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研究成果の概要（和文）：ヒト間葉系幹細胞（hMSC）を、すでに報告されているin vitro分化誘導法により分化誘導し
たうえで、retrorsineにより肝障害を与えた免疫不全（X-SCID）ラットに経門脈的に移植した。移植細胞はラット肝臓
組織に生着し、ヒトアルブミン発現およびCYP3A4活性を確認できた。また、一部の生着細胞にはPCNA発現を認め、増殖
活性も確認できた。さらに、細胆管マーカーであるDPPIV発現を検証することでラット細胆管との連続性が確認できた
ことから移植細胞がラット肝の正常組織構築に参画していることを確認した。一方、腸間膜内肝細胞移植実験も行い、
移植細胞による残存肝への組織保護効果を確認した。

研究成果の概要（英文）：Human hepatocytes which derived from human MSCs in vitro as previously reported 
were transplanted into X-SCID rat via portal vein. The transplanted human hepatocytes were incorporated 
into rat liver and produce albumin and CYP3A4, which represented functonal hepatocytes. In addition, 
several transplanted hepatocytes showed PCNA activity, which represented the cell progression. 
Furthermore, the DPPIV expression assay revealed the histological contiguity of transplanted human 
hepatocytes with rat liver tissue, which representrd the physiological incorporation of transplanted 
cells. On the otherhand, hepatocytes transplantation into mesentery revealed the effectiveness of 
hepatocyte transplantation for the rescue of acute lethal liver damage occured by 90% hepatectomy. 
Transplanted hepatocytes work not only as compensation for hepatic function but also protection of 
remnant liver tissue, which identified by histological findings and ATP status in remnant liver.

研究分野：肝臓外科学
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１．研究開始当初の背景 
致死的肝疾患に対する移植手術の適応拡大

とともに、慢性的なドナー不足が問題とな

っており、肝組織、肝細胞の安定供給減の

確保は火急の問題である。現在、本邦では

生体肝移植が主流であり、1997 年 10 月の

脳死臓器移植法案の施行、さらに 2010年 1

月 17日の法改正を経て、脳死肝移植の症例

も増加はしているが、ドナー不足の解決に

はほど遠い状況である。さらに 2010 年 5

月の WHO 年次総会にて承認された新指針

おいては、海外渡航移植を自粛するように

求めており、国内においてますますドナー

不足が深刻となる可能性がある。また生体

肝移植では、生体ドナーへの手術浸襲およ

び移植肝の容量不足（small-for-size graft）

が問題となる。 

 そこで近年肝細胞移植が肝移植の代替も

しくは補助手段として、検討されるように

なってきた。我々の研究グループでは致死

的肝障害モデルマウスに対して、マウス由

来の成熟肝細胞および幼若な胎仔肝細胞、

ES 細胞由来内胚葉系細胞の移植実験を行

い、これらが肝障害マウスの生存率改善に

貢献することを明らかにした[1, 2]。また、

ES 細胞由来内胚葉系細胞や幼若肝細胞な

どの未成熟な細胞と比較して、成熟した肝

細胞のほうが、傷害肝への生着割合および

生存率改善への貢献が高いことも我々の実

験にて明らかになった。 

 臨床応用を考慮すると、移植肝細胞の供

給源としては、ヒト肝臓の他に、多分化能

を有する胚性幹細胞(ES細胞)や人工多能性

幹細胞（iPS 細胞）から肝細胞を作成する

方法が考えられている。1998 年にヒト ES

細胞が樹立され、ここから肝細胞を分化誘

導する方法が数多く報告され、また iPS 細

胞についても、これらに準じた方法での分

化誘導法が報告されている。我々のグルー

プも独自に分離した肝細胞の成熟化を促す

間葉系細胞との共培養を用いた ES 細胞か

らの肝細胞誘導法を確立し、報告している

[3-5]。しかし、ヒト受精卵由来の ES 細胞

を肝疾患の治療に用いることは、倫理的な

問題を有するだけではなく、他人由来の組

織であるため拒絶反応を引き起こす可能性

が予測される。また、iPS細胞については、

作成の際に癌遺伝子である c-Mycを用いる

こと、また分化が不十分な iPS 細胞自体が

腫瘍原性を持つことが指摘されており、臨

床応用に至るまでには、重大な問題が未解

決の状態である。 

 こ れに対し、近年間葉系幹細胞

（mesenchymal stem cell: MSC）の存在が注

目されるようになった。MSCは骨髄や脂肪

組織中にごく少数存在する多能性幹細胞で、

in vitroで増殖し、様々な系統の細胞へ分化

させることが可能で、肝細胞様の細胞への

分化も報告されている[6]。さらに採取が比

較的容易であり、患者本人から採取するこ

とも可能であるため、倫理的な問題や拒絶

反応の問題の解決が可能である。臨床にお

いても、肝硬変の患者に患者自身の MSC

を含む骨髄細胞を自家移植することで、肝

機能を改善させたとの報告もある[7]。ただ、

MSC 由来肝細胞移植の臨床応用において

は、まず治療効果改善のために、より成熟

肝細胞に近い状態までの分化誘導法の開発

が必要であり、また急性肝障害も含めた致

死的肝疾患全体に対するMSCおよびMSC

由来肝細胞の治療効果や生体内での増殖・

生着についての解析が必要となる。 
 
２．研究の目的 
ヒト間葉系幹細胞（hMSC）由来肝細胞

を免疫不全動物（ラット）に移植する。

この実験動物には急性および慢性の肝障

害を加え、hMSC 由来肝細胞移植による

救命と、移植細胞の生体肝への生着およ

び増殖の状態を評価し、幹細胞由来肝細

胞の細胞移植における有用性を検証する。 



 
３．研究の方法 
1. ヒト間葉系幹細胞(hMSC)の肝細胞へ

の分化誘導 

a) 培地・分化誘導因子の選択、投与

量・投与期間の検討 

2. ヒト間葉系幹細胞(hMSC)由来肝細胞

の分化度および肝細胞機能評価 

a) 形態学的評価およびRT-PCRによる

遺伝子発現の経時的解析、分化効率の評価 

b) アルブミン産生能、アンモニア除去

能、肝細胞特異的酵素活性などの肝細胞機

能の評価 

3. 肝障害を誘導した X-SCID ラットへの

hMSC由来肝細胞移植実験 

a) 肝障害誘導ラット肝における、

hMSC 由来肝細胞の生着・増殖能および分

化形態の解析 

b) 致死性肝障害誘導ラットに対する、

未分化 hMSC、hMSC 由来肝細胞およびヒ

ト iPS 細胞由来肝細胞の細胞移植による生

存率改善効果および生着能・分化形態の比

較検討 
４．研究成果 

ヒト間葉系幹細胞（hMSC）を、すでに報

告されている in vitro 分化誘導法により分

化誘導したうえで、retrorsineにより肝障害

を与えた免疫不全（X-SCID）ラットに経門

脈的に移植した。移植細胞はラット肝臓組

織に生着し、ヒトアルブミン発現および

CYP3A4 活性を確認できた。また、一部の

生着細胞には PCNA発現を認め、増殖活性

も確認できた。さらに、細胆管マーカーで

ある DPPIV 発現を検証することでラット

細胆管との連続性が確認できたことから移

植細胞がラット肝の正常組織構築に参画し

ていることを確認した。一方、大量肝切除

に伴う致死的肝障害モデルマウスに対して

腸間膜内肝細胞移植実験も行い、細胞移植

による救命効果を確認するとともに、移植

細胞による肝機能補助効果だけでなく、残

存肝への組織保護効果を ATP 活性により

確認した。 
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