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研 究 発 表

(1)学 会 誌 等

小 川 勝 洋

無 ア ル ブ ミ ン ラ ッ ト 肝 臓 内 へ の ア ル ブ ミ ン 産 生 肝 細 胞 の 移 植 、 病 態 生 理8:601-

603,1989

小 川 勝 洋 、 太 田 知 明 、 稲 垣 光 裕 、 西 川 祐 司

モ ザ イ ク 動 物 の 肝 研 究 へ の 応 用 、 肝 臓 病 学 の 進 歩17:1-8,1991

MitsuhiroInagaki&KatsuhiroOgawa

Highsensitivityofneonatalrathepatocytestoretroviral-mediatedgene

transferandtheirtransplantationintothespleenofadultrat.Cell

Struct.Funct.16:283-288,1991

MitsuhiroInagaki&KatsuhiroOgawa

Retroviral-mediatedgenetransfertoneonata!rathepatocytesandintra-

splenictransplantationofthetransducedhepatocytes.Transpl.Proc.24:

2969-2970,1992

小 川 勝 洋 、 福 田 郁 江

実 験 肝 発 癌 、 肝 疾 患 研 究 の 進 歩W7:145-157,1992

1.Otsu,H.Ikebukuro,T.Hoshi,K.Ogawa,M.Mito&hi.Nozawa

Long-termeffectsoffetallivertransplantationincongenitallyalbumin-

deficientrats.Transpl.Proc.24:2962-2963,1992

小 川 勝 洋

総 説:化 学 肝 発 癌 機i序 の 分 子 生 物 学 的 研 究 の 動 向 、 日 本 臨 床51:134-141,1993

KatsuhiroOgawa,TomoakiOhta,MitsuhiroInagaki&SumiNagase

IdentificationofF344rathepatocytestransplantedwithintheliverof

congenicanalbuminemicratsbythepolymerisechainreaction.Transplan-

tation(inpress)

YujiNishikawa,TomoakiOhta,KatsuhiroOgawa&SumiNagase

DisappearanceoftheglutathioneS-transferaseplacentalformexpressedin

theculturedrathepatocytesbyintrahepaticandintrasplenictransplanta-

tion.(submitted)
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TomoakiOhta,KatsuhiroOgawa&SumiNagase

Increaseofserumalbuminbyintrahepatictransplantationofhyperplastic

hepaticnodulecellsofF344ratsdoesnotcorrectquantitativeabnormali-

tiesofserumproteinsinanalbuminemicrats.(submitted)

TomoakiOhta,KatsuhiroOgawia&SumiNagase

Influenceofthegeneticbackgroundofanalbuminemicratsonhepaticchan-

gesaftercarcinogenictreatments.(submitted)

TomoakiOhta,KatsuhiroOgawa&SumiNagase

IncreaseofAlbuminmRNAbyrepeatedintrahepatictransplantationofF344

rathepatocytesincongenicanalbuminemicrats.(submitted)

(2)口 頭 発 表

小 川 勝 洋 、 酒 井 博 司 、 福 田 郁 江 、 西 川 祐 司 、 徳 差 良 彦 、 長 瀬 す み

F344肝 増 生 結 節 細 胞 の 無 ア ル ブ ミ ン ラ ッ ト肝 内 へ の 移 植

第49回 日本 癌 学 会 総 会1990.9.3-5(札 幌)

稲 垣 光 裕 、 斉 藤 義 徳 、 小 川 勝 洋

分 離 肝 細 胞 へ のbacterialβ 一galactosidasegene(/3-gal)遺 伝 子 の 導 入 と

cytochemicalstainingに よ る 遺 伝 子 発 現 の 判 定

第23回 北 海 道 病 理 談 話 会1990.9.22(札 幌)

西 川 祐 司 、 太 田 知 明 、 小 川 勝 洋

初 代 培 養 に よ り グ ル タ チ オ ンS一 トラ ン ス フ ェ ラ ー ゼP型 を 発 現 さ せ た ラ ッ ト肝 細

胞 の 脾 内 及 び 肝 内 移 植

第50回 日本 癌 学 会 総 会1991.9.10-12 (東 京)

小 川 勝 洋 、 稲 垣 光 裕 、 長 瀬 す み

F344congenic無 ア ル ブ ミ ン ラ ッ ト肝 内 へ の 正 常F344肝 細 胞 の 移 植

第80回 日本 病 理 学 会 総 会1991.4.3-4(大 阪)

稲 垣 光 裕 、 西 川 祐 司 、 小 川 勝 洋

レ トロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を 用 い た 新 生 児 ラ ッ ト分 離 肝 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 、 及 び 遺

伝 子 導 入 肝 細 胞 の 脾 内 移 植

第80回 日本 病 理 学 会 総 会1991.4.3-4(大 阪)
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稲 垣光 裕 、 西川 祐 司 、小 川 勝洋

レ トロ ウ ィル ス ベ クタ ー に よ る新 生 児 ラ ッ ト分 離 肝 細 胞 へ の遺 伝 子導 入 及 び 脾 臓 内

移植

第7回 初代 培 養 肝 細胞 研 究 会1991.6.7-8(札 幌)

西 川 祐 司、 太 田知 明、 小 川 勝 洋

脾 内 移植 再 生 肝 細 胞 の 胆 管 形 成 能 につ いて

第24回 北 海 道 病 理 談 話 会1991.9.22(旭 川)

太 田 知 明 、 西 川 祐 司 、 小 川 勝 洋

無 ア ル ブ ミ ン ラ ッ ト(NAR)肝 内 へ のF344ラ ッ ト肝 過 形 成 結 節 糸田胞 の 移 植 に よ る 肝

発 癌

第24回 北 海 道 病 理 談 話 会1991.9.22 (旭 川)

太 田 知 明 、 西 川 祐 司 、 小 川 勝 洋 、 長 瀬 す み

F344congenic無 ア ル ブ ミ ン ラ ッ ト肝 内 へ のF344ラ ッ ト過 形 成 結 節 細 胞 の 移 植

第81回 日本 病 理 学 会 総 会1992.5.14-16(仙 台)

西 川 祐 司 、 太 田 知 明 、 小 川 勝 洋

GST-P発 現 初 代 ラ ッ ト肝 細 胞 の 脾 内 及 び 肝 内 移 植

第8回 初 代 培 養 肝 細 胞 研 究 会1992.6.19-20(東 京)

西 川 祐 司 、 小 川 勝 洋

増 殖 因 子 に よ る コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内 培 養 肝 細 胞 の 樹 枝 状 形 態 形 成 の 促 進

第15回 日本 分 子 生 物 学 会 年 会1992.12.7-10(京 都)

太 田 知 明 、 小 川 勝 洋

F344congenic無 ア ル ブ ミ ン ラ ッ ト肝 内 へ のF344ラ ッ ト肝 細 胞 の 移 植 に よ る 正 常

ア ル ブ ミ ンmRNAの 検 出

第25回 北 海 道 病 理 談 話 会1992.9.5 (札 幌)

TomoakiOhta,KatsuhiroOgawa,MitsuhiroInagaki&SumiNagase

ElevationofalbuminmRNAandserumalbuminlevelaftertransplantationof

F344rathepatocyteswithintheLiverofcongenicanalbuminemicrats

OrganandCellTransplants1992.7.20(Cambridge,htA,USA)

太 田 知 明 、 小 川 勝 洋 、 長 瀬 す み

F344congenic無 ア ル ブ ミ ン ラ ッ ト肝 内 へ のF344ラ ッ ト肝 細 胞 の 移 植 とRT-PCR

法 を 用 い た 正 常 ラ ッ トア ル ブ ミ ンmRNAの 検 出
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第82回 日本 病 理 学 会 総 会1993.4.6-8 (東 京)

西 川 祐 司、 角 浜 孝 行 、 小 川 勝 洋

不 死 化 マ ウス肝 細 胞 の コ ラ ー ゲ ンゲル 内三 次 元 形 態 形 成 に お け る成 長 因 子 の影 響

第82回 日本 病 理 学 会 総 会1993.4.6-8(東 京)

角 浜 孝 行 、 徳 光 正 行 、 西 川 祐 司 、 小 川 勝 洋

ヒ ト活 性 型c-H-rasに よ り形 質 転 換 した マ ウ ス 肝 細 胞 株 の 特 性

第82回 日本 病 理 学 会 総 会1993.4.6-8

斉 藤 義徳 、 小川 勝 洋

(東 京)

ラ ッ ト肝 癌 細 胞 へ の 正 常p53遺 伝 子 の 導 入 とapoptosisの 発 現

第82回 日本 病 理 学 会 総 会1993.4.6-8 (東 京)

KatsuhiroOgawa&YoshinoriSaito

Apoptosisinducedbythewildtypep53geneinrathepatocellular

carcinomacelllines.

Am.Assoc.CancerRes.1993.5.19-22(Orland,FL,USA)

一5一



■圏騨 圃一 一■ ■■■■■ 一■一 甲隅【

研 究 成 果

[研 究 目的]

発 癌 は 癌 遺 伝 子 、 癌 抑 制 遺 伝 子 な どの 複数 の 癌 関連 遺 伝 子 の 異 常 が 細 胞 内に 集 積 す る結

果 と考 え られ て い る。 しか し、 発 癌 のinitiation,promotion,progressionの 各 段 階 に、

どの遺 伝 子 の どの よ うな 変化 が 関連 して い る の か につ い て は、 多 くの 癌 につ い て 未 だ ほ と

ん ど判 って い な い。 ラ ッ ト、 マ ウス の化 学 肝 発 癌 モ デル は多 段 階発 癌 の遺 伝 子解 析 に有 効

な モ デル で あ り、 多 くの研 究 に利 用 され て い る。 一 方 、 従 来 の 肝 発 癌 実 験 で は動 物 に 発 癌

剤 の処 置 を行 い、 それ に よ って生 ず る前 癌 病 変 及 び癌 につ いて 、 遺 伝 子 異 常 を 含 む様 々の

変 化 が 調 べ られ て き た が、 最 近 で は、 トラ ンス ジ ェニ ック マ ウス の よ うに逆 に正 常 細 胞 に

異 常遺 伝 子 を導 入 した り、 遺 伝 子 を過 剰 発 現 させ る こ と に よ り、 肝 癌 を誘 発 し、 肝 発 癌 に

お け る遺 伝 子 の 働 きを 解 析 しよ うとす る試 み が 行 わ れ て い る。 本 研 究 は 正 常 動 物 か ら分 離

した肝 細 胞 にinvitroで 癌 遺 伝 子 を 導入 したの ち、 そ れ を 再 び 生 体 内に 戻 し、 肝 癌 を誘

発 す る モデ ル を 作 製 す る こ とを 目的 と した。 従 来 のinvivoの 肝 発 癌 モデ ル で は、 肝 細 胞

内 に取 り込 まれ た化 学 物 質 が 代 謝 過 程 で 活性 化 され て特 定 の遺 伝物 質 を 修 飾 し、 それ に よ

って 肝 細 胞 を 癌化 す る と考 え られ て い るが、 も しそ の よ うな遺 伝子 が 明 らか に な っ た場 合

に 、 逆 に 正 常 の肝 細胞 に そ の遺 伝 子 を導 入 して癌 化 で き るか否 か が 問題 とな る。 しか し、

現 在 で は肝 細 胞 を 長期 培養 す る こ とは 難 しく、 トラ ンス フ ェク シ ョ ン法 に よ るinvitro

の肝 発 癌 実験 は未 だ 困難 で あ る た め、 本 実 験 で はinvivoとinvitroの シ ャ トル モ デ ル

を作 製 す る こと を 試 み た。 この 方 法 は、 従 来 のinvivo肝 発 癌 モデ ル と相 補 し合 う こ とに

よ り、 発 癌 遺 伝子 の解 析 に有 用 な手 段 と な る こ とが 期 待 で き る。 しか し、 この 方 法 を 確立

す る た め に は、 ① 肝 細 胞 へ の 外 来 遺 伝 子 の 導 入 及 び そ の 発 現 効率 を いか に 向上 させ る か、

②invitroで 遺 伝 子 操 作 した肝 細 胞 を い か に して 回 収 し、 再 び 生 体 環 境 に戻 す か、 な ど

技 術 的 に 困難 な問 題 を 多 く残 して い る。 本 研 究 で は これ らを克 服 す る ため に、 以 下 の 点 に

つ い て実 験 を行 った。

[研 究 計 画 ・方 法]

1)ア ル ブ ミ ン遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の ク ロ ー ニ ン グ と 癌 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 作 製

肝 細 胞 で ア ル ブ ミ ン や α1一 ア ン チ ト リプ シ ン遺 伝 子 な ど が 強 く発 現 して い る の は 、 こ れ

ら の 遺 伝 子 の 調 節 領 域 に 肝 細 胞 特 異 的 な 転 写 因 子 が 働 く た め で 、 最 近 そ の プ ロ モ ー タ ー 領

域 の 構 造 が 明 ら か に さ れ て い る 。 ま た 、 トラ ン ス ジ ェニ ッ ク マ ウ ス の 実 験 で は ア ル ブ ミ ン

遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー をras遺 伝 子 やmyc遺 伝 子 の 上 流 に 組 み 込 む こ と に よ り、 肝 細 胞 特

異 的 に こ れ らの 遺 伝 子 を 発 現 し う る こ と が 報 告 さ れ て い る。 そ こ で 癌 遺 伝 子 を 肝 細 胞 に 導

入 後 、 効 率 よ く発 現 さ せ る た め に 、 ラ ッ トア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー を ク ロ ー ニ ン グ

し て 、 こ れ を 上 流 に 付 加 し た 癌 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 作 製 を 試 み た 。 方 法 は ラ ッ トgeno-

micDNAを 鋳 型 と して ア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 の 調 節 領 域 をPCR法 に て 増 幅 し、 こ れ を プ ラ ス ミ

ドに ク ロ ー ニ ン グ した の ち、 さ ら に ア デ ノ ウ ィル スEIAの 上 流 に 挿 入 した 。

2)レ トロ ウ ィ ル ス 法 に よ る 分 離 肝 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入

外 来 遺 伝 子 を 導 入 す る 方 法 と して は 電 気 穿 孔 法 、 リポ ソ ー ム 法 、 デ キ ス トラ ン 法 、 レ ト
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ロ ウ ィ ル ス 法 な ど 、 様 々 の 方 法 が 報 告 さ れ て い る が 、 こ の 中 で 導 入 遺 伝 子 の 持 続 的 発 現 が

最 も 期 待 で き る の は レ トロ ウ ィ ル ス 法 で あ る 。 そ こ で β 一galactosidase(β 一ga1)遺 伝 子

を レポ ー タ ー 遺 伝 子 と してMMTV-LTR,ThymidineKinaseプ ロ モ ー タ ー を 含 むpMNSM-Tk-

lacZvectorを 作 製 し、 こ れ をpackagingcelllineで あ るPsi2細 胞 にtransfectし 、

ecotropicvirusに 封 入 した 。 次 に こ の ウ ィ ル ス をamphotropicvirusのpackaging

celllineで あ るPA317細 胞 に 感 染 さ せ 、 そ の 培 養 上 清 中 に 産 生 され た β 一ga1遺 伝 子

封 入 ウ ィル ス 粒 子 を 分 離 肝 細 胞 に 感 染 さ せ た 。 こ の 系 を 用 い て ラ ッ トの 年 齢 、 立 体 培 養 と

単 層 培 養 、 培 養 開 始 後 の 時 間 な ど の 条 件 に つ い て 感 染 効 率 を 比 較 検 討 し た 。

3)分 離 肝 細 胞 の 肝 内 移 植

肝 内 に 分 離 肝 細 胞 を 移 植 で き る か 否 か に つ い て は 最 近 ま で 報 告 は な か っ た が 、Gunnラ ッ

トの 脾 内 に 正 常 ラ ッ トの 肝 細 胞 を 移 植 した の ち、 脾 臓 を 摘 出 して も、 黄 疸 が 悪 化 しな い こ

と や 、HBs抗 原 を 導 入 した トラ ン シ ジ ェニ ッ ク マ ウ ス の 肝 細 胞 をsyngenicmiceの 脾 内 に

移 植 す る と肝 臓 内 にHBs抗 原 陽 性 肝 細 胞 が 出 現 す る こ と が 報 告 さ れ て お り、 肝 内 に 分 離 肝

細 胞 を 移 植 で き る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 我 々 は 、 移 植 肝 細 胞 を 宿 主 肝 細 胞 と 区 別 す る た め

にF344ラ ッ トとF344congenic無 ア ル ブ ミ ン ラ ッ ト(NAR)の 組 み 合 わ せ を 用 い て 肝 内

肝 細 胞 移 植 を 行 っ た 。 す な わ ち 、F344ラ ッ トの 分 離 肝 細 胞 をNARの 門 脈 内 に 注 入 し、 そ

の 後 、 様 々 の 期 間 に 宿 主 を 屠 殺 し て 肝 内 の ア ル ブ ミ ン 陽 性 肝 細 胞 の 数 、 ア ル ブ ミ ンmRNA

の 量 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 値 を マ ー カ ー と して 生 着 率 を 検 討 した 。 ア ル ブ ミ ンmRNAの 定 量 に

つ い て はreversetranscriptase-PCR法 に よ り、 微 量 のmRNAを 増 幅 し、NAR肝 細 胞 に わ

ず か に 存 在 す る 異 常albuminmRNAを 内 部 対 照 と して 定 量 化 した 。

4)培 養 肝 細 胞 の 移 植 及 び 移 植 後 の 形 質 変 化

培 養 肝 細 胞 を 回 収 して 再 び 生 体 内 に 戻 す こ と が で き る か 否 か 、 さ ら に そ の よ う な 細 胞 は

移 植 後 ど の よ う な 形 態 及 び 機 能 を 示 す か に つ い て 検 討 し た。 こ の 目 的 に は 培 養 細 胞 の 回 収

を 容 易 に す る た め に ス フ ェ ロ イ ド培 養 法 を 用 い た 。 す な わ ち 肝 細 胞 を 疎 水 性 プ ラ ス チ ッ ク

デ ィ ッ シ ュ で 培 養 す る と 、 細 胞 は 一 時 的 に は プ ラ ス チ ッ ク 面 に 付 着 す る が 、 次 第 に は が れ

る と と も に 凝 集 し て ス フ ェ ロイ ドを 形 成 す る。 こ れ ら の ス フ ェ ロ イ ドは 培 養 液 中 に 浮 遊 し

て い る か 、 き わ め て 緩 く シ ャー レに 付 着 して い る た め に 容 易 に 回 収 す る こ と が で き る 。 そ

こ でF344ラ ッ ト肝 細 胞 を ス フ ェ ロ イ ド培 養 し、 そ れ ら をNARの 肝 内 ま た は 脾 内 に 移 植 し

た 。7方 、 培 養 肝 細 胞 は 正 常 肝 細 胞 と は 様 々 の 遺 伝 子 の 発 現 が 異 な っ て い る た め 、 そ の よ

うな 培 養 に 伴 う遺 伝 子 発 現 の 変 化 が 、 移 植 に よ り正 常 に 回 復 す る か 否 か を 検 討 した 。 こ れ

に は 培 養 後 、 著 明 にmRNAが 上 昇 す るglutathiones-transferaseplacentalform(GST-

P)と 逆 に 低 下 す るcytochromep450を マ ー カ ー と して 検 討 し た 。

5)遺 伝 子 導 入 肝 細 胞 の 移 植

外 来 遺 伝 子 をinvitroで 導 入 し た 肝 細 胞 が 移 植 後 、 生 体 内 で も そ の 遺 伝 子 の 発 現 を 維

持 で き る か 否 か に つ い て 検 討 した 。 初 め の 実 験 で は 前 記 のpMNSht-Tk-1acZを 導 入 し た 新 生

児 ラ ッ ト肝 細 胞 の ス フ ェ ロ イ ドを 同 系 成 熟 ラ ッ トの 脾 内 に 移 植 し、 β 一galの 組 織 化 学 染 色

に よ り、 遺 伝 子 発 現 を 検 討 した 。 次 に 、C3Hマ ウ ス の 正 常 肝 細 胞 を 培 養 中 に 出 現 し た 不 死
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化 肝細 胞 にEJ-ras遺 伝 子 とネオ マ イ シ ン耐 性 遺 伝 子 を リポ フ ェク シ ョ ン法 で導 入 し、 こ

れ をC3Hマ ウスの 皮 下 及 び肝 内 に 移植 し、 腫 瘍 の 形 成 及 び 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を検 討 した。

[結 果]

1)ア ル ブ ミ ン遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の ク ロ ー ニ ン グ と 癌 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 作 製

外 来 遺 伝 子 と して ア デ ノ ウ ィ ル スEIAを 選 ん だ 理 由 は 、 正 常 肝 細 胞 に 存 在 し な い こ と と

こ の 働 き に よ り培 養 肝 細 胞 の 増 殖 性 や 寿 命 に 何 ら か の 変 化 が 起 こ る こ と を 期 待 し た た め で

あ る 。 ま ず 、pUCI8プ ラ ス ミ ドにEIAの コ ー ド領 域 を 組 み 込 ん だ も の(pUCEIA)を 作 製 し、

こ れ を 基 本 的 な コ ン ス トラ ク トと した 。 次 に 、 ア ル ブ ミ ン遺 伝 子 の 肝 特 異 的 発 現 に 重 要 で

あ る と さ れ る プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 約470bpの 断 片 をPCRで 増 幅 し、pUCEIAに 挿 入

し た(pAlbEIA)。 な お 、Dideoxy法 に よ り塩 基 配 列 を 調 べ た と こ ろ 、 プ ロ モ ー タ ー 領 ±或塩

基 配 列 は 既 に 報 告 さ れ て い る 配 列 に 一 致 した 。 トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、MMTV-LTRがEIA

の 上 流 に 挿 入 さ れ た も の(pLTREIA)を 陽 性 対 照 と し、pUCEIAを 陰 性 対 照 と して 用 い た。

成 熟F344ラ ッ ト分 離 肝 細 胞 に 、 電 気 穿 孔 法 に よ り各 コ ン ス トラ ク トを 導 入 し、 コ ラ ー ゲ

ン 塗 布 プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ 上 で 培 養 し た 。12時 間 か ら24時 間 後 、 培 養 肝 細 胞 か らm

RNAを 精 製 し、 ノ ザ ー ンハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ンに よ りEIAの 発 現 を 検 討 し た と こ ろ 、

EIAmRNAの 発 現 は 、 プ ロ モ ー タ ー を 含 ま な いpUCEIAで は み ら れ な か っ た が 、

pAlbEIAとpLTREIAの 両 者 で 認 め られ 、 ア ル ブ ミ ン遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー が 初 代 培 養 肝 細 胞

に お い て 有 効 に 働 く こ と が 確 認 さ れ た 。 しか し、 初 代 培 養 肝 細 胞 に お け るpAlbEIAの 発

現 は 一 過 性 の もの に 過 ぎ な い た め 、G418選 択 が 可 能 な 不 死 化 肝 細 胞 を 使 用 す る な ど の 工 夫

が 必 要 と 考 え られ た。

2)肝 細 胞 へ のtransfection

amphotropicvirusに 封 入 したpMNSM-Tk-lacZを 成 熟 及 び 新 生 児 ラ ッ ト単 層 培 養 肝 細 胞

に 導 入 した と こ ろ 、24時 間 後 か ら β 一gal染 色 陽 性 細 胞 が 見 られ た 。 β 一gal陽 性 細 胞 の 出

現 頻 度 は 新 生 児 細 胞 の 方 が 約100倍 高 い 頻 度 を 示 し た 。 一・方 、 ス フ ェ ロ イ ド培 養 肝 細 胞 に

つ い て も 同 様 に β 一gaユ 陽 性 細 胞 の 出 現 が 見 られ た が 、 そ の 頻 度 は 単 層 培 養 の 約 半 数 で あ っ

た 。 単 層 培 養 で1日 後 よ り24時 間 ウ ィ ル ス 含 有 培 養 上 清 で 培 養 し た 後 、 正 常 培 養 液 で 養

っ た と こ ろ 、 β 一ga1陽 性 細 胞 は 徐 々 に 減 少 し た が7日 目で も 残 存 して い た 。 一 方 、 肝 細 胞

のDNA合 成 能 と 感 染 効 率 と の 相 関 を 調 べ る た め にBrdUでS期 細 胞 を 標 識 後 、 抗BrdU抗

体 の 免 疫 染 色 を 行 っ た と こ ろ β 一gal陽 性 細 胞 出 現 率 とS期 細 胞 数 と の 間 に は 明 らか な 相 関

は 見 られ な か っ た 。

3)分 離肝 細 胞 の 移植

肝 細 胞 を 肝 内 に 移植 した 場 合 に は、 移植 細 胞 とhost肝 細 胞 との 区別 は 組織 学 的 には 困

難 で あ る た め、 ア ル ブ ミンを欠 損 す る無 アル ブ ミンラ ッ ト肝 内 に、 同系 の正 常 ラ ッ ト肝 細

胞 を 移植 し、 アル ブ ミン染色 を用 い て 移植 細 胞 の 運 命 を 追 跡 した。 この 移植 系 で は、host

中の血 清 の ア ル ブ ミン濃度 の上 昇 も認 め られ 、 移 植 効 果 の 判 定 に有 効 で あ った。 移植 効 率

は 、1匹 当 た り2xlO6個 の 肝 細 胞 を移 植 した場 合 に 最 も高 く、 それ 以 上 を注 入 す る と死

亡 す る こ とが 明 らか に な った。 ま た、 移 植 を1週 お きに 繰 り返 す と、 移 植 回 数 を重 ね る毎
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に 移 植 細 胞 数 が 増 加 す る傾 向 が 認 め ら れ た 。 ま た 、 無 ア ル ブ ミ ン ラ ッ ト肝 細 胞 に 存 在 す る

微 量 の 異 常 ア ル ブ ミ ンmRNAと 正 常 ラ ッ トの ア ル ブ ミ ンmRNAは 、exonの 欠 損 の 有 無 に よ

りRT-PCR法 で 区 別 す る こ とが 可 能 で あ り、 移 植 さ れ た 正 常 ラ ッ トに 由 来 す る ア ル ブ ミ ン

mRNAがhost肝 内 に 存 在 し て い る こ と が 明 らか と な っ た 。 以 上 よ り、 肝 細 胞 は 同 系 の ラ ッ

ト肝 内 に 移 植 可 能 な こ と が 証 明 さ れ た 。

4)培 養 肝 細 胞 の 移 植

肝 に移 植 され た肝 細 胞 ス フ ェ ロイ ドは、 移植 後2日 頃 で は 凝集 塊 と して 門 脈 内 に 付着 し

て い たが 、 そ の 後 次 第 に小 葉 間結 合 織 内 に取 り込 ま れ小 葉 内 に 移行 す る像 が 観 察 され た。

一 方 、脾 に 移植 され た ス フ ェ ロイ ドは、 初 め は赤 脾 髄 内 の凝 集 塊 と して み られ るが 、 移 植

後5日 目頃 に は 赤脾 髄 内 に拡 散 し、 肝 細 胞 索様 の構i造 を示 した。 以 上 よ り、 培養 肝 細 胞 を

肝 内、 脾 内 に 移植 す る こ とが 可能 で あ る こ と が 明 らか に な った。

移植 され た肝 細 胞 は、 肝 内 移植 及 び脾 内移 植 いず れ の 場 合 に お い て も、 ほ ぼ正 常 の 形 態

を 示 し、 ア ル ブ ミン産 生 が保 たれ て い た。 しか し、 正 常 肝 細 胞 で は 発 現 して い な い が、 初

代 培 養 に よ り発 現 が 誘 導 され るGST-P及 び 逆 に発 現 が 低 下 す るcytochromep450に つ い

て 移植 後 の発 現 を検 討 した結 果 、GST-Pは 脾 内 移植 よ り肝 内 移植 に お いて 速 や か に 消失 し、

逆 にcytochromep450は 上 昇 す るす る こ とが 判 明 し、 肝 細胞 の正 常 な 表 現 型 の 維 持 の た め

に は肝 内 移 植 が 望 ま しい こ とが 示 唆 され た。

5)遺 伝 子 導 入 肝 細 胞 の 移 植

pMNSM-Tk-lacZを 含 む レ トロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を 感 染 させ た 新 生 児 ラ ッ トの ス フ ェ ロ イ

ドを 感 染 後3日 目 に 回 収 し、6～8週 の 同 系 ラ ッ トの 脾 内 に 注 入 し た 。 注 入 後1日 か ら2

日 目 で は 移 植 ス フ ヱ ロ イ ドは 中 心 部 が 壊 死 に 陥 り、 周 辺 部 の 細 胞 の み が 生 存 して い た 。

β 一gal染 色 で は そ の 中 に 陽 性 細 胞 が 認 め られ た が 、 移 植 後7日 目 で は 全 く認 め ら れ な か っ

た 。

一 方
、C3Hマ ウス の 正 常 肝 細 胞 を 無 血 清William'sE培 地 で 培 養 し た と こ ろ 、 大 部 分 は

死 滅 し た が 、2週 目頃 よ り コ ロ ニ ー が 現 れ 、 さ ら に 培 養 を 続 け る こ と に よ り不 死 化 細 胞 を

得 る こ と が で き た 。 こ の 細 胞 は ア ル ブ ミ ン産 生 な ど、 肝 細 胞 の 特 徴 を 保 持 して い た 。 こ の

細 胞 に 活 性 化H-ras遺 伝 子 と ネ オ マ イ シ ン耐 性 遺 伝 子 を リポ フ ェ ク シ ョ ン に て 導 入 し、G

418でselectし た と こ ろ 、21個 の 形 質 転 換 ク ロ ー ン を 得 る こ と が で き た 。 こ れ ら の 細 胞

に っ い て は 導 入 遺 伝 子 が 組 み 込 ま れ て い る こ と がPCR法 で 確 認 さ れ た 。 こ れ ら の 細 胞 を

C3Hマ ウ ス の 皮 下 に 移 植 した と こ ろ 、2週 後 に 腫 瘍 の 形 成 が 見 られ 、 低 分 化 型 肝 癌 の 組 織

像 を 呈 し た が 、 門 脈 内 に 注 入 し て も肝 で の 腫 瘍 形 成 は 見 られ な か っ た 。

[総 括 と反 省]

本 研 究 は生 体 か ら分 離 した肝 細 胞 に癌 遺 伝 子 を導 入 後、 肝 内 に 移 植 す る こ と に よ り、 そ

の 働 きを 解 析 す る モデ ル を 確立 す る こ とを 目指 した。 しか し、 この 方 法 には 乗 り越 え な け

れ ば な ら な いハ ー ドル と して 、① 分 離肝 細 胞 に い か に して外 来 遺 伝 子 を効 率 よ く導 入 で き

るか、 ② 導 入 した遺 伝 子 を 安 定 に 発現 す る 細胞 を 移植 に必 要 な細 胞 数 を得 る こ とが で き る

か、 ③ そ の 細 胞 を培 養 か ら回収 して肝 内 に 移植 で き る か、 ④ 移 植 した肝 細 胞 は 導入 遺 伝
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子 以 外 の 働 きは 正 常肝 細 胞 に 近 い 形 質 を とる か な どで あ る。

我 々は そ れ ぞ れ の 問題 点 に 分 け て 実験 を行 った が、 第 一 の 問題 に 関 して様 々の 遺 伝 子導 入

法 を 試 み た に も関 わ らず、 多 くの 分離 肝 細 胞 に つ い て遺 伝 子発 現 は 一 時 的 で あ り、 ま た、

invitroで 持続 発 現 す る細胞 を 選 択 し、 増 殖 させ る こ とは 困難 で あ った。 ま た、 一 時 的 に

発現 す る肝 細 胞 を生 体 内 に 移植 して も、 生 着 効 率 が き わ め て低 く、 この方 法 で はinvivo

で の持 続 発 現 は期 待 が 薄 か った。 今 後 、 この 点 を解 決 す る た め に、 正 常の 肝 細 胞 に 近 い 形

質 を持 つ 不 死 化 肝 細 胞 を用 い て、invitroで 遺 伝 子 を 安 定 に発 現 す る細 胞 を 選 択 ・増殖 さ

せ る方 法 が考 え られ る。 現 在 、 我 々 は、C3Hマ ウス か ら樹 立 した 自然 不 死 化 肝 細 胞 が この

目的 に合 致 す る と考 え、 実 験 を進 め て い る。

次 にinvitroで 培 養 した肝 細 胞 を 肝 内 に 戻 す こ とに つ い て は、spheroid培 養 系 と

congenic無 ア ル ブ ミ ンラ ッ トを 用 い た実 験 か らあ る程 度 可 能 で あ る こ とが 明 らか に な り、

ま た、 そ の よ うな 移植 細 胞 は 肝 内 で 正 常 の機 能 を 回復 す る こ とが 明 らか に な っ た。 本 研 究

の 目指 す シ ャ トル モ デ ル は肝 発 癌 実験 の み な らず 、 先 天 代謝 異 常 な どの遺 伝 子 治 療 の 実 験

モデ ル に も応用 可 能 と考 え られ、 今 後 さ らな る改 良 を加 え、 検 討 を続 け て い き た い と考 え

てい る。
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