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研究成果の概要（和文）：脂肪組織由来間質細胞への遺伝子導入による肝細胞への分化誘導を試みる研究を行った。GF
Pタグ付HNF4a、HNF1b発現プラスミド(pCMV6-HNF4a-GFP, pCMV-6HNF1b-GFP)をエレクトロポレーション法にて導入した
。導入後15日目の細胞を回収し、リアルタイムPCRにて遺伝子発現解析を行った。pCMV6-HNF4a-GFP導入細胞ではHNF4a
の発現を認めたが、Albumin発現は見られなかった。pCMV6-HNF1b-GFP導入細胞は、HNF1bの発現、Albuminの発現双方認
められなかった。脂肪組織由来間質細胞への遺伝子導入による肝細胞分化には、改良が必要であった。

研究成果の概要（英文）：The experimental trial of differentiation of adipose-tissue derived stromal cells 
to hepatocyte by means of gene transduction was conducted. The pCMV6-HNF4a-GFP expressing GFP-tagged HNF4a
 and the pCMV6-HNF1b-GFP expressing GFP-tagged HNF1b was transduced to adipose tissue-derived stromal cell
s by electroporation method. Cells at day 15 after transduction was assessed for gene expression by real-t
ime detective PCR. Cells transduced with pCMV6-HNF4a-GFP expressed HNF4a, however, did not express albumin
. Cells transduced with pCMV6-HNF1b-GFP neither expressed HNF1b nor albumin. Improvement is required for d
ifferentiation of adipose tissue derived stromal cells by electroporation method. 
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１．研究開始当初の背景 
肝臓は、生体のさまざまな代謝の中心的な役割

を担い、生命活動の維持に極めて重要な臓器

である。肝臓に障害をきたす慢性肝疾患には、

B 型・C 型の慢性ウイルス性肝炎、非アルコー

ル性脂肪性肝炎、その他、自己免疫性肝炎、原

発性胆汁性肝硬変等がある。ウイルス肝炎感

染者は、全世界で約５億人、また我が国におい

ては、C 型肝炎ウイルス感染者は約 190～230

万人、B 型肝炎ウイルス感染者は約 110～140

万人と非常に多い。また、現在の国民的健康課

題である生活習慣病に多くみられる非アルコー

ル性脂肪肝炎患者は、我が国では約 100 万人

と推測され、最近では、経済成長の著しい新興

国においても増加してきている。これらの慢性

肝疾患は、慢性炎症により、肝細胞の壊死、肝

線維化の進展を経て、肝硬変に至り、末期的に

は、代謝機能が破綻し、肝不全に至る。また、

慢性肝疾患の終末像である肝硬変状態は、肝

癌発生の高危険状態であり、C 型肝硬変の場

合の肝癌発症率は、年率 7%である。肝硬変の

唯一の根治的治療は肝移植であるが、我が国

をはじめとしたアジアでは、文化的・社会的背景

のため、脳死肝移植は極めて少なく、生体肝移

植が主に行われている。しかし、生体肝移植は、

健常者ドナーへの侵襲の問題がある。また、移

植レシピエントには免疫抑制剤の継続投与が

必要であり、QOL が低下する。よって肝移植に

代わる治療法の確立が切望されている。 

 

２．研究の目的 
脂肪組織由来間質細胞における間葉系幹細胞

は、肝細胞へ分化する能力を有する。脂肪組織

由来間葉系幹細胞への肝細胞分化を誘導する

遺伝子導入による肝細胞分化誘導法を検討し、

性肝疾患に対する肝修復再生効果を最大に発

揮する条件、方法を確立し、次世代の脂肪組織

由来間質細胞を用いる肝再生療法の基盤技術

開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

マウス脂肪組織由来間葉系幹細胞への遺伝子

導入方法を検討する。脂肪組織は C57BL/6J マ

ウス鼠径部皮下脂肪組織より酵素処理にて間

質 細 胞 を 分 離 し 、 継 代 培 養 し 獲 得 す る 。

NucleofectorTM 2b(Lonza)を用いた電気穿孔法、

レトロウイルスベクターによる遺伝子導入効率

を検討し、導入効率を検討する。肝細胞への分

化に重要な HNF4a、HNF1b 遺伝子導入による

脂肪組織由来間葉系幹細胞の肝細胞への分

化プログラミングを検討する。 

 

４．研究成果 

電気穿孔法について、継代培養した脂肪組織

由来間葉系幹細胞 4x10^5 個へ、(i)CMV プロモ

ーター下に enhanced yellow fluorescent protein 

を発現するプラスミドpDC316.EYFP 2 microgram

を、細胞懸濁液として PBS(-) (ii) pDC316.EYFP 

2 microgram と human MSC, nucleofector 

solution（LONZA）バッファー、(iii) pDC316.EYFP 

5 microgram と PBS(-)(iv) pDC316.EYFP 5 

microgram と human MSC, nucleofector solution

（LONZA）バッファー、の各条件にて、装置内の

MSC HUMAN HIGH EFFICIENCY U-023 の設定

にて遺伝子導入を行った。導入後２４時間後お

よび１４４時間後の EYFP 発現細胞数は、

(i)28.3%(24 時間後)、37.3%（144 時間後） (ii) 

31.4%、19.1% (iii) 24.3%、16.9% (iv) 39.6%、37.3%、

であった。 

また、レンチウイルスベクターによる導入法につ

い て 検 討 を 行 っ た 。 GFP を 発 現 す る

Lentivirus(Lentivirus-GFP)を HEK293T 細胞に

て、Lenti-XTM HTX packaging system を用いて

調整した。多重感染比(MOI: copies/cell)と感染

後 48 時間後の GFP 陽性細胞率は、MOI 

4.5x10^2、1x10^3、2x10^3、3x10^3、にて、それ

ぞれ 6.6%、16.9％、24.4%、41.9％、であった。 

次に、CMV プロモーター下に GFP タグ付 HNF4a

あ る い は HNF1b を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド

(pCMV6-HNF4a-GFP, pCMV6-HNF1b-GFP 、

OriGene)を作製し、継代したマウス脂肪組織由



来間葉系幹細胞に対して、Nucleofector̃TM 2b 

(Lonza)を用いてエレクトロポレーション法にて遺

伝子導入を行った。 

遺伝子導入後３日目において FACS にて評価し

たところ、16.5%、17.4%の細胞が GFP 陽性であっ

た。導入後 15 日目において細胞を回収、RNA

を精製し、リアルタイム PCR にて遺伝子発現解

析を行った。コントロール細胞として、マウス肝

細胞株 H2.35、マウス肝細胞癌株 Hepa1-6 を用

いた。H2.35 および Hepa1-6 の HNF4a 発現は、

relative ratio to GAPDH でそれぞれ 0.00065、

0.00745 で あ っ た 。 HNF1b の 発 現

pCMV6-HNF4a-GFP を 導 入 し た 細 胞 で は 、

H2.35 よりも高い relative ratio to GAPDH = 

0.00148 の HNF4a の発現を認めた。しかしなが

ら Albumin 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。

pCMV6-HNF1b-GFP を導入した細胞について

は、HNF1b の発現、Albumin の発現双方認めら

れなかった。 

 以上より、脂肪組織由来間葉系幹細胞への遺

伝子導入による肝細胞分化には、さらなる改良

が必要であることが明らかとなった。 
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