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論文内容の要旨

〔目的〕

近年の研究では、 ln VIVO において骨髄移植後にドナー由来骨髄細胞が肝細胞に分化することが示されるなど、骨髄

細胞の中に肝細胞への分化能を有する細胞が存在することが示唆されている。自己の骨髄細胞を肝細胞・肝前駆細胞

に分化・増殖させた後に移植出来れば、種々の末期肝疾患および重症肝不全に対する新しい再生療法に成りうると考

えられる。しかし、未だ骨髄細胞から肝細胞・肝前駆細胞への有効な分化誘導法や移植方法は確立されていない。今

回、 in vitro における骨髄細胞から肝細胞系細胞への分化誘導法の確立、及び分化に関わる因子の解明を目的とし各

種培養条件の検討を行った。

〔方法ならびに成績〕

1) 骨髄細胞は 6 ，-...， 10 週の雄 C57BL6Jmouse 大腿骨より採取した。骨髄細胞から肝細胞系細胞への分化能を検討す

るために、コラーゲン三次元培養を用い EGF、 HGF、 HB-EGF、 OSM、 BMP-4、 bFGF、 FGF-4 の増殖因子をそ

れぞれ添加してマウス骨髄細胞を 12 日間培養した。培養細胞の RNA を抽出し、肝細胞系マーカーである albumin

の遺伝子発現を定量的 RT-PCR を用いて検討した。 HGF、 OSM、 bFGF、 FGF-4 添加により albumin の遺伝子発

現は上昇を認め、なかでも bFGF が最も高い誘導効果を示した。また、胆管細胞系マーカーである CK19 の遺伝子発

現に関しても bFGF が最も高い誘導効果を示した。

2) FGF family の中で、肝発生に関わるとされる aFGF、 bFGF、 FGF-4、 FGF-8b をそれぞれ添加し、マウス骨髄

細胞を培養し、同様に albumin の遺伝子発現を定量的 RT-PCR で検討した。 aFGF、 bFGF、 FGF-4、 FGF-8b 添加

により albumin の遺伝子発現は上昇をみとめ、なかでも bFGF が最も高い誘導効果を示した。

3) 骨髄細胞中の増殖因子レセプターの遺伝子発現を RT-PCR を用いて検討したところ、 FGF レセプター、 HGF レ

セプター、 OSM レセプターの発現を認めた。

4) マウス骨髄細胞を bFGF を添加して培養し、肝細胞系細胞への分化を検討するため、肝細胞系マーカーとして

AFP、 albumin、 CK18、 α1-antitrypsin、 G6Pase、 TAT の遺伝子発現を経時的に検討した。 albumin、 CK18、 α
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l-antitrypsin、 G6Pase 遺伝子発現は培養するにつれ増強した。さらに、 albumin、 CK18 の蛋白発現を検討した。

免疫染色法による検討では、 bFGF を添加して 6 日間培養した骨髄細胞において albumin、 CK18 とも陽性の細胞を

認めた。また、 ELISA にて培養上清への albumin 分泌を測定したところ、培養 9 日まで増加をみとめた。

5) これらの分化に関わる因子を調べるため、肝発生の早期に重要な役割をはたす転写因子である HNFlα 、

HNF3α 、 HNF3ß 、 HNF4α ， GATA4、 GATA6、 C/EBPα 、 C/EBPß の遺伝子発現を検討した。骨髄細胞を bFGF

添加して培養したところ、 HNFlα 、 HNF3α 、 HNF3ß 、 HNF4α ， GATA4 の発現誘導を認めた。

〔総括〕

骨髄細胞をコラーゲン三次元培養法にて培養することにより、骨髄細胞が増殖因子に反応して肝臓特異的マーカー

を発現するようになることを示した。特に、 bFGF の刺激により、骨髄細胞は肝細胞特異マーカーや胆管系特異マー

カーの発現が見られ、 bFGF が骨髄細胞から肝細胞系細胞へ分化させる作用をもつことが示された。また、この形質

転換は HNF や GATA などの転写因子の誘導に関連して認められた。

論文審査の結果の要旨

近年、骨髄細胞の中に肝細胞への分化能を有する細胞が存在することが示唆されており、骨髄細胞が、種々の末期

肝疾患および重症肝不全に対する新しい再生療法の材料に成りうると期待されている。本論文では、骨髄細胞をコラ

ーゲン三次元培養法にて培養することにより、骨髄細胞が増殖因子に反応して肝臓特異的マーカーを発現するように

なることを示した。特に、 bFGF が骨髄細胞から肝細胞系細胞へ分化させる作用を持ち、また、この形質転換が HNF

や GATA 等の肝臓に高い発現を示す転写因子の誘導に関連して認められることを明らかにした、世界で最初の論文で

あり、その意義は高い。よって本論文は博士(医学)の学位授与に値すると考えられる。
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