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は し が き

α1ア ン チ ト リ プ シ ン 欠 損 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、 チ ロ ジ ネ

ミ ア な ど の 肝 の 先 天 性 代 謝 異 常 疾 患 に 対 す る 治 療 法 は 現

在 で も ほ と ん ど な く 、 放 置 さ れ て い る と い っ て も 過 言 で

な い 。 多 く の こ れ ら の 疾 患 は 小 児 期 に 精 神 障 害 を 発 症

し 、 肝 機 能 障 害 が 徐 々 に 進 行 し 肝 硬 変 症 に 移 行 す る 。

1980年 以 来 臓 器 移 植 の 分 野 に サ イ ク ロ ス ポ リ ンA

(CYA)が 導 入 さ れ 、 全 肝 移 植 の 成 績 は 著 明 に 上 昇 す る に

つ れ て 、 肝 の 先 天 的 代 謝 異 常 疾 患 も 全 肝 移 植 の 良 い 適 応

と さ れ る よ う に な っ た 。 ア メ リ カ ・ ピ ッ ツ バ ー グ 大 学 に

お け る1981年 か ら1988年 ま で の1258例(小 児 例 を 含 む)

の 肝 移 植 中 、 先 天 的 代 謝 異 常 疾 患 に 対 し て144例(約9

%)の 多 く に 移 植 さ れ て い る 。 し か し 、 こ れ ら 疾 患 に 対

し て は 欠 損 し て い る 酵 素 を 補 う と い う 治 療 が 根 本 で あ

り 、 そ れ も 小 児 期 の 早 い 時 期 に 行 う と い う こ と が 理 想 的

で あ る こ と は 言 う ま で も な い 。

本 研 究 で は 、 肝 細 胞 移 植 に よ り 動 物 の 肝 酵 素 欠 損 疾 患

の 治 療 が 可 能 か 否 か を 検 討 し 、 将 来 、 肝 細 胞 移 植 法 に よ

り 、 こ れ ら 疾 患 に 対 す る 臨 床 応 用 を 目 指 そ う と す る も の

で あ る 。
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一

言

日
双

本

実 験 方 法

先 天 性 ア ス コ ル ビ ン 酸(AsA)生 合 成 酵 素 欠 損 ラ ッ ト

(ODS-od/。d)と ア ル ブ ミ ン 合 成 能 力 を 先 天 的 に 欠 損 し て

い るNagaseanalbuminemicrat(NAR)の 両 動 物 モ デ ル を

使 用 し て 行 わ れ た 。

平

支

ざ

1.先 天 性 ア ス コ ル ビ ン 酸 生 合 成 酵 素 欠 損 ラ ッ ト に 対 す

る 肝 細 胞 移 植

1)方 法

RecipientのODS-od/。dラ ッ ト は 、 実 験 に 供 す る ま で

AsA含 有 の 飼 料 と 水 分 を 投 与 し 正 常 に 発 育 さ せ た 。Donor

は そ のcongenicで あ り 、 酵 素 を 正 常 に 持 つODS-+/.を 用

い た 。 脾 内 肝 細 胞 移 植 はSeglenら の 方 法 で 細 胞 分 離 し た

Viability80%の 肝 細 胞 約1×107個/0.2mlを 脾 内 へ 直

接 注 入 す る 方 法 に よ っ た 。

2)実 験 群

実 験 群(各 群n・10)は ・1群;体 重2009の9週 齢 に 移

植 し 、 そ の6週 後 にAsA投 与 を 中 止 、II群:体 重100gの

6週 齢 に 移 植 し 、 そ の 直 後 よ りAsA中 止 、III群;6週 齢
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に 移 植 し 、 そ の17週 後 にAsA中 止(な おIII群 に は 移 植 後

6週 に 脾 内 肝 の 増 殖 を 促 す た め 宿 主 肝 に70%肝 切 除 を 加

え た)。 コ ン ト ロ ー ル と し て 同 週 齢 の 肝 細 胞 移 植 の な い

ODS-。d/。 、 を 用 い た(図 一1)。

3)検 査

移 植 後 体 重 測 定 と 症 状 観 察 を 行 な い 約2カ 月 後 に 犠 牲

死 さ せ 、 血 清,肝,副 腎 を 採 取 し 、 ヒ ド ラ ジ ン 法 でAsA

濃 度 を 測 定 し た 。 脾 はH.E.,BrdU染 色 を 施 し 肝 細 胞 の 生

着 と 増 殖 の 程 度 を 光 顕 的 に 検 討 し た 。

4)成 績

1群 で は 全 例 がAsA中 止 後2週 以 降 か ら 著 明 に 体 重 減

少 し 、 出 血 傾 向 ・ 骨 変 形 を き た し6週 で 死 亡 し た(図 一

2,3)。 こ れ は コ ン ト ロ ー ル と 全 く 同 じ 経 過 で あ っ

た 。II群 で は コ ン ト ロ ー ル と 同 じ 経 過 を た ど っ た8例 と

体 重 減 少 が 鈍 化 し た2例 に 分 か れ 、 後 者 の 血 清AsA濃 度

は 前 者 よ り 高 値 を 示 し た(図 一4).ま たII群 全 体 で も

血 清,肝,副 腎 のAsA値 は コ ン ト ロ ー ル よ り 高 か っ た 。

III群 で は 全 例 に 体 重 減 少 の 鈍 化 が み ら れ 、AsA中 止 後9

週 目 の 生 存 率 も100%で あ っ た(コ ン ト ロ ー ル は50%)

(図 一5)。 さ ら にIII群 の 中 で も 次 第 に 体 重 減 少 と 症 状
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発 現 を き た し た5例 と 全 く 無 症 状 で 体 重 維 持 し た5例 に

分 か れ 、 前 者 の 血 清AsAは214±229μg/dlで 、 後 者 は

396±101で あ っ た(図 一6)(な お 正 常ODS-▽.は

1013±167,コ ン ト ロ ー ル は35±14)。 組 織 学 的 に は

1,II群 は 肝 細 胞 が 脾 内 に 散 在 性 に 生 着 し て い る の み な

の に 対 し 、III群 は 索 構 造 が 発 達 し て お り 、 さ ら にIII群 の

後 者 は 前 者 の 約2倍 の 占 拠 面 積 を 示 し た 。

5)結 論

AsAを 中 止 し て い る 時 の 脾 内 肝 の 相 対 的 生 着 容 積 は

Groupl<II<IIIの 順 で あ っ た 。 血 中AsA、 体 重 の 増

加 、 生 存 日 数 は 脾 内 の 移 植 肝 細 胞 生 着 量 と 比 較 的 良 く 相

関 す る よ う に 考 え ら れ た 。 本 法 が 先 天 性 肝 酵 素 欠 損 症 の

有 効 な 治 療 法 と な り 得 る に は 充 分 量 の 生 着 肝 細 胞 が 必 要

で あ る と い う こ と が 明 ら か に な っ た 。
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図一1.AsA(+)は 、 アスコル ビン酸(AsA)を 含 む飼料+AsAを 含む水3g/2

AsA(一)は 、AsAを 含 まない飼料+水 道水

コン トロール群は実験群1,II,IIIに 移植 をしないもの(n=10)
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図一2.先 天性 アス コル ビン酸(AsA)生 合成酵素欠損 ラッ ト(ODS-od/。d)に

AsAを 含 まない飼料 と水 で飼育す ると図の ように4週 以後壊血病様症状 を示 し、

AsA投 与 中止後約8週 で死亡 する。
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II.無 ア ル ブ ミ ン ラ ッ ト に 対 す る 肝 細 胞 移 植

1)方 法

Recipientと し て14週 齢Nagaseanalbuminemicrat

(NAR)(佐 々 木 研 究 所)を 、donorはrecipientにcongen

eicな8週 齢F344rat(日 本 ク レ ア)を 用 い た 。

脾 臓 内 肝 細 胞 移 植 は 前 記 のODSラ ッ ト に 対 す 方 法 と

全 く 同 様 で あ っ た 。 す な わ ちdonorのF344ラ ッ ト か ら

Seglenら の 方 法 に 準 じ たcollagenasesolutionに よ る 還

流 法 でviability約80%の 単 離 肝 細 胞 を 得 、107肝 細 胞

を25ゲ ー ジ 針 に て 直 接recipientラ ッ ト の 脾 臓 内 に 注 入

移 植 し た 。

2)移 植 後 の 検 査

①.血 中 ア ル ブ ミ ン 値 の 測 定

血 液 サ ン プ ル は 、 採 血 前 日 よ り 絶 食 と し て 、 移 植 後

1月 毎 に エ ー テ ル 麻 酔 下 にjugularveinよ り 採 血 し た 。

血 中 ア ル ブ ミ ン 値 は 、 抗 ラ ッ ト ア ル ブ ミ ン 抗 体 を 用 い た

radioimmunoassay(RIA)に て 定 量 し た 。

②.形 態 学 的 検 索

形 態 学 的 検 索 の た め 移 植 し たNARの う ち3匹 を 移 植

16カ 月 後 に 犠 牲 死 さ せ た 。 固 定 方 法 は 、 門 脈 内 に カ テ ー
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テ ル を 挿 入 し 経 脾 静 脈 的 にPBS(一)に てparafomaldehyde

(PLP)solutionに て5min(10ml/min)前 還 流 後 、0.1%gl

utalaldehydeを 含 むperiodate-1ysin-paraformaldehyde

(PLP)solutionに て10min(10m1/min)還 流 固 定 し た 。 脾

臓 を 長 軸 方 向 に3mm幅 に ス ラ イ ス し て 、7.5%sacrose

PBS(一)に て1hrリ ン ス 後 、 半 分 をH.E.stain,immuno

stain用 に パ ラ フ ィ ン 封 入 し た 。 残 り を 電 顕 用 に1mm3

に 細 切 し 、1%OsO、solutionに て 後 固 定 しEpon821に

封 入 、Reichert-Jungultratoneに て 超 薄 後 、 酢 酸 ウ ラ

ニ ー ル 、 鉛 二 重 染 色 、LEMelectronmicroscopeに て 観

察 し た 。

albuminimmunos ,tainは 、 一 次 抗 体 にrabbitanti-

ratalbuminserum(Capple,U.S.A.)、BSA-kitを 用 い

て 、DAB/H、0、 に て 発 色 さ せ た 。

脾 臓 内 肝 細 胞 占 有 率 は 、CB-Taspersystem(France,)

を も ち い て 、 ア ル ブ ミ ン 染 色 を し た 脾 臓 長 軸 標 本 よ り 算

出 し た 。

3)結 果

①.移 植 後 、 血 中 ア ル ブ ミ ン 値 の 増 加

移 植 を 行 っ たNARは 、 全 例 生 存 し た(図 一1)。
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移 植 後1ケ 月 毎 に 血 液 を 採 血 し 、RIAに て 血 中 ア ル ブ

ミ ン 値 を 測 定 し た 。F344コ ン ト ロ ー ル ラ ッ ト 血 中 ア ル ブ

ミ ン 値2455±62mg/dlに 比 較 し 、 移 植 を 行 わ な いNAR血

中 ア ル ブ ミ ン 値 は0.85±0.13mg/sl(nニ0)で 、 ほ と ん ど ア

ル ブ ミ ン が 存 在 し な い と 考 え ら れ る よ う な 少 量 で あ っ た

。 実 験 群 と し て の 肝 細 胞 移 植 し たNARに お い て は1カ 月

よ り ア ル ブ ミ ン 値 は 観 察 期 間 の16カ 月 間 徐 々 に 、 し か も

コ ン ス タ ン ト に 上 昇 し た(図 一2).最 大 値 で 正 常 ラ ッ

ト 血 中 ア ル ブ ミ ン 値 の 約4%、 平 均 値 で 約1.7%で あ っ

た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 のNARは 加 齢 に 伴 っ て 血 中 ア ル ブ ミ

ン 値 が 上 昇 す る こ と な く 、 変 化 を 認 め な か っ た 。

②.形 態 学 的 検 索

移 植 後14カ 月 目 の 標 本 に て は 、 肝 組 織 片 は 脾 臓 の%一

%を 占 め て い た(図 一3)。 光 顕 的 に は 、 白 脾 随 を と り

ま く よ う にonecellthickplate一 部 、twocellthick

plateの 分 化 し た 肝 細 胞 索 構 造 を 持 つ 肝 組 織 を 形 成 し て

お り 、sinusoidを 持 つ ほ ぼ 正 常 肝 組 織 を 再 構 築 し た(図

一4) 。

PAS染 色 で は 生 着 し て い る 肝 細 胞 は ほ ぼ 全 て が 陽 性(

図 一5)で 、albuminimmunostainで も ほ ぼ 全 て の 肝 細
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胞 が 陽 性 で あ っ た(図 一6)。 同 時 に 施 行 し た 肝 臓 のal

buminimmunostainで は 、 コ ン ト ロ ー ルNARと 同 じ 頻 度

で 少 数 の ア ル ブ ミ ン 陽 性 細 胞 が 散 見 さ れ た が 、 非 常 に 少

な か っ た(図 一7)。

電 顕 像 で は 、 肝 細 胞 は わ ず か に 腫 大 し た ミ ト コ ン ド リ

ア 、 よ く 発 達 し た 粗 面 小 胞 体 グ リ コ ー ゲ ン 穎 粒 を も ち 、

他 の 肝 細 胞 と 接 す る 面 に はbilecanaliculiを 形 成 し て

い た 。perivascularspaceに 面 す る 細 胞 膜 に は 多 く の

microvilliが あ り 、 類 洞 を 形 成 す る 内 皮 細 胞 に は 細 胞 内

にfenestrationを 持 っ て い た 。Dissespaceに は 、fat-

storingcellも 認 め ら れ た 。

③.肝 細 胞 占 居 率

肝 組 織 の 脾 臓 に 占 め る 割 合 よ り 推 定 さ れ る 脾 臓 内 肝 重

量 は 、 そ れ ぞ れ 約420mg,350mg,120mgで(図 一8,9)

、 正 常 肝 細 胞 の0.8-2.9%を 占 め て い た.異 所 性 肝 組 織

重 量 は 、 宿 主NAR血 中 ア ル ブ ミ ン 値 と 相 関 が み ら れ た 。
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図一1.14週 後体重が減少 しているのは加齢のためと考えられる。

実験ラット2匹 の死亡は移植とは無関係であった。
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図一2.移 植 後徐 々にではあるが、血清 アルブ ミン値 は上昇 している。
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図 一3.移 植後14カ 月後の脾臓を示す。

左約弱が、肝細胞で占居 されている。
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図一4.移 植後14カ 月後の脾のH.E.染 色を示 す。

主 にWhitepulp周 囲に索構造を もつ肝細胞群が生着 している。

(Sinusoid腔 が開いて見 えるのは固定の操作のためである。)
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図一5.移 植14カ 月後の脾のPAS染 色を示す。

生着 した肝細胞の胞体はグリコーゲン穎粒が豊富であることを示す。
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図一6.移 植14カ 月後 のアルブ ミン免疫染色 を示す。

Whitepulp周 囲の生着肝細胞の アルブ ミンが鮮明に染色 されている。
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図一7.無 アルブミンラット肝(NAR)の アルブミン染色を示す。

左無処置,右 は脾臓内肝細胞移植後の肝である。

アルブミンはほとんど染色されていない。

すなわち、肝に移植肝細胞は生着していない。
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脾内肝細胞の占居率を示す。
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図一9.3匹 の ラッ トの肝細胞移植脾

一移植後14カ 月一
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総 括

先 天 性 肝 酵 素 欠 損 疾 患 は 小 児 期 にmentalretardation

と な り 、 徐 々 に 肝 硬 変 が 進 行 す る 不 治 の 病 気 で あ る 。

こ れ ら 疾 患 に 対 す る 治 療 と し て は 現 在 全 肝 移 植 し か

な く 、 肝 細 胞 移 植 に よ り 、 小 児 期 か ら の 治 療 が 期 待 さ れ

る も の で あ る 。 本 研 究 に お い て は 先 天 性 肝 酵 素 欠 損 動 物

と し て 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 生 合 成 酵 素 欠 損 ラ ッ ト と 無 ア ル

プ ミ ン ラ ッ ト を 使 っ て 肝 細 胞 移 植 の 効 果 を 検 討 し た.

そ の 結 果 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 生 合 成 酵 素 欠 損 ラ ッ ト は ア ス

コ ル ビ ン 酸 を 与 え な い と 約6-8週 で 壊 血 病 症 状 を 呈

し 、 全 例 死 亡 す る の に 比 し 、 肝 細 胞 移 植 を 行 う と 、 生 存

日 数 を 延 長 す る こ と が 可 能 で 、 さ ら に 、 こ の 長 期 生 存

ラ ッ ト の 血 清 に は 有 意 に ア ス コ ル ビ ン 酸 が 存 在 す る こ と

が 証 明 さ れ た 。

ま た 、 無 ア ル ブ ミ ン ラ ッ ト に 対 す る 肝 細 胞 移 植 で は 、

移 植 肝 細 胞 は 徐 々 に で は あ る が 、 コ ン ス タ ン ト に ア ル ブ

ミ ン を 産 生 し 続 け る こ と が 証 明 さ れ た 。 こ れ は 形 態 学 的

検 索 で も 、 裏 付 け さ れ た 。 し か し 、 移 植 肝 細 胞 が 産 生 す

る ア ル ブ ミ ン は 最 大 で も 正 常 全 肝 の 約4%に 過 ぎ ず 、
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先 天 性 肝 代 謝 異 常 疾 患 に 本 法 を 応 用 す る た め に は 移 植 肝

を 増 大 す る 方 法 の 開 発 が 急 務 で あ る 。

結 論 と し て 、 肝 細 胞 移 植 法 が 先 天 性 肝 酵 素 欠 損 疾 患 を

治 療 す る 方 法 と な り う る こ と が こ の 研 究 か ら 得 ら れ た 意

義 は 大 き い も の と 考 え ら れ る 。

今 後 遺 伝 子 は 工 学 に よ りgenetransferを す る こ と に

よ り 、 ま た 、 免 疫 学 的 ト レ ラ ン ス を 導 入 す る 方 法 な ど に

よ り 、 脾 内 肝 細 胞 移 植 法 は 臨 床 に 応 用 さ れ る よ う に な る

で あ ろ う 。
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