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A. 研究目的 
 これまでのヒト肝細胞キメラマウス（uPA/S
CIDキメラマウス）は、導入uPA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、新たに作製したu
PA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 
HBV感染、非感染キメラマウスヒト肝細胞の継
代移植 
 24年に報告した方法により、ヒト肝細胞キ
メラマウスを作製した（肝細胞ドナー；Hispa

研究要旨 新たなホストマウスである cDNA-uPA/SCID マウスを用いて、HBV 感染実験を
14 週、20 週間実施した。これまで、14 週間感染マウス肝臓の組織学的解析を行ったと
ころ、HBV 感染マウス肝臓において、炎症細胞の増加、apoptosis の増加、線維化の増
加は観察されなかったが、ヒト肝細胞の肥大および 2核細胞の増加が認められた。今年
度は、HBV の 14 週間感染、非感染キメラマウスのマイクロアレイ解析結果から、発現
量に差が認められた遺伝子に関して RT-PCR を行った。その結果、HBV 感染により細胞
分裂に関する遺伝子発現の低下が見られた。また、9週間 HBV を感染させたキメラマウ
スから肝細胞を分離し、ホストマウスへ移植したところ、HBV 感染マウス由来肝細胞の
移植後２日目の生着は非感染マウス由来肝細胞と同等であったが、ヒトアルブミン濃度
が 1 mg/mL 以上は上昇せず（予想置換率<5%）、ヒト肝細胞の増殖能の低下が示唆された。
次に、移植したヒト肝細胞の増殖の盛んな時期である 7週令から HBV 感染を行ったとこ
ろ、マウス血中のヒトアルブミン濃度には感染、非感染で差はなかった。感染後 12 週
目に感染、非感染マウスからコラゲナーゼ灌流法によりヒト肝細胞を分離した。分離肝
細胞の FACS 解析を行ったところ、HBV 感染キメラマウス肝細胞において 2 倍体細胞が
約半分に減少し、2 核細胞が約 5 倍に増加していた。以上の結果から、cDNA-uPA/SCID
ホストマウスにヒト肝細胞を移植したキメラマウスに HBV 感染を行ったところ、線維
化、炎症は見られなかったが、HBV 感染が in vivo でのヒト肝細胞分裂に影響を与えた
ことが示唆された。 
   



nic, ２歳、女児、BD Biosciences）。非感染
cDNA-uPA/SCIDホモキメラマウスとHBV（Genot
ype C, １匹あたり105 DNA copies接種）を9
週間感染させたcDNA-uPA/SCIDホモキメラマ
ウスからコラゲナーゼ灌流法により肝細胞を
分離し、cDNA-uPA/SCIDホモキメラマウスに継
代移植を行った(5×105 cells/匹)。血液を経
時的に採取し、血中ヒトアルブミン濃度を平
成24年度に報告した方法により測定した。HBV
感染キメラマウス由来肝細胞を移植したマウ
スに関しては、血清中HBVコピー数を同じく平
成24年度に報告した方法により測定した。 
 
肝細胞増殖期のキメラマウスにおけるHBV感
染 
 これまで、HBV感染はヒト肝細胞の増殖終息
期（11週令以降）に行ってきた。肝細胞増殖
へのHBV感染の影響を調べるため、ヒト肝細胞
移植後４週目（７週令）のcDNA-uPA/SCIDホモ
キメラマウスにHBVを接種し、19週令まで、マ
ウス血中ヒトアルブミン濃度およびHBVコピ
ー数を測定した。19週令のマウスの肝臓から
コラゲナーゼ灌流法により、肝細胞を採取し、
顕微鏡下で写真撮影、肝細胞直径を計測した。
さらに、FACS Calibur (BD Biosciences)を用
いてPloidy解析を行った。 
 
定量性リアルタイムRT-PCR法による遺伝子発
現量の定量 
 昨年度実施したマイクロアレイ解析結果（c
DNA-uPA/SCIDホモマウスへのHBVの14週間感
染、非感染キメラマウス）により、HBV感染で
2倍以上上昇した17遺伝子、低下した18遺伝子
が見られた。このうち、上昇した遺伝子hANGP
TL4, hTNFSF11, hCCRN4L, hARHGER12、低下し
た遺伝子hCCL2, hISG20, hCD276, hCCNA2, h
CDK1, hCCNG2, hCCNB2のprimerを用いて、14
週間感染、非感染キメラマウス肝臓の遺伝子
発現量を平成24年度に報告した方法を用いて
RT-PCR法によって測定した。primerは、マウ
スに交差反応しないことを確認した。 
 
肝細胞サイズおよびPloidyの解析 
 肝臓のホルマリン固定・パラフィン切片を
作製し、ヘマトキシリン・エオジン（H&E）染
色標本を作製した。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、およ
び2核肝細胞の割合をカウントした。 
 
（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。キメラマウスを用
いた動物実験に関しては、（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 
HBV感染、非感染キメラマウス肝臓における遺
伝子発現 
 マイクロアレイ解析で上昇した遺伝子hANG
PTL4, hTNFSF11, hCCRN4L, hARHGER12、低下
した遺伝子hCCL2, hISG20, hCD276, hCCNA2,
 hCDK1, hCCNG2, hCCNB2のプライマーを用い
て、14週間感染、非感染キメラマウス肝臓の
遺伝子発現量を解析したところ、上昇した遺
伝子に関しては、有意な上昇はみられなかっ
たが、hCCRN4L、hTNFSF11は高い傾向が認めら
れた。低下した遺伝子に関しては、hISG20に
み有意に低下し、hCCNA2, hCDK1, hCCNG2, hC
CNB2は低い傾向にあった。 
 
cDNA-uPA/SCIDホモおよびヘテロキメラマウ
スのHBV感染におけるヒト肝細胞の細胞サイ
ズおよび2核細胞の割合 
 昨年度、HBV感染、非感染14週間のcDNA-uPA
/SCIDホモキメラマウス肝臓における一定面
積あたりのヒト肝細胞数をカウントした結果、
一定面積あたりのヒト肝細胞数は非感染マウ
スがHBV感染マウスに比べて1.52倍多かった。
さらに、2核細胞の割合をカウントしたところ、
非感染3.71.2%、感染6.51.9%であった。HBV
感染、非感染20週間のcDNA-uPA/SCIDヘテロキ
メラマウス肝臓においても同様に調べた結果、
一定面積あたりのヒト肝細胞数は非感染マウ
スがHBV感染マウスに比べて1.37倍多かった
が、2核細胞の割合は非感染3.20.3%、感染3.
30.7%で差は認められなかった。 
  
HBV感染、非感染キメラマウスヒト肝細胞の継
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