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I. 基本情報 

事  業  名 ： （日本語）肝炎等克服実用化研究事業 

      （英 語）Program for Basic and Clinical Research on Hepatitis 
 

研究開発課題名： （日本語）人工転写因子を用いた肝再生療法開発 

      （英 語）Differentiation of mesenchymal stem cells to hepatic cells by artifitial  
             transcriptional factors 
 

研究開発担当者  （日本語）石坂幸人 

所属 役職 氏名： （英 語）National Center for Global Health and Medicine, Director, 

                           Dept. of Intractable Diseases, Yukihito Ishizaka 

 

実 施 期 間： 平成２８年４月１日 ～ 平成２９年３月３１日 

 

分 担 研 究  （日本語）動物実験による細胞移植の効果検証 

開 発 課 題 名： （英 語）Animal experiment for investigation of effect of cell transplantation 

     

研究開発分担者   （日本語）霜田雅之 

所属 役職 氏名： （英 語） National Center for Global Health and Medicine, Project Leader,   

              Pancreatic Islet Cell Transplantation Project, Masayuki Shimoda 

 

分 担 研 究  （日本語）人工転写因子のデザインと機能評価 

開 発 課 題 名： （英 語）Design of artificial transcription factor and its functional validation 

     

研究開発分担者   （日本語）広島大学大学院理学研究科・特任講師・佐久間 哲史 

所属 役職 氏名： （英 語） Graduate School of Science, Hiroshima University・Lecturer  
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開 発 課 題 名： （英 語）Development of hepatic disorder models with common marmosets 

研究開発分担者   （日本語）井上貴史 

所属 役職 氏名： （英 語） Central Institute for Experimental Animals 

                            Laboratory head, Takashi Inoue 
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分 担 研 究  （日本語）ポソームを用いた人工転写因子デリバリーシステムの開発と肝臓での 
                           MMP1/8発現誘導 
開 発 課 題 名： （英 語）Development of Artificial Transcription Factor Delivery  

        System Using Functional Liposomes and Induction of MMP1/8 Expression 

研究開発分担者   （日本語）弓場 英司 

所属 役職 氏名： （英 語） Graduate School of Engineering, Osaka Prefecture University,  

Assistant Professor, Eiji Yuba 

 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
 本課題では、研究開発代表者が見いだしたペプチドベクターと分担研究者が改良した人工転写因子を組み合わせ

ることで、組み換え蛋白質による安全な形質転換法を開発することを目標としている、このシステムによって、間

葉系幹細胞から肝臓様細胞への速やかな分化誘導や、肝線維症を改善するための新しい肝再生療法の可能性が明ら

かになるものと期待される。 
 
1) 肝炎・肝線維症モデル中動物の作製(霜田、井上、石坂) 

実験動物中央研究所の施設内審査委員会の承認を受けた後、マーモセットを用いた実験を行った。即ち、８頭の4-
6歳のメス個体に対して、肝毒性薬剤チオアセトアミド（TAA）の間歇持続投与を行い、肝臓線維症モデルを作製し

た。投与開始後、最短で 120 日の肝生検により、組織学的に顕著な肝線維化病変が認め、その後、投与を休止して

も肝生検において２ヶ月間以上肝線維化病変が継続した。また、肝線維化を示した個体は、血液検査においても肝

機能の低下傾向が認められた。 
 
2）リポソームを用いた肝臓でのMMP1/8発現誘導システムの構築（弓場） 
人工転写因子を肝臓組織へ送達し、細胞内で機能させることを目的として２つの要素を搭載するリポソームを作

製した。即ち、肝細胞に発現するアシアロ糖タンパク質レセプターに結合性を示すガラクトース（Gal-DL-G1）を

結合させるとともに、細胞内に導入された後、低い pH に対する応答性を付与させるため、CHexPG-PE を含むリ

ポソーム（Gal-DL-G1/CHexPG-PEリポソーム）を作製した。Gal-DL-G1を導入したリポソームは、マンノースを

導入したリポソームと比較して、肝細胞株に高い取り込み能を示す一方、この効果はフリーのガラクトース共存下

でキャンセルされた。さらに、共焦点レーザー顕微鏡による観察から、Gal-DL-G1/CHexPG-PEリポソームが細胞

内部に局在していることが確認された。今後、項目3)で同定した IGF-1発現用人工転写因子を包埋したリポソーム

を作製し、in vitroでの有効性を検証した後、項目2)で作製するマーモセット肝線維症モデルに投与し、有効性を検

証することで、新しい肝再生療法療法の可能性を明らかにする。
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1) Development of hepatic fibrosis model using common marmosets (Inoue, Shimoda, Ishizaka)  
Experiments using common marmosets were conducted based on the expreimental protocol that was certified 
by IRB of the Central institute for experimental animals. Intermittent continuous administration of hepatotoxic 
agent thioacetamide (TAA) was applied on 8 female marmosets aged 4-6 years old, and a liver fibrosis model 
was produced. TAA was administered subcutaneously 2-3 times a week at a dose of 2.5 - 40 mg/kg. The optimal 
administration dose and administration interval were examined. Liver biopsy revealed histologically significant 
hepatic fibrosis at as early as 120 days after starting administration. Liver fibrosis continued for more than 2 
months in liver biopsy even after administration was stopped. In addition, we observed abnormalities of blood 
tests, suggesting that hepatopathy was induced by TAA administration in the marmosets and hepatic fibrosis 
was induced. We are currently evaluating the side effects of the immunosuppressant protocol, and in the next 
fiscal year we plan to administer in vitro differentiated hMSCs into the hepatic fibrosis model marmosets with 
immunosuppressant. 

 
2）Development of liposome-based induction system of MMP1/8 expression in liver（E. Yuba） 
Two types of functional molecules were introduced to liposomes for precise delivery of artificial transcription 
factors to liver and induction of their functions at inside of cells. One is dendron-bearing lipid having galactose 
moieties (Gal-DL-G1), which bind to asiaroglycoprotein receptor expressing in hepatocytes, and another is 
CHexPG-PE, which can destabilize liposomal membrane at low pH after internalization to cells.  
Gal-DL-G1/CHexPG-PE-introduced liposomes were taken up by human liver cancer cell line (HepG2 cells) 
more efficiently than Man-DL-G1/CHexPG-PE-introduced liposomes, which have mannose moieties on the 
liposome surface. In addition, cellular association of Gal-DL-G1/CHexPG-PE-introduced liposomes was 
inhibited in the presence of excess amounts of galactose. Observation using confocal laser scanning microscopy 
revealed that Gal-DL-G1/CHexPG-PE-introduced liposomes internalized to the cells. 
 Next year, liposomes containing ATF for expressing IGF-1 identified in section 3) will be produced, and in 
vitro evaluation of these liposomes will be examined. Furthermore, these liposomes will be administered to 
Marmosets Hepatitis model prepared in 2) and their effectiveness will be investigated.  
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