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研究成果の概要（和文）：本研究では、手術摘出肝組織より分離した肝細胞を用いて、病態肝由来のヒト肝細胞を持つ
ヒト肝型マウスの作成を試み、複数の疾患に由来する肝細胞を用いて、ヒト肝型マウスの作成に成功した。本研究では
、胆道閉鎖症より単離した肝細胞の移植を中心に検討し、マウス肝内において胆道閉鎖症由来肝細胞はヒトアルブミン
陽性像を示し、薬物代謝酵素の発現も認められた。これら結果から、胆道閉鎖症においても肝細胞は正常機能を有して
いることが示された。本研究により、各種肝疾患由来ヒト肝細胞を用いたヒト肝型マウスの作成が可能であることが示
され、対象疾患における細胞障害等の病態検証への応用が可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried for development of humanized-liver mice in which the liver
 is reconstitute with human hepatocyte derived from some liver/biliary tract diseases. We demonstrated tha
t we could produce some humanized-liver mice which have disease derived hepatocyte. Especially, we tried f
or producing humanized-liver using hepatocyte derived from biliary atresia. We showed that hepatocyte deri
ved from biliary atresia produced human albumin and expressed drug metabolism enzymes in mouse liver. Thes
e results indicated that hepatocytes have normal hepatic functions even in biliary atresia. The results of
 this study indicated the possibility for development of humanized-disease liver mice and these mice may b
e useful for investigating pathological mechanism of liver/biliary tract diseases. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
肝臓は先天性代謝疾患や胆道閉鎖症、肝硬変
およびウイルス感染症など様々な疾患の標
的となる臓器である。そのため病態解明や治
療法の開発の上において肝組織や肝細胞を
用いた研究は必要不可欠である。肝組織や肝
細胞を用いた研究は、組織入手等の問題によ
り主に動物を用いて行われている。しかしな
がら、動物の肝細胞・組織を用いた解析は、
種差の問題やウイルス感受性（感染性）の問
題等により動物実験の結果をそのままヒト
に外挿するのが困難な場合がある。この問題
を克服するために、近年ヒト肝細胞を持つマ
ウス（ヒト肝型キメラマウスやヒト肝型マウ
ス）が作成され、ヒト肝疾患の病態解明、治
療法の開発や創薬研究に応用が図られつつ
ある。特にヒト肝炎ウイルスである HBV お
よびHCV は生きているヒトやチンパンジー
の体の中の肝細胞にしか感染しないことが
知られているため、ヒト肝細胞を持つマウス
はウイルスの感染のメカニズムの解明や抗
ウイルス剤の開発に有用な動物ツールにな
ると考えられている。このようにヒト肝細胞
を持つマウス（ヒト肝型マウス）は病態の解
明や治療法の開発研究において非常に有用
と考えられ、国内外を含めて多くの研究者・
研究機関が作成に取り組んできている。これ
までにヒト肝型マウスの作成には、海外で凍
結保存された肝細胞を用いることが多くそ
の大部分は重篤な肝胆道疾患を持たない成
人由来の肝組織が用いられている。国立成育
医療研究センターでは、年間約５０件の小児
生体肝移植手術が行われ、約６割が胆道閉鎖
症、３割が先天代謝疾患（尿素サイクル異常
症など）の患者である。通常レシピエント肝
組織は摘出後一部病理組織診断用に保存さ
れ、その他の組織は廃棄されている。この廃
棄予定のレシピエント肝組織より肝細胞を
分離することにより、胆道閉鎖症や先天代謝
異常症の患者由来の肝細胞が入手可能とな
る。これらの病態肝由来の肝細胞を用いてヒ
ト肝型マウスを作成することにより、病態肝
細胞を有するヒト肝型マウスが作成できる
可能性がある。ヒト病態肝細胞を持つ動物を
解析することにより、病態解明や治療法の開
発も可能となる。 
 
２．研究の目的 
胆道閉鎖症や先天代謝異常症由来の肝細胞
を持つヒト肝型マウスを作成することによ
り病態肝由来の肝細胞の生着増殖能を検討
する。さらに作成したヒト肝型マウスにおけ
るヒト肝細胞の形態や機能について検討を
行い、病態解明や治療法の開発に応用を図る。 
 
３．研究の方法 
(1)肝組織からの肝細胞の分離保存 
①摘出された肝組織の研究用提供部分の採
取 
国立成育医療研究センターにて行われた小

児生体肝移植手術の際生じる摘出肝組織（レ
シピエント肝組織）より肝細胞の採取を行っ
た。生体肝移植手術で摘出されたレシピエン
ト肝組織は、病理検査室に搬送され病理検査
に必要な処理をした後の組織を研究用とし
て提供を受けた。提供されたレシピエント肝
組織は研究所に移送し、一部を肝組織として
凍結保存あるいは組織観察用に固定し、残り
を肝細胞分離に用いた。 
②肝組織からの細胞の調製 
肝細胞分離は、コラゲナーゼ液による肝消化
により行った。手術で摘出された肝臓の肝組
織切断面より門脈または中心静脈を確保し、
血管腔へカニューレを挿入した。カニューレ
挿入後血管周囲とともにカニューレを結索
することによりカニューレを固定し、灌流路
を確保した。挿入したカニューレより前灌流
液をシリンジにより肝組織内へ灌流し、組織
内の残留血液を除去した。次いでカニューレ
をペリスタポンプに接続し、37℃保温条件下
でコラゲナーゼ液にて 30 分間灌流し、組織
構造を消化した。コラゲナーゼ液処理後、組
織を分散し、ガーゼとナイロンメッシュにて
濾過することにより大型の細胞塊を除去し、
肝細胞懸濁液を得た。 
③ヒト肝細胞分離・凍結保存 
得られた肝細胞懸濁液を低速遠心により、肝
実質細胞と非実質細胞へ分画した。概ね湿細
胞体積の 20 倍の氷冷緩衝液を加えた細胞懸
濁液を 50xg、3 分、4℃で遠心し、沈殿した
細胞を再懸濁した。同遠心を計 3回行い最終
的な肝実質細胞懸濁液を作成した。一部の細
胞は市販の細胞凍結保存液等を用いて凍結
処理を行い、液体窒素中において保管・管理
した。分離した肝細胞の生存率は凍結前と凍
結・解凍後に細胞懸濁液極少量を用いて、細
胞数および生細胞率を血球計算板にて測定
した。生細胞率はトリパンブルー排除能によ
り評価を行った。 
(2)ヒト肝型マウスの作成 
本研究では、国立成育医療研究センターにて
分離保存された新鮮非凍結・凍結肝細胞を用
いて、ヒト肝型マウスの作成を行った。９〜
１２週齢の重度肝障害複合型免疫不全マウ
ス（uPA-NOG マウスあるいは TK-NOG マウス）
の脾内へ最大 106 個の肝細胞の注入を行った。
移植した肝細胞の生着およびその効率につ
いては移植後４週以降に末梢血ヒトアルブ
ミンの測定や組織学的解析にて判定を行っ
た。ヒト肝細胞が生着したヒト肝型マウスは、
動物飼育施設にて飼育および解析を行った。
一定値以上のヒトアルブミン値を有するマ
ウスは、肝組織におけるヒト肝細胞生着率に
ついてヒトアルブミンによる免疫染色を行
いコロニー数の算出を行い、ヒト肝型マウス
の作成効率並びに生着率の解析を行った。 
(3)ヒト肝型マウスを用いた解析 
①ヒト肝型マウスを用いた肝胆道疾患の病
態解明 



 移植細胞由来の肝胆道疾患については、疾
患肝細胞を９〜１２週齢の重度肝障害複合
型免疫不全マウスに移植し、疾患モデルマウ
スの作出を行った。国立成育医療研究センタ
ーでは、様々な肝胆道疾患の患者で生体肝移
植手術を行っているが、本研究では特に胆道
閉鎖症に対する検討を行った。 
なお、本研究実施において、採取された肝組
織を本研究に用いることは、国立成育医療研
究センターの倫理審査委員会にて承認を得
た（「生体肝移植時に生じる余剰肝等からの
ヒト肝細胞の分離・培養・保存」（受付番号
385 平成 21 年 12 月 8 日承認））。国立成育医
療研究センター病院臓器移植センターにお
いて主治医から説明を受け同意を得た後に
提供されたドナー余剰肝およびレシピエン
ト摘出肝を用いた。提供して頂いた組織は、
生体肝移植手術を行った方から提供された
ものであり、通常は医療廃棄物として廃棄さ
れる組織である。肝組織は国立成育医療研究
センター病院にて匿名化された後に国立成
育医療研究センター研究所に搬送され、肝組
織の一部の保存と肝細胞分離の処理を行っ
た。国立成育医療研究センター研究所におい
ては、連結可能匿名化され管理番号のみ附さ
れた検体を受け入れた。本研究は、平成１０
年厚生科学審議会答申が定める「手術等で摘
出されたヒト組織を用いた研究開発の在り
方について」に従い研究を遂行した。ヒト肝
細胞を用いてヒト肝型マウスを作成する研
究は、国立成育医療研究センター倫理審査委
員会（「ヒト肝型マウスを用いた肝胆道疾患
の病態解明と新規治療法の開発研究」（受付
番号 411 平成 22 年 7月 1日承認））にて承認
を得ている。動物実験に関しては動物愛護法
を遵守し、研究施設の動物実験指針に従い、
実験動物の使用、飼養および保管の改善にも
最大限努力した。 
 
４．研究成果 
①24 年度は、ドナー9 検体、胆道閉鎖症 20
検体、肝線維症 3 検体、糖原病 Ib 2 検体お
よび CPS1 欠損症、カロリー病、糖原病 IIIa、
アラジール症候群等より細胞単離を行い合
計 41 検体より、肝組織の保存・肝細胞単離
を行った。単離した肝細胞を肝傷害重度免疫
不全マウスである uPA/NOG マウスへ移植し、
健常ドナーおよび複数の疾患に由来する肝
細胞を用いて、ヒト肝型マウスの作成に成功
した。生着したヒト肝細胞は、アルブミン産
生などの肝機能を有していた。これにより、
代謝性疾患をはじめとする疾患肝由来の肝
細胞を用いてもヒト肝型マウスの作成が可
能であることが示された。ヒト肝細胞の生着
は、マウス肝内において局所的にコロニー様
に散見された（図 1）。この結果から、本研究
では遠心分離により肝実質細胞分画とした
ものを移植細胞として用いたが、用いた細胞
分画内に存在する肝幹（前駆）細胞が生着後
増殖し、肝細胞への分化を経て、コロニー様

に局在した可能性が考えられた。一方、同じ
疾患でも由来する患者が異なる肝実質細胞
分画間で生着性の差異が認められた。この結
果が、病態の差異を反映しているか今後の検
討が必要である。 
②25 年度は、ドナー9 検体、胆道閉鎖症 14
検体等より組織保存・細胞単離を行い、合計
33 検体より肝組織の保存・肝細胞単離を行っ
た。単離した肝細胞を肝傷害重度免疫不全マ
ウスである uPA-NOG マウスまたは TK-NOG マ
ウスへ移植し、特に胆道閉鎖症より単離した
肝細胞の移植を中心に検討した。胆道閉鎖症
肝は肝線維化が進行し硬変している場合が
多いが、このような検体からもコラゲナーゼ
灌流法により肝組織を消化し、肝細胞の単離
を行うことに成功した。得られた肝細胞は
uPA-NOGマウスまたはTK-NOGマウスへ移植す
ることにより、マウス肝内への生着が確認さ
れた。生着したヒト肝細胞はヒトアルブミン
陽性像を示し、薬物代謝酵素の発現も認めら
れ、また細胞増殖を示す Ki-67 発現も散見さ
れた（図 2）。これら結果から、胆道閉鎖症に

おいても肝細胞は正常機能を有しているこ
とが示された。また、胆道閉鎖症由来肝細胞
を移植されたマウスにおいては、胆道閉鎖症
様症状の所見は得られなかった。この結果は、
胆道閉鎖症の病因に肝細胞が関与していな
いことを示すとともに、胆道閉鎖症において、
早期の肝門部空腸吻合手術（葛西手術）の施

  

図 1. ヒト肝型マウスにおけるヒト肝細
胞のクローナルな増殖。（左）H&E 染色、
（右）抗 HLA 抗体による免疫組織化学像。 

図 2. 胆道閉鎖症由来肝細胞の uPA-NOG マ
ウス移植後の病理像。生着したヒト肝細胞
はヒトアルブミン陽性像（ALB）を示し、薬
物代謝酵素（CYP3A4）の発現も認められ、
また細胞増殖を示す Ki-67 発現も散見され
た。 



行と肝内病変進行の抑制が胆道閉鎖症の予
後を良好にする上で重要であることを示し
ている。本研究により、各種肝疾患由来ヒト
肝細胞を用いたヒト肝型マウスの作成が可
能であることが示され、また、ヒト肝細胞の
由来する疾患の表現型を示すかどうかを検
討することにより、疾患モデルマウスとして
の有効性の検証とともに、対象疾患における
細胞障害等の病態検証が可能であることが
示された。 
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