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研究成果の概要（和文）：本研究ではFVIII産生細胞がEGFP発現細胞として観察できるノックインマウスを用い
てFVIII産生細胞の同定を試みた。FVIII産生細胞は肝類洞のみに認めた。FVIII産生細胞はCD146, CD31、Lyve1
というリンパ管内皮細胞の特徴をもつが、一方で血小板マーカーであるClec-2を発現した。胎仔肝では胎生12.5
日よりFVIII産生細胞を認め、発生とともに発現が増加し、出生時には成マウスと同程度となった。FVIIIコンデ
ィショナル欠損マウスはLyve1-Creマウスとの交配によりFVIIIが低下した。さらにAAVベクターで効率よくFVIII
産生細胞にレポーター遺伝子を発現できた。

研究成果の概要（英文）：Since coagulation factors are produced by hepatocytes, the coagulation 
factors in blood are decreased in cirrhosis. However, blood coagulation factor VIII (FVIII) is 
rather elevated. Here, we attempted to identify FVIII-producing cells by using knock-in mice in 
which FVIII-producing cells were observed as EGFP-expressing cells. EGFP-expressing FVIII-producing 
cells were found only in hepatic sinusoids. FVIII-producing cells had characteristics of lymphatic 
endothelial cells, including CD146, CD31, and Lyve1, but also expressed the platelet marker Clec-2. 
FVIII-producing cells in the fetal liver were observed from E12.5 and increased with development to 
the same level as in adult mice at birth. FVIII-conditional deficient mice showed reduced FVIII 
levels when crossed with Lyve1-Cre mice. Finally, the AAV vector could efficiently express the 
reporter gene in FVIII-producing cells.

研究分野：血栓止血学

キーワード： 血液凝固第VIII因子　血友病A　再生医療　遺伝子治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでFVIIIの産生細胞について一貫した報告はなかった。本研究でFVIIIは臓器の中でも肝臓のみに発現し、
かつ類洞内皮細胞の一部がFVIII産生を担っていることを明らかとした。さらに、FVIII産生細胞はリンパ管内皮
細胞と同様の性質を有するが、特徴的な表面マーカーとして血小板に存在するClec-2を同定した。さらに、
FVIII産生細胞の分化過程を明らかにし、発現が上昇する分子からFVIII産生細胞に遺伝子導入が可能なプロモー
ター領域を見出した。これらの研究成果は、FVIIIが遺伝的に欠損する血友病Aに対する新たな遺伝子治療、細胞
治療に結びつくことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

凝固因子は肝臓で産生される。肝硬変では多くの凝固因子産生が低下するが、唯一、血液凝
固第 VIII 因子（FVIII）は低下しない。そのため、FVIII は肝臓実質細胞以外の細胞から産
生されていると考えられ、その部位や細胞種について多くの報告・議論がされてきた。現在
では、類洞内皮細胞、肺内皮細胞、リンパ管内皮細胞、骨髄細胞や間葉系幹細胞が FVIII の
産生部位の候補として報告されている。しかし、実際の FVIII 産生細胞の臓器や細胞学的特
性、各臓器における FVIII タンパク質の発現も明らかではなかった。事実、多くの組織で
mRNA レベルでは FVIII の発現を認める。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、FVIII 産生細胞の細胞生物学的な特徴、特に発生から FVIII 産生細胞分化
を決定する因子・その起源や特異的マーカーを同定することである。さらに同定した分化促
進因子（転写因子）・特異的発現タンパク質の特性から、FVIII 産生細胞への in vivo 遺伝子
導入を効率化する手法を開発する。 
 

３．研究の方法 
(1) FVIII産生細胞の同定：FVIII-ノックインマウスを用いてFVIII産生細胞（EGFP陽性細胞）

の産生臓器、表面マーカー、その時期を免疫染色やフローサイトメーターを用いて検出し
た。 

(2) FVIII産生細胞の特性解析：発生過程におけるFVIII産生細胞のmRNA発現をマイクロアレイ
解析により検討した。 

(3) FVIII産生細胞への高効率なin vivo遺伝子導入：CAGプロモーターの下流でtdTomatoを発現
するAAVベクターに組み込み静脈投与し、in vivoでFVIII産生細胞に遺伝子導入が可能かを
検証した。 

(4) FVIII –ノックインマウスES細胞の樹立： FVIII-ノックインマウスの受精卵からES細胞を
樹立した。 

 
４．研究成果 
(1) FVIII ノックインマウスの
作製 
我々が作製したFVIII-ノッ
クインマウス（KIマウス）
はCre発現によって、FVIII
産生細胞がEGFPを発現する
（図1）。CAG-Creマウスと
の交配を行い血中FVIII活性
が1%未満であることを確認
した。この遺伝子改変マウ
スを用いて、FVIII産生細胞
を同定、解析を行った。 

図1 ノックインマウスの概略 
 
(2) FVIII産生細胞の同定  

CAG-Creマウスと交配したKIマウスを用いて、FVIII産生細胞をEGFP陽性細胞として同定し
た。各臓器の細胞を回収しフローサイトメトリーで検証すると、EGFPが発現するCD31陽性
内皮細胞は肝臓のみに認め、その他の肺、腎、脾、小腸、リンパ節、骨髄にはEGFP発現を
認めなかった。さらに肝臓でのEGFP発現細胞の特徴を検討した。肝臓細胞をCD31とCD146で
展開すると、CD31およびCD146
が高発現している細胞にのみ
EGFP発現を認めた。EGFP陽性
細胞はリンパ管内皮細胞のマ
ーカーであるLyve1を発現する
が、podoplaninは陰性であ
り、かつ血小板マーカーであ
るCLEC-2を発現することが明
らかになった（図2）。 

     図 2 FVIII 産生細胞の表面マーカー 
 



 

 

(3) FVIII産生細胞の局在 
次に免疫染色によってFVIII産生細胞の局在を検証した。EGFP陽性のFVIII産生細胞は肝組
織において、CD146, Lyve1, VWF, Clec-2陽性の内皮細胞であり、この内皮細胞は類洞にの
み局在し、中心静脈には存在しなかった（図3）。一方、VWFは中心静脈内皮細胞にも同定
できた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 FVIII 産生細胞の局在 
＊中心静脈 

 
(4) 発生過程でのFVIII産生細胞の分化 

さらに発生におけるFVIII産生細胞の動態を観察した。胎生10.5日の肝臓にはEGFPはEGFP発
現を認めなかった（データ未提示）。その後、CD31、CE146、Lyve1陽性細胞におけるEGFP
の発現は徐々に上昇し、胎生12.5日には5%程度、14.5日には80%、生後には90％以上に達し
た（図4）。さらに、胎生12.5日と17.5日の胎仔肝を用いてマイクロアレイ解析を行った
（図5）。45,037のプローブの中で2倍以上変化が認められた遺伝子群を、7.0〜8.0％（上
昇、低下）に認めた。特にCD34発現の低下やFcgr2b, F8の発現上昇を確認した。さらに
Clec-2を含む複数のClec属の発現上昇を認めた（図6）。 

図4 胎生期肝臓におけるFVIIの発現 

 
図 5 胎生 12.5 日と 17.5 日の Lyve1 陽性肝臓細胞の遺伝子プロファイルの比較(1) 
 
 



 

 

 
図 5 胎生 12.5 日と 17.5 日の Lyve1 陽性肝臓細胞の遺伝子プロファイルの比較(2) 
 
 
 
 
(5) コンディショナルノックアウトマウス 
次にF8コンディショナルノックアウトマウスを複数の

Creマウスとの交配によって血中FVIIIが低下するかど

うかを検証した（図7）。肝実質細胞でCreを発現する

Alb-Creマウスとの交配では血中FVIIIは低下せず、内

皮細胞でのCre発現であるTie2-Cre、またリンパ管内皮

細胞や類洞内皮細胞でCreを発現するLyve1-Creマウス

との交配により血中FVIIIが低下した。 

 

 

図 7 コンディショナルノックアウトマ

ウスの血中 FVIII活性 
(6) FVIII産生細胞への遺伝子導入 
上記の結果を踏まえてFVIII産生細胞である類洞内皮細胞へ遺伝子導入を試みた。CAGプロ
モーターの下流にTdTomatoを発現するAAVベクター（血清型X）を作製し、野生型マウスに
静脈投与した。ベクター投与後に
類洞内皮細胞に効率的なTdTomato
の発現を認めた(図8)。さらに、マ
イクロアレイ解析から同定した発
現因子プロモーター領域（Y、
Z）を同定し類洞内皮細胞で遺伝
子発現が可能であること、また複
数のエンハンサー領域の中から同
プロモーター活性が上昇する領域
を同定した。 

 
 

図 8 AAV ベクターを用いた FVIII 産生細胞への TdTomato 発現 

上段：コントロール、下段：TdTomato 発現 AAV ベクター 
 
(7) ES細胞の樹立 
ノックインマウスから ES細胞を樹立した。 
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