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研究成果の概要：本研究において我々は、初代肝幹細胞を分離・培養し、これを利用して新規の細胞

移植モデルをマウスにおいて確立すること、及びC型肝炎ウイルス(HCV)感染モデル動物の構築を行

うことを目的として研究計画を遂行した。その結果、マウス肝幹細胞が高濃度に純化された画分を得る

手法を確立し、その分化・増殖に制御する分子を数種類同定した。さらに、肝臓の約半分がドナー細

胞によって置換される移植モデルの構築に成功した。そして HCV感染動物に対する治療モデル系構

築に成功し、研究計画を概ね達成した。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

２００８年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・消化器内科学（肝臓病学） 

キーワード：  (1) 肝幹細胞    (2) C 型肝炎ウイルス  (3) 細胞移植          

              (4) FACS      (5) shRNA            (6) 肝細胞         
 
１．研究開始当初の背景 

・ 本邦では、肝癌を含めた慢性肝疾患によ
って、年間約50,000人が死亡し、その死因は

Ｃ型肝炎(HCV)に関連した肝不全が大半を

占めている。現在のところ、致死的肝不全に

対する根治的治療法は肝移植のみであるが、

絶対的な移植ドナーの不足が社会問題とな

っており、代替治療の確立が強く求められて

いる。代替治療の一つとして、肝細胞を移植

する「肝細胞移植療法」が従来から研究され

てきたが、近年肝幹細胞の同定によって、より

未分化で増殖能の高い細胞を効率的に利用

する試みが注目を集めている。 

・ 肝幹細胞は、分離・同定する手法が研究
分担者の所属する研究室によって開発され

た、高い増殖能・自己複製能及と肝細胞・胆

管細胞への２方向性分化能を特徴とする細

胞である(Suzuki A, et al. J Cell Biol, 2002)。

しかしながら、肝幹細胞もしくは肝前駆細胞

が機能的に成熟した肝細胞へ分化する機構

の分子メカニズムは不明の点も多く、これを細

胞移植に効率的に利用する方法は現在のと
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ころ確立されていない。 

• 一方で、HCVの研究においては、近年、
研究代表者・分担者らはレプリコンシステム

を用いて、様々なHCVの増殖機構・ウイル

ス － 宿 主 反 応 機構 に つ い て 解析 し 

(Sakamoto et al, EMBO Rep, 2003, 

Nakagawa et al, Gastroenterology, 2005)、

その業績が新たな抗ウイルス療法の開発に

結びつきつつあった。しかしながら、依然と

してin vivoでのHCVの動態は、マウスのよう

な小動物にHCVを感染させることが困難で

あるため、チンパンジーのような大型霊長類

を用いるか、ヒトでの統計学的な解析に頼ら

ざるをえなかった。 
 
２．研究の目的 
前記の研究背景と、既に整備された我々の学

術・技術的基盤に基づき、研究代表者及び分担

者らは今回申請する研究において二つの目的

を設定した。すなわち(1)初代肝幹細胞、もしくは

特定の分子の発現により増殖・分化を修飾した

幹細胞を移植することで、新規の細胞移植モデ

ルを確立する。さらに、その結果得られた知見を

基盤に、(2)免疫不全マウスにヒト肝細胞を移植

し、マウス肝臓を大きくヒト肝細胞で置換しうる移

植系を構築する。そして得られた「ヒト化肝臓：

Humanized Liver」に対して HCV を用いた感染

モデルの構築を行う。これによって、将来的に

HCV に対する薬物代謝スクリーニング試験にも

応用可能な C 型肝炎ウイルス感染動物を構築

することを目標とした。 

 
３．研究の方法 

1). マウス肝幹・前駆細胞の分離、培養 

・ 研究分担者（柿沼）はcollagenase処理と抗
Dlk 抗体を用いた sorting 技術によって、マウ

ス胎仔肝臓から bipotential stem/progenitor 

cells のみを分離培養する技術を当該研究室

において、研究協力者（東京大学医科学研

究所・中内啓光教授、同・紙谷聡英博士）らの

支援によって確立した。また、高速セルソータ

ー（DAKO MoFlo system 及び FACS Aria 

system）を用いて、Dlk+CD45-Ter119-の肝幹・

前駆細胞が高濃度に純化された画分を純化

する手法も確立していたが、さらなる純化を試

みた。 

 

2). ウイルスベクターによる遺伝子導入系を用

いた各種遺伝子のスクリーニング 

・前記に示した、肝幹･前駆細胞をセルソータ

ーで分離し、同時にウイルスベクターで分化・

増殖に関与することを予想していた遺伝子の

強制発現を行った。遺伝子を強制発現させた

幹細胞に対して、分化誘導による分化能の評

価、あるいは single cell colony forming assay

による増殖能の評価を行って、各遺伝子の細

胞機能に与える影響を探索した。 

 

3). 肝幹細胞を用いた新規移植系の開発 

・上記の研究結果に基づき、初代肝幹細胞と

肝幹細胞に増殖誘導をかけた細胞、分化誘

導をかけた細胞を用いて、細胞移植を行い 

in vivo assay によって肝幹細胞の機能の変化

を評価した。研究分担者らは、既に部分肝切

除と残肝に対して 50 Gy の放射線照射を行う

ことで残肝の再生を抑制し、移植細胞のみを

選択的に増殖させる移植系を当該研究室に

おいて構築することに成功していた。本移植

法はラットにおいて既に文献的に報告がある

が、マウスにおいては十分に確立されていな

かった。研究代表者及び研究分担者は、この

手法を免疫不全マウスに応用することで残肝

の50%以上が成体から分離した初代肝細胞移

植によって置換されることを見いだした。今回

の研究計画においては、肝幹細胞の分化・増

殖を修飾した上で、本移植系を用いることで、

移植細胞を追跡、評価し、移植後の分化・増

殖の動態を追跡を試みた。 

 

4). HCV レプリコンの移植用ウイルスベクター

の構築 

・研究分担者（坂本）らが、HCV レプリコンを用

いた実験系によってHCVの増殖機構と宿主免

疫反応機構の解析について、国内では先駆的

な業績を納めている。これらの成果に基づき、

HCV レプリコンに対して効果があることを確認

した siRNA 配列が in vivoでも HCV の増殖を

抑 制 で き る か 否 か を 検 討 す る た め 、

HCV-shRNA を強制発現しうる adenoviral 

vector と lentiviral vector 構築を試みた。 

 

5).新規移植モデルを用いたヒト化肝臓：



Humanized Liver 構築の試み 

・企業から研究機関向けに既に一般的に市販

されている、ヒト初代肝細胞を購入し、前記で

開発・改良した移植系に対して、これを移植す

ることを試みた。移植のレシピエントには免疫

不全マウスを用いることとした。Humanized 

Liver の構築に成功した場合、マウス肝臓に生

着したヒト肝細胞が、肝細胞特異的な機能を維

持しているか否かを、各種のmRNA・タンパクの

発現を RT-PCR・Western Blot で検討して確認

することとした。 

 

6).ヒト化肝臓に対するHCV感染モデルの構築

と HCV-siRNA の効果の検討 

・ Humanized Liverが得られた場合は、JFH1を
投与して、HCV 感染成立の有無を検討する。得

られなかった場合は、HCV 構造タンパクを恒常

的に発現しうるマウスを用いて、構築した

HCV-shRNA の効果を確認することとした。 
 

４．研究成果 
1). マウス肝幹・前駆細胞の分離、培養 

・ 既報において、Dlk+CD45-Ter119-の肝幹・
前駆細胞が濃縮されていることが示されてい

るが、それ以上に濃縮が可能か否かは不明

であった。そこで、我々は、細胞表面抗原とし

て既知のもののなかに、分取しうるマーカーが

あるか否かを探るため、計 100 種類以上の抗

体を用いて、肝幹/前駆細胞画分に染まる抗

体をスクリーニングした。その結果、抗 CD13

抗体は肝幹/前駆細胞を比較的特異的にマ

ーキングしうることを示した。同様のスクリーニ

ング系において、抗 CD13 抗体は抗 CD133

抗体と比較して、肝幹/前駆細胞を特異的に

染色しうることが示された。以上の結果をまと

めて学術誌に発表した(Kakinuma et al, in 

press 文献１)。 

・ 従来までは、肝幹/前駆細胞を培養系によ
って肝細胞系譜に分化する誘導培養系を確

立していたが（Kamiya et al. 1999）、本研究の

過程で、コラーゲンゲルへの包埋培養によっ

て、胆管細胞系譜にも誘導しうることが明らか

になり、これを利用した解析ができるようにな

った（Oikawa et al, 2009 文献４）。 

 

2). ウイルスベクターによる遺伝子導入系を用

いた各種遺伝子のスクリーニング 

・転写因子 Prox-1 は肝発生に重要な役割を

果たし、Prox-1 欠損マウスでは、肝芽細胞の

遊走能が低下するため肝芽の形成不全に陥

り、その結果胎生致死となることが報告されて

いる。この知見をもとに、Prox-1を強制発現す

るレトロウイルスベクターを構築し、肝幹･前駆

細胞に強制発現した。 

・その結果、Prox-1 を過剰発現する肝幹･前

駆細胞は、長期間継代培養することが可能に

なり、対照群に比較して増殖能は亢進してい

た。同時に、遊走能は高まっていた。 

・一方で、この細胞は誘導培養により、肝細胞

に分化させることも可能であることから、この変

化は、癌化を惹起したものではなく、増殖能・

遊走能を維持したまま、終末分化まで可能な

肝幹･前駆細胞をライン化することができたと

考えた。 

・さらに、Prox-1 の機能を抑制することで知ら

れている、Lrh-1 を同時に強制発現させると、

この肝幹･前駆細胞は増殖能が著しく低下し

た。 

・Prox-1は、細胞周期を負に制御するp16INK4a

のプロモーター領域に結合して、その転写活

性を負に制御した。逆に、Lrh-1 は、p16INK4a

のプロモーター領域に結合して、その転写活

性を正に制御した。これらの結果より、Prox-1

と Lrh-1は協同的に作用して、p16INK4aの転写

活性を制御して、細胞周期をコントロールして

いることが示された。以上の結果をまとめて、

学術誌に発表した（Kamiya et al. Hepatology 

2008, 文献１５）。 

・ 同様に、転写因子Sall4 について研究を行
った。転写因子 Sall4 は ES 細胞や白血病幹

細胞など数種類の幹細胞に発現する事が知

られている。ES細胞においては、Sall4 の発現

を欠失させると、その未分化性が失われること

が報告されている。 

・ 我々は肝幹･前駆細胞における Sall4 の機
能を解析した。Sall4 は胎生中期までの肝幹･

前駆細胞に発現しているが、胎生中期以降

の肝細胞には発現がみられなかった。強制発

現を行いつつ、胆管への分化誘導培養を行う

と、誘導される胆管構造の数が有意に上昇し

た。一方で、肝細胞への分化誘導を行っても、

その効率は対照群に比較して低かった。 



・ さらに、逆に Sall4 の翻訳を抑制しうる

shRNA を lentiviral vector を用いて強制発現

して、その機能を Knock down せしめると、誘

導される胆管構造の数が有意に減少した。同

様に肝細胞への分化誘導を行うと、効率が高

くなった。これらの結果をもとに、胆管障害を

与えたマウスに Sall4 を強制発現した肝幹･前

駆細胞を移植したところ、ドナー由来の胆管

が対照群に比較して有意に多かった。これら

の結果より、Sall4 は肝幹･前駆細胞の胆管細

胞系譜への分化を正に誘導することが明らか

になった。以上の結果をまとめて、学術誌に

発表した（Oikawa et al. Gastroenterology 

2009, 文献４）。 

 

3). 肝幹細胞を用いた新規移植系の開発 

・我々は既に、部分肝切除と残肝への放射線

照射を併用して、レシピエント肝臓を大きく置

換しうる移植系を開発していた（未発表）。し

かしながら、本移植系は個体差が大きくなる

傾向があったため、別の移植系を開発するこ

とを試みた。その結果、薬剤と部分肝切除を

併用することによって、1x105 個の成体由来肝

細胞を移植しても、移植 12 週後には残肝の

半分以上がドナー細胞によって置換しうる移

植系を開発した。本移植系では、肝幹･前駆

細胞を移植すると、３週後より、生着が実体顕

微鏡でも確認でき、２４週後には肝臓の半分

以上をドナー細胞が置換していた。以上の結

果をまとめて学術誌、学会に発表した

(Kakinuma et al, in press 文献１、及び、

JDDW2008 で発表)。 

 

4). HCV レプリコンの移植用ウイルスベクター

の構築 

・既報をもとに、HCV replicon の複製を阻害す

る shRNA を構築し、それをアデノウイルスベク

ターによって、強制発現しうる系を構築すること

に成功した（Sakamoto et al, 2008）。 

 

5).新規移植モデルを用いたヒト化肝臓：

Humanized Liver 構築の試み 

前述の手法でのヒト化肝臓を構築することを試

みたが、置換率は不十分に止まり、かつこれら

のマウスの手術侵襲への抵抗性が低いことか

らさらに系を検討する必要があった。 

6). HCV 感染モデルに対する HCV-siRNA の

効果の検討 

・ HCV構造タンパクを恒常的に発現しうる
Tg マウスを用いて、これに対して前記で記

したアデノウイルスベクターを投与した

ところ、その発現が抑制されることが示さ

れた。以上の結果をまとめて、学術誌に発表

した（Sakamoto et al. 2008, 文献 22）。 
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