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キメラマウスへの HBV 長期感染による肝臓の病理学的および 
遺伝子・タンパク質発現解析・新規モデルの作製 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. 研究目的 

 これまでのヒト肝細胞キメラマウス

（uPA/SCIDキメラマウス）は、導入uP

Aゲノム遺伝子の欠失が起るため、長期

飼育により正常マウス肝細胞の結節状

の増殖が観察される。それに伴い、ヒ

ト肝細胞による置換率の低下が生じ、

組織学的に線維化や炎症が見られる個

体もあった。このことから、キメラマ

ウスへのHBV長期感染における組織学

的変化を判定することは難しかった。

そこで、新たに作製したuPA遺伝子欠失

の見られないcDNA-uPA/SCIDホモおよ

びヘミマウスをホストマウスとしたキ

メラマウス（cDNA-uPA/SCIDホモおよび

ヘミキメラマウス）の性状解析を行う

と共に、HBV長期感染における病理学的、

遺伝子・タンパク質発現の解析を行う

ことを目的とした。 

 

B. 研究方法 

ヒト肝細胞ヘミキメラマウスの作出 

 3週令のcDNA-uPA/SCID hemizygote

にドナーヒト肝細胞（2YF：2才、女児、
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研究要旨 昨年度、新たに作製した uPA 遺伝子欠失の見られない cDNA-uPA/SCID 
homozygote マウスをホストマウスとしたキメラマウス（cDNA-uPA/SCID ホモキメラマウ
ス）に HBV を 14 週間感染させ、感染、非感染で、病理組織観察、TUNEL 陽性細胞の割合、
線維化の程度を比較したところ、顕著な差は見られなかった。今年度、HBV 感染、非感染
キメラマウス肝臓の遺伝子発現を調べたところ、炎症や線維化に関与するマウス遺伝子
発現 (m-SMA, mCD14, mHGF, mTNF, mTLR4, mProcollagen type1, mTGFBR, mTGF1)に
差は見られなかったが、Apoptosis に関与するヒト遺伝子発現（hTNFRSF10C, hFAS）の増
加傾向、および増殖に関与するヒト遺伝子発現（hPBK, hRRM2, hNCAPG）の低下傾向が見
られた。また、HBV 感染キメラマウス肝細胞は非感染に比べて肥大していた。さらに、HBV
感染、非感染キメラマウスの肝臓のマイクロアレイ解析を行ったところ、HBV 感染で 2倍
以上上昇した 17 遺伝子、低下した 18 遺伝子が検出された。今年度はさらに長期間の感
染飼育が可能と思われる、cDNA-uPA/SCID hemizygote マウスを用いたキメラマウス
（cDNA-uPA/SCID ヘミキメラマウス）を作製し、HBV を接種し長期飼育観察（20 週）を行
った。来年度は、cDNA-uPA/SCID ヘミキメラマウスの遺伝子発現、病理組織学的解析を行
う。 



ヒスパニック）を2.5×10^5個脾臓より

移植し、移植後3週目、6週目、それ以

降は１週間に１回、マウス血中ヒトア

ルブミン（h-Alb）濃度を免疫比濁法に

て測定し、32または34週令（移植後28

または31週）に剖検し、肝臓、血液を

採取した。 

 また、昨年度作製した、同じドナー

細胞を用いたHBV感染（14週間）、非感

染cDNA-uPA/SCIDホモキメラマウス（2

6週齢で剖検）の凍結保存肝臓組織を遺

伝子発現解析、細胞サイズ測定に用い

た。 

cDNA-uPA/SCIDヘミキメラマウスへのH

BV感染 

 2YFを移植した14週令（移植後11週）

のcDNA-uPA/SCIDヘミキメラマウス11

匹を、HBV長期感染試験（20週）に使用

した。11匹のうち、5匹にHBV Genotyp

e Cを眼窩静脈叢より1.0×10^7 copie

s/mL 100 μL接種した。残りの6匹はH

BV非感染コントロールとして同様に飼

育した。HBV感染の翌週から週に1回、

動物にイソフルラン麻酔を施し、眼窩

静脈叢より約50 μLを採血した。2 μL

をh-Alb測定に、10 μLをHBV DNAコピ

ー数測定に用いた。 

定量性リアルタイム RT-PCR 法によ

る遺伝子発現量の定量およびマイク

ロアレイ解析 

HBV感染、非感染cDNA-uPA/SCIDホモ

キメラマウス肝臓の以下に示す遺伝

子の発現を昨年度報告の方法で

real-time RT-PCR法により解析した。 

マウス由来の肝臓線維化に関与す

ると思われる遺伝子（m-SMA, mCD14, 

mHGF, mTNF, mTLR4, mProcollagen 

type1, mTGFBR, mTGF1）、およびHBV

の4週間感染によりこれまでキメラマ

ウス肝臓で発現が変化することが報

告されている一部の遺伝子

（hTNFRSF10C, hFAS、hPBK, hRRM2, 

hNCAPG、Tsuge M, et al.The Journal 

of Infectious Diseases 

2011;204:224–8より）のprimerを作製

し解析に用いた。primerは、ヒトとマ

ウスに交差反応しないことを確認し

た。 

また、HBV感染、非感染3匹ずつの

Total RNAを用いて、Affimetrix 

GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 

Array (株式会社バイオマトリックス

研究所、千葉)マイクロアレイ解析を

行った。 

血清中ウイルス濃度測定 

 マウス血清中HBV DNA量を昨年度報

告した方法で実施した。 

キメラマウスの剖検、および病理学的

検査 

 動物の安楽死確認後に剖検を実施

し、血液と肝臓を採取した。肝臓の一

部はホルマリン固定し、パラフィン切

片を作製した。ヘマトキシリン・エオ

ジン（H&E）染色標本を顕微鏡下で観

察、写真撮影し、一定面積あたりのヒ

ト肝細胞数をカウントした。 

 

（倫理面への配慮） 

キメラマウスに移植するヒト肝細
胞は、海外において適切な手続きを



経て加工・販売されているものを、
（株）フェニックスバイオのヒト組
織利用倫理委員会において承認を得
た上で、購入して使用した。
ヒト肝細胞を持つキメラマウス作
製実験に関しては、（株）フェニック
スバイオの動物実験倫理委員会にお
いて研究計画の承認を得た上で行っ
た。 

 

C. 研究結果
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における線維化に関与すると思われ

るマウス遺伝子、

ることが報告されているヒト遺伝子

発現 

 線維化に関与すると思われるマウ
ス遺伝子発現は、
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定面積あたりのヒト肝細胞数
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 2. HBV 感染、非感染キメラマウスの１
定面積あたりのヒト肝細胞数

 肝細胞数

非感染 2.04 

感染 1.34 

＊肝細胞を球と仮定して計算した。

cDNA-uPA/SCID

HBV感染における、一般状態、体重、

Albの推移

図１ HBV 感染、非感染ヘミマウスの血中
ヒトアルブミン濃度

図 2 HBV 感染、非感染ヘミマウスの体重
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感染、非感染キメラマウスの１
定面積あたりのヒト肝細胞数

肝細胞数/cm 2 

2.04 ± 0.31 x10 5

1.34 ± 0.07 x10 5

＊肝細胞を球と仮定して計算した。
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感染 8 週（22 週齢）で HBV 感染キメ
ラマウスが 1 匹死亡した。感染開始
20 週目にすべてのマウスの剖検を
実施した。 
 体重に関しては、両群ともで 20
週齢以降より徐々に体重減少が観察
された。h-Alb 値は両群ともほぼ安
定していた。HBV 感染群では、血中
の HBV レベルは感染翌週から検出さ
れ、8 週よりプラトーに達した（図
1-3）。 

 

D. 考察 

 これまでのヒト肝細胞キメラマウス

では、導入uPAゲノム遺伝子の欠失によ

り、長期間飼育すると、正常マウス肝

細胞の結節状の増殖のためヒト肝細胞

による置換率の低下が生じ、組織学的

に線維化や炎症が見られる個体もあっ

た。このことから、キメラマウスへのH

BV長期感染における組織学的変化を判

定することは難しかった。そこで、昨

年度、新たに作製したuPA遺伝子欠失の

見られないcDNA-uPA/SCID homozygote

sをホストマウスとして作成したキメ

ラマウスにHBVを感染させることによ

り、肝臓組織へのHBV感染(14週齢)の影

響がより明らかになるのではないかと

考えた。その結果、HBV感染により、線

維化、Apoptosisの増加などの病理学的

な変化は見られず、炎症や線維化に関

与するマウス遺伝子発現にも差は見ら

れなかった。しかし、Apoptosisに関与

するヒト遺伝子発現の増加傾向、およ

び増殖に関与するヒト遺伝子発現の低

下傾向がみられ、HBV感染のヒト肝細胞

は非感染に比べて肥大しているのが確

認された。このことから、今回調べた

の遺伝子以外の発現にも差があるので

はないかと考え、マイクロアレイ解析

を行った。その結果、HBV感染で2倍以

上上昇した17遺伝子、低下した18遺伝

子が見つかった。来年度、これらの遺

伝子発現をreal-time RT-PCRで検証す

る。 

 今年度はさらに長期間の感染飼育が

可能と思われる、cDNA-uPA/SCIDヘミキ

メラマウスにHBVを接種し長期飼育観

察（20週）を行った。来年度は、この

肝臓の病理組織学的検査、および遺伝

子解析も行う予定。 

 

E. 結論 

 14週間HBV感染cDNA-uPA/SCIDホモキ

メラマウスでは、非感染に比べて炎症

や線維化に関与するマウス遺伝子発現

に差は見られなかったが、Apoptosis

に関与する遺伝子の増加傾向、および

増殖に関与するヒト遺伝子発現の低下

傾向、ヒト肝細胞の肥大が観察された。

マイクロアレイ解析により、HBV感染で

2倍以上上昇した17遺伝子、低下した1

8遺伝子が見られた。今後、HBV20週間

感染、非感染cDNA-uPA/SCIDヘミキメラ

マウスの肝臓における病理学的、遺伝

子学的解析を実施する。 
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