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研究成果の概要（和文）：肝細胞あるいは幹細胞由来肝様細胞移植治療のモデルとして肝細胞キメラマウス作製
系を確立した。ヒト単純ヘルペスウイルスのチミジンキナーゼを肝細胞で発現するトランスジェニックマウス、
HSVtkではガンシクロビル（GCV）投与により自己肝細胞が死滅し、他家の肝細胞移植が可能となる。GCV投与後
のHSVtkに対するアロ肝細胞移植では強い拒絶応答により全ての細胞が排除された。外来抗原を発現する同系肝
細胞移植では、生着はしたが移植細胞周囲に炎症細胞浸潤を認め、外来抗原に対する細胞性免疫応答が確認され
た。肝細胞キメラマウス作製系は、細胞移植時の免疫拒絶の機序の解明、治療法構築への有用なモデルとなり得
る。

研究成果の概要（英文）：Hepatocyte-chimera mouse system was established as a model for the cell 
transplantation treatment with hepatocytes or stem cell-derived cells. In the transgenic mice, HSVtk
 that express the thymidine kinase of human herpes simplex virus in their hepatocytes, 
administration of ganciclovir (GCV) kills autologous hepatocytes, enabling transplantation of 
hepatocytes of other origin. In the case of allogenic hepatocyte transplantation into HSVtk, all the
 transplanted cells were eliminated by a strong immune-rejection response. In the case of syngeneic 
hepatocytes expressing foreign antigens, efficient engraftment of transplanted cells was observed, 
while inflammatory cells infiltration around the engrafted cells and cellular immune response to the
 foreign antigens were confirmed. The hepatocyte-chimeric mouse system can be a useful model for 
elucidating the mechanism of immune rejection in the cell transplantation in the liver and for 
studying a therapeutic method for immune rejection.

研究分野：消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
重症な急性・慢性肝不全に対する治療として、生体肝移植、脳死肝移植が実施されているものの、ドナーの絶対
的な不足により、適応症例に対しても治療の提供が困難な状況が続いている。肝細胞あるいは幹細胞由来肝様細
胞の移植治療はこの状況を改善し得る有力な治療法と考えられるが、その有用性を検証できる動物モデルは確立
されていない。本研究で用いた肝細胞キメラマウス作製系は、そのモデルとなり得るとともに、他家由来肝細胞
移植に伴う免疫拒絶の病態解明、それに対する治療法確立のための有用なモデルともなり得る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
劇症肝不全においては肝移植が単独で予後を改善する唯一の治療法であるが、脳死移植
でのドナー不足、生体移植での倫理的問題などにより一般的な治療とはなり得ていない。
また、末期の非代償性肝硬変においても肝移植を巡る状況は同様である。このような現状
に対して、実験段階ではあるものの、体性幹細胞、iPS細胞から肝様細胞を誘導し、それ
らを移植に用いる細胞移植、iPS細胞から分化させた肝様細胞に血管内皮細胞、間葉系細
胞を加えてミニ肝臓（liver bud）を構成し、それを用いるミニ臓器移植などが検討されて
いる。 
肝臓は恒常的に多様な食餌性抗原、微生物由来抗原に曝されており、それらの外来抗原
に対して過剰な免疫応答を起こさぬように抑制的な免疫環境が構築されている。実際に、
肝移植では、他の臓器移植とは異なり、MHC が異なる場合でも移植片に対する免疫寛容
が誘導されることが実験的に証明されており、臨床においてもMHCの一致率は予後との
相関がみられない。しかし、移植片に対する実際の免疫拒絶の程度と経過、免疫寛容誘導
機構の詳細はまだ明らかにされていない。 
 

２． 研究の目的 
ヒト肝細胞キメラマウスモデルの確立により、肝組織の骨格が維持されていれば、移植
した肝細胞は効率よく生着し活発な増殖を示すことが明らかになった。肝臓は細胞移植な
どによる再生医療のよい標的臓器であり、iPS細胞、体性幹細胞を分化させた肝様細胞移
植、ミニ肝臓（liver bud）移植などが検討されている。しかし、現在の実験系のほとんど
は重度の免疫不全マウスにヒト肝様細胞を移植する異種移植系であり、移植時の免疫拒絶
などの解析は困難である。また、臨床的には、多くが障害肝における移植となることも十
分に考慮されていない。本研究においては、免疫不全を伴わない新たな肝細胞キメラマウ
ス作製系を用い、移植後細胞のモニタリングを行うとともに、移植効率と免疫拒絶、背景
肝に存在する炎症との関連を解析することを目的とした。 
 

 
３． 研究の方法 

HSVtk-tg（アルブミン・プロモーター制御下に単純ヘルペスウイルスのチミジンキナ
ーゼ遺伝子を発現するトランスジェニックマウス、ガンシクロビル（GCV）投与により自
己肝細胞が死滅し、移植肝細胞の生着が可能となる、遺伝的背景は C57BL/6 あるいは
Balb/c、免疫系は正常）を用いた肝細胞キメラマウス作製系を確立し、移植後マウス肝細
胞のモニタリング、免疫拒絶の詳細についての解析を行った。 

 
(1) HSVtk-tgの作製 
TK-NOGマウス（H-2b）を野生型マウス（C57BL/6, H-2b; Balb/c, H-2d）に 9-10世代戻
し交配し、正常な免疫機構を持つ HSVtk-tg を作製した（TK-NOG と C57BL/6、Balb/c
との F1が実験動物中央研究所より供与された）。 
 
(2) 同系（auto）・異系（allo）肝細胞移植時の生着・増殖効率の評価 
GCV 投与後の HSVtk-tg（C57BL/6 あるいは Balb/c バックグラウンド）に GFPトラン
スジェニックマウス（GFP-tg、C57BL/6バックラウンド）より分離した肝細胞を移植し、
体重、ALT値を経時的に測定、移植後 2週、4週、8週に移植肝細胞の生着率（GFP陽性
肝細胞比率）、組織像、肝組織中の mRNA 発現（サイトカイン、細胞表面抗原など）、レ
シピエントマウスとドナー側マウスの脾細胞を用いたMLRを実施した。 

 
４． 研究成果 

(1) GCV投与後の HSVtk-tgへの肝細胞移植後の体重、血液生化学検査の経時的変化 
GFP-tg由来肝細胞を移植した C57BL / 6バックグラウンドを有する HSVtkマウス（auto
モデル）、およびGFP-tg由来肝細胞を移植したBalb / cバックグラウンドを有するHSVtk
マウス（alloモデル）において移植後 8～11週目まで体重、血液生化学検査データを経時
的に測定した。Auto モデルでは移植後 4 週で体重の増加傾向を認めたが、allo モデルで
は変化を認めなかった。ALT値は autoモデルで正常値レベルまで低下したが、alloモデ
ルでは ALT値の高値が持続した。 
 
(2) 移植後の組織像と肝細胞置換率 
移植後 4または 8〜11週のマウスにおいて、肝組織像を評価した。Autoモデルでは、 GFP
陽性肝細胞の比率は、移植後 4週で 24.1％、8週で 48.7％であった。やや小型の肝細胞の
集簇を認めるものの、肝細胞の形状はほぼ正常であった。しかし、GFP陽性肝細胞に隣接
した領域に散在する軽度の炎症細胞浸潤も認めた。Alloモデルでは、移植後 4週でも GFP
陽性肝細胞は認めなかった。また、肝細胞は核、細胞質ともにやや腫大し胞体は好酸性を
呈していた。肝細胞移植を実施しなかった shamモデルと類似した組織像であったが、allo
モデルでは炎症細胞の浸潤がより高度であり、さらに大血管に隣接してやや広範な線維化



領域が観察された。 
 
(3) 肝組織におけるサイトカイン及び細胞表面抗原のmRNA発現解析 
リアルタイム PCR法により、auto、alloモデル及び Shamモデルにおいて、8〜11週時
点での肝内mRNAの発現パターンを解析した。Autoモデルでは、IL-6、IFN-γなどの炎
症性サイトカインのmRNA発現は Shamモデルと比較してやや減少していたが、両モデ
ル間の差は明白ではなかった。一方、alloモデルでは、炎症性サイトカインの発現は auto
及び sham モデルと比較しても高い傾向を認めた。細胞表面抗原の mRNA発現の解析で
は、CD11b、CD11cが autoモデルにおいて allo及び shamモデルより低下していた。Auto
モデルでは他の細胞表面抗原の発現も allo及び shamモデルと比較して低い傾向を認めた。  
 
(4) MLR（混合リンパ球反応）による allo及び抗原特異的免疫応答の解析 
Alloモデル（レシピエント）から分離した脾細胞をエフェクター細胞として、C57BL / 6
及び GFP-tg（C57BL / 6バックグラウンド）から分離した脾細胞（MMC処理）に対する
増殖反応を解析した。Alloモデル脾細胞は、C57BL / 6、GFP-tg脾細胞に対して強い増殖
反応を認めたが、GFP-tg脾細胞に対する増殖反応がより強い傾向を認めた。MLRを行っ
た細胞を回収し、炎症性サイトカインのmRNA発現を qRT-PCRにより評価したところ、
エフェクター細胞（alloモデル）の IFN-γ産生が亢進していることが確認された。 
 
結論：肝障害に対する細胞移植治療のモデルを確立した。肝細胞移植時の免疫拒絶を評価
するのに適当なモデルであり、免疫拒絶に対する治療モデルへの展開を検討している。 
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