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研究成果の概要（和文）：Alb-uPA トランスジェニックマウスに免疫不全 scid マウスを交配し、

Alb-uPA をトランスジーンにもつ免疫不全マウスを作製した。Alb-uPA ホモ免疫不全マウスの

生後３週目にヒト肝細胞を脾臓経由で移植すると４週後には、マウスの肝臓の 50-100％がヒト

肝細胞で置換されたマウスができた（肝臓ヒト化マウス）。肝臓ヒト化マウスに肝化学発癌剤で

あるジエチルニトロサミンとフェノバルビタールを投与すると、肝細胞腫（アデノーマ）が高

頻度で発生した。腫瘍部の RNA 解析では、c-Myc, FoxM1, c-Jun, c-Fos, Bmi1, Skp2 
mRNA が増加していることが判明した。  
 
研究成果の概要（英文）：We crossed the Alb-uPA mice with the scid/scid mice and made the 
Alb-uPA/+; scid/scid mice.  We obtained the Alb-uPA/Alb-uPA;scid/scid mice by crossing 
the male and female Alb-uPA/+;scid/scid mice.  We transplanted the 5 x 105 human 
hepatocytes into the spleen of 3 week-old Alb-uPA/Alb-uPA;scid/scid mice and obtained the 
mice in which the more than 50 % of mouse hepatocytes are replaced with human 
hepatocytes.  Then we treated the mice with diethylnitrosamine and phenobarbital and 
found that the liver had human hepatocellular adenomas.  The reverse-transcriptase-PCR 
expreriment showed that the c-Myc, FoxM1, c-Jun, c-Fos, Bmi1 and Skp2 mRNAs were 
upregulated in the tumor. 
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１．研究開始当初の背景 
 Alb-uPAホモマウスでは生後３週目にトラ

ンスジーンによるuPA産生が増加し、肝細胞が

自ら分泌するuPAのために死滅する。この時に

、外来性のマウス肝細胞を移植すると、外来

性細胞はuPAを産生しないので、肝臓で増殖し

最終的に肝臓の半分以上が外来性肝細胞で置

換される。ヒト肝細胞で置換するには、免疫

不全マウスを用いる。我々は、Alb-uPAマウス

とscid/scidマウスを交配し、トランスジーン

をもつマウスとscid/scidマウスを再度交配

し、Alb-uPA免疫不全マウスを作製した。 

 

２．研究の目的 
 肝細胞をヒト肝細胞に置換したマウスに

肝化学発癌剤を投与して、ヒト肝細胞癌を誘

導する。また、Ｃ型肝炎ウイルスを感染させ

て、肝細胞腫瘍が発生するかどうかを検討す

る。 
 
３．研究の方法 
 化学発癌剤としては、Diethylnitrosamine 

(DEN)を腹腔内投与して、次週からフェノバ

ルビタール含有の水を飲水させる。肝細胞腫

瘍は、HE染色およびCYP免疫抗体染色を行う。 

 

４．研究成果 

 移植条件を検討するために、外来性肝細胞

を供給するマウスとして、我々は肝細胞でGFP

蛋白を発現するAlb-uPAマウスを作製した。ま

た、全身でDsRed2蛋白を発現するCAG-DsRed2

マウスを東京工業大学 田川精一博士から分

与を受けた。この２種類のマウス肝臓からコ

ラーゲナーゼ還流法で肝細胞を単離した。得

た肝細胞の多くは２核をもつ典型的な肝細胞

であった。 

 そして、いよいよヒト肝細胞を生後３週目

のAlb-uPA/Alb-uPA免疫不全マウスの脾臓に

移植したところ、血清ヒトアルブミン値が

5-8mg/mlとなり、肝臓の80％以上がヒト肝細

胞に置換されたマウスが作製できた。 

 化学発癌剤の濃度を決定するために、

Alb-uPA免疫不全マウス腹腔にジエチル

ニトロサミン（DEN）を90mg/kg注射し

たところ、全マウスとも死んでしまった

。野生型マウスに比し、Alb-uPA免疫不

全マウスはDENに対する感受性が高い

ことが明らかになった。そこで、90mg
／kg，45mg／kg, 22mg/kg, 11mg/kg, 
5mg/kgのDENを腹腔内注射して、様子

を見たところ、11mg/kgでマウスが生き

ていることが判明した。  
 本実験として、肝臓ヒト化マウスの腹

腔にジエチルニトロサミン（DEN）を

11mg/kg注射し、１週後から500ppmの

フェノバルビタール含有水を飲まし続

けた。25週後、マウスの肝臓を観察する

と、肉眼的肝臓腫瘍が観察された。組織

学的には、肝細胞腫 (hepatocellular 
adenoma)と判断された。  
 腫瘍部から、RNAを抽出し、定量的

RT-PCR解析を行なった結果、c-Myc, 
FoxM1, c-Jun, c-Fos, Bmi1, Skp2 
mRNAが増加していることが判明した。 
 ヒト初代肝細胞への遺伝子導入法に

は、電気穿孔法、ウィルスベクター法が

現実的である。まず、電気穿孔法で、

act-LacZ 遺伝子を初代肝細胞に遺伝子

導入してみたところ、X-gal 染色で染ま

るのは５％程度と効率がよくないこと

が判明した。そこで、ウィルスベクター

による遺伝子導入を検討した。ウィルス

ベクターとしては、レトロウィルスとレ

ンチウィルスがある。まず、LacZ 遺伝

子を含むレトロウィルスを試みたが、導

入効率は低かった。そこで、レンチウィ

ルスによる遺伝子導入が初代肝細胞に

は適当であると結論した。 

 ヒトc-Myc, FoxM1, c-Jun, c-Fos, 
Bmi1, Skp2 蛋白を発現させるレンチ



ウィルスを作製した。現在、これらの遺

伝子の組み合わせでヒト肝細胞癌が誘

導できることを実証する実験を計画し

ている。  
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