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１． は じ め に

肝臓は，成体の肝臓を２／３切除しても残余肝が増殖し，

げっ歯類では１週間で元の重量に戻ることから，成体に

なってもなお高い増殖能力を持つ臓器として知られてい

る．しかしながら，肝細胞をコラゲナーゼ灌流法で分離し

in vitro で培養すると，その高い増殖能を再現させること

は現在のところ不可能である．また，肝細胞を２次元培養

することにより，多くの遺伝子やタンパク質の発現が低下

する．このことから，特にヒト肝細胞の in vivo での増

殖・分化に関する性質は不明な点が多い．

Heckelらは生まれながら肝細胞の増殖に障害のあるト

ランスジェニックマウスを作製した．アルブミンエンハン

サー／プロモーター下にウロキナーゼ型プラスミノーゲン

アクチベーター（urokinase-type plasminogen activator, uPA）

のゲノム遺伝子が約５個連結された形でベクターが導入さ

れているトランスジェニックマウス（Alb-uPAマウス）で

ある１）．Rhimらは生後５～１１日目の Alb-uPAマウスの脾

臓から正常なマウス肝細胞を移植すると，移植したマウス

肝細胞が宿主である Alb-uPAマウスの肝臓に生着・増殖

し完全に置換することを示した２）．彼らはさらに Alb-uPA

マウスとヌードマウスを掛け合わせることにより，Alb-

uPA／ヌードマウスを作製し，ラット肝細胞で置換された

肝臓を持つキメラマウスを作製した３）．その後，筆者らも

含めいくつかのグループにより，Alb-uPA／SCIDマウス４，５）

や Alb-uPA／Rag２ノックアウト６）マウスなどが作製され，

ヒト肝細胞によるマウス肝臓の置換の試みが行われた．

筆者らは他のグループに先立ち，マウス肝臓のほとんど

がヒト肝細胞で置換されたキメラマウス（ヒト肝細胞キメ

ラマウス）を安定的に生産することに成功した４）．このマ

ウスは，ヒト型の薬物代謝能を持つことや４，７，８），B型肝炎

ウイルス（HBV）や C型肝炎ウイルス（HCV）に感染可

能であることから５，６），新薬開発のための薬物代謝試験や抗

HBV薬や抗 HCV薬の薬効試験に使われている．

筆者らは，このヒト肝細胞キメラマウスは，in vivo に

おけるヒト肝細胞の増殖・分化能に関する研究に有用と考

えている．また，ヒト肝細胞キメラマウスの肝臓では，肝

細胞はヒト由来であるが，非実質細胞はマウス由来であ

る．ヒト肝細胞キメラマウスにおけるヒト肝細胞が通常と

は異なる環境におかれることにより生じる異常現象を解明

することにより，肝細胞と非実質細胞，肝細胞と他組織と

の新たな相互作用を知りえるのではないかと考えている．

本稿では，ヒト肝細胞キメラマウスで観察される異常な性

質の一つである，肝重量体重比の増加について取り上げ，

肝重量体重比調節メカニズムに関して考察する．
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我々は，ヒト肝細胞を持つキメラマウスを開発した．キメラマウス肝臓は，ヒト肝細胞

とマウス非実質細胞で構築されている．キメラマウス肝臓のヒト肝細胞はヒト肝臓におけ

るヒト肝細胞に近い遺伝子発現，タンパク質発現，活性を示し，組織学的にもほぼ正常な

肝臓組織構築を呈している．しかしながら，ヒト肝細胞キメラマウスでは，正常なヒトや

マウスとは異なる性質も示す．その一つとして，肝臓の肥大が挙げられる．本稿では，ヒ

ト肝細胞キメラマウスとラット肝細胞キメラマウスでの肝細胞の増殖，遺伝子，タンパク

質発現を比較することにより，肝臓肥大のメカニズムに関して考察する．
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２． ヒト肝細胞キメラマウスの作製とその利用

筆者らは Alb-uPAマウス１）と重度免疫不全の SCIDマウ

スを掛け合わせた Alb-uPA／SCIDマウスを作製し４），現在

クローズドコロニーとして株式会社フェニックスバイオに

おいて系統を維持している．約３週齢の Alb-uPA／SCIDマ

ウスに脾臓経由で米国から購入した子供のドナー由来の凍

結保存ヒト肝細胞を融解後２．５～１０×１０５個注入すると，

約２ヶ月でマウス肝臓の７０％以上がヒト肝細胞で置換さ

れたキメラマウスが作出できる（図１）．ヒト肝細胞を移

植後，経時的にマウス血液を採取しマウス血中ヒトアルブ

ミン濃度のモニタリングを行っている．移植後７週目（１０

週齢）頃まで対数的にヒトアルブミン濃度は増加するがそ

の後安定する（図１）．マウス肝臓の７葉の組織切片を作

製し，ヒト特異的サイトケラチン８／１８抗体を用いて免疫

染色を行い，マウス肝臓のヒト肝細胞による置換率を求め

ている（図２）．屠殺時のマウス血中ヒトアルブミン濃度

と置換率はよく相関していることから，ヒトアルブミン濃

度からマウスの置換率を推定することができる（図１）．

ヒト肝細胞キメラマウス肝臓はヒト肝臓と同等の薬物代

謝酵素やトランスポーターを発現していることから４，７，８），

新薬におけるヒト薬物代謝予測に利用されている．これま

で in vivo での HBVや HCVの新薬の薬効試験にはチンパ

ンジーが使われていたが，最近では動物愛護の問題からそ

の使用が難しくなってきている．ヒト肝細胞キメラマウス

は HBVや HCVに容易に感染することができるため５，６），

現在唯一の HBV，HCV感染小動物モデル系として利用さ

れている．

現在，株式会社フェニックスバイオでは，移植したマウ

スの約８割が置換率７０％以上の高置換のキメラマウスを

大量生産することが可能である．年間約３，０００匹のヒト肝

細胞キメラマウスを生産し，これらのマウスは学術研究機

関や製薬会社との共同研究や受託試験に使われている．

３． ヒト肝細胞キメラマウスの特徴

ヒト肝細胞キメラマウス肝臓は，ヒト肝細胞とマウス由

来の類洞内皮細胞，クッパー細胞，星細胞などの非実質細

胞で構成されている．キメラマウス肝臓切片をヘマトキシ

リン・エオシン（H&E）染色すると，３種類の肝細胞が観

察できる（図２）．１）uPAの発現による障害マウス肝細胞

図１ ヒト肝細胞キメラマウスの作製

図２ ヒト肝細胞キメラマウスの組織像
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であり，萎縮している．細胞質に多くの小さな脂肪滴を持

つ．２）肝細胞の細胞分裂の際に，導入された uPA 遺伝子

が相同組換えにより欠失することにより正常化したマウス

肝細胞である．細胞質がエオシンに好染し正常マウス肝細

胞の形態を示す．３）マウス肝臓を置換したヒト肝細胞で

ある．マウス正常肝細胞に比べて核の大きさが均一で小型

であり，細胞質が淡明である．細胞質が過ヨウ素酸シッフ

（PAS）染色陽性であることから，ヒト肝細胞にグリコー

ゲンが多く存在しているためと考えられる．これら３種の

細胞の特徴は透過型電子顕微鏡でも確認できる．電子顕微

鏡観察により，ヒト肝細胞領域においても，正常な類洞構

造が形成されており，肝細胞と類洞内皮細胞間にはディッ

セ腔が存在することが確認できる．また，肝細胞間には胆

汁が分泌される毛細胆管が形成されている．後に詳細に述

べるが，正常なげっ歯類やヒト肝臓では，肝細胞が類洞に

沿って１列に並んでいるが，ヒト肝細胞キメラマウスで

は，２列に並んでいる９）．

これらのことから，ヒト肝細胞とマウス非実質細胞はほ

ぼ正常に構築されていると考えている．また，遺伝子発現

の観点から観察すると，ヒト肝臓由来の肝細胞とヒト肝細

胞由来の肝細胞の遺伝子発現をマイクロアレイで比較する

ことにより，８０～８５％の遺伝子が２倍の範囲内で同等の

発現をしていることを確認している．

ヒト肝細胞キメラマウスの持つ正常なヒトやマウスと異

なる性質もいくつか明らかになっている．ヒト肝細胞キメ

ラマウスは肝重量体重比が正常のマウスに比べて１．５～

２．０倍高い９）（図３）．通常，体重に対する臓器重量は動物種

により決まっており，部分肝切除後も元の重量に戻

る１０～１２）．肝重量体重比は，マウスでは約５～６％９），ラット

では約３．５～４．５％１１），ヒトでは約２～３％１２）ということが知

られている．また，ヒト肝細胞キメラマウスでは血清中の

胆汁酸濃度が正常マウスに比べて高いという特徴も持つ．

４． マウス肝細胞およびラット肝細胞キメラマウスを

用いた G１から S期への移行メカニズムの探索

Weglarzらは，主要尿タンパク（major urinary protein,

MUP）のプロモーターを用いた uPAトランスジェニック

マウスを作製した１３）．MUPプロモーターは生後発現する

という以外は，これまでの uPAマウスと同様な特徴を持

つ．このMUP-uPAマウスとヌードマウスを掛け合わせ，

MUP-uPA／ヌードマウスを作製した１４）．

２／３部分肝切除後の DNA合成が亢進した肝細胞の動態

は，ラットとマウスで異なることが知られている．ラット

では，術後２４時間と３６時間に二つのピークがある．一

方，マウスでは，４０時間後に一つのピークがあることが

知られている１４）．ラット肝細胞はマウスの体内に存在する

と，どちらの動態を示すのだろうか．この疑問に答えるた

めに，彼らは，MUP-uPA／ヌードマウスにラット肝細胞と

マウス肝細胞を移植し，キメラマウスを作製した１４）．作製

したラット肝細胞キメラマウスとマウス肝細胞キメラマウ

スに２／３肝部分切除術を施し，その後の肝細胞における

DNA合成能をブロモデオキシウリジン（BrdU）の取り込

みにより調べた．その結果，ラット肝細胞キメラマウス

は，２４時間と３６時間，二つのピークを示し，コントロー

ルのマウス肝細胞キメラマウスでは，マウスと同様４０時

間にピークを示した１４）．このことから，G１から S期への

移行は，サイトカインや増殖因子による外因的な刺激より

も，内因的な性質によることが証明された．

５． ヒトおよびラット肝細胞キメラマウスの作製

筆者らは，ヒト肝細胞キメラマウスにおける肝臓の肥大

メカニズムを調べるために，Alb-uPA／SCIDマウスに７．５

×１０５個のヒト肝細胞と５．０×１０５個のラット肝細胞を移植

し，ヒト肝細胞キメラマウスとラット肝細胞キメラマウス

を作製した．移植後１週目よりマウスを安楽死させ，肝臓

のサンプリングを行い肝重量体重比および置換率を求め

た．さらに肝臓における BrdUの取り込みとタンパク質発

現を免疫染色により，また，遺伝子発現を定量性リアルタ

イム RT-PCR法により測定した．

６． ヒトおよびラット肝細胞キメラマウスの肝重量体重比

肝重量体重比を調べると，ラット肝細胞キメラマウスは

５．４％とほぼ正常マウスと同じであったが，ヒト肝細胞キ

メラマウスは，マウス肝臓におけるヒト肝細胞の置換率が

上昇するとともに肝重量体重比が増加し，置換率約８０％

以上では約１３％の肝重量体重比であった（図３）．また，

肝臓の肥大が個々の肝細胞の肥大によるものか，肝細胞数

の増加によるものかを調べるために，一定面積あたりの肝図３ ヒト肝細胞キメラマウス肝臓の肥大化
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細胞数を計測した．その結果，肝細胞自身の肥大は観察さ

れなかったことから，ヒト肝細胞キメラマウス肝臓の肥大

は肝細胞数の増加であると結論した９）．

７． ヒトおよびラット肝細胞キメラマウス肝細胞増殖の動態

ラット肝細胞キメラマウスとヒト肝細胞キメラマウスの

血中ラットおよびヒトアルブミン濃度と肝臓における

BrdUの取り込みを調べた．ラット肝細胞キメラマウスは

移植後１週目で約１５％であったがその後急速に低下し４

週で正常マウスレベルに達し，置換率は１００％となった．

一方，ヒト肝細胞キメラマウスでは BrdUの取り込みは移

植後１週目で約１０％であったが，その後ゆるやかに減少

し１１週で正常マウスレベルに達し，置換率は平均で約

６０％であった９）（図４）．

これらのことから，ラットに比べてヒトでは肝細胞の増

殖速度が遅いと考えられた．系統発生学的にラットとマウ

スは近縁であり，ヒトとマウスは遠縁であるため，サイト

カインなどのアミノ酸配列に関しては，前者に比べて後者

は相同性が低いと考えられる．このことから，ラットとヒ

ト肝細胞の増殖能として同列に比較することはできない

が，これまでの肝部分切除後の再生速度の報告からは，

ラットでは約７日で元の重量まで再生するのに対し，ヒト

では約１ヶ月かかると言われていることから，ヒトにおけ

る増殖速度の遅さをある程度反映しているものと考えてい

る．

８． 肝部分切除における増殖の停止機構

肝臓再生における増殖の停止のメカニズムにはトランス

フォーミング増殖因子 β（TGF-β）やアクチビンが関わっ
ていることが知られている１５，１６）．TGF-βはまず TGF-β受容
体２（TGFBR２）の二量体に結合し TGFBR２をリン酸化す

る．さらに TGF-β受容体１（TGFBR１）が結合することに

より，TGFBR１がリン酸化される．Smad２／３がその後リン

酸化され，Smad４と複合体を形成し核内移行する．核内

で転写因子とともに DNAドメインに結合することによ

り，DNA合成が低下し，アポトーシスが誘導され，肝細

胞の増殖は停止すると言われている．肝部分切除では，切

除後すみやかに肝細胞の TGFBRの発現が低下し，非実質

細胞の TGF-βの発現は増加する．切除後１２０時間後には
肝細胞の TGFBRの発現は上昇し元に戻ることが知られて

いる１７）．

９． ヒトおよびラット肝細胞キメラマウス肝細胞の

TGFBRファミリーの発現

ヒト肝細胞キメラマウスでは正常な増殖停止機構が働い

ているのかどうかを調べるために，TGFBRファミリーの

ラットおよびヒト肝細胞キメラマウス肝臓における

mRNA発現量を経時的に計測した．ラット肝細胞キメラ

マウスでは，移植後２週目において，ラット（r）TGFBR１，

rTGFBR２，ラットアクチビン受容体２A（rACTR２A）の発

図４ 移植肝細胞の BrdUの取り込みおよび肝細胞による置換率
（文献９を改変）
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現は約半分に低下しており，増殖の停止時点である３週目

より正常値に戻っていた（図５）．一方，ヒト肝細胞キメ

ラマウスでは，移植後３週目において，ヒト（h）TGFBR１，

hTGFBR２，hACTR２Aの発現は０．１～０．４倍に低下してい

た．hTGFBR１は移植後１１週目において正常値に戻った

が， hTGFBR２， hACTR２Aは低値のままであった９）（図５）．

次に TGFBR２，Smad２，Smad３のタンパク質発現を免疫

染色により調べた．その結果，増殖停止時期である移植後

３週目のラット肝細胞キメラマウス肝臓では，TGFBR２の

細胞質における発現が見られ（図６），同時期に Smad２，

Smad３の核内移行が観察された（図７）．一方，ヒト肝細

胞キメラマウスでは，増殖の停止期である移植後１１週目

図６ TGFBR２の免疫染色（文献９を改変）

図５ 肝細胞移植後の TGFBR，ACTRの mRNA量の変化（文献９を改変）
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において，TGFBR２の細胞質における発現は低く（図６），

Smad２，Smad３の核内移行も観察されなかった（図７）．

また，E-カドへリンと β１-インテグリンは Smad２／３を介し

た TGF-βシグナルのターゲット遺伝子であることが知ら
れている１８）．ヒト肝細胞キメラマウス肝臓においては，E-

カドへリンのタンパク質発現が正常ヒト肝臓に比べて低い

ことが示され，TGF-βシグナルが働いていないと考えられ
た９）．

１０． ヒトおよびラット肝細胞キメラマウスの肝細胞索構造

IV型コラーゲンの抗体で正常マウス，ラット，ヒト肝

臓を染色すると，肝細胞は１列の索状構造を形成している

のが観察される（図８）．移植２週目のヒトおよびラット

肝細胞キメラマウス肝臓を，同様に染色すると，どちらも

肝細胞索を形成しておらず，コロニー状に存在していた．

ラット肝細胞キメラマウス肝臓では，増殖の停止した移植

後５週目では，IV型コラーゲン染色により，正常肝と同

様な１列の肝細胞索が観察された．ところが，ヒト肝細胞

キメラマウスでは，増殖の停止した移植後１４週でも肝細

胞索は２～３列となっていた９）（図８）．再生肝では肝細胞索

が２列であることが知られていることから１９），ヒト肝細胞

キメラマウスでは，DNA合成は停止しているものの，再

生肝の特徴を維持していると考えられた．

１１． 宿主マウス星細胞における TGF-βの発現

部分肝切除後約１２０時間後には，星細胞が TGF-βを産

生し，再生の停止に寄与していると考えられている１６）．ま

た，正常肝では，TGF-βの発現はほとんど見られない．
ラット肝細胞キメラマウスの星細胞における TGF-βの発
現を免疫染色により調べた．その結果，移植後２週目では

デスミン陽性星細胞での TGF-βの発現はみられなかった
が，３週目においては，デスミン陽性星細胞での TGF-βの
発現が観察された．一方，ヒト肝細胞キメラマウスの肝臓

では，移植後５週でも１１週目においても，デスミン陽性

図７ Smad２，３の免疫染色（文献９を改変）

図８ IV型コラーゲンの免疫染色（文献９を改変）
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星細胞での TGF-βの発現は見られなかった９）（図９）．この

ことから，ヒト肝細胞キメラマウス肝臓では，ヒト肝細胞

における TGFBR２，ACTR２の発現のみでなく，星細胞に

おける TGF-βも発現していないことが明らかとなった．

１２． 胆汁酸による肝重量体重比への影響

肝重量体重比の調節因子の一つとして，胆汁酸が挙げら

れる．マウスに胆汁酸（０．２％）を餌に混ぜて与えると，

肝細胞への BrdUの取り込みが増加し，肝重量体重比が

３０％上昇する．この反応には肝細胞の核内受容体である

ファルネソイド X受容体（FXR）が関与している．胆汁

酸は FXRを介して FoxM１B転写因子を誘導し，肝細胞の

増殖を促進する．一方，FXRは核内受容体であるショー

トヘテロダイマーパートナー（SHP）を誘導し，胆汁酸合

成酵素である Cyp７a１の発現を抑え，胆汁酸合成を低下さ

せる．肝部分切除後，血中の胆汁酸がやや増加し，それに

伴い，SHPの増加，Cyp７a１の低下が見られ，部分肝切除

７日目には正常に戻る２０）．これらのことから，胆汁酸は肝

重量体重比の調節に関わっているのではないかと考えられ

る．ヒト肝細胞キメラマウス血清中では，胆汁酸濃度が正

常マウスに比べて高く，また，CYP７A１の発現も高い．こ

のことから，ヒト肝細胞キメラマウスでは何らかの原因で

胆汁酸産生調節に不具合が生じており，マウス血中胆汁酸

が低下しないことが肝重量体重比の増加に関わっているの

かもしれない．

１３． お わ り に

肝細胞の増殖に関わる増殖因子，サイトカイン，ホルモ

ンに対する受容体が肝細胞表面に存在する場合，ヒト肝細

胞キメラマウスでは，アミノ酸配列のホモロジーの種差に

より通常起きている反応が起こらないという可能性があ

る．その一つの例として，成長ホルモンが挙げられる．

ヒト成長ホルモン（hGH）は，マウスの成長ホルモン受

容体（mGHR）に結合しないことが知られている２１）．肝臓

の再生には，GHによる肝細胞の増殖促進作用が関わって

いることが，GHノックアウトマウスなどを用いた実験に

より明らかになっている．ヒト肝細胞キメラマウスでは，

マウスの下垂体から放出される mGHは存在するが，hGH

は存在しない２２）．hGHが存在しないことにより，ヒト肝細

胞キメラマウスではヒト肝細胞に脂肪肝が生じる．キメラ

マウスに hGHを投与することにより脂肪肝や hGH欠損に

よる遺伝子発現の異常が正常化する２３）．

ヒト肝細胞キメラマウスにおける肝臓肥大に関しても，

このような種差による何らかの原因があり，それを是正す

ることにより，より正常に近いヒト肝臓を持つキメラマウ

スを作製できるのではないかと考えている．
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