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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は肝臓を再構築する能力を持つ「真の肝幹細胞」をバイオアッセイにより特定
し、同等の能力を持つ細胞を人工的に作製することである。薬剤の違いにより過形成による再生と幹細胞様細胞による
再生を誘導する実験系を構築した。それぞれの再生で増殖してくる細胞を回収する方法の確立が今後の課題である。TK
-NOG肝傷害マウスに極めて良く生着し、増殖する凍結ヒト肝細胞の解析により、増殖促進にかかわる遺伝子22個、分化
成熟にかかわる遺伝子181個を抽出した。これらの知見をもとに「真の肝幹細胞」探索と「効率的なヒト化マウス」作
製を進めていく予定である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to identify the genuine liver stem cells that have 
the ability to reconstitute a liver, and is to create artificial cell with equivalent capabilities to 
liver stem cells. We established a simple method for inducing direct hyperplasia and compensatory 
regeneration of hepatocytes by administration of thioacetamide and ganciclovir to HSVtk transgenic mice, 
respectively. The future challenge is to establish a method for collecting proliferative liver cells, 
which appeared in both regenerative patterns. We identified 22 genes involved in growth promotion, and 
181 genes involved in hepatic maturation by analyzing a cryopreserved human hepatocytes that are well 
engrafted in injured liver of TK-NOG mice. On the basis of these findings, we will advance in the 
exploration of “genuine liver stem cells” and the development of “humanized-liver mice model”.

研究分野： 実験動物学

キーワード： 肝再生　肝幹細胞　ヒト化マウス
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１．研究開始当初の背景 
 薬物代謝酵素の特性に種差があること
や、一部の感染症では宿主特異性に違い
があることから、マウスやラット等のげ
っ歯類をヒトの代替動物として利用する
ことには限界があった。このような問題
を克服するために我々はヒト肝臓を個体
レベル (in vivo) で持つ「ヒト化肝臓マウ
ス」を開発した。肝臓の卓越した増殖能
力はギリシャ神話の逸話にも記されてい
るとおりだが、今なお、肝細胞を試験管
内で殖やすことができない。そのため、
「ヒト化肝臓マウス」の作製には常に初
代培養肝細胞（コラゲナーゼで単離し凍
結保存された市販のヒト肝臓細胞）が使
用されている。移植したヒト肝臓細胞は
宿主マウスの肝臓を再構築するほど
増殖できることから、肝幹細胞、
あるいは肝前駆細胞が存在するの
は明らかである。肝臓の再生様式には
部分肝切除時に見られる代償性過形成に
よる再生と薬剤性肝障害やウイルス感染
時に出現する幹細胞様細胞による再生が
知られる。前者では幹細胞様細胞の出現
は認められず、残存する肝細胞の分裂と
肥大が再生に同等に寄与している。一方、
後者で出現する幹細胞は「両能性肝幹細
胞」として知られ、成熟肝細胞と胆管上
皮細胞の２種類に分化が限定されている。
多くの研究者が細胞表面抗原マーカーを
駆使し、試験管内で旺盛に増殖し、かつ、
肝臓特異酵素を発現誘導できる細胞を取
得している。このような細胞は初代培養
肝細胞とは異なり無限に殖えることから、
同じ品質のヒト化肝臓マウスを作製する
ための有望な移植細胞ソースになると期
待された。しかし、これまでの報告を見
る限り、これらの細胞の肝再構築能は十
分とは言えず、初代培養肝細胞の持つ能
力の足元にも及ばない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は肝臓を再構築する能力
を持つ「真の肝幹細胞」をバイオアッセ
イにより特定し、同等の能力を持つ細胞
を人工的に作製することである。多くの
研究者が試験管内で旺盛に増殖し、肝臓
特異酵素を誘導できる「肝幹細胞」を報
告しているが、これらには十分な肝再構
築能が認められず、生体内で肝臓を再構
築しうる細胞（真の肝幹細胞）の正体は
未だ不明である。我々が開発した肝傷害
TK-NOG マウスにヒト肝臓細胞を移植す
ると肝臓の大部分がヒト細胞で置換され
ることから、肝再構築能を有する細胞は
明らかに存在する。研究期間内の目標は
薬剤投与や肝切除による肝修復、肝再生
時に増殖をはじめる細胞を細胞周期マー
カーFucci 遺伝子トランスジェニックマ
ウスの肝臓から単離し、肝再構築能を指

標に「真の肝幹細胞」を取得することで
ある（研究の方法・“人工肝幹細胞の作製
工程３に相当）。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では肝再構築能を有する肝幹細
胞を動物実験によるバイオアッセイで特
定し、そのような細胞を体細胞から人工
的に作製することをめざす。肝細胞分化
に特化した“人工肝幹細胞 (iLS 細胞)”
の作製工程を次の 8 項目に分類して段階
的に進めた。 
１）肝再生の誘導 
２）候補細胞の単離 
３）肝再構築能の評価 
４）リプログラミング候補因子の絞り込
み 
５）iLS 細胞の作製 
６）iLS 細胞の機能検証 
７）ヒト iLS 細胞の樹立 
８）ヒト iLS 細胞によるヒト化肝臓マウ
スの作製 
 上記行程に必要な以下のマウスの作製、
系統化を行った。a) Herpes simplex virus 
thymidine kinase (HSVtk) 遺伝子 Tg マウ
ス（肝再生誘導）、 b) Urokinase-type 
plasminogen activator (uPA) 遺伝子 Tg マ
ウス（再構築能評価）、c) Fucci-S/G2/M 遺
伝子 Tg マウス（増殖細胞採取）、d) 
PgkEGFP 遺伝子 Tg マウス（移植細胞）、
e) Albumin (Alb) 遺伝子欠損 KO マウス
（再構築能評価）。 
 
 肝再生誘導条件の検討 
 肝傷害マウスにおける肝再生様式の検
討を行った。すなわち、HSVtk 遺伝子 Tg
マウスにおいて肝傷害誘導を行い、細胞
増殖を開始する条件を検討した。 
 
 肝再構築能の評価 
 マウス細胞による肝再構築能は、
PgkEGFP 遺伝子 Tg マウス肝臓からコラ
ゲナーゼ灌流法により単離した肝細胞を
肝傷害誘導 HSVtk-Tg マウスの肝臓に移
植し、7 週後の GFP 陽性肝細胞の増殖で
評価した。一方、ヒト細胞による肝再構
築能評価は、市販の凍結肝細胞を肝傷害
誘導 HSVtk-Tg マウスの肝臓に移植し、3
及び7週間後のHLA陽性肝細胞の分布に
て行った。ドナーの異なるヒト肝細胞に
ついては FACS による性状解析を行った。 
 
 リプログラミング候補因子の絞り込
み 
 生体内で肝臓を再構築しうる細胞、あ
るいは当該細胞により再構築中の肝組織、
及び、増殖停止期の肝細胞・肝組織から
RNA を抽出し、GeneChip® Human Gene 
2.0 ST Array 全転写産物発現解析、Human 



 

Genome U133 Plus 2.0 Array 遺伝子発現
解析により網羅的遺伝子発現解析を行っ
た。 
 
 
４．研究成果 
 本研究では肝臓を再構築する能力を持
つマウス肝幹細胞をバイオアッセイによ
り特定し、同等の能力を持つ細胞をヒト
肝臓細胞中に見いだすこと、及び、その
ような細胞を人工的に作製することをめ
ざしている。そこで、はじめに肝細胞増
殖を開始する条件を検討した。 
 再生誘導のため HSVtk 遺伝子 Tg マウ
スにチオアセトアミド（TAA, 200 mg/kg）、
あるいは、ガンシクロビル（GCV, 10 
mg/kg）を投与し、肝傷害マーカーALT
活性を経時的に測定した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 薬剤投与による肝傷害誘導 
 
TAA 投与による肝傷害は翌日に ALT 活
性が最高値を示し、急性、且つ一過性で
あることが確認された。一方、GCV によ
り誘導される肝傷害は投与から 1 週間後ま
で上昇を続けることから、TAA とは機構
が異なることが示された。これら肝傷害
に伴う肝再生細胞を増殖マーカーKi67染
色により検出したところ、TAA では生存
する肝実質細胞に多数の陽性細胞が認め
られた（図 2A）。GCV による肝傷害はこ
れと異なり主に胆管周辺に Ki-67 陽性細
胞が認められた（図 2B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 肝傷害誘導後の増殖細胞検出 
 
これら増殖性細胞を肝臓から取り出し、
肝臓再構築能を評価するため、肝細胞単
離法、及び、移植法の確立を行った。肝
実質細胞中に緑色蛍光タンパク(GFP)を
発現する PgkEGFP 遺伝子 Tg マウス（図
3A, B）の肝臓をコラゲナーゼ灌流し、肝
細胞を単離した（図 3C）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 GFP の発現検出 
 
単 離 し た GFP 陽 性 細 胞 を 肝 傷 害
HSVtk-Tg マウスに移植し、その 7 週後に
免疫染色法にてGFP陽性細胞の検出を行
った（図３D）。移植された GFP 陽性細胞
が生着・増殖し、コロニーを形成したこ
とは成熟肝臓中に増殖能を有する細胞が
存在することを裏付けている。このよう
な増殖性細胞を生細胞として取得するた
め、Fucci-S/G2/M タンパクを全ての肝臓
細胞（肝実質細胞・非実質細胞）で発現
するトランスジェニックマウスの利用を
検討した。既存の B6.Cg-Tg(Fucci)504Bsi
マウスの肝臓を 2/3 切除して肝再生を誘
導したところ、多数の Ki-67 陽性細胞が
肝 実 質 細 胞 に 認 め ら れ た が 、
Fucci-S/G2/M タンパク由来の蛍光シグナ
ルは検出されなかった。そこで、
Fucci-S/G2/M が全ての肝臓細胞で発現す
る Tg マウスの作製を試みた。全身性に発
現するCMVプロモータに加え、PgkEGFP
遺伝子 Tg マウスで肝臓内の全細胞で発
現が確認されているマウス Pgk プロモー
タを用いて Fucci-S/G2/M Tg マウスを作
製した。また、目的遺伝子の導入と発現
を確認するため、全身で常時赤色蛍光タ
ンパクを発現する遺伝子を Fucci-S/G2/M
タンパクと共発現させた。これらの発現
ユニットを肝がん培養細胞株HepG2細胞
や大腸がん細胞株 HCT116 細胞で一過性
に発現させたところ、赤色蛍光を発する
細胞の一部で緑色蛍光も認められ、
Fucci-S/G2/M 発現ユニットが期待通りに
作動していることが確認できた。しかし、
本研究期間中に増殖期の肝臓細胞が蛍光
を発するマウスの取得には至らなかった
（表 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1 Fucci-S/G2/M Tg マウスの作製 



 

 
 
 
 
 
 
 
図 4 市販ヒト肝細胞のフローサイトメトリー解析 
 
 本研究では“既存の肝幹細胞マーカー
にとらわれないこと”を重視しており、肝
再構築能を有する細胞の発見と新たな肝
幹細胞マーカーの創出をめざしている。
これまでヒト化肝臓マウス作製に使用し
た凍結ヒト肝細胞のフローサイトメトリ
ー解析データから、比較的自家蛍光が強
い生細胞分画（High Intrinsic Fraction; 
HIF）（図 4; ピンク色囲い部分）の量と移
植後の生着性が関連することを見いだし
た。このフラクションを多量に含むヒト
肝細胞が移植された肝傷害HSVtk免疫不
全マウスの肝臓には多数の生着コロニー
が移植後早期から認められ、高い細胞増
殖性も確認された（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
図 5 高 HIF ヒト肝細胞移植 3 週後の TK-NOG 
マウス肝臓 (A:CK8-18 染色、B:ヒト Ki-67 染色) 

 
そこで、高 HIF ドナー細胞、移植 3,11 週
後のマウス再構築肝臓、対照マウス肝臓
における遺伝子発現を GeneChip® Human 
Gene 2.0 ST Array、及び、Human Genome 
U133 Plus 2.0 Array にて解析し、肝臓再構
築能にかかわる遺伝子（リプログラミン
グ候補因子）の同定を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2 ドナー肝細胞とヒト化肝臓の遺伝子発現比較 
 
Human Gene 2.0 ST Array では宿主マウス
肝臓 RNA との交差反応性が明瞭に区別
しにくいことが判明したことから、
Human Genome U133 Plus 2.0 Array を用

いた発現比較により差のある遺伝子を抽
出した。ドナー肝細胞に対し移植 3 週後
に 10 倍以上発現が高い遺伝子が 381 個、
発現量が 1/10 以下の遺伝子が 610 個同定
された。表 2 に上位 10 遺伝子を示す。ま
た、増殖が停止した移植 11 週後に対し、
移植 3 週後に 5 倍以上発現が高い遺伝子
が 22 個、発現量が 1/10 以下の遺伝子が
181 個同定された。これらにはそれぞれ
増殖促進にかかわるもの、分化成熟状態
を表す遺伝子が多数含まれていた。 
 本研究により抽出された肝再構築時に
増減している遺伝子は、細胞増殖開始時
に発現するもの、増殖中発現し続けるも
のが含まれる。今後はこれらの知見をも
とに「真の肝幹細胞」探索と「効率的な
ヒト化マウス」作製を進めていく予定で
ある。 
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