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研究成果の概要（和文）：肝炎ウィルスの取り込みに関わるタンパク質の発現を移植後に一過性に抑制し、肝炎
再発を抑制する方法を確立するために、グラフトへのsiRNA導入法を模索した。まず、1) 低侵襲のマウス同所性
肝移植モデル、2) マウス肝臓の酸素化体外灌流モデルを作成した。3) 凝固第Ⅶ因子siRNAをマウスに投与後に
肝臓を摘出し、別のマウスに移植した。移植後72時間まで第Ⅶ因子の発現が抑制された。体外灌流時のsiRNA治
療は、25℃灌流では強い効果を示したが4℃では無効であった。本治療により移植後のグラフトにおける標的タ
ンパク質の発現を抑制できた。標的遺伝子の発現抑制を同様に検証することで新規治療の確立が期待される。

研究成果の概要（英文）：We explored a novel graft conditioning method based on siRNA gene silencing 
with an aim of preventing recurrence of viral hepatitis after orthotropic liver transplantation 
(OLT).
We established 1) mouse OLT model, 2) graft perfusion machine and method for mouse livers, 3) donor 
pre-conditioning method using siRNA, and 4) graft conditioning method by extracorporeal 
administration of siRNA. Donor pre-conditioning with siRNA targeting coagulation factor 7 inhibited 
the gene expression in the recipient body up to 72 hours after OLT when the procurement was 
performed 2 hours or longer after siRNA administration to the donor. Extracorporeal siRNA treatment 
showed strong attenuated effect in machine perfusion at 25°but ineffective at 4°C. Therefore, 
machine perfusion at 37°C seemed to be necessary to achieve the siRNA treatment. Here, we obtained 
the proof of concept that pre-transplant graft conditioning with siRNA is a therapeutic method 
against post-OLT recurrence of viral hepatitis.

研究分野：肝臓外科
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１．研究開始当初の背景 

本邦では、成人肝移植症例のうち HBV
陽性症例が約 20%を占めている。移植後抗

ウィルス治療の進歩によりB型肝炎の再燃

は予防可能となったが、再感染率は依然高

く、HBIG の長期投与にかかる医療コスト

は世界的にも問題となっている。すなわち

肝炎ウィルスの再感染を防ぐことは肝移植

における重要な課題の一つである。 

McCaffrey らは、培養細胞およびマウス

肝臓に HBV のゲノム配列を標的とする
shRNA を導入することで、RNA 干渉作用

により HBV の増殖が抑制される事を示し

た (McCaffrey AP et al. Nat Biotechnol 2003)。また、

最 近 sodium taurocholate cotransporting 

polypeptide (NTCP) が HBV レセプターで

あるとの注目すべき研究成果が報告され、

HBV 感染過程の分子基盤についての研究

が加速している (Yan H et al. Elife 2012. Ni Y 

et al. Gastroenterology 2014.) 

 

２．研究の目的 

肝移植において、肝グラフトへのヒト B

型肝炎ウイルス(HBV)の再感染予防は重要

な課題の一つである。本研究の目的は、HBV

ゲノムおよび HBV レセプターをターゲット

とした siRNA を移植前のグラフトに導入し、

肝グラフトの HBV 再感染抵抗性を獲得させ

る新規治療法の開発である。まず、目的達

成のために必要な 1) マウス肝移植モデル、

2) 遺伝子導入に依らない肝臓内遺伝子(タ

ンパク質) 発現制御の至適条件、3) 治療効
果の判定法を確立し、4) 最終的に HBV持

続感染マウスにおける NTCP発現阻害の有

効性検証を目指すものである。 

 

３．研究の方法 

【マウス肝移植モデルの確立】 

最終的にはドナー、レシピエントともに重

度免疫不全肝障害マウス（uPA/SCIDマウス）

にヒト肝細胞を移植した PXB マウス

（Phoenix Bio）を使用したマウス肝移植モデ

ルの構築を目指す。PXBマウスは侵襲に弱い

ため、まず正常マウスの肝移植手術を改良し、

低侵襲の術式を確立した。 

ドナー手術：吸入麻酔下に陰茎静脈よりヘパ

リンを投与し、固有肝動脈の切離、総胆管へ

のステント挿入の後、冷温乳酸リンゲル液に

て大動脈、門脈から灌流し脱血し、グラフト

を摘出した。 

レシピエント手術：吸入麻酔下に肝臓を摘出

し、グラフトを挿入した。肝上部下大静脈を

縫合し、門脈、肝下部下大静脈をカフ法によ

り吻合し再灌流した。胆管はステント法によ

り再建した。 

 

【siRNA 投与によるマウス in vivo でのタン

パク質発現制御の条件検討】 

最終的には HBV 持続感染レシピエントマ

ウスに対し、ドナー体内で治療用 siRNAを in 

vivo導入した肝臓グラフトを移植し、HBV感

染の阻害法を確立するために、まず肝臓への

siRNAの導入法を検討した。 

ドナーマウスに Invivofectamine2.0 を導入

試薬として治療用 siRNA を陰茎静脈より投

与し、1～48 時間後に肝臓を摘出し、同系の

レシピエントマウスに同所性肝移植を行っ

た。siRNA導入の効果判定は、肝臓に恒常的

に発現する凝固第Ⅶ因子を標的とし、血液中

の凝固第Ⅶ因子の推移で評価した。 

 

【体外灌流による肝臓グラフト内のタンパ

ク質発現の制御：至適条件の探索】 

ドナーの体内で siRNA の効果が確認され

たら、より安全性が高い方法を探索する必要

がある。siRNAをドナーに投与する場合には、

異物反応や off target効果のリスクや、長期の

安全性は未確認である。臓器移植において傷

みやすいグラフトを体外で酸素化機械灌流

して修復する方法が実用化しつつある。世界

で治験が始まったものの、ゴールドスタンダ

ードとなる方法は確立されていない。また、

体外灌流中に siRNA をグラフトに導入する

試みは報告されていない。 

目的とする NTCP の発現抑制のための

siRNA導入の前に、まず、マウス肝臓を傷害

させることなく灌流できる装置を開発し、本

用途に使用できるように温度、流量、灌流液

の至適条件を検討し、さらに治療用 siRNA導

入が可能かを検証した。 



 

【37℃での至適灌流条件の探索】 

 ラットの単離肝灌流モデル (Isolated 

Perfused Rat liver; IPRL) を用いて、37℃

での至適灌流条件を検討した。酸素分圧、CO2

分圧、pH、流量等を変化させ、門脈抵抗、胆

汁産生量、酸素消費率をモニタリングした。 

 

４．研究成果 

【マウス肝移植モデルの確立】 

 C57BL6/J を用いた同系移植において、無

保存群ではほぼ全例が生存するモデルが確

立された。また、グラフト肝を Williams’ E 

Medium を用いて 60～120 分、酸素化体外灌流

した後、肝移植をしても肝グラフトが生着す

ることを確認した。これらの結果は、侵襲を

極小化した移植モデルであることを示して

おり、ストレス許容域が狭い重症免疫不全マ

ウスでのモデル作成の可能性が期待できる

モデルと考えられた。 

 

【siRNA 投与によるマウス in vivo でのタン

パク質発現制御の条件検討】 

 siRNA の in vivo 投与により肝臓内のタン

パク質発現を抑制できることの Proof of 

Concept (POC) 取得のために、肝臓で恒常的

に発現する血液凝固第Ⅶ因子のsiRNAを投与

し、48時間後に摘出した肝臓グラフトをレ

シピエントマウスに移植した。72時間後の
レシピエントマウスの血液中の凝固第 VII

因子活性を測定すると、siRNA投与マウス

から摘出した肝グラフトを移植したマウス

では、正常マウスの第Ⅶ因子活性に比較し

約 10 %程度に抑制された。siRNA投与から

摘出までの時間を 1, 2, 48時間に変化させ
ると、2, 48時間のグラフトを移植した場合

には移植後の第Ⅶ因子活性が抑制されたが、

1 時間で摘出したグラフトでは十分に抑制
されなかった。 

これらの結果から、siRNA治療の効果を

発揮させるためには、正常に代謝される条

件下で 2時間以上を要することが示された。

このことは、正常を模倣する酸素化体外灌

流が実現すれば、グラフト内のタンパク質

の発現を調節できる可能性を示唆している。

HBV 感染レシピエントの治療を考慮する

と、HBVの複製の場となる感染肝細胞 (肝
臓) が摘出された後の 72 時間程度まで

NTCP (HBV レセプター) の発現が抑制さ

れるのであれば、術前後の血漿交換や抗 B
型肝炎免疫グロブリンの投与などを費用し

て血中のウィルス力価を低減させる治療を

併用すれば、グラフトの肝細胞への HBV
感染を抑制できる可能性が期待された。 

(現在 NTCP の発現抑制が可能かを検証す

る準備をしている) 

 

【体外灌流による肝臓グラフト内のタンパ

ク質発現の制御：至適条件の探索】 

我々が開発したマウス肝臓用体外灌流装

置はグラフトに流入路カテーテルと流出路

カテーテルを挿入し、リザーバーを含む半閉

鎖型灌流回路を形成している。気液コンタク

ターにより酸素化灌流が可能であり、グラフ

ト保存容器と灌流回路は温度制御される。本

装置によりマウス肝臓を任意の温度で長時

間酸素化灌流することが可能になった。  

また、半閉鎖型回路での灌流は灌流液量を最

少化でき、siRNAの体外導入には有効と考え

られた。 

実際、Williams’E 培養液を灌流液とし、

第Ⅶ因子 siRNAと Invivofectamine2.0の混

合物を添加して、8〜25℃で 60〜120分間酸

素化灌流を実施した。ドナー投与の場合と同

様に肝移植後の血中第Ⅶ因子活性を評価す

ると、4℃ (冷温) での体外灌流では siRNA

による第Ⅶ因子の発現阻害は認められなか



った。25℃  (非冷温；sub-normothermic 

perfusion) では、著明な抑制効果を認めた。 

これらの結果から、肝グラフトに対する体

外灌流中の siRNA投与は 25℃以上での灌流

が必要であり、望ましくは 37℃での酸素化灌

流での検討が必要と考えられた。 

 

実際に NTCPを標的とした治療や、ヒトキ

メラマウス肝を用いた検討を行う前に、

siRNA の体外導入の至適化が必要と考えら

れた。 

 

【37℃での至適灌流条件の探索】 

細胞のエネルギー需要は 10℃の降下毎に

1/2 ずつ低下するので、27℃では赤血球不含

液でもpO2 500 mmHg, 1.5 ml/min/g 程度で

十分であった。しかし、37℃になると 3 

ml/min/g 以上の流量を要し、2時間以上の灌

流ではシアストレスによって内皮細胞が剥

脱し、次第に門脈抵抗が上昇した。2 ml/min/g 

に減量すると酸素消費率、胆汁産生量が減少

した。 

2 ml/min/g を固定し、pO2 650 mmHg以

上として酸素供給の増加を図ると、門脈抵抗

が迅速に上昇し、酸素消費率、胆汁産生量は

寧ろ低下した。また、高流量では CO2分圧が

著明に低下し、炭酸を主なバッファーとする

液では急速なアルカリ化が惹起され、門脈圧

上昇、酸素消費率低下、胆汁産生量低下が観

察された。実際、炭酸ガスでバブリングし

pCO2を 30-35 mmHgに保つと pHは 7.35±

0.05に保たれ、門脈抵抗が速やかに低下した。 

これらの結果から、37℃で 2時間以上の酸

素化灌流を行うためには、pO2, pCO2, pH を

モニタリングし、必要に応じて CO2バブリン

グにより迅速に pHを維持することが重要と

考えられた。また、Perfluorocarbon、希釈血

液、人工赤血球などの酸素担体が必要と考え

られた。 

そこで、10%量の血液を混合して酸素化灌

流を行った。血液は酸素化ユニットにより十

分に酸素化され、流量は 1-1.5 ml/min/g で十

分な酸素供給が可能であったが、灌流時間と

ともに液の混濁が増強し、門脈圧が次第に増

強した。ローラーポンプによる赤血球の破壊

が原因と推測され、ポンプユニットの抜本的

な改良が必要と考えられた。 

 

【まとめ】 

 低侵襲のマウス同所性肝移植モデル、マウ

ス肝臓の酸素化体外灌流モデルを作成した。

血液凝固第Ⅶ因子 siRNAの in vivo投与によ

り、肝移植後に肝グラフトで発現する第Ⅶ因

子を移植後 72 時間まで抑制できることを確

認し、siRNA治療の POCを取得した。体外

灌流時の siRNA投与の検討では、in vivo投

与で得られた効果と比較し、4℃灌流では無

効、15-25℃灌流では軽度の抑制効果が得ら

れたものの、37℃での灌流が必要と考えられ

た。37℃灌流の条件検討では、酸素担体を使

用することにより流速を低下させる必要が

あると考えられた。希釈血液を用いた 37℃灌

流は長時間の灌流により赤血球の破壊に伴

う灌流液の混濁がグラフトを傷害すること

が懸念された。 

今後、希釈血液を用いることを念頭に装置

の改良を行い、体外灌流による siRNA 治療

の至適条件を確立し、NTCP発現抑制の有効

性を検証する必要があると考えられた。 
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