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研究成果の概要（和文）：肝再生置換の臨床応用に向けた基礎研究とドナー細胞採取の安全性を確保するための臨床研
究を行った。基礎研究では、肝細胞移植による肝再生置換モデルを作成した。肝幹細胞と成熟肝細胞による再生置換率
は、成熟肝細胞の方が良かった。また、胆管系細胞への影響を細胞生物学的に明らかにした。NASHによる肝硬変モデル
の生存率を高めることに成功した。臨床研究では、ドナー細胞の採取法に関する利点と欠点に関して報告した。BTR, A
TIII, GSAの臨床意義や様々な肝機能因子をクラスタリングすることで分類を明らかにした。その他、技術的な報告で
は、右葉切除術を安全に行うための方法を発表した。

研究成果の概要（英文）：We investigated that basic research for applying clinical liver regenerative thera
py and clinical research for securing donor cell procurement.  In the basic research, we developed a rat m
odel of liver regenerative therapy by hepatocyte transplantation.  In this model, we revealed a cell physi
ology of the transplanted cells which generated bile duct linage cells.  In addition, we succeded to incre
ase survival rate in NASH liver cirrhotic model.  In the clinical research, we reported a benefit and defa
ult of donor cell procurement.  We also revealed that a clinical value of BTR, ATIII, and GSA.  We classif
ied various liver functional indicators using clustering analysis.  Furthermore, in technical reports, we 
developed a surgical devise for conducting safety right liver hepatectomy (J Am Col Surg : in press).
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１．研究開始当初の背景 
近年の肝臓外科手術は基礎学問に基づいた再生現

象の理解、オーダーメイド解剖を実現した 3D-CT シ
ュミレーション、高い止血能を安定して得られる凝
固機器のデバイス開発とコンピューター制御、グリ
ソン一括血紮法やハンギングマニューバー法に代表
される手技の確立(Mizuguchi T, et al. Dig Surg 
2006;23:115-8.)などにより飛躍的に安全性が向上し
てきた。これらの肝臓外科領域の技術革新は、従来
では不可能と思われていた腹腔鏡下手術も安全性を
担保しながら施行できるようになり、広く一般的に
普及し始めている。肝細胞癌の外科療戦略は肝細胞
癌の長期予後が肝機能に規定されていることから、
腫瘍学的な肝内転移の高危険領域を必要十分に含め
ることと残存肝機能を最大限に温存することのバラ
ンスを考慮することにある。したがって、肝機能の
評価方法と改善方法の確立が研究対象となっている。
肝機能の評価法には、古典的方法の他に本邦で普及
した ICG 検査を加えた肝障害度に肝移植の適応基
準として提唱される予後を予測した MELD や
PELD スコアが存在する (Mizuguchi T, et al. 
World J Surg 2004;28:971-6.)。肝硬変における肝再
生はウイルス性肝硬変が進行すると類洞周囲に線維
化が生じて肝機能の悪化が相関することが知られて
いる。肝硬変の指標としての線維化マーカーとして
はコラーゲン、ヒアルロン酸、HGF、血小板などが
報告されている。肝硬変に対する肝切除術では肝再
生が不良であり(Kawamoto M, Mizuguchi T, et al. 
Liver Int 2006;26:203-10.)、これが術後肝不全の病
態と考えられている。肝線維化マーカーは、単なる
肝硬変の進行を示すのみならず、肝細胞癌の発癌に
も 関 係 し て い る と 考 え て い る (Kikkawa Y, 
Mizuguchi T, Hirata K, Mitaka T, et al. Exp Cell 
Res 2008;314:2579-90.)。HGF は、肝硬変の進行に
比例して上昇することが知られており(Kawamoto 
M, Mizuguchi T, et al. World J Gastroenterol 
2006;12:4325-30.)、これが細胞増殖そのものを促進
している可能性がある。ヒアルロン酸は、全身で産
生され類洞内皮細胞で代謝されることから線維化を
反映した類洞内皮細胞障害を反映した指標である。
ヒアルロン酸も HGF 同様に肝硬変に比例して上昇
するが、ヒアルロン酸受容体は CD44 であり幹細胞
の表面抗原マーカーとして知られている(Kon J, 
Mitaka T, et al. Am J Pathol. 2009;175:2362-71).。
したがって、CD44 を介した肝硬変時の肝細胞癌の
発癌への関連性が強く示唆される。 
一方で、肝硬変に付随した肝線維化を背景とした

肝機能悪化例に対しては肝移植以外では有効な治療
法がない。また、肝線維化の改善方法も小動物モデ
ルで多くの薬物療法が示されているもののヒト臨床
応用されたものはない(Kikuchi H, Mizuguchi T, et 
al. Wound Repair Regen 2007;15:881-8.)。肝移植時
のドナー不足は深刻で、非代償期の肝機能を改善さ
せる治療法の開発や臓器移植に代替えできる安全か
つ有効な細胞治療法の開発(Shibata C, Mizuguchi 
T, et al. Liver Transpl 2006;12:78-87.)が望まれて
いる。 
細胞機能の解析、肝線維化治療の開発、細胞治療法

の開発を一挙に解決できる方法がヒトキメラハイブ
リット動物の開発にある。ヒトキメラ動物の応用法
は、ヒト肝再生メカニズムの解明、肝線維化治療法
の開発、ヒト肝細胞移植の前臨床段階としての有用
性評価などを考え、次世代の肝硬変治療や肝細胞癌
治療の開発に非常に有効な手段となる。したがって、
本研究は、臨床治療に応用することを前提とした前
臨床的基礎研究と位置付けられる。 
 
２．研究の目的 
今回の研究では、これまでの研究で開発してきたヒ
ト小型肝細胞(Sasaki K, Mizuguchi T, et al. Cell 
Transplant 2008;17:1221-30.)を使用し、凍結保存方
法を確立することによって細胞バンクの登録化を行
う。プログラムフリーザーを併用する事で冷却時に
おける組織障害を最小限度にする安定した凍結保存
法の開発を行う。次にヒト化ハイブリット肝臓マウ
スの作製を行う。凍結ヒト小型肝細胞を利用した作
製を目的としている。ハイブリットマウスの作製で
は、使用する免疫不全モデル動物によってドナー細
胞によるレシピエント肝臓の再生置換効率に影響が
あることが分かっている。前回の共同研究の中でそ
の移植手技を確立してきた。今回使用を予定してい
る動物としては NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull (NOG) 
マウスの他にも FAH-/-マウス、NOD.Cg-Prkdcscid 
Il2rgtm1Wjl/SzJ (NSG)マウスの使用を考えている。最
も再生置換効率の良いモデルを比較検討し、安定し
たヒト化ハイブリット肝臓マウスの供給を考えてい
る。 
ハイブリットマウスが完成した後は、70%肝切除を
行ないハイブリット肝臓の再生に関して DNA マイ
ロアレイによる遺伝子変化やマルチプレックス法に
よるサイトカイン・ケモカインの変化を観察し、ヒ
ト肝細胞とマウス肝細胞の再生分子機序の相違に関
して研究したい。臨床試験では末梢血幹細胞移植に
伴う、幹細胞採取に使用する G-CSF が幹細胞を骨
髄から血中に動員し、SDF-1 の産生により幹細胞の
肝臓への動員とホーミングに関係していると考えて
いる。しかしながら、これらの臨床治療では十分な
治療効果が得られていないことから、ヒト化ハイブ
リット肝臓マウスを使用し、G-CSF のヒト肝細胞
に及ぼす影響と UTI による過剰な高サイトカイン•
ケモカイン血症の制御により、前述の転写因子の発
現と増殖シグナルの発現機能解析を行う予定である。 
 
３．研究の方法 
概要 
ヒト小型肝細胞分離はわれわれが定型化したマイ
クロ灌流法により行う。分離したヒト小型肝細胞を
過冷却凍結法とプログラム凍結法を組み合わせるこ
とで得られた安定した凍結法により、凍結ヒト小型
肝細胞バンクの構築を行う。凍結ヒト小型肝細胞の
臨床細胞治療への有効性の検証のため、ヒト化肝臓
ハイブリットキメラマウスを NOG マウスおよび NSG 
マウスを使用して行う。作製されたヒト化肝臓ハイ
ブリットキメラマウスは、ヒト肝再生の分子機構の
解析やヒト肝線維化の治療法開発向けた基礎研究に
利用することを目的としている。解析には細胞レベ



ル、蛋白レベル、遺伝子発現レベルで行い、ヒト肝
細胞に見られる固有の分子反応や分子機序を解明す
る。 
(1) ヒト小型肝細胞分離方法  
感染症を認めない非腫瘍部の組織片を切除し前灌

流を行う。確立された方法であるので、概要のみを
記載する。ヒト小型肝細胞の分離方法は 0.05%コラ
ゲナーゼ＋0.5%ディスパーゼ灌流法により行う。分
離 灌 流 は 実 体 顕 微 鏡 下 （ Zeiss Stereo Zoom 
Microscope）に,肝切離面に露出する門脈枝に 27G 
注射針を挿入して行う。（Sugimoto S, Mizuguchi T, 
et al. Tissue Eng., 2005; 11: 626-33.）。 
(2) 過冷却保存方法 
生体肝細胞移植に臨床応用された凍結肝細胞に使

用された凍結保存液は 15% DMSO, 85% UW 液とされて
いる(Cell Transplant 2007;16:629-37.)。凍結保存
液には mFreSR hESC freezing medium、セルバンカ
ー、CryoSure-DMSO を使用する。凍結温度は、-5 度
でプログラムフリーザーに移行する超低温法と凍結
温度調節法を組み合わせた新規の凍結法で、至的条
件の同定を行う。細胞バンク化された凍結細胞を使
用して、ハイブリットキメラマウスの細胞置換効率
を比較検討する。 
(3) 細胞障害評価 
過冷却保存細胞は 37℃の温浴槽にて急速加熱を

行い、細胞の一部を蛍光標識による Dead/Alive cell 
検出キットにより生存率を決定する。逸脱酵素の測
定と細胞状態の形態学的検討により、もっとも良い
条件の凍結保存方法が開発できる。 
(4) 凍結・解凍ヒト小型肝細胞培養実験 
凍結ヒト小型肝細胞を解凍し培養・薬物代謝酵素

の誘導・確認試験を行う。生着率および生存率（細
胞障害評価を参照）を検討し、リファンピシンによ
る Cytochrome P450 の誘導実験を行い、RT-PCR 法お
よび Western blot 法により酵素誘導能を確認する。 
(5) ヒト化肝臓ハイブリットマウスの作製 
マウスには NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull (NOG)マウス、
FAH-/-マウス、NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ(NSG)
マウスを使用する。 
(6) ハイブリット化効率の検証 
採取された組織は、イメージ解析による染色領域

の面積算出を行なう。また、血清中の hALB 濃度を
ELISA 法で算出する。組織タンパク質を抽出し、
Western blot 法で hALB を検出し、ハイブリット化
率を計測する。DNA からは、hALB 遺伝子を定量 PCR 
法により検出し、ヒト DNA とマウス DNA を一定量混
合した DNA から定量直線を算出する。 
(7) フローサイトーメーターによる細胞周期の解析 
肝切除後のハイブリットマウスをフローサイトメ

ーター解析用に各組織採取時間に肝還流を行ない、
肝細胞を単離する。単離固定された肝細胞を hALB 
および Propidium iodide で標識し、マウス由来肝
細胞およびヒト由来肝細胞の細胞周期を解析する。 
(8) 遺伝子蛋白発現解析・ケモカイン測定 
核タンパク質を抽出し、肝特異的転写因子(HNF1, 
HNF3, HNF4, C/EBP, C/EBP)および細胞周期関
連タンパク質（Cyclins）の発現を Western blot 法
で確認する。 

 
４．研究成果 
肝細胞移植に使用される肝細胞の採取においては、

肝組織の摘出が必要である。従来の開腹による肝切
除術と腹腔鏡による肝切除術を比較し、現在の成績
の現状をメタ解析と検出力解析で明らかにした
（Surg Today 2011; 41: 39-47.）。ドナー細胞の生
着や機能維持にかかる因子としてアミノ酸のバラン
スに着目した。BTR を測定することで、肝機能と発
癌の関係と術後の合併症に関しての関係を明らかに
した（J Gastroint Surg 2011; 15:1433-9.）。さら
に、肝機能因子をクラスター解析によって新たな部
類を考案し発表した（Surgery 2011; 150: 250-62.）。
ATIII は、抗凝固因子として重要であるが、その蛋
白発現と肝機能との関係を明らかにした。肝組織採
取時における熱焼灼デバイスの安全性を検証した
（Hepatogastroenterology 2012; 59 :551-7.）。熱
焼灼デバイスは、肝切除後の肝再生を遅らせる影響
があるが、少量ステロイド投与により影響を排除す
ることに成功した（World J Gastroenterol. 2012; 
18: 905-14.）。これに関係する因子としてケモカイ
ンの関連性を証明した（World J Gastroenterol. 
2012; 18: 905-14.）。ドナー細胞の安全な採取のた
めにアシアロシンチグラフィーの新規評価法を発表
した（J Hepatobiliary Pancreat Sci. 2012; 19: 
667-73.）。多種に及ぶ肝機能評価法をレヴューとし
てまとめて発表した（Surg Today. 2014; 44: 1-10.）。
ドナー採取時の背景肝は術後の合併症と長期予後に
影響し、正常肝の場合には技術的な問題に注意が必
要である（World J Surg. 2013; 37: 1379-87.）。ま
た、ドナー細胞採取時の全身管理として新たなモニ
タリング評価法を発表した（Surgery. 2013; 154: 
351-62.）。一方で、従来からある乳酸値でも一定の
モニタリングが可能であることを追加報告した（J 
Hepatobiliary Pancreat Sci. 2014 Jan 27.）。新規
の 安 全 な 肝 切 除 基 準 を 考 案 し た
（Hepatogastroenterology 2013：in press）。腹腔
鏡による安全な肝切除を行うための新規デバイスを
考案した（Surg Laparosc Endosc Percutan Tech. 
2013：in press）。実際の腹腔鏡による外側区域の臨
床成績を発表した（J Liver 2013;2:5）。ドナーの年
齢による肝切除の危険性に関してメタ解析を行い、
現在の問題点や危険性を明らかにした（Surg 
Today：in press）。また、解剖学的な採取と非解剖
学的な採取を比較し、プロペンシティー解析を追加
す る こ と で 学 術 的 価 値 を 高 め た （ World J 
Gastroenterol：in press）。ドナー組織を採取する
最大の右葉切除術において、技術的な安全性を高め
るための方法を考案し発表した（J Am Col Surg：in 
press）。肝細胞移植によって肝再生置換モデルを作
成し、肝幹細胞と考えている小型肝細胞と成熟肝細
胞の生着様式を比較した。成熟肝細胞の方が生着率
は高く、今後の移植細胞源にどの細胞を選択してい
くかに関して新たな課題が生まれた（Hepatology. 
2013; 57:1192-202.）。肝細胞移植時の胆管系細胞へ
の影響や細胞生理に関して発表した（J Cell Sci. 
2013 Sep 17.）。肝細胞移植によって NASH による肝
硬変の肝不全を救命できることと肝細胞置換が起き



ていることを証明した（Cell Transplant. 2013 Jun 
13.）。 
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