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に、分担研究者である大河内は、間葉系細胞
から肝臓細胞へ分化誘導できるシステムと
して、三段階誘導法を開発し、培養開始後、
12 日で肝臓細胞の分化マーカーが発現誘導
可能なプロコールを 2009 年に報告した。 
 以上を背景に、NTP 付加型蛋白質を用いる
ことで、細胞形質転換法の改良を図る。 

  
B．研究方法 
a. ヒト間葉系幹細胞(hMSCs)から肝臓細胞
への分化誘導：ヒト骨髄由来間葉系幹細胞を
96 well collagen coating plate に 2x104 
cells/cm2 となるように播種し、1 日間葉系
幹細胞専用培地にて Preculture した。翌日
EGF,b-FGF を含んだ Starvation 培地に交換
し更に 1日間培養を行う。翌日より 1次分化
培地として HGF, b-FGF, nicotinamide を含
んだ培地に交換し培養を継続した。この 1次
分化培地での培養期間の 1 日目に 1 回のみ
NTP 付加型蛋白質を 10 nM、30 nM,50 nM の
濃度で添加した。添加後 3日目の培養後細胞
から RNA を取り、cDNA に逆転写したのち、
qPCRにて種々の肝臓分化マーカーのmRNA発
現量を肝分化の指標として解析した。 

 ダイレクトリプログラミングに用いる因
子は転写因子であり、NTP 等の余分な配列を
タグとして付与すると転写因子としての機
能が損なわれる可能性が考えられる。実際、
iPS 化の実験において、Oct3/4 や Sox2 は N
末側にタグが付くことで、iPS 化因子として
の作用を失う(Konno et al., J Biotechnol. 
154:298-303, 2011)。そこで、NTP 配列と ORF
配列の間に TEV protease 認識配列を組み込
み、細胞内に導入した後、さらに NTP-TEV を
作用させることで、タグを切断するプロトコ
ールを確立した。 

 NTP-TEV は細胞内導入後 24 時間、機能が
持続する。そこで、添加プロトコールとして
NTP付加型蛋白質を培地に添加後3時間で培
地を洗浄し、NTP-TEV を 3 倍モル比添加し、
さらに 3時間後にリンスし、NTP 付加型蛋白
質を添加した。この操作を 1次分化培地で培
養している間、隔日 3 回の投与を行った。1
次 分 化 培 地 で 7 日 間 培 養 後 、 DEX, 
ITS(Insulin / transferrin/ selenium), 
Oncostatin M を含んだ 2 次分化培地に交換
しさらに 7日間まで培養を継続した。二次次
分化培地で7日間培養後の細胞からRNAを取

り、cDNA に逆転写したのち、qPCR にて種々
の肝臓分化マーカーの mRNA 発現量を肝分化
の指標として解析した。 

c.マウス線維芽細胞からのウイルスフリー
iPS の樹立 
 マウス胎児線維芽細胞を 6 well collagen 
coating plate に 2x104 cells/cm2となるよう
に播種し、翌日から NTP 付加型蛋白質一定量
添加した。 
iPS 細胞の樹立には Oct3/4、Sox2、Klf4、

c-Myc(以下 NTP-OSKM)に加えて、iPS 化阻止
因 子 と し て 機 能 す る Mbd3 
（Methyl-CpG-binding domain 3） のドミナ
ントネガティブ体(以下 dMbd3)を用いた。
MBd3 のアミノ酸 1-70 を欠損した分子が、野
生型 Mbd3 機能を阻害することが報告されて
いる。dMbd3 は、培養開始後 12 時間毎に 2
回、投与した。 

 NTP付加型蛋白質を培地に添加し3時間後、
NTP-TEV を 3 倍モル比で添加し、更に 3時間
後に再び NTP 付加型蛋白質を添加した。この
操作を培養開始後、最初の 3日間だけ行った。
その後、ヒト副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)
を含む幹細胞培地で 2日間培養し、その後は
ACTH を含まない幹細胞培地で培養を継続し
た。 

 これまでの経験では、14〜21 日程で iPS
様コロニーが出現する。充分な大きさに成長
させた後にピックアップし、剥離液で分散し
た後、96 well plate もしくは 384 プレート
へ播種した。 

 増殖した iPS 細胞は、胚盤胞補完法により
仮親の子宮へと移植する。得られた iPS 細胞
が多能性を有していれば、キメラマウスを得
る事が出来る。さらに、ジャームラインへの
寄与を確認するため、産まれた仔は ICR マウ
スと掛け合わせる。 

d.TALE-VP64を用いた内在性遺伝子の発現誘
導法：ゲノム上の任意の位置に結合するTALE
と転写アクチベーターであるVP64(単純ヘル
ペスウイルス由来転写因子である VP16 を 4
つ連結させた分子)からなる人工転写因子の
機能性も評価した。内在性遺伝子を発現誘導
することは、外来性転写因子を作用させるよ
りも、様々な利点が考えられる (詳細は、「考
察」)。NTP の下流に TALE と VP64 を融合し
蛋白質として発現させた分子を用いて iPS
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を樹立する事を試みた(以下 NTV)。添加因子
として、Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc、dMbd3
の他に Glis-1、L-Myc を用いた。. 

d. NTP を用いたゲノム編集技術の確立：  

hPI4KA遺伝子は alternative splicing によ
ってlong formとshort formの2種類のmRNA
を転写する。ウイルス感染に関与する long 
form を破壊するため、エクソン 37(Ex. 37)
を 標 的 と し た 人 工 制 限 酵 素 (platina 
TALEN：ptTALEN)を構築した。ptTALEN は、
山本 卓博士（広島大学大学院理学研究科・
ゲノム生物工学）との共同研究として使用し
た。ヌクレアーゼドメイン(Fok-1)と DNA 認
識ドメインを含む分子を NTP 付加型タンパ
ク質として発現させた(NTP 付加型 ptTALEN)。
大腸菌の発現システムを用いて NTP 付加型
ptTALEN 蛋白質を精製した。この NTP 付加型
ptTALEN タンパク質の機能を確認する為
PGEM-T Easy VectorにTALEのDNA認識配列、
Folk-1 ヌクレアーゼ Cleavage Site を含ん
だ領域をクローニングした(PGEM-T Easy 
hPI4KA Ex37 region)。Cleavage 効率を確認
する為、この確認用 Plasmid を Sca1 によっ
て Linear にしたものを使用した。Linear 
plasmid DNA 500ng に対して精製タンパク質
を各 50 ng 添加し 37 度にて 90 min 反応後、
アガロース電気泳動にて確認した。また、上
記NTP付加型ptTALENタンパク質をPI4KAの
発現が確認されている HeLa 細胞に添加し、
ゲノム編集効率を確認する手法として汎用
される T7E1 Assay 及びシークエンス解析に
て検討した。 

e. マーモセットを用いた安全な肝臓への細
胞移植法の基礎技術の確立 

 分化細胞の評価を行う中動物モデルを確立す
る。本研究では、小型霊長類であるマーモセッ
トに注目した。正常な個体を用いて細胞の移
植実験を行い、移植方法や移植細胞の生着性、
グラフト機能の評価および腫瘍化の有無や
全身への遊走性などレシピエントの安全性
を検証する。 

 

C．研究結果 
a. 間葉系幹細胞からより高機能な肝細胞の
分化誘導法の確立（石坂、大河内）  
 先行研究にいて、HNF3と HNF4は肝臓細
胞の分化形質を維持している可能性が示唆

されている。そこで、この 2つの転写因子に
着目して、NTP 付加型蛋白質としてコムギ胚
芽無細胞系蛋白質発現システムでこれらの
蛋白質を発現・精製し、実験に供した。NTP
付 HNF3と HNF4タンパク質を 3 nM/3 回添
加 /day/3day ま た は 、 10 nM/2 回 添 加
/day/3days で同時に、作用させた。その結
果、培養 15 日後に肝臓分化の指標である
種々の mRNA 発現量の増加を認めた。 
 次に、より強力に分化転換を促すため、NTP
のN末側のTagをグルタチオンSトランスフ
ェラーゼ(GST)ではなく、6xHis Tag に変更
した分子を調整した。大腸菌発現誘導系にて
大量に精製した NTP付加型 HNF3と HNF4蛋
白質を 10ｎM,30ｎM および、50 nM の１回添
加後、肝臓細胞への分化誘導の有無を評価し
た。その結果、添加 3 日目において内在性
HNF3、HNF4及び肝臓分化指標である-フ
ェトプロテイン（AFP）とサイトケラチン
18(CK18)の発現増加を認めた。 

b. TALE-VP64 を用いた内在性遺伝子の発現
誘導 
 NTVシステムで内在性遺伝子発現を誘導で
きるか否かについて、qRT-PCR で検証した。
その結果、NTP に直接転写因子を付加した蛋
白質を使用した場合よりも、より低い濃度で、
内在性遺伝子の発現を誘導することが分か
った。また、添加後 10 日目に、プレート一
枚から全ての細胞を回収し、ウイルス感染群
とOct3/4やSox2の内在性遺伝子発現レベル
を比較した。 
 その結果、NTV 投与群は、ウイルス感染群
と匹敵する遺伝子発現を示す一方、これまで
行ってきた NTP 付き転写因子を作用させた
群では、内在性遺伝子の発現上昇を認めなか
った。 

c. マーモセットに対する安全な肝臓への細
胞移植法の基礎技術の確立 
 正常なマーモセットに対して肝障害性薬剤
を投与して急性肝障害を誘導した。薬剤投与
量に応じて肝酵素および胆道系酵素の上昇
を認め、肝不全により１～３週間で死亡した。
生理的、血液学的データの収集を行い、肝臓
の組織学的検証を行った。 

d. NTP を用いたゲノム編集技術の確立：同
条件にて NTP 付 pt-TALEN タンパク質の
Cleavage 活性を検討したところ NTP 付加型
pt-TALEN も NTP を付加していないものと同
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様の頻度で Cleavage 活性を示すことが確認
された。 
 今回精製した NTP-hPI4Ka Ex. 31 pt-TALEN
は類似した同遺伝子の異なるゲノム部位で
あるエクソン12領域に対しては、ゲノムDNA
の切断を誘導しなかった。 
 
D．考察 
a. hMSCs からの肝臓細胞への分化誘導：蛋
白質ベースによる分化転換法として、NTP 付
加型 HNF3、HNF4を間葉系幹細胞に添加し
た。間葉系幹細胞から肝前駆細胞への既存の
分化誘導プロトコールに沿って培養を継続
したところ、NTP 付加型タンパク質添加群は
未添加群と比較して、肝前駆細胞への早期の
分化誘導を認めた。今回、さらに肝前駆細胞
へのコミットをより早期に実現する為、NTP
の核移行能を最大限に利用できるようにNTP
のN末側のGSTタグを6xHis Tagに変更した。
これまでのGST融合型NTP付加蛋白質を用い
た分化転換法と比較して、6xHis 融合型 NTP
蛋白質は添加後 3 日時点において濃度依存
的に内在性 HNF3、HNF4、及び、肝臓分化
の指標である種々の mRNA 発現量の増加を認
めた。 
 また、ヒト脂肪由来幹細胞に対して同様に
NTP-TEV タンパク質と NTP 付加型の HNF-3β
またはHNF-4αを添加して細胞の変化を観察
したところ、3-dioxygenase(TDO)の発現は影
響されなかったが、HNF-3βと HNF-4α同時
投与では TDO 発現の若干の増加が認められ
た。 

b.TALE-VP64を用いた内在性遺伝子の発現誘
導法： 
 また、今回、iPS 化に必要な遺伝子や HNF3
や HNF4を標的にした NTP 付加型 TALE-VP64
蛋白質も、人工転写因子として機能すること
を認めた。TALE-VP64 による遺伝子発現誘導
は、転写因子そのものを用いるシステムと比
較して、様々な利点が考えられる。例えば、 
i. 内在性遺伝子プロモーター自身からの遺
伝子発現のため、自然な転写後修飾が期待で
きる. 
ii. NTP-TALE-VP64 が基本的な構造であり、
発現ベクターの調製や、組み換え蛋白質の精
製をプロトコール化できる。 
iii. 重要な遺伝子の発現に関わるプロモータ
ー配列は、種間で良く保存されているため、

同じ分子を、他の種に由来する細胞に使用で
きる。 
iv. また、実際に添加実験を行った結果、NTV
付き人工転写因子は低濃度で機能すること
も分かった。即ち、標的遺伝子の発現誘導は、
0.25 nM から 3 nM の濃度で可能であった。
一方、転写因子そのものを NTP 付きで作用
する場合には、数十 nM の濃度を要した。こ
のように、NTV システムは利便性に優れて
おり、コムギ胚芽無細胞蛋白質発現系で充分
に対応できるため、迅速に実験を進めること
が可能である。 
v. 臨床展開を視野に入れた際、患者細胞の
培養期間をできるだけ短縮することが重要
である。NTV システムでは、作用後、数時間
以内に目的の遺伝子を誘導できる。以上から、
このシステムには高い、臨床応用性が期待で
きる。 
 次年度では、NTP 付加型蛋白質を作用した
MSC を肝障害モデルマウス(ジフテリア毒素
に対するヒト受容体をアルブミン遺伝子の
下流で発現するマウス：TRECK マウス)に移
植し、生着率、肝障害の軽減の有無及びヒト
アルブミンの検出を解析し、本課題の目標を
達成する。 
c. NTP を用いた蛋白質によるゲノム編集 
今回、大腸菌にて精製した NTP 付加型
pt-TALEN 蛋白質が、標的配列を特異的に切
断することを認めた。また NTP 付き蛋白質が
細胞内に導入されることも確認された。培養
細胞への添加実験においていくつかの変異
株は得ることができたが、ゲノム編集の効率
はまだ十分ではない可能性が危惧される。今
回作成した pt-TALEN コンストラクトは NTP
のN末側に分子量約25kDaの GST-Tagが付い
ている為、NTP の核移行能を阻害している可
能性も考えられる。こちらも NTP の N末側の
Tagをより分子量の小さなものに変更するこ
とで、より核移行能が高まり、TALEN の機能
を活かせることができると推測される。 
 次年度では、TALE システムに加えて、第三
世代の人工制限酵素システムである
Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeat （CRISPR）システムの
有用性も検討する予定である。ひとたび、NTP
付 Cas9 が機能すれば、ガイド RNA を変える
ことで、様々な遺伝子のゲノム編集に応用可
能になる。研究期間中に、基盤技術としての
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有用性を証明したい。 

 
E．結論 
1. NTP 付加型転写因子の投与によって、hMSC
からの肝臓細胞への分化誘導が促進される
傾向を認めた。 
2.NTP付き TALEN蛋白質でゲノム編集を行え
る可能性が明らかになった。 
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厚生労働科学研究費補助金（肝炎等克服緊急 対策研究事業） 

分担研究報告書 
 

「自己幹細胞からの革新的肝再生療法の開発と応用」に関する研究 
 
    分担研究者 石坂幸人 国立国際医療研究センター 難治性疾患研究部 部長 
 

研究要旨：本課題では、研究代表者が発明したペプチドベクター（NTP:nuclear 
trafficking peptide）を用いて、蛋白質による細胞形質転換を可能にするシ
ステムを開発し、体性幹細胞からの迅速かつ効率的な肝臓細胞の分化誘導法
を確立する。また、NTP とゲノム編集技術と融合させ、肝炎ウイルスに感染
抵抗性を示す細胞の作成技術も立ち上げる。平成 26 年度、NTP を付加した転
写因子によって肝臓細胞への分化誘導が促進されることが分かった。また、
人工制限酵素として開発された TALE(transcription activator-like 
effectors)に転写因子として機能する VP64(４つの VP16 からなる転写因子)
を融合させた人工転写因子を NTP と組み合わせることで、簡便、かつ、効率
的に標的遺伝子の発現を誘導できることが分かった。次年度では、この NTP
付人工転写を用いた肝臓細胞分化誘導システムの in vivo での効果を検証す
る。 
 

A. 研究目的 
 近年、ヒト間葉系幹細胞(以下 hMSC:human 
mesenchymal stem cell) から肝臓細胞が誘
導できることが分かり、国内でも肝硬変症
例に対する自己骨髄移植の臨床トライアル
が行われている。国立国際医療研究センタ
ー(NCGM)においても、自己骨髄移植が 5 例
の肝硬変症例に施行され、重篤な副作用無
く行えることを経験したが、充分な臨床効
果が得られないのに加えて自己骨髄移植は
患者にとって大きな負担であるため、革新
的なシステムの開発が必須となっている。  
 研究代表者は HIV-1 研究の過程で新規ペ
プチドベクター(NTP: nuclear trafficking 
peptide)を同定し、国際特許を取得した。
本プロジェクトではこの NTP システムを用
いて画期的な肝再生療法を実現する。その
要素は 3つからなる。まず、i. 患者自身の
iPS 細をウイルスフリーで作成し、ii. これ
にゲノム操作を加えることでウイルス感染
に必須な遺伝子に変異を挿入する。次に、
iii. 本課題で実現するシステムを用いて
迅速かつ効率的に肝細胞へ分化誘導させる。 
 近年、C 型肝炎ウイルスの増殖に関与する
分子が同定され、例えばその一つであるフォ
スファチジルイノシトール 4 キナーゼ III
（PI4KIII）遺伝子に変異を導入すると、
ウイルス感染抵抗性を誘導できることが報
告された。これを組み換え蛋白質で行うこと
が可能になれば、肝炎ウイルス感染抵抗性を

付与された細胞による肝再生療法の可能性
が広がり、肝臓移植しか治療法のない患者に
細胞移植という新しい治療法を提供できる
可能性が広がる。 
 以上を背景に、本課題では、まず、NTP 付
き蛋白質を用いて、 
I.転写因子を用いた細胞分化誘導を確立す
る ことと平行して、 
II.蛋白質によるゲノム編集 
を試みる。  
 近年、人工制限酵素技術が革新的に進歩し、
効率良くゲノム変異を導入できるようにな
った。上記 II では、このゲノム編集技術を
応用する。第一世代の人口制限酵素は
zinc-finger nuclease（ZFN）で、ゲノム DNA
を認識するモジュールとエンドヌクレアー
ゼ作用を示す FokI とのキメラ蛋白質が開発
された。Fok1 は、２量体を形成して初めて
DNA 切断活性を示すため、ゲノム二重鎖 DNA
のそれぞれのストランドの配列を認識する
２種類の ZFN を作用することで、FokI 作用
が発揮し、ゲノム部位選択的に DNA を切断で
きる。第二世代の人工制限酵素として、TALEN
（transcription activator-like effectors）
が使用されるようになり、DNA 認識部位のデ
ザインおよび構築が格段に容易になった。さ
らに第三世代の人工制限酵素として、CRISPR 
(Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeat) が 開 発 さ れ た 。
CRISPR-Cas9はゲノムDNAを認識するガイド
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RNA を介してエンドヌクレアーゼ活性が作用
する。今年度は、NTP と TALEN とを融合させ、
PI4KIII遺伝子破壊を試みた。 
 
B．研究方法 

I.NTP 付き転写因子を用いた細胞分化誘導 

a.マウス線維芽細胞からのウイルスフリー
iPS の樹立：マウス胎児線維芽細胞を 6 well 
collagen coating plate に 2x104 cells/cm2

となるように播種し、翌日から NTP 付加型蛋
白質を規定量添加した。 

 NTP 付加型蛋白質は全て N 末側にタグが
付与されている。タグ配列と ORF 配列の間に
TEV プロテアーゼ認識配列を組み込んでい
る。そのため細胞内に導入後、NTP-TEV プロ
テアーゼ蛋白質を添加し細胞内でタグ配列
を切断できる。Oct3/4 や Sox2 等の転写因子
は、N 末側に Tag が付いていると本来の機能
が発現しない可能性が指摘されている。
NTP-TEV で Tag を切断することで、蛋白質本
来の作用を発揮出来る様にした。iPS 細胞の
樹立には Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc(以下
NTP-OSKM)に加えて、iPS 化阻止因子として機
能する Mbd3 （Methyl-CpG-binding domain 3） 
のドミナントネガティブ体(以下 dMbd3)を用
いた。MBd3 のアミノ酸 1-70 を欠損した分子
が、野生型 Mbd3 機能を阻害することが報告
されている。 

 NTP-TEVは細胞内導入後24時間にわたり効
果が持続する為,添加プロトコールとして
NTP 付加型蛋白質を培地に添加し 3 時間後、
NTP-TEV を 3 倍モル比で添加した。更に 3 時
間後に再び NTP 付加型蛋白質を添加する。こ
の操作を初期の 3 日間のみ行った。その後、
ヒト副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)を含む幹
細胞培地で 2 日間培養し、その後は ACTH を
含まない幹細胞培地で培養を継続した。 

 これまでの経験では、14〜21 日程で iPS 様
コロニーが出現する。充分な大きさに成長さ
せた後にピックアップし、剥離液で分散した
後、96 well plate もしくは 384 プレートへ
播種した。 

 増殖した iPS 細胞は、胚盤胞補完法により
仮親の子宮へと移植する。得られた iPS 細胞
が多能性を有していれば、キメラマウスを得
る事が出来る。さらに、ジャームラインへの
寄与を確認するため、産まれた仔は ICR マウ

スと掛け合わせる。 

b.TALE-VP64 を用いた内在性遺伝子の発現
誘導による iPS 樹立：ゲノム上の任意の位置
に結合する TALE と転写アクチベーターであ
る VP64(単純ヘルペスウイルス由来転写因
子であるVP16を4つ連結させた分子)からな
る人工転写因子も試みた。内在性遺伝子を発
現誘導することは、外来性転写因子を作用さ
せるよりも、様々な利点が考えられる (詳細
は、「考察」)。NTP の下流に TALE と VP64 を
融合し蛋白質として発現させた分子を用い
て iPS を樹立する事を試みた（NTP 付き
TALE-VP64、以下 NTV)。添加因子として、
Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc、dMbd3 の他に
Glis-1、L-Myc を用いた。 
 
c. hBMMSCs からの肝臓細胞への分化誘導：
ヒ ト 骨 髄 由 来 間 葉 系 幹 細 胞 96 well 
collagen coating plate に 2x104 cells/cm2

となるように播種し、1日間葉系幹細胞専用
培地にて Preculture した。翌日 EGF,b-FGF
を含んだ Starvation 培地に交換し更に 1 日
間培養を行う。翌日より 1次分化培地として
HGF, b-FGF, nicotinamide を含んだ培地に
交換し培養を継続した。この 1次分化培地で
の培養期間の1日目に1回のみNTP付加型蛋
白質を 10 nM、30 nM,50 nM の濃度で添加し
た。添加後 3日目の培養後細胞から RNA を取
り、cDNA に逆転写したのち、qPCR にて種々
の肝臓分化マーカーの mRNA 発現量を肝分化
の指標として解析した。 
 
II.NTP を用いた蛋白質によるゲノム編集 

hPI4KA遺伝子は alternative splicing によ
ってlong formとshort formの2種類のmRNA
を転写する。ウイルス感染に関与する long 
form を破壊するため、エクソン 37(Ex. 37)
を 標 的 と し た 人 工 制 限 酵 素 (platina 
TALEN：pt-TALEN)を構築した。Pt-TALEN は、
山本 卓博士（広島大学大学院理学研究科・
ゲノム生物工学）との共同研究として使用し
た。ヌクレアーゼドメイン(Fok-1)と DNA 認
識ドメインを含む分子を NTP 付加型タンパ
ク 質 と し て 発 現 さ せ た (NTP 付 加 型
pt-TALEN)。大腸菌の発現システムを用いて
NTP 付加型 pt-TALEN 蛋白質を精製した。こ
の NTP 付加型 pt-TALEN タンパク質の機能を
確認する為 PGEM-T Easy Vector に TALE の



DNA 認識配列、
Site を含んだ
(PGEM-T Easy hPI4KA Ex37 region)
効率を確認する為、この確認用
Sca1によって
Linear plasmid
ンパク質を各
反応後、アガロース電気泳動
また、上記
を PI4KA
に添加し、ゲノム編集効率を確認する手法と
して汎用される
ス解析にて検討した。

 

C．研究結果
I.NTP 付き転写因子を用いた細胞分化誘導
a. マウス繊維芽細胞からのウイルスフリー
iPS の樹立
事で iPS
れたクローンは胚盤胞補完法によりマウス
の仮親へ移植したが、キメラ、ジャームライ
ンへ寄与する事が出来たのは
のみであり非常に再現性が低かった。

 b. TALE
誘導による
 まず、
誘導できるか否かについて、
した。その結果、
した蛋白質を使用
濃度で、内在性遺伝子の発現を誘導すること
が分かった
ート一枚から全ての細胞を回収し、
感染群と
レベルを比較した
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

認識配列、Folk
を含んだ領域をクローニングした
T Easy hPI4KA Ex37 region)

効率を確認する為、この確認用
によってLinear

Linear plasmid DNA 
ンパク質を各 50 ng

、アガロース電気泳動
上記 NTP 付加型

PI4KA の発現が確認されている
に添加し、ゲノム編集効率を確認する手法と
して汎用される T7E1 
ス解析にて検討した。

．研究結果 
付き転写因子を用いた細胞分化誘導

マウス繊維芽細胞からのウイルスフリー
の樹立：NTP-OSKM
iPS 様の細胞塊を得る事が出来た。得ら

れたクローンは胚盤胞補完法によりマウス
の仮親へ移植したが、キメラ、ジャームライ
ンへ寄与する事が出来たのは
のみであり非常に再現性が低かった。

TALE-VP64 を用いた内在性遺伝子の発現
誘導による iPS 樹立
まず、NTV システムが内在性遺伝子発現を

誘導できるか否かについて、
その結果、NTP

した蛋白質を使用した場合より
、内在性遺伝子の発現を誘導すること

が分かった。また、添加後
ート一枚から全ての細胞を回収し、
感染群と Oct3/4 や
レベルを比較した(

Folk-1 ヌクレアーゼ
領域をクローニングした

T Easy hPI4KA Ex37 region)
効率を確認する為、この確認用

Linearにしたものを使用した。
DNA 500 ng に対して精製タ
ng 添加し 37

、アガロース電気泳動
付加型 pt-TALEN

の発現が確認されている
に添加し、ゲノム編集効率を確認する手法と

T7E1 Assay 及びシークエン
ス解析にて検討した。 

付き転写因子を用いた細胞分化誘導
マウス繊維芽細胞からのウイルスフリー

OSKM と NTP-
様の細胞塊を得る事が出来た。得ら

れたクローンは胚盤胞補完法によりマウス
の仮親へ移植したが、キメラ、ジャームライ
ンへ寄与する事が出来たのは
のみであり非常に再現性が低かった。

を用いた内在性遺伝子の発現
樹立： 

システムが内在性遺伝子発現を
誘導できるか否かについて、q

NTP に直接転写因子を付加
した場合より

、内在性遺伝子の発現を誘導すること
。また、添加後 10

ート一枚から全ての細胞を回収し、
や Sox2 の内在性
(表 1)。 

ヌクレアーゼ Cleavage 
領域をクローニングした

T Easy hPI4KA Ex37 region)。Cleavage
効率を確認する為、この確認用 Plasmid

にしたものを使用した。
に対して精製タ

37 度にて 90 
、アガロース電気泳動にて確認した。

TALEN タンパク質
の発現が確認されている HeLa 細胞

に添加し、ゲノム編集効率を確認する手法と
及びシークエン

付き転写因子を用いた細胞分化誘導
マウス繊維芽細胞からのウイルスフリー

-dMbd3 を用いる
様の細胞塊を得る事が出来た。得ら

れたクローンは胚盤胞補完法によりマウス
の仮親へ移植したが、キメラ、ジャームライ
ンへ寄与する事が出来たのは 1つのクローン
のみであり非常に再現性が低かった。 

を用いた内在性遺伝子の発現

システムが内在性遺伝子発現を
qRT-qPCR で検証

に直接転写因子を付加
した場合よりも、より低い

、内在性遺伝子の発現を誘導すること
10 日目に、プレ

ート一枚から全ての細胞を回収し、ウイルス
の内在性遺伝子発現
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Cleavage 
領域をクローニングした

Cleavage
Plasmid を

にしたものを使用した。
に対して精製タ

 min
にて確認した。

タンパク質
細胞

に添加し、ゲノム編集効率を確認する手法と
及びシークエン

付き転写因子を用いた細胞分化誘導 
マウス繊維芽細胞からのウイルスフリー

を用いる
様の細胞塊を得る事が出来た。得ら

れたクローンは胚盤胞補完法によりマウス
の仮親へ移植したが、キメラ、ジャームライ

つのクローン

を用いた内在性遺伝子の発現

システムが内在性遺伝子発現を
検証

に直接転写因子を付加
低い

、内在性遺伝子の発現を誘導すること
日目に、プレ

ウイルス
遺伝子発現

 その結果、
と匹敵する
段)
を作用させた群では、
昇を認めなかった

c. 
 先行研究において、
細胞の
唆されている。
に着目して、
胚芽無細胞系システムでこれらの蛋白質を
発現・
HNF3
回添加
/day/3days
15
発現量の増加を認めた。次に
化転換を促すため
ルタチオン
なく、
大腸菌発現誘導系にて
付加型
および、
分化誘導の有無を評価した
3 日目において内在性
臓分化指標である
とサイトケラチン
めた（図
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 iPS
が分かったので
系にも応用した。それぞれの遺伝子の
Proximal promoter
VP64
規分化転換法を検討した
日に回収したサンプルで、いずれの遺伝子も

その結果、NTV
匹敵する遺伝子発現を示
)、これまで行ってきた

を作用させた群では、
昇を認めなかった

c. hBMMSCs から
先行研究において、

細胞の分化形質を維持している可能性が示
唆されている。
に着目して、NTP
胚芽無細胞系システムでこれらの蛋白質を
発現・精製し、
HNF3と HNF4
回添加/day/3day
/day/3days で作用させた。その結果、
15 日後に肝臓分化の指標である種々の
発現量の増加を認めた。次に
化転換を促すため
ルタチオン S トランスフェラーゼ
なく、6xHis Tag
大腸菌発現誘導系にて
付加型 HNF3と
および、50nM
分化誘導の有無を評価した
日目において内在性

臓分化指標である
とサイトケラチン
めた（図 2）。

iPS 化実験において
が分かったので
系にも応用した。それぞれの遺伝子の
Proximal promoter
VP64－TALE と
規分化転換法を検討した
日に回収したサンプルで、いずれの遺伝子も

NTV 投与群は、
遺伝子発現を示

これまで行ってきた
を作用させた群では、内在性遺伝子の発現
昇を認めなかった(表 1下から二段目

からの肝臓細胞への分化誘導
先行研究において、HNF3

形質を維持している可能性が示
唆されている。そこで、こ

NTP 付加型蛋白質としてコムギ
胚芽無細胞系システムでこれらの蛋白質を

精製し、実験に供した
タンパク質を

/day/3day または、
で作用させた。その結果、

肝臓分化の指標である種々の
発現量の増加を認めた。次に
化転換を促すため、NTP の

トランスフェラーゼ
His Tag に変更した

大腸菌発現誘導系にて大量に
と HNF4蛋白

50nM の１回添加後
分化誘導の有無を評価した
日目において内在性 HNF3

臓分化指標である-フェトプロテイン（
とサイトケラチン 18(CK18

）。 

化実験において、NTV
が分かったので、HNF3と
系にも応用した。それぞれの遺伝子の
Proximal promoter 近傍に

と NTP との融合蛋白質による新
規分化転換法を検討した
日に回収したサンプルで、いずれの遺伝子も

群は、ウイルス感染群
遺伝子発現を示す一方(表

これまで行ってきた NTP 付き転写因子
内在性遺伝子の発現
下から二段目

肝臓細胞への分化誘導
HNF3と HNF4

形質を維持している可能性が示
そこで、この 2つの転写因子
付加型蛋白質としてコムギ

胚芽無細胞系システムでこれらの蛋白質を
実験に供した。NTP

タンパク質を 同時に、
または、10 nM/2

で作用させた。その結果、
肝臓分化の指標である種々の

発現量の増加を認めた。次に、より強力に
の N末側の Tag

トランスフェラーゼ(GST)
に変更した分子を調整した

大量に精製した
蛋白質を 10ｎ

の１回添加後、肝臓細胞への
分化誘導の有無を評価した。その結果

HNF3、HNF4
フェトプロテイン（
CK18)の発現増加を認

NTV が機能すること
と HNF4の発現誘導

系にも応用した。それぞれの遺伝子の
近傍に TALE を設計し、
との融合蛋白質による新

。その結果、
日に回収したサンプルで、いずれの遺伝子も

 

ウイルス感染群
表 1 最下
転写因子

内在性遺伝子の発現上
下から二段目)。 

肝臓細胞への分化誘導 
HNF4は肝臓

形質を維持している可能性が示
の転写因子

付加型蛋白質としてコムギ
胚芽無細胞系システムでこれらの蛋白質を

NTP 付加型
同時に、3 nM/3
nM/2 回添加

で作用させた。その結果、培養
肝臓分化の指標である種々の mRNA

、より強力に分
Tag をグ

(GST)では
分子を調整した。

精製した NTP
ｎM,30ｎM
細胞への

その結果、添加
HNF4及び肝

フェトプロテイン（AFP）
増加を認

が機能すること
の発現誘導

系にも応用した。それぞれの遺伝子の
を設計し、

との融合蛋白質による新
。その結果、添加翌

日に回収したサンプルで、いずれの遺伝子も
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発現上昇を示すことを認めた。 

II.NTP を用いた蛋白質によるゲノム編集 
 まず、NTP 付加型 pt-TALEN 蛋白質の活性を
確認した後、同遺伝子産物を細胞内で発現さ
せた際のゲノム変異機能を評価した。即ち、
CMVプロモーター下でNTP付加型pt-TALENを
発現するプラスミド DNA を HEK293T 細胞に遺
伝子導入し、ゲノム編集効率を検討した。そ
の結果、96 検体中、3検体で挿入変異や塩基
置換変異が誘導され、NTP 非付加 TALEN を発
現させた時と同等であった。このことは、
pt-TALEN は NTP を融合した状態でも、細胞内
においてゲノム編集能を示すことを意味す
る。また、ウエスタン解析と免疫組織化学的
解析で、NTP 付加型 pt-TALEN タンパク質が細
胞内に取り込まれることも確認した。NTP 付
加型 pt-TALEN 蛋白質を 890 nM 、一回投与
で作用させ、翌日のサンプルについてシーク
エンス解析を行った。その結果、96 検体中、
3 検体で挿入変異や１塩基置換変異を認めた。 
 
Ｄ．考察 
I.NTP 付き転写因子を用いた細胞形質転換法 
a.マウス線維芽細胞からのウイルスフリー
iPS の樹立：iPS 細胞の樹立には Oct3/4 を始
めとする多能性因子の持続的な発現が必要
である。これまで行って来た NTP 付加型転写
因子タンパク質の添加により一過性に多能
性因子を供給する事は出来たが、持続的に発
現させた状態を維持する事は出来なかった
(3 頁 表 1)。iPS 化の再現性が低かった事は
これが原因であると考えられる。一方、NTV
を用いることで、これらの遺伝子の持続的な
発現が可能になった。また、NTV を用いて得
られる iPS用細胞からなる細胞集塊の形態は、
ウイルス感染システムで得られる細胞集塊
の形態に類似していた。NTV システムをさら
に改良することで、再現性良く iPS 細胞が得
られる投与法が確立できるものと思われる。 

b. hBMMSCs からの肝臓細胞への分化誘導 
蛋白質ベースによる分化転換法として、NTP
付加型 HNF3、HNF4を間葉系幹細胞に添加し
た。間葉系幹細胞から肝前駆細胞への既存の
分化誘導プロトコールに沿って培養を継続
したところ、NTP 付加型タンパク質添加群は
未添加群と比較して、肝前駆細胞への早期の
分化誘導を認めた。今回、さらに肝前駆細胞

へのコミットをより早期に実現する為、NTP
の核移行能を最大限に利用できるように
NTP の N 末側の GST タグを 6xHis Tag に変更
した。これまでの GST 融合型 NTP 付加蛋白質
を用いた分化転換法と比較して、6xHis 融合
型NTP蛋白質は添加後3日時点において濃度
依存的に内在性 HNF3、HNF4、及び、肝臓
分化の指標である種々の mRNA 発現量の増加
を認めた。また、HNF3や HNF4を標的にし
たNTP付加型TALE-VP64蛋白質の添加によっ
ても、内在性の遺伝子発現を認めた。 
 TALE-VP64 による遺伝子発現誘導は、転写
因子そのものを用いるシステムと比較して、
様々な利点が考えられる。例えば、 
i. 内在性遺伝子プロモーター自身からの遺
伝子発現のため、自然な転写後修飾が期待で
きる. 
ii. NTP-TALE-VP64 が基本的な構造であり、
発現ベクターの調製や、組み換え蛋白質の精
製をプロトコール化できる。 
iii. 重要な遺伝子の発現に関わるプロモー
ター配列は、種間で良く保存されているため、
同じ分子を、他の種に由来する細胞に使用で
きる。 
iv. また、実際に添加実験を行った結果、NTV
付き人工転写因子は低濃度で機能すること
も分かった。即ち、標的遺伝子の発現誘導は、
0.25 nM から 3 nM の濃度で可能であった。
一方、転写因子そのものを NTP 付きで作用
する場合には、数十 nM の濃度が必要であっ
た。このように、NTV システムは利便性に
優れており、コムギ胚芽無細胞蛋白質発現系
で充分に対応できるため、迅速に実験を進め
ることも可能である。 
v. 臨床展開を視野に入れた際、患者細胞の
培養期間をできるだけ短縮することが重要
である。NTV システムでは、作用後、数時間
以内に目的の遺伝子を誘導できる。以上から、
このシステムには高い、臨床応用性が期待で
きる。 
 次年度では、NTP 付加型蛋白質を作用した
MSC を肝障害モデルマウス(Alb-TRECK マウ
ス)に移植し、生着率、肝障害の軽減の有無
及びヒトアルブミンの検出などを検討し、本
課題の目標を達成する。 
 
II.NTP を用いた蛋白質によるゲノム編集 
今回、大腸菌にて精製した NTP 付加型
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pt-TALEN 蛋白質が、標的配列を特異的に切断
することを認めた。また NTP 付き蛋白質が細
胞内に導入されることも確認された。培養細
胞への添加実験においていくつかの変異株
は得ることができたが、ゲノム編集の効率は
まだ十分ではない可能性が危惧される。今回
作成したpt-TALENコンストラクトはNTPのN
末側に分子量約 25kDa の GST-Tag が付いてい
る為、NTP の核移行能を阻害している可能性
も考えられる。こちらも NTP の N 末側の Tag
をより分子量の小さなものに変更すること
で、より核移行能が高まり、TALEN の機能を
活かせることができると推測される。 
 次年度では、TALE システムに加えて、CRISPR
システムの有用性も検討する予定である。ひ
とたび、NTP 付 Cas9 が機能すれば、ガイド
RNA を変えることで、様々な遺伝子のゲノム
編集に応用可能になる。研究期間中に、基盤
技術としての有用性を証明したい。 
 
E．結論 
1. 新 し い 人 工 転 写 因 子 と し て 、
NTP-TALE-VP64 が良好に機能することが分か
った。 
2. NTP 付き転写因子によって、肝臓細胞への
分化をコミットできる可能性が得られた。 
3. 次年度、分化誘導した細胞の in vivo 効
果を検証する。 
 
F．研究発表 
1．論文発表 

1) Otsubo T, Okamura T, Hagi T, Ishizaka Y, 
Kawamura T, Dohi T. Retrotransposition of 
long interspersed nucleotide element-1 is 
associated with colitis but not tumors in a 
murine colitic cancer model. PLOS ONE, 
10(2):e0116072, 2015. 

2)Kokuryo D, Nakashima S, Ozaki F, Yuba 
E, Chuang KH, Aoshima S, Ishizaka Y, Saga 
T, Kono K, Aoki I. Evaluation of 
Thermo-triggered Drug Release in 
Intramuscular-transplanted Tumors using 
Thermosensitive Polymer-modified 
Liposomes and MRI. Nanomedicine, 
11(1):229-38, 2015. 

3) Haga S, Tsuchiya H, Hirai T, Hamano T, 
Mimori A, Ishizaka Y. A novel ACE2 

activator reduced monocrotaline-induced 
pulmonary hypertension by suppressing the 
JAK/STAT and TGF-β cascades with 
restored caveolin-1 expression. Experiment. 
Lung Res., 41(1):21-31, 2015. 

4) Okudaira N, Ishizaka Y, Nishio H. 
Retrotransposition of long interspersed 
element 1 induced by methamphetamine or 
cocaine. J . Biol. Chem, 289(37):25476-85, 
2014. 

5) Deng A. Chen C. Ishizaka Y, Chen X, 
Sun B, Yang R. Human immundeficiency 
virus type 1 Vpr increases hepatitis C virus 
RNA replication in cell cuture. Virus Res. 
184:93-102, 2014. 

6) Tsuchiya H, Haga S, Takahashi Y, Kano 
T, Ishizaka Y, Mimori A. Identification of 
novel autoantibodies to GABAB receptors in 
patients with neuropsychiatric systemic 
lupus erythematosus. Rheumatology, 
53:1219-28, 2014. 

7) Doi A, Iijima K, Kano S, Ishizaka Y. 
Viral protein R of human immunpdeficiency 
virus type-1 induces retrotransposition and 
upregulates glutamate synthesis by the 
signal transducer and activator of 
transcription 1 signaling pathway. 
Microbiolopgy and Immunology, in press.  

  
 
2．学会発表 

1)石坂幸人. トランスポゾン制御破綻によ

る疾病の発症. 日本実験動物科学技術さっ

ぽろ 2014. 2014 年 5 月、札幌. 

2) 飯島健太、石坂幸人. HIV-1 VprによるDNA

二重鎖切断誘導機構. 第16回白馬シンポジ

ウム in 熊本, 2014年6月, 熊本. 

3)石坂幸人、抗エイズ療法の導入後に残る問

題とその克服に向けた挑戦. エイズ・市民公

開講座. 第 28 回日本エイズ学会、2014 年 12

月、大阪. 

4) 高品智記、石坂幸人、NCGM 発ペプチドベ

クター、-現状の説明と今後の展開-シンポジ
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ウム、「再生医療とウイルス研究」、第 28 回

日本エイズ学会、2014 年 12 月、大阪. 

 
H．知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得  無 

2. 実用新案登録  無 

3. その他 特許出願無 
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厚生労働科学研究費補助金 (肝炎等克服緊急対策研究事業) 
研究分担報告書 

 
   「脂肪組織由来間葉系幹細胞からの迅速肝細胞分化誘導」に関する研究 

 
研究分担者氏名：大河内仁志 

国立国際医療研究センター研究所 細胞組織再生医学研究部・部長 
    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

A.研究目的 

 本研究計画では既報の3段階の肝細胞分

化誘導法と新しい蛋白導入法を組み合わ

せて、肝細胞への分化の鍵となる転写因子

等を導入することで、ヒト脂肪由来間葉系

幹細胞からより高機能な肝前駆細胞や肝

細胞へ分化誘導する方法を開発すること

を目的とする。 

 

B.研究方法 

三段階分化法に NTP 付加型タンパク質を添

加して肝細胞の分化誘導を検討 

 ヒト脂肪由来間葉系幹細胞に対して、

Banas らが 2009 年に J Gastro Hepatol に

報告した三段階誘導法の分化誘導効率を基

本とした。まず Activin と FGF4 により内胚

葉への分化を方向付け、次に HGF, OsM, 

FGF1, FGF4, Dexamethason などを添加し、

最終段階で nicotinamide と Dex を加えて、

間葉系幹細胞をHepatocyteへ分化させる方

法である。 

 三段階誘導法の第一段階において NTP 付

加型タンパク質の添加による影響を検証す

るために、24 well のマルチプレートに 1 

well あたり 80000 個のヒト脂肪細胞由来の

間葉系幹細胞を播種した。1 well 当たり最大

10 nM の NTP-TEV タンパク質と最大 30 

nM までの NTP 付加型の HNF-3β、HNF-4

αまたは 3β＋4αを加えて培養して細胞の

変化を調べた。また、対照群として無処理の

研究要旨： 
【目的】 
脂肪組織由来間葉系幹細胞からの迅速かつ高機能な肝細胞の分化誘導 
【方法】 
ヒト脂肪由来間葉系幹細胞に対して、Banas らが 2009 年に J Gastro Hepatol に報告した三段
階誘導法を基本とし、第一段階におい NTP 付加型の HNF-3β、HNF-4αまたは 3β＋4αを加
えて培養して細胞の変化を検討した。RT-PCR 法を用いて分化誘導処理を終えた段階の細胞にお
い て 肝 細 胞 の 分 化 マ ー カ ー で あ る Albumin 、 Alpha-fetoprotein 、 Tryptophan-2, 
3-dioxygenase(TDO)などの発現を検討した。 
【成績】 
３種類のヒト脂肪由来間葉系幹細胞を使用し、NTP 付加型タンパク質の導入を試みた。
HNF-3βと HNF-4αの両者を添加した場合にわずかに遺伝子レベルで TDO の発現が上昇し
た。 
【考案】 
ヒト脂肪由来の間葉系幹細胞から肝細胞を誘導するに当たり、NTP 付加型タンパク質の導入効
率や TEV による切断効率の評価ならびに核内移行後の転写活性の評価を検討する必要があ
ると思われた。 
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ヒト脂肪由来幹細胞に対して同様に

NTP-TEV タンパク質と NTP 付加型の

HNF-3βまたは HNF-4αを添加して細胞の

変化を観察した。 

 RT-PCR 法を用いて分化誘導処理を終え

た段階の細胞において肝細胞の分化マーカ

ーである Albumin、Alpha-fetoprotein 、

Tryptophan-2, 3-dioxygenase(TDO)などの

発現を調べた。 

 

（倫理面への配慮） 

ヒトの脂肪組織から細胞を分離したが、倫理委

員会の承認を受けた上で、術前に書面による同

意の得られた患者からの検体を用いた。 

 

C. 研究結果 

三段階分化法における NTP 付加型蛋白質機

能評価 

 誘導には市販されているヒト脂肪組織由

来幹細胞である ASC-F（DS Pharma）およ

び HADSC（Lonza）と同意を得て採取した

皮下脂肪から培養した間葉系幹細胞など合

計 3 株を用いた。 

 各段階における効果を確認するために、そ

れぞれの処理の最終日で細胞を回収し、

RT-PCR を用いて遺伝子発現を調べた。その

結果、大半の細胞株では第一段階においては

内在性の HNF-1α、HNF-3βおよび HNF-4

αの発現を確認できず、第三段階において

ASC-F および nn-sc の細胞株でアルブミン

の発現を確認できた。また、NTP 付加型タ

ンパク質の投与によって細胞死および剥離

をおこして細胞密度が低下する現象が見ら

れ、HNF-3βおよび HNF-4αが投与された

細胞株では Spheroid を形成しやすいという

傾向が認められた。両方同時に投与された細

胞では Spheroid の形成が抑えられた。 

 qPCR を用いて NTP 付加型タンパク質投

与の効果を調べると、HNF-3βおよび

HNF-4αの単独投与では Albumin および

Alpha-fetoprotein などの発現に低下傾向が

み ら れ た が 、 Tryptophan-2, 

3-dioxygenase(TDO)の発現は影響されなか

った。しかしながら、HNF-3βと HNF-4 の

増加が認められなかったのに対し、HNF-3

βと HNF-4α同時投与された細胞では

TDO 発現の若干の増加が認められた。 

 

 

D. 考  察 

  NTP 付加タンパク質の投与によって三

段階誘導法で処理された脂肪組織由来幹細

胞の分化誘導に変化が生じたことが認めら

れた。これまでのところ HNF-3βと HNF-4

αの投与での明らかな分化促進効果は認め

られておらず、両者の同時投与でわずかに

TDO の発現上昇が認められ、分化促進作用

が認められた。今後 NTP 付加型タンパク質

の導入効率や TEV による切断効率の評価な

らびに核内移行後の転写活性の評価を検討

する必要があると思われた。 

 

E． 結  論 

 ヒト脂肪由来の間葉系幹細胞から肝細胞を

誘導するに当たり、NTP 付加型蛋白導入法

を試みた。さらなる検討が必要である。 

 

研究発表 

なし。 

 

1.論文発表 

なし。 
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2.学会発表  

なし。 

 

H． 知的財産権の出願・登録状況 

 なし。 



-- 
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別紙３                                       

 

厚生労働科学研究費補助金（肝炎等克服緊急対策研究事業） 

分担研究報告書 

 

自己幹細胞からの革新的肝再生療法の開発と応用 

 

研究分担者 霜田 雅之 国立国際医療研究センター研究所 プロジェクト研究長 

 

研究要旨：本課題では、新規ペプチドベクター（NTP）付加型蛋白質を用いて「ヒト間葉系

幹細胞→ 肝臓細胞への分化誘導」や「ヒトiPS細胞の作成 → 肝臓細胞への分化誘導」する

ためのシステムを確立することが目的である。 

分担研究者の分担は、本技術を最終的に肝硬変患者に臨床応用するために、小型動物での

技術確立の次段階として中、大動物を用いた移植実験によってその有効性と安全性を検証

することである。 

研究方法： 中動物として、ミニブタもしくはさらに低体重のマイクロブタ、もしくはマ

ーモセットがあるが、なかでも小型霊長類であるマーモセットに注目した。H26 年度は、基

礎データ収集および肝障害モデルの開発研究を行う。 

成果、結果： H26 年度はマーモセットを用いて血液・尿検査・肝機能を含む生化学検査の

データを収集した。全身麻酔下に開腹手術を行い、肝臓および周囲血管、腹腔内臓器の検

証を行った。さらに、肝障害性薬剤をマーモセットに投与して急性肝障害を生じさせ、血

液・尿検査・肝機能を含む生化学検査のデータを収集した。また、肝臓を採取して組織学

的に検証した。 

考察・結論：H26 年度はマーモセットを用いた肝障害モデル作製の基礎データの収集を行っ

た。H27 年度は肝障害モデル作製と移植実験を予定している。 

 

 

A. 研究目的 

 本課題では、新規ペプチドベクター（NTP）

付加型蛋白質を用いて「ヒト間葉系幹細胞

→ 肝臓細胞への分化誘導」や「ヒト iPS 細

胞の作成 → 肝臓細胞への分化誘導」する

ためのシステムを確立することが目的であ

る。しかし、幹細胞由来肝細胞の評価を肝

障害中動物モデルで行う方法は確立されて

いない。分担研究者の分担は、分化細胞の

臨床応用のために小型動物での技術確立の

次段階として中、大動物を用いた移植実験

によってその有効性と安全性を検証するこ

とである。 

 

B. 研究方法 

 分化細胞の評価を行う中動物モデルを確立

する。本研究では、小型霊長類であるマーモ

セットに注目した。 



-- 
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(1) マーモセットに対する安全な肝臓への

細胞移植法の基礎技術の確立 

初めに、正常な個体を用いて細胞の移植実

験を行い、移植方法や移植細胞の生着性、

グラフト機能の評価および腫瘍化の有無や

全身への遊走性などレシピエントの安全性

を検証する。 

(2)マーモセットの薬剤投与による肝障害

モデルの開発 

治療を施さなければ致死に至る程度の肝障

害モデルを作成するが、細胞移植は同所性

の肝臓をターゲットに血管を通して行われ

るため、肝実質および血管系は保たれてい

る必要がある。また、肝は再生能力の強い

臓器であるため、軽度の障害では自己回復

してしまう。移植細胞効果の評価のために

は、ある程度の期間肝障害が持続すること

が望ましいが、まずは急性期の障害に対す

る効果の検証を目的として、これらの特性

を踏まえて再現性の高い急性肝障害モデル

を確立する。さらに、移植後の免疫抑制剤

使用が必要であるので、薬剤投与法の最適

化を行う。 

(3)肝障害マーモセットモデルへの移植実

験 

モデル確立後、細胞移植を行い、最適な移

植方法、細胞量を検討し、肝機能を評価す

る。 

 

年次計画は以下である。 
平成25年度：正常な個体を用いて細胞の移
植を行い、移植方法や移植細胞の生着性、
グラフト機能の評価および腫瘍化の有無や
全身への遊走性などレシピエントの安全性
を検証のための実験を開始する。 

 
平成26年度 
前年度の実験を引き続き行う。 

肝障害モデルを作製する。 
肝障害モデルに細胞移植実験を開始する。 
平成27年度 
引き続き細胞移植実験継続 
評価項目のデータ収集 
 
C. 研究結果 
H26 年度は正常なマーモセットに対して

肝障害性薬剤を投与して急性肝障害を起こ
した。薬剤投与量に応じて肝酵素および胆
道系酵素の上昇を認め、肝不全により１～
３週間で死亡した。生理的、血液学的デー
タの収集を行い、肝臓の組織学的検証を行
った。 
 
D. 考察 
H26 年度の計画は順調に経過したが、全体の
研究進捗を鑑みて時期尚早であるため、マー
モセットへの移植実験は行っていない。 
 
E. 結論 
H27 年度からはマーモセットの肝障害モデル
作製や移植実験を行う予定である。 
 
F. 健康危険情報 
なし 
 
G. 研究発表 
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M, Sugimoto K, Itoh T, Chujo D, Iwahashi 
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-- 
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Human Pancreatic Epithelial Cells After 

Islet Isolation Transformed by NeuroD1. 

Hum Gene Ther Methods. 2014 

Jun;25(3):206-19. 

3. Takita M, Itoh T, Shimoda M, Kanak MA, 

Shahbazov R, Kunnathodi F, Lawrence MC, 

Naziruddin B, Levy MF. Pancreatic Ductal 

Perfusion at Organ Procurement Enhances 

Islet Yield in Human Islet Isolation. 

Pancreas. 2014 Nov;43(8):1249-55. 

4. Questionnaire Survey of Patients with 
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Members on the Acceptance of Newly 

Emerging Therapies. Journal of Diabetes & 

Metabolism in press. 

 

2. 学会発表 

なし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

（予定を含む。） 

1. 特許取得 

なし 

 

2. 実用新案登録 

なし 

 

3. その他 

なし 
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