枝に27G注射針を挿入して行う。
得られた細胞は 10%FBS 含有 L-15 培養液で洗浄し、50g にて 1分間の低速遠心から沈澱細胞を得
る。詳細は既に発表済みである（Sugimoto S, Mizuguchi T, et al. Tissue Eng, 2005）。 
 

(2) バイオプロジェクションマップ 
札幌医大附属病院には、画像処理ワークステーションとして Ziostation2 (ザイオソフト)と

Synapse VINCENT (富士フィルム)が実装されており、2種類の画像評価を行っている。院内 PACS
に画像情報を転送し、手術場の PC と無影灯に添付した映像投射装置より情報を流す。サイトマ
ーキングとして、肋骨情報や臍の位置情報で、ローカル補正を加えて投影を行う。3D-CT 画像は、
生体内の位置情報と誤差が生じるが、これを修正する（Mizuguchi T, et al. RSNA Merit 賞受
賞: 2014 年）。 
 

(3) 過冷却保存方法 
生体肝細胞移植に臨床応用された凍結肝細胞に使用された凍結保存液は 15% DMSO, 85% UW

液とされている(Cell Transplant 2007;16:629-637.) が、これまでの研究でこの組成の保存方法が、
市販の凍結保存液より有意に生存率が高い知見を再三の追加実験にもかかわらず得られること
ができなかった。さらに、ヒト血清やトレハローズ、グリセオールに各種の蛋白分解酵素阻害薬、
増殖因子を含んだあらゆる組成の凍結保存液の開発を試みたものの十分な結果が得られていな
い。今回は不凍ポリアミノ酸含有の凍結保存液も含めて検討する。具体的には mFreSR hESC 
freezing medium、セルバンカー2、KM バンカー、バンバンカー、セルメニティ、CryoSure-DMSO、
CryoScarless DMSO free を使用し比較検討する。これらの保存液はミリポアフィルターを使用
し、細菌やウイルスの除去を行う。細胞数と保存液量は解凍後の生存率に影響し、これまでの研
究で 5X105 ～ 1X106 cells/ml が良く 2ml の凍結チューブに分注し保管する。保存液の添加方法
は一括置換法と段階置換法で有意性を認めず、一括置換法で行う。 
 
(4) ヒト化肝臓ハイブリットマウスキメラ動物の作製 
 マウスには NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull (NOG)マウス、FAH-/-マウス、NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ 
(NSG)マウスを使用する。肝臓には放射線を照射し、48 時間後に脾臓内過冷却保存ヒト肝細胞移
植（5 X 105 cell/animal）および新鮮ヒト肝細胞移植（5 X 105 cell/animal）を行う。前回までの検
討では、放射線照射を検討項目としていたが、重度免疫不全モデルでは持続する肝炎が観察され
ることから必ずしもこれを必要としない。そこで、複数の同様モデルの再生置換率を最長で 6 ヶ
月の観察を行い比較検討する。脾内肝細胞移植では脾臓下極より 27G 針によりマイクロ顕微鏡
下に移植を施行予定。 
 
(5) 凍結・解凍ヒト小型肝細胞培養実験 
一部の細胞はわれわれの開発したヒト肝細胞培養を行う。凍結ヒト小型肝細胞を解凍し培養・

薬物代謝酵素の誘導・確認試験を行う。培養後 1 日目に生着率および生存率（細胞障害評価を参
照）を検討し、リファンピシンによる Cytochrome P450 Cyp 3A の誘導実験を行い、RT-PCR
法および Western blot 法により酵素誘導能を確認する。また、BrdU ラベルによる免疫染色に
より細胞増殖能を評価し、in vitro 標準培養ヒト肝細胞の適正を検討する。 
 
(6) 糖尿病キメラ化再生治療の基礎実験  
Pdx1 cDNA をアデノウイルスベクターに組み込み、肝幹細胞をインスリン産生へ形質転換させ

ることは既に報告済みである (Kawasaki H, Mizuguchi T, et al.; J Hepatobiliary Pancreat 
Surg. 2008, 日本肝胆膵外科学会賞受賞)。ストレプトゾシン投与（70 mg/Kg）によって作成さ
れる糖尿病モデルに対して、放射線照射による肝再生置換モデルを適用する（Shibata C, 
Mizuguchi T, et al. Liver Transpl, 2006）。 
細胞生着評価は免疫染色（hALB, hCK8/18）を施行し、イメージ解析による面積算出を行なう。
また、血清中の hALB 濃度を ELISA 法で算出する。また、Western blot 法で hALB を検出し、ヒ
ト組織とマウス組織を一定量混合した抽出タンパク質から定量直線を算出し、ハイブリット化
率を計測する。DNA からは、hAlb 遺伝子を定量 PCR 法により検出し、ヒト DNA とマウス DNA を一
定量混合した DNA から定量直線を算出し、ハイブリット化率を計測する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 肝幹細胞を同定・分離する方法として CD45 陰性、TER119 陰性、CD31 陰性、EpCAM 陰性、

ICAM-1 陽性細胞から肝幹細胞を分離することに成功した。さらにこの細胞集団から肝幹細胞の



クローン細胞を樹立した。この細胞は増殖するのみならず、成熟肝細胞としての機能を発現でき
ることも確認した。この細胞を Oncostatin M で処理したドナー細胞は、レシピエントの肝内に
おいて再生置換できることも確認した。体外で増殖させることが可能で、生体に移植して再生し
置換現象を再現できた。さらに、正常の機能を発現し得ることは再生医療におけるスーパードナ
ー細胞になりうる可能性が強く示唆される。 
 (2) 肝再生置換モデルでは、ガラクトサミンによる慢性肝炎から Thy1 陽性細胞を分離しドナ
ー細胞として使用する方法論が確立している。ヒトへの臨床応用を念頭にすると、同様の手法は
毒性が強く使用できない。再生置換の過程を再現し、遺伝子チップ解析を行うと IL17ｒｂの発
現が亢進していた。そこで、リガンドの発現を確認すると IL17b は類洞内皮細胞に発現し、IL25
はクッパー細胞に発現していた。一方で Thy1 陽性細胞の培養上清には細胞外小胞体が分泌され
ていることを発見した。この細胞外小胞体は小型肝細胞に IL17ｒｂの発現を誘導し、類洞内皮
細胞には IL17b の発現とクッパー細胞には IL25 の発現を誘導した。従って、細胞外小胞体によ
って肝再生置換現象が誘導されいた。 
 (3)成熟肝細胞からは CD44 陽性の小型肝細胞が分離される。細胞の増殖能や分化機能を維持
するために細胞外基質に工夫が必要である。マトリゲルを使用して、継代した CD44 陽性由来の   
(4)肝幹細胞は継代後も初代の細胞特性を維持できることを証明した。 

幹細胞移植に必要な肝細胞採取は、準清潔手術であり感染管理が通常の細胞処理よりも厳重に
行う必要がある。細胞凍結後の肝細胞移植の生着効率が改善せずに、培養実験を行うと 50％の
ロットでコンタミネーションが確認され、感染管理や細胞採取に関しての問題点が明らかとな
った。また、腹腔鏡手術の普及により、採取できる細胞数が激減し、より高い回収率が必要とな
っている。ICG 蛍光による生体細胞染色は、機種によって条件が大きく異なり、可視化の段階で
補正する必要性のあることが判明した。 
(5)採取効率の改善するために肝容積評価を改めて検証した。767 研究から対象となる 25研究

であり、標準肝容積の算出法として BSA を使用しているものが 11 研究、その他は 14 研究であ
る。BSA を使用した研究を 3次元散布図に投影すると 2つのクラスターに分類されることが判明
した。これまでに多くの方法が提唱されてきたが、対象年齢によって使い分ける必要のあること
が判明した。肝機能と肝容積を相互に評価するためのアルゴリズムと予測式を作成し、手術成績
や細胞生存率に関して検証を加えている。これまでに判明したのは、従来のアルブミンやビリル
ビンではなく、アンチトロンビン III と ICG15 分値による複合式の診断予測能が最も良いこと
がわかっている。 
(6)細胞採取で使用する素材に関して検討した。1157研究からランダム化比較試験を10研究、

観察研究から 5研究を採択した。ランダム化比較試験では、抗菌剤被覆縫合吸収糸は、非被覆吸
収と比較しリスク比 0.67(0.48-0.94)であり P=0.02 をもって有意に感染予防効果のあることが
判明した。また、観察研究においてもオッズ比 0.4 (0.30-0.54)であり P<0.01 をもって有意に
感染予防効果のあることが判明した。 
(7)肝細胞移植における自己再性能を解明し、移植効率の向上を企図した。肝親型前区細胞の

自己再性能と機能成熟化に関してどのようにラミニンの構造異形体が機能しているかに関して
明らかにした。ヒアルロン酸を基質に用いた培養条件で、CD44 陽性の小型肝細胞が増殖しマト
リゲルを基質とした条件下において細胞の回収と再移植が可能である。2回目の回収と再々移植
をマトリゲル・ラミニン 111・ラミニン 511 で行うと、肝親型前区細胞はマトリゲル・ラミニン
111 の基質条件下には出現するが、ラミニン 511 の基質条件では出現しなかった。2回目の回収
と再移植においてマトリゲル基質条件下において、2種類の細胞増殖を確認した。小さく球状の
細胞と、大きく扁平状の細胞である。小さく球状の細胞はラミニン 111 の基質条件下で増殖し、
大きく扁平状の細胞はラミニン 511 の基質条件下で増殖することが判明した。小さく球状の細
胞は肝親型前区細胞の細胞集塊に起源を由来し、ラミニン 111 が自己再性能に重要なシグナル
を伝達しているものと仮説を立てるに至った。ラミニンとの結合に関係するインテグリンでは、
α3とβ1がラミニン 111 で増殖する細胞群で ラミニン 511 比べて多く発現し、インテグリン
β4はラミニン 511 に強く発現していた。インテグリンα3強発現α6β1強発現の細胞はラミニ
ン 511 ではなくラミニン 111 基質条件下において肝親型前区細胞を産生する。α6β1 弱発現の
細胞は、ラミニン 111 でもラミニン 511 でも増殖しない。インテグリンβ1やラミニン 111 の中
和抗体により肝親型前区細胞の再性能を阻害することを確認した。したがって、肝細胞移植時の
肝親型前区細胞の自己再性能を効率化するためにはインテグリンβ1 とラミニン 111 のシグナ
ル伝達が重要な役割を持つことが明らかとなった。 
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