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In　 Vivo　 Vsualization　 and　 Portally　 Repeated　 Transplantation　 ofBone　 Marrow　 Cells

　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　Rats　with　 Liver　Damage

　　　　　　　(肝障害 ラッ トにおける骨髄細胞のln　Vivoでの可視化 と経門脈複数回投与)

芳　賀 純 子

内容の要旨

　末期肝 硬変 に対す る治療 法は、肝 移植 が唯一 の根本的な治療 法で

あるが、 ドナー 不足 が深刻 なのが現状で あ る。 そ こで 、新 たな治療

法 として、幹細胞が移 植 され てい る。骨髄 細胞 は肝 細胞へ と胚 葉 を

超 えた分化 が報告 され る一方、融合に よる ものであ る との報告、 さ

らには、肝 細胞 にな らない との報告 もある。 また、投与プ ロ トコー

ル に関す る級 告は少 ない。肝硯慶 患者へ対す る骨 髄移植の臨床応 用

もされてい るが、 さらなる基礎的研究が必竪 と考 えられる。

　本研究 で は、sr髄 細 胞が肝 再生に与え る影響 を評価す るため、移

植骨髄細 胞の動 態の可視化 と、至適投与方法 の検肘 を行 った。 効梁

的 な投与 方法 の検尉 が、臨床応用時 の最適 な投 与方法の選択 につな

が る と期待 できる。

　骨 髄細 胞 の可視化 と して、正 常肝 及び障害肝 レシ ピエ ン トラ ッ ト

へ 門脈 よ り移植 したGre㎝fluorescent　 promN(GFP)ラ ッ ト及 び

師爬皿y且ueiferate'ラッ ト骨 髄細胞 をCI捌8e・coupled-devic巳(CCD》 カメ

ラ及びin　vivo　imaging　rystem(MS)で 評価 した。至適投与方法の検

肘 と して、GFPラ ッ ト骨髄細胞 を肝 障香モデ ル無 アルブ ミンラ ッ ト

(NAR1へ 移植 し、.単回投与群 と複数回投与群 を比較 した。単 回投

与 群は、末 楕か ら と門脈 から、複数 回投与は、DMEMを 門脈か ら投

与す る コン トロール 群 と、骨髄細胞 を末梢か ら と門脈か ら移植す る

群 と した.解 価項 目は、生 存 日数、組織 染色(HE染 色、ア ザ ン染

色 、アル ブ ミン染 色)、 血液 デー タ と した。経 門脈 投与群 に対 して

は、 同一個 体の 門脈 内へ長期 岡繰 り返 し細 胞 を移植 す ることが 可能

なポー ト付 カテー テ ル を上腸 間膜 静脈 よ り肝 門郎付 近 まで挿入 し

た。

　Cω カ メラに よ り、骨髄細胞 は移植翌 日よ り当 日、正常肝 よ り障

害肝 で、肝 臓 に有意 に多 く生着 してい る事が認 められた.lVISに よ

り、移植 直後の骨髄細 胞 は、多 くが肺 へ取 り込 まれ ると割 明 した。

移植 翌 日は、肝障 宙 モ デルで のみ 、肝 内へ 骨髄 細胞 が 生着 してい

た。

　投与方 法 を検atし た所 、　a'回 投 与群では、全例投 与翌 日に死 亡 し

た経末梢 投与群 に対 し、経門脈 投与群は80%が 犠 死ま で生存 した。

複数回投 与群 では、経 門脈投 与群で生存 日数 が畏期化 した。 コ ン ト
ロール 酵で は、明 らか なBridｮng飾gosi5を 囲 めたia.経 門脈複 数回

骨髄 投与群で は、線維 化の改善 とアルブ ミン産 生細胞の集団 を認 め

た。

　 本研 究 で は、骨髄 細胞 の肝 臨 への効 果 を評 価す るため、様 々な

imaging　systemと トランスジヱニ ック ラッ トを用 い、また、様々な方

法で骨髄細胞 を移 植 した.顕 著 な生存率の向上 と血液デー タの 改善

は認め られ なかったが、経門脈経 路枢数回投与 が有効で ある可 能性

が示 され 、骨 髄細胞 も実瞭 に障害肝 に 生着 してい る事が認 め られ

た。 効果的 な方法を組 み合わせ る事で、移植 成績 の向上 につ なが る

と考え られ る。

鎗文審査の要旨

　肝 移植適応 であ りなが ら移植 を受 けられ ない末期肝硬 変患者 に対

す る骨髄細胞移槌 が釦告 され 、新 たな治療法 としての 可能性 が示唆

され てい る。 しか し、骨髄細胞の肝 細胞への分 化に関 しては様 々な

戯 瞼があ る。本研 究で は、骨髄細胞 の生着部位 の可視化 と肝再 生へ

の影 響を検肘 した結果 、移植骨髄 細胞 の動態 と線維化の 改善 を明 ら

かに した。

　 審査 で はまず 、骨髄細 胞 の肝 内お よび全 身 での生 着 部位 が 間わ

れ 、接着 困子 の関係が指 嫡 された。肝 内では、骨髄細胞 は線維 化に

沿って生着す る との報告 があh、 線維 化部位 に生普 した骨髄細胞 に

よって線維化 が改善 され るのでは ないか と回答 された。 体衰付 近の

細胞 は検出 され やすい ため、肺や 骨髄 に多 く生着 している よ うにみ

られ るが、移槌細胞 が生着 しや すい障 害部位 で ある肝腰 には表示 さ

れ たよ り多 くの細胞が生 着 してい る可能性が ある と回答 され た。移

植細胞 が肺 に多 く敗 り込 まれ るmは 、投与経 蹟 による生存率 の違 い

に対す る質闘 への回答 にもつ なが った。末梢 か ら投与 した細胞 が肺

に生着す る事 が死因の一 つ とな る可能 性があn.組 繊 での検atで 明

らかにな るとの考 えが述 べ られた。 また、血 中アル ブ ミン濃度 の変

化 と、骨髄 投与群 と非投与群 でのアル ブ ミン染色結果 の違い が問わ

れ た。骨 随投与前 後で血 中アル ブ ミン湊度の変 化は認め られ ず、無

アル ブ ミンラ ッ トも僅か にアルブ ミンを産生す るた め、アル ブ ミン

染 色で染ま る細胞 もあ るが、アル ブ ミン産 生細胞 の集 団が露 め られ

ない骨髄非投 与騨 とは明 らかに異 なる と脱明 された。アルブ ミン産

生細胞 の由来 の間いに対 しては、背髄 非投 与群 にはないアル ブ ミン

産 生細胞の集 団 を昭め るた め、 ドナー 由来 と考 える と回答 された。

なお、脅 髄細胞 が分化 して肝 細胞 になるのか、肝細胞 との融合 に よ

り肝細 胞化す るのか、に 関す る謎論 は翼在 も続 いてfi　n,本 研 究で

も今 後検酎す る必要が ある と回答 され た。 臨床応用時 の投与経 路の

週択 の問い に対 して、経 門脈 投与群 で効果が得 られたた め、低侵襲

である末梢か らの投与 よ りも、円脈 か らの投与 の方が治療効果 を期

待 でき ると回 答 された。 しか し、門脈 カテーテル は生体肝移殖 血液

型不 適合症例 等の限 られ た症 例に しか挿入 され ていない事 を考慮す

る と、経 動脈投 与の方が 現実的で ある との考 えが述ぺ られ た。 再生

においては移植 細胞の生 着部位が重 嬰で あ り、 臨床応 用の ためには

長期 経過観察 が必要で あるため、肝臓 への生着細胞 数の変化 と血液

データ ・組 織染色 によ る肝再 生の検atを 長期 岡行 うぺ き との指摘 が

あった。

　 以上、本研 究は今後検討す べ き点 はあ るもの の、経門 脈複数 回骨

髄細胞 移植 に よって治療効果 が得 られ た事 と、imaging　rystemに よっ

て可能にな った軽 時的観 察で移植細胞 の生着場所 を明 らかに した点

が評価 され た。今 後の臨床応 用に寄与 し得 る有意義な研 究で ある と

緒輪づ け られた。
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