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1.は しが き

1)研 究の目的と意義

外 科治療 の歴史 は今世 紀 にな り、病巣 を含む 臓器 の切 除療法 か ら、機能 快復

を 目的 とした置換 外科 と して の臓 器移植 へ と変 遷 を とげて きた。本邦 で も漸 く

臓器移植 法案 の施 行 によ り、臓器 移植 が行 わ れ初 めて いるが 、 ドナ ー臓 器不 足

が緊急課 題 になっ てい る。事実 、臓器 移植が 医療 と して定着 した米 国で さえ、

肝臓移植 の適応患 者 は年 間約1万 人 に上 るが 、 ドナー臓器不足 の ため に実 際 に

移植 を受 け られ るのはそ の1/3に す ぎない。

1985年 、MassachusettsGeneralHospitalのDr.Russe1に よ り、選 択 的移植

とい う新 しい概 念 が提唱 され た。そ れは、移 植 は臓 器 全体 ではな く、各 臓器 の

機能 を司る組織 や細 胞単位 で行 うべ き との考 え方 で あ る。即 ち 、肝機 能 不全 の

治 療は、肝 臓移 植 よ りもむ しろ肝細 胞移植 が優れ て い る ことを示 唆 して いる。

さ らに1993年 、Harvard大 学 のDr.Vacantiら によ りTissueEngineering(医

再 生工学)の 概念 が発表 された。 これ は、失わ れた臓 器 の機 能 を細 胞工 学 、遺

伝子 工学、医用工 学 を駆使 した医再生工学 によ り代償 しよ う とす る概 念で あ る。

これ には、細胞移 植及 び 人工臓器 による治療 が含 まれ る。米 国移植 ネ ッ トワー

ク(UNOS)に よれ ば、米 国 にお ける肝 臓移植 待機 患 者 は、大部分 が成 人 の慢

性肝不 全患 者で、つ いで 小児期 の重大 な疾患 で ある肝 臓代 謝性疾 患、 そ して劇

症肝炎 患者等 か らな って い る。従 って 、全肝移植 に とって かわ る肝 機 能補助 と



しての細胞移植や、肝移植待機 中のbridgeuseと しての人工肝臓が開発されれ

ば、 これ らの患者さん全て に肝臓移植 は必ず しも必要でな くな り、 ドナー臓器

不足は解決できるか もしれない。

我 々の研究グループは、1970年 代後半よ り、肝細胞移植及び人工肝臓の開発

研究に着手 してお り、前述の選択的移植及び医再生工学の概念を先取 りしてき

た と言 える。そ して、遊離肝細胞の脾臓内移植の成功、肝細胞 を用いたハイブ

リッ ト型人工肝臓の開発等の成果 をあげてきた。 しか し、これ らの先駆的治療

法をもって しても、本来強 い再生能力を持つ肝細胞の増殖 には限界があり、十

分な肝機能補助 とな りえないことが明 らかになってきた。

0方 、肝幹細胞は、 自己複製能 と多分化能をあわせ持つ細胞 と定義される。

そ して、肝幹細胞は、肝臓の発生、分化、増殖、再生、癌化に重要な役割を果

た しているだけでな く、造血幹肝細胞移植がそうであるように、肝機能不全治

療に対す る細胞移植治療にも応用できる可能性を秘めた細胞で、近年注 目を集

めている。 もし、 この肝細胞株を分離 して肝細胞移植に応用できれば、臓器不

足 とい う肝移植の問題点を解決できるか もしれない。

HGF/SFは 、細胞分散、器官形成、細胞保護、そ して増殖促進活性を示す多

機能増殖因子である。これ らの機能は単一の受容体Metに よ り発揮される。我々

は、HGF/SFの 機能をinvivoで 解明するため、アルブミンプロモーターより

更に強力なメタロサイアニ ンプロモーターに、マウス由来のHGF/SFを 組み込

み、 トランスジェニ ックマウスを作成 した。従来ハーバー ド大学の研究グルー

プによ り、アルブミンプロモーターにヒ トのHGF/SFを 肝臓特異的に発現させ



た トラ ンス ジ ェニ ック マ ウ ス が 報 告 され て い るが 、 この マ ウス で は十 分 に

HGF/SFのinvivoで の機能 を再現 できなか った。 しか し我 々のマ ウスは、肝

臓 は約2倍 に腫大、DNA合 成率 も約5倍 に増加 、肝部 分切 除後 の肝再 生 も3

倍 に促 進 し、HGF/SFの 強 力な肝細胞増 殖促進活 性 をznvivoで 初 めて証 明 し

えた。 また興 味深 い ことに、肝 幹細 胞 の一 つで あるovalcellが 、肝細 胞様 の形

態 を保 って中心静脈周 囲 に多数 存在 して いた。 この肝 幹細胞 は、HGF/SFを 高

発現 し受容体 も保持 して い るので、 自己 複製 能 力が あ り、細 胞株 樹立 が容 易で

ある可能性 が高 い。

本研究 の 目的は、 第一 に、肝細 胞増殖 因子(Hepato(.ytegrowthfactor/Scatter

factor;HGF/SF)ト ランス ジェニ ックマウス肝 臓か ら肝細胞 を分離 して・肝幹細

胞 を選 別 して 培 養 し 、 肝 幹 細 胞 株 を 樹 立 す る 。 第 二 に 、 肝 細 胞 増 殖 因 子

(Hepato(,ytegrowthfactor/Scatterfactor;HGF/SF)ト ランス ジェニ ックマウス

肝臓 か ら分 離 され た肝細胞 を、マ ウス脾臓 内 に移植 して、肝 細胞 分化 の再構 築

を検討 す る ことにある。
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IL研 究成果

1)HGF/SFト ラ ンスジェニ ックマウス肝臓 か ら肝細 胞株 の樹立

既 に当教室 で確立 して い るラッ トのコラゲナーゼ肝潅流 法 に準 じて、

約10週 齢 のHGF/SFト ランス ジェニ ックマウス肝臓 よ り肝 細胞 を分離 し

た 。検 討 した 中で、 ラミニ ン処理 したプ レー ト上で最 も分離肝細胞 の生着

が 良好で あった ので、以下 の培養 にはラミニ ン処理 プ レー トを用 いた。細

胞 は継代す る と同時 に、限界希釈法お よびク ローニ ングシ リンダーで クロ

ーナル な細胞 株 を得 て、適宜 、凍結 し、液体窒 素 に保 存 した。現在約60

種類 の細 胞株 を樹 立 し、約6ヶ 月間継代 した。

2)樹 立肝 細胞株 の形質 の解析

a)位 相差顕微 鏡、電子顕微 鏡 による、肝細胞株 の形態解 析。

ほ とん どの肝細胞 株 は、多 角形で上皮 由来 の細胞形態 を示 した。電子

顕微鏡 によ る観察 で、gapjunction,biecanaliculi等 の肝細胞特 異的な構

造 を有 して いた。

b)肝 細胞株 の形質 の解 析

ほ とん どの細胞株 は、継 代約6～7代 目までは、肝 細胞特異的蛋 白質

で あ るアル ブ ミン、transgeneで あるHGF/SF、HGF/SF受 容体で ある

c-Metを 高発現 した。 しか し、そ の後継 代 と共 にアル ブミ ンお よび

HGF/SFの 発現 は漸減 した。 しか し、あ る肝細胞 株は 、約60代 に及ぶ長



期 間 培 養 にお いて もア ル ブ ミ ン産 生 を認 め た 。さ らに この細 胞 は 、HGF/SF,

c-Met,cytokeratin18、(.ytokeratin19、alpha-fetoproteinのmRNAも 発

現 して い た 。 また 、 二 重 免 疫 組 織 染 色 で こ の細 胞 株 は 、 同 一 細 胞 に お いて 、

albumin蛋 白質 、(ytokeratin19蛋 白質 、alpha-fetoprotein蛋 白質 を発 現

して い る こ とが 確 か め られ た 。 以 上 か ら この細 胞 株 は、 肝 細 胞 の 形 質 を有

して い なが ら、 同 時 に胆 管 細 胞 の 形 質 を持 つ 、 肝 前 駆 細 胞 株 で あ る可 能 性

が 示 唆 さ れ た 。 一 方 、 いず れ の 細 胞 株 も、 ヌー ドマ ウ ス にお け る腫 瘍 形

成能 を認 め な か った 。

3)HGF/SFト ラ ンスジ ェニ ックマウス肝細胞 を用 いた脾臓 内肝細胞 移植

(1)分 離 肝 細 胞 にお け る、 遺 伝 子 発 現

まず 、FVB/N野 生 型(WT)マ ウ ス 及 びHGF/SFト ラ ンス ジ ェ ニ ッ ク(TG)

マ ウ ス か ら分 離 さ れ た 、 新 鮮 分 離 肝 細 胞 及 び24時 間 培 養 肝 細 胞 に お け る 、

EndogenousHGF/SF,TransgeneHGF/SF、Albumin、Cytokeratin18の 発 現 を

Northernblotで 検 討 した 。 そ の 結 果 、WT肝 細 胞 は 、Endogenousお よ び

TransgeneHGF/SFを 発 現 しな い が 、HGF/SFの 受 容 体MetとAlbuminを 発 現

して い た 。一 方TG肝 細 胞 は 、6.OkbのEndogenousHGF/SFを 発 現 して いな い

が 、2.4kbのTransgenicHGF/SFを 高 発 現 し、 さ らにMet及 びAlbuminも 発 現

して い た 。 以 上 の結 果 か ら、 この 細 胞 分 画 が 主 に肝 実 質 細 胞 か らな っ て い る こ と、

さ らにTG肝 細 胞 はHGF/SFを 自身 で 産 生 してautoc血eで 増殖 して い る こ とが



示唆 され た。

(2)脾 臓 内肝細 胞移植 の形態 と機 能(移 植後2-64週 間の観 察)

これ らのWT及 びTG肝 臓か ら分離 され た新鮮 分離肝細胞2x106個 を、同系マ

ウス脾臓 内 に移植 して64週 間 の長期 間、生着 を検討 した。そ の結果 、WT肝 細胞

は、移植後2～32週 間の 間、 ほ とん ど脾臓 内で生着、増殖 を示 さなか った。0方 、

TG肝 細胞 は、脾 臓 に細胞 塊 を形 成 して生着増殖 して いるのが観察 された。

この脾 臓 内 に生着 増殖 した肝 細胞 の機能 を検 討す るために、肝細胞移植後、4、

12、32週 間後 に脾 臓 を摘 出 して、HGF/SF、Albumin、Cytokeratin18の 発現

を,Northemblotで 検 討 した 。そ の結 果 、TG肝 細胞 を移 植 した脾 臓 にのみ 、

TransgeneHGF/SFとAlbuminが 発 現 してお り、移 植後経 過 を経 るに従 いそ の

発現 が増 強 した 。 この こ とか ら、脾臓 内 の移 植肝細 胞 が、HGF/SFと 肝細胞特

異的 タ ンパ ク質で あるAlbuminを 発現 しなが ら経過 を追 う ごとに脾臓 内 に生着増

殖 して いる ことが示唆 された。

さ らに移 植後64週 間 まで観 察 した ところ、肝細胞 は脾臓 内で著 明に増殖生着 し、

PAS陽 性 、免疫 組織 染色でAlbumin陽 性 であった。高 倍率で さ らに検討す る と、

肝 細胞 は類 洞様 構 造 を伴 ってお り、脾臓 内で移植 肝細胞 が組織 構築 して いる こと

が示 唆 され た。 しか し、経 過 中 に移植肝 細胞 の癌化や 、胆管 系 の細胞 の増殖 は認

めなか った。

(3)N正 【/㎞ageに よる、脾臓 内移植 肝細胞数 の定 量化



次 に、脾臓 内肝細胞移 植 に対す るHGF/SFの 生着効果 を定 量化す るため に、画

像解 析装置 とN田[/㎞ageを 用 いて、移 植後 、2～64週 まで の脾臓 内で の生 着肝

細胞数 を計測解 析 した 。そ の結果 、WT肝 細胞 は、 ほ とん ど生着 、増 殖 を示 さな

か ったが、TG肝 細胞 は 、移植 当初 よ り脾臓 内での生着肝細胞 数がWTに 比べて

有 意 差 を もっ て多 く生 着 して いた 。 以 上 か ら、 マ ウス にお いて 、HGF/SFの

autocrineの 系で増殖す る肝細胞 は、脾臓 内で長 期間 にわ た り、生着 す る ことが示

され 、HGF/SFの 脾臓 内移 植肝細胞 に対 す る 、長 期 間 の生 着促 進効 果 が示 唆 さ

れた。

(4)脾 臓 内移植 肝細胞 のDNA合 成能

肝細 胞増殖 因子 の移植 肝細 胞 に対す るmitogeniceffectを 検 討 す るため に、脾

臓 内 に移 植 され たTG肝 細胞 のDNA合 成率 をPCNA染 色で検 討 した。そ の結果、

WT肝 細 胞 は、全 くPCNAで 染色 され なか ったが、TG肝 細胞 のDNA合 成 は、

移植 後8週 間で約8%と 最高値 を示 し、そ の後漸 減す る ものの、移植 後64週 間 目

で も、約2%のDNA合 成率 を示 した。

(5)移 植肝 細胞 の宿主肝 臓への迷入

脾 臓内肝細胞 移植後 に、移 植肝細胞 が 門脈 系 を介 して宿主肝 臓 へ迷 入 したか

否 か を検 討 す る た め に、 宿 主肝 臓 にお け るTransgeneHGF/SFの 発 現 を 、

NorthernBlot及 びTransgeneHGF/SFに 対す るprimerを 用 いてRT-PCRを 行

った。そ の結果 、NorthernBlotお よびRT-PCRで も、宿主肝 に トラ ンス ジェ



ニ ック由来の肝細胞の迷入を検出しなかった。

皿 考察と今後の展望

平成9年 度は、主にHGF/SFト ランスジェニ ックマウス肝臓か ら、多数の肝

細胞株を樹立 し、その形質の解析で研究期間が終了した。その結果、樹立され

た肝細胞株は少な くとも継代約7代 目までは、肝細胞 として機能 して増殖する

ことが示唆された。通常、初代肝細胞培養では、せいぜい約3代 以上の継代は

不可能である。また、この時点では、アルブミン産生能 も低下 していることが

知 られている。 しか し、我々がHGFISFト ランスジェニックマウスか ら分離 し

た肝細胞株 は、継代7代 目でもアルブミン産生能を維持 していたことか ら、

HGFISF遺 伝子を肝細胞 に強制発現させる ことで、機能 を保った肝細胞を大量

に調整できる可能性が示唆された。また、肝細胞株の中に、肝細胞 と胆管細胞

の両方の形質を有する、いわば肝幹細胞の形質を有する細胞株 も見い出された。

この細胞群の純化を試みたが、この細胞群特異的な細胞表面マーカーが存在 し

ないために、当初予定 していた、マグネチ ックビーズによる細胞の選別はでき

なかった。

平成9N10年 度は、HGF/SFト ランスジェニックマウス肝臓か ら分離された

肝細胞 を同系マウス の脾臓内 に移植 して、脾臓内肝細胞移植モデル における

HGF/SFの 効果を長期間にわた り検討 した。その結果、HGF/SFト ランスジェ

ニ ック肝細胞は脾臓内で64週 間、生着及び増殖 して、肝細胞 としての機能を



果 たす ことが確認 された。従 って 、遺伝子 導入 され たHGF/SFは 、脾臓 内移植

肝細胞 の生着及び増殖 を促 進す る ことが示唆 され た。

次 のス テ ップ として、現 在 、実 際 に肝細 胞移植 で肝 疾患 が治療 で きるか を検

討 して い る 。 我 々 が 、 注 目 し た 疾 患 は 、Progressivefamiliarintrahepatic

cholestasis(PFIC)で あ る。 この疾患 は 、胆 汁 産生及 び分 泌 の異 常 によ り、 胆

汁 うっ滞がお こ り、肝硬 変 及び肝 不全 とな る、常 染色体 劣性 の遺 伝性 肝 疾患 で

ある。最 近、 この疾患 の病 因が 、multidrugresistance3(MDR3)の 遺 伝子変 異

で お こる こ とが 報 告 さ れ 、 さ ら に、 マ ウ ス のMDR3に あた るmultidrug

resistance2(mdr2)の 遺伝 子 ノックア ウ トマ ウスが、PFICの 疾患 モデ ルで あ

る ことが 発 見 され た 。 幸 い な こ とに 、 この ノ ッ クア ウ トマ ウ ス は 、 我 々 の

HGF/SFト ラ ンス ジ ェニ ックマ ウス と同 じstrainを 使用 して お り、移 植 に 関

わ る免疫学的 な問題 を回避 で きる。現在 この ノックア ウ トマウ ス を開 発 した オ

ランダの研 究 グルー プ と共 同研究 を進 めて いる。

現 在 、肝細 胞移植 は、米 国 で臨床 治験 が始 まろ うと して い る。既 にCrigler

Najjar症 候群1型 の患者 に、 同種 の肝細胞 移植 が行 われ 、黄疸 が軽減 した と報

告 されて いる。 しか し、そ の効 果 は一時 的で 、現 在再移 植 が検 討 され て いる ほ

どであ る。 この ことは、正 常肝細 胞移植 は一定 の効果 を示 す ものの、 そ の効 果

に限 界が あ る ことが 示唆 され る。従 って 、本研 究 で示 された よ うに、 何 らか

の方法 で肝細胞 の増 殖 を調 節す る方 法 の技術 開発が不 可欠 であ る。 この点 で 、

HGF/SFを 人の肝細 胞 に遺 伝子 導入 して移 植す る ことは、肝細 胞移植 の臨床応

用 の推進 に大 き く貢 献で き る と思 われ る。


