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序論

現在,日 本における死因の第一位である悪性腫瘍は,年 間の死亡者数が増加傾

向にあ り,国 民の健康をおびやかす大きな問題とな っている1).悪 性腫瘍の部位

別死因において肝癌および肝内胆管癌は第4位 であ り,年 間死亡者数は約3万 人

を上回り近年,急 激な増加傾向にある.肝 癌の多くは慢性肝炎や肝硬変を背景 に

起こることが多く,さ らに肝疾患に罹患 している人数は日本 において200万 人以

上にのぼ り,社 会問題化 している.そ して,肝 疾患は死因の第9位 にあげられ,

年間死亡者数は1万 人を上回っている.こ れ らのことよ り,我 が国の国民の健康

を守るためには肝疾患 ・肝癌の克服,予 防が重要な課題である.

肝臓は人体の最大の臓器であ り,その機能は物質代謝の中心的な役割を果た し,

生体の恒常性を維持 している.肝 臓の重量は,成 人の男性では約1,500g,女 性で

は約1,300gあ り,腹 部の右上の最上部 に位置 し,横 隔膜に接 している.肝 臓の

構造は約50万 個 にもおよぶ肝小葉か ら構成されており,肝 小葉は肝臓固有機能を

担う肝細胞 と,類 洞壁を構成 している諸細胞[ク ッパー細胞,肝 星細胞,類 洞内

皮細胞,ピ ッ ト細胞 】などの肝非実質細胞,毛 細血管,胆 管,動 脈,リ ンパ管,

グ リソン鞘,神 経から構成されている.肝 細胞は,肝 が生体の代謝臓器の中心で

あることを反映し,核 と細胞質ともに大きく,全 ての細胞小器官がよく発達 し,

極性を持つ特徴的な細胞である.肝 臓の主な機能と しては,糖 代謝,蛋 白代謝,

脂質代謝,胆 汁の生成 ・分泌,解 毒作用,異 物 ・微生物に対する防衛反応,循 環

調節作用がある.こ れ ら肝臓の主な機能を担うのが肝細胞である2).

生体の代謝機能の中心を担う肝臓が肝疾患で障害を受け,機 能不全に陥ると,

生体は致命的なダメージを受けることになる.こ の肝疾患の主な疾病は,ウ イル

スによるウイルス性肝炎,肝 細胞が壊死 し肝組織が線維化する肝硬変,慢 性肝炎,

肝硬変が進行 し肝細胞が悪性腫瘍化する肝細胞癌がある.ま た,こ れまで肝疾患

の徴候のない患者が突然,肝 不全を起 こし数 日以内に死亡する劇症肝炎な どがあ

る2).我 が国におけるこれ ら肝疾患 ・肝癌での年間死亡者数は4万 人以上に達 し

ており,特 に肝癌や終末期肝硬変,劇 症肝炎 においては肝移植以外,有 効な治療

法が確立 されていない.こ れらのことよ り,新 たなる治療法の確立が求め られて
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いる.

肝移 植 にお いて,脳 死移 植法 が制定 された現在 で も ドナー不足 は深 刻な問題で

ある.そ こで,肝 移 植 に代わ る新たな 治療法 として,人 工肝 臓の 開発,肝 細 胞移

植 の開発,ま た近年,劇 的 に進歩 した遺 伝子工 学 による遺伝 子治療 が試み られて

きた.

人 工肝 臓 は,臓 器移植 の ドナー不足 を補 うた め に肝機能 を代行 する 目的で開発

が試 み られて きた.し か し,肝 臓の 多岐 にわた る生体機能 のため に,純 粋 な人工

材料 のみでの 開発 は困難 と考 え られ,細 胞 と人工材料 を組み 合わせ たバ イオ人工

肝臓(BAL:BioartificialLiver)の 開発が 進め られてきた.現 在まで報告 されて い

る研究例 を挙げ る と,Shatfordら はホ ローフ ァイバ ーモ ジュール 内 にラッ ト肝細

胞を充填 した,BALの モデル を構築 した3).他 にも様々なタイ プのBALの 作 製が

試 み られ て いる.Cuevasら は平板 型の透 析器 内に凍結保 存 してお いた ブタ肝細

胞 を注入 しモ ジュール を用 いてBALの 作 製を行 った4).ま た,Fledrigら は,ホ ロ

ー ファイバ ー とポ リエステル の不織布 を組み合 わせて酸素の供給 を装置 内で 行え

るモ ジュール を用 いて,肝 不 全動物 を用 い,ア ンモニアや ビリル ビン濃度の 上昇

抑制 や生存率 が改善 する ことを報 告 して いる5).し か しなが ら,現 在で も実 際の

臨床 において人工肝 臓 は画期 的な効果 を もた らす まで には至 ってお らず,ま た大

型装 置を必要 とす るため煩雑 な準備や,限 定 された条件 下で しか装置を扱えな い

な ど問題点が ある.そ こで肝不全 に陥った 患者 に対 して体外か ら肝細胞を移植 し,

肝機能を 回復 させる肝細胞移 植が研究 され ている.

細 胞移植の利 点 と して は臓器移植 と比 較 して以 下の3点 が ある.臓 器移植 は,

深刻な ドナ ー不 足の 問題 に加 え,複 雑な 手術 を伴 うため患者へ の負 担が大 きい,

臓器の凍結保存 がで きな い,な どの問題点 がある.そ れ に対 し,細 胞移植 は,1)

臓器移 植よ り患者 の負 担が少 な い,2)細 胞 は凍結保存が可能であ り利便性が 高い,

3)患 者 自身の細胞 を生体外 に取 り出 した あと,欠 損機能 を補 い生体 内 に戻す こと

がで きる(exVIVOgenetherapy),な どの利点が ある.さ らに肝細胞移植 は,遺

伝 性代謝疾 患,慢 性 または急性肝 不全,肝 癌補充療法な どの肝疾患治療 への応用

が可能 である.し か し,肝 細胞移 植の問題 点 と しては,以 下の2点 がある.1)移

植 する肝細胞 の供給源 と移植 する までの肝細胞機能の低下,2)移 植 する方法,で

ある.そ こで,移 植 す る肝細 胞 の供 給源 と して は,生 体 中の組織幹細胞,ま た は
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造血幹細 胞,骨 髄間葉 系幹細胞 な どが注 目され ている.い くつかの研究グル ープ

が,こ れ らの幹細胞が成熟 した肝細胞へ と分 化する こ とを報告 して いる6-1°).こ

の ことよ り,近 い未 来,肝 細胞移植 の供給 源 とな る ことが期待 で きる.し か し,

培養 した肝 細胞 は細胞 機能が維持で きず低 下する とい う問題が ある.2点 目の移

植 する方法 は,こ れ まで の基礎研究 では,マ ウスの脾臓 または 門脈か ら肝臓 に肝

細 胞を移 植 す ると,2週 間肝細胞 の機能 が持続 し,肝 不全治療 に有効で ある可能

性が報告 され て いる11-13).し か し,門 脈 および脾 臓か ら肝細胞 を移植する と門脈

塞栓や虚 血肝不全の危 険性が生 じるため移植 する細胞数 には限界 がある.そ こで,

これ まで に肝細胞 を高密度 に充填 した3次 元 担体 を腹腔 内に移植 した生体 内異所

性 肝組織の 構築が試み られてきた.Higashiyamaら は,生 体親 和性が あ り,拒 絶

反 応の少 な い多孔性 ヒ ドロキシアパ タイ トデ ィスクを用 い,肝 細胞 を充填 し,ア

ル ブ ミン分泌 を しな いnagaseラ ッ トの腹腔 内に移 植 したと ころ血 中アル ブ ミン

濃度が上 昇 した と報告 した14).そ こで本 研究で は多孔性 ヒ ドロキ シアパタイ トデ

ィスクを用 いた肝細胞 移植 において,さ らに肝細胞 機能を高 く維持 させ肝疾患 に:夢

対 し有効 な治 療法 と して用 いるた め に,肝 細胞 と他 の細 胞との混合培養法 に着 目渉

した 。肝 細胞 と肝非 実質細胞 との混合培 養 において は,肝 細胞 機能の良好な維持

が報告 され て いる15).し か し,肝 臓 由来 の肝非実質細胞は,生 体 にわ ずか しかな 塗

く採取数 に限界 があ る.そ こで生体 中に 多数 ある骨髄細胞 に着 目 した.特 に骨髄惹

中 にあ る骨髄 間質細 胞 は,造 血幹細 胞が 様 々な血球系 の細胞 に分 化 ・増殖するの

を多種類 の液 性 因子 を放 出する ことによ って支持 して いる.ま た,骨 髄間質細胞

は ヒ ドロキ シアパ タイ トへ壁着 し,良 好 に伸 展をする16).こ れ らの ことよ り,本

研 究の第1章 で は,骨 髄 間質細胞 か ら放 出 され る因子 に着 目し,invitroに おいて

肝細 胞 と骨髄 間質細 胞の混合培養 を おこな い,肝 細 胞機能を高 く維持 する ことを

を試みた.さ らに多孔性 ヒ ドロキシ アパ タ イ トデ ィス クを用 い,肝 細胞 と骨髄間

質細胞 を肝炎 モデル マ ウスへ移植 し,有 効性 の検討を行 った.

一方 ,近 年,遺 伝子 工学の劇 的な進 歩 によ り,多 くの遺伝子疾患の原 因遺伝子

が単離 され,生 物(細 胞)内 で特定 の遺伝 子 を発現 で きるよ うにな った.遺 伝子

治療 は1990年 にア メ リカの 国立衛 生研 究 所で アデ ノシンデア ミナーゼ(ADA)

欠損症患者 への本格的遺伝子治療が始 ま ってか ら,1998年 まで に200ケ ース以

上の第1相 臨床 試験 が行われ た.我 が 国 にお いても,1995年 に北海道大学付属病
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院にお いてADA欠 損症患者 に対 して遺伝子治療 が行われ,活 発 に臨床研 究が行 わ

れて いる.

遺伝子 治療は臓器移植 と比較 して,遺 伝子 を ウイル スベ クターな どを用 いて

体 内へ遺伝子導入(inVIVOgenetherapy)を 行 うことができ る.こ れ によって,

生体 に対 して低侵襲性 の手術 で体 に負担が少 な いとい う利 点 があ る.そ こで,ウ

イルス ベクターな どを用 いて生体 内へ 目的の遺 伝子 を導入 し,肝 細胞 に必要 な機

能 を付加する ことで,肝 疾患 に対 しての効果が期待 され ている.

現 在 まで,肝 疾 患 に対 して の基礎的な遺伝子治 療 の研究 は,腹 水な どを伴 う重

度肝 硬変,肝 炎を標 的 として,障 害肝 に 目的遺伝 子 を導入 す る ことで,肝 臓 が本

来持 って いる潜在的再生能 力を促 し臓器再生 を試み る検 討が行 われ て いる.特 に

肝細 胞増殖 因子(HGF)を 用 いた遺伝 子治療の基礎研 究 にお いて は,重 度肝硬 変

モデル動物 の肝線維化が寛解 し,延 命が できる ことが報告 されて いる17,18).こ の

よ うに慢性肝 炎や肝硬変 に対 して遺 伝子治療 は劇 的 に改善 で きる可能 性が ある.

これ に対 して,急 性の肝疾患 に対 しては,唯 一,Hwangら がHGF遺 伝 子をアデ

ノウイル スベクターで導入 し,チ オアセ トア ミ ドを用 いて誘導 した急 性肝疾 患 マ

ウス に対 して肝保 護効 果がある ことを報告 しているだけであ る19).し か し,サ イ

トカインのHGFは,生 体で強発現す ると腫瘍細 胞が 出現する との報 告2°)がある.

そ こで,本 研究 では,生 体 内へ導入す る遺伝子 と して,肝 細 胞 に有 効 に働 き,

かつ安全性 の高い遺伝子 に着 目 した.CCAAT/enhancerbindingproteinβ(CIEBP

β)は 肝切 除時 に発 現が誘導 され る転写因子で あ り,正 常な肝 細胞 の増殖 には必

須 と考 え られ ている21,22).ま た,Thioredoxin(TRX)は 細 胞 内Redox制 御 に関

与 し,抗 アポ トーシス作用を持 ち,Tsutsuiら によ って ラッ ト初代培養肝 細胞の ア

ポ トーシス とネクローシスを抑 制す ることが報告 されて いる23,24).こ れ らの こと

よ り,本 研究 の第2章 と3章 にお いて,こ れ らの2つ の遺伝子 を用 いた急性肝傷

害 に対 する遺伝子治療の有効性 の検 討を行 った結果 を記述 した.
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第1章 肝細胞と骨髄間質細胞の混合培養による

肝機能維持と細胞移植

第1節 緒言

肝細胞 は生 体 内において肝 臓の主な機能で ある,糖 代謝,蛋 白代謝,脂 質代謝,

胆 汁の生成 ・分泌,解 毒作用 な どを担 って お り,肝 臓 内で 中心 的役割 を果 たす細

胞 である2).

肝細胞 はinvivoに おいては旺盛な増殖能 を有 するにもかかわ らず,invitroに お

いて は,ほ とん ど増 殖せ ず,一 般 的培養法 で は,数 日間の 内にその細胞機能 を消

失 して しま う.こ のた め に,バ イオ人工肝 臓の 開発,ま た肝細胞移植を実 際 にlrua:°,

床応用す るた め にはinvitroに おいて肝細胞 の機能維持 が必要 とな る.そ こで,こ 。

の 問題を解決 す るため に,多 くの肝細胞培 養方法が検討 されて きた.培 養デ ィッ

シュを用 いた単層培養 を基本 とし,培 地 へ種 々のホル モ ン,成 長因子な どを添加婁

し,加vitroで 肝細胞 の機能発 現 と長期間の維持が試み られたが,人 工肝臓 や肝細芸

胞移植 に臨床 応用 され る まで には至 って いな い.ま た,物 理 的に肝臓の構造 をin

vitroで 模倣 し,肝 細 胞の機能発現 を維持 するため に,ホ ロー ファイバ ー,マ イク

ロキ ャ リアーを用 いた工学的な培養 方法が ある3-5,25,26).工 学 的培養方法 は,培 養

デ ィッシュを用 いた 単層培養 と比 較 し,肝 細 胞機能を長期 間維持 できた が,日 数

が経 つ と肝細 胞機能 は低下 し,実 際 に臨床 で成果は上が らな か った.そ こで,さ

らに生体 内 においての肝臓の微少 環境を模 倣す るため に,肝 細胞 と肝非 実質細胞

との混合培養 が試み られ た15).肝 細胞 と肝 非実質細胞 の混合培養の結果,肝 細胞

単独 培養 と比 較 し肝細 胞機能 の良好な維持 が報告 されて いる.こ の機能維持 は,

肝非 実質細胞 か ら放 出 され る様 々な因子が 関係 して いると考 え られ る.し か し,

肝 臓 由来 の肝 非 実質細 胞 は,生 体 にわずか しかな く採取数 に限界が あるた め,実

際 に臨床治療 にお いて,こ の混合培養法 の応 用は困難である と考え られる.

最近,骨 髄細 胞か ら肝細胞 に胚葉 を超 えて分化する ことがinvitro,inVIVOに お
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いて報告 された8,9,1°).さらに,Okumotoら は骨髄細胞と肝細胞を細胞間接触を

させないために小孔径の分離膜を用い,培 養することで骨髄細胞が肝細胞 に分化

したと報告 した27).こ のように骨髄細胞 と肝細胞との相互作用によって放出され

る液性因子は,細 胞機能に重要な働きをすると考え られる.骨 髄細胞中には,造

血幹細胞が含まれてお り,造 血幹細胞を様 々な血球系細胞 に分化 させるための液

性因子を放出する骨髄間質細胞が含まれている.こ の骨髄間質細胞は,invitroに

おいても増殖 し,肝 非実質細胞が採取数 に限界があるのに対 し,細 胞の採取数に

は限界がない.そ こで,本 研究は,肝 細胞を細胞移植 に用いるため機能発現を高

くし,細 胞機能を長期に維持するために骨髄間質細胞か ら放出される因子に着 目

した.最 初のinvitroに おいての検討では,肝 細胞 と骨髄間質細胞の混合培養を行

い,肝 細胞機能が高 く機能を長期に維持することを試みた.さ らに,多 孔性 ヒド

ロキシアパタイ トデ ィスクを用い,骨 髄間質細胞 と肝細胞を肝炎モデルマウスへ

共移植することを試みた.こ れらの検討か ら,肝 細胞移植 における骨髄間質細胞

の有用性を検討した.
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第2節 実 験 方 法

第1項 ラ ッ ト肝 実 質 細 胞 の 単 離 及 び 調 製

SpragueDawley系 雄性 ラッ ト(体 重,150～250g)を 用 い,Seglenの コラゲ

ナ ーゼ潅流法 を基本 と し,肝 実質細 胞を単 離 した28).50×g,1分 間の遠心分離

を3回 繰 り返 し,得 られた沈殿 を肝細 胞 画分 と し血球計算盤 を用いて細 胞数 を算

出 した.ト リパ ンブル ー色素排除法 によ り細 胞生存率を測定 し,生 存率90%以 上

の細胞 を実験 に使用 した.ウ イ リアムスE培 地(ICN)に1001UlmLペ ニシ リン,

100μglmLス トレプ トマイ シン,2.5μglmLア ムホテ リシンB液 を添加 した基本

培地(HFSF)へ10%牛 胎児血清(FBS),10-9Mデ キサ メタ ゾン,10-9Mイ ンシ

ュ リンを添加 した培地(IDSA)を 使用 し,37℃,5%CO2下 で培養を開始 した .

第2項 骨 髄 間 質 細 胞 の 単 離 及 び 調 製

SpragueDawley系 雄 性ラ ッ ト(体 重,150～250g)の 大腿 骨 よ り,22Gシ リ

ンジを用 い,骨 髄細 胞を採取 した.孔 径100%imナ イ ロンメ ッシュを用 い,細 胞

を濾過 したあと,α 一MEM培 地(Sigma)に100iu/mLペ ニ シ リン,100μglmL

ス トレプ トマイシ ンを添加 した培地 を基 本培 地 と し,10%牛 胎児血清(FBS)を

添加 し,37℃,5%CO2下 で培養 を開始 した.培 養 開始24時 間後 に培地交換を行

い,そ の後 は2日 毎 に培地交換を コンフルエ ン トになる まで行 った.

第3項 細 胞 の 培 養 方 法

骨髄 間質細胞 は,細 胞培養用プ レー トに骨髄細胞 を2×10scells/cmzの 密度で播

種 し,培 養液 を交換 して血球 系の細胞 を取 り除き,培 養 を継 続 した.そ して,骨

髄 間質細 胞が コンフル エ ン トの際 に,そ の上 か ら単離 直後 の ラ ッ ト肝細胞 を1×

10scells/cm2の 密度で播種 し,細 胞 間接触 して いる混合培養 と した.次 ぎに孔径1 .0
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μmの メンブ レンで あるカル チ ャーイ ンサ ー ト(FALCON)上 に骨髄細胞 を2x

105cells/cm2の 密度 で播種 し培養 して,骨 髄 間質細 胞が コンフル エ ン トの窿 に,

細胞 培養 用 プ レー トに1×105cells/cm2の 密度で播種 した肝細胞 と細胞 間接触 を

伴わな いものを共培養 と した.単 離 した肝細胞を細胞培養用 プ レー ト(FALCON)

に1×105cellslcm2の 密度で播種 しcontrolと した.各 培養で は,培 養開始6時 間

目まではIDSAで 培養 を行 い、そ の後 はHFSF+10%FBS(HFSA)で 培養 を行 っ

た。そ して,肝 細胞播種24時 間後 に培地交換を行 い,そ の後 は48時 間毎 に培 地

交換 を行 った.

BoneMarrow

StromalCells

Hepatocytes

共培養

Hepatocytes

←B。neMarr。w
StromalCells

混合培養

Fig.1共 培養と混合培養方法

カルチャーインサー トを用いて細胞間接触のない培養を共培養(上)

細胞間接触のある直接の培養を混合培養(下)と した.細 胞間接触

のない肝細胞の位相差顕微鏡像:A,細 胞間接触のない骨髄間質細胞

の位相差顕微鏡像:B(×,,,,)
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第4項 肝 細 胞 尿 素 合 成 能 測 定

培養 して いる細胞 の上清 を採取 し,ジ アセチルモ ノオキ シム法29)に て測定 した.

第5項 肝 細 胞 ア ル ブ ミ ン 分 泌 能 測 定

肝細胞 の培養 上清 とrata量buminstandard(1,0.5,0.25,0.125,0.0625,0

μglmL)をELISA用96穴 プ レー トに50uLず つ添加 し,4℃ で一晩放置 してア

ル ブ ミンをプ レー トの底 に吸着 させた.次 に溶液を捨 て,1%ゼ ラチ ンを含 むPBS

を加え て室温 で2時 間放置 して ブ ロッキ ング を行 った.0.05%Tween20を 含む

PBSで3回 洗 浄 した後,peroxidase標 識付 き抗ラ ッ トアル ブミン抗体を100μL

ずつ添加 し,室 温で2時 間静置 し,ア ル ブミン と結合 させた.そ の後,0.05%↑ween

20を 含むPBSで5回 洗浄 した.調 製 した発色液を200μLず つ添加 して直 ちに .

遮光 し,そ の まま約10分 間静置 した.10分 後,反 応液が おおよそ橙色 に発色 し ζ

て いるのを確認 し,そ こで6NHCIを50μLず つ添加 して反応 を停止 させた.プ

レー トリーダ ーで,吸 光度492.Onmを 測定 した.

第6項 骨 髄 間 質 細 胞conditionedmedium(BCM)の 作 製

骨髄 間質細 胞 は細胞培養用プ レー ト上で コンフルエ ン トにな った ものを用 いた.

BCMの 調製 方法 は,培 養液 を α一MEM培 地か らHFSA培 地 に交換 して,こ の培養

上清 を用いた.BCMの 調製 時間は,共 培養な どの培養 を始める肝細胞播種 と同時

に開始 した.そ の後 は,肝 細胞培養 と平行 してBCMを 調製 した.

第7項Interleukin-6(IL-6》 中 和 抗 体 を 用 い た 細 胞 培 養 とIL・6定 量

骨髄 間質細胞 か ら作製 したconditionedmediumを 用 い,IL-6中 和抗体(rabbit

9



anti-rat:PeproTec)500ng/mlを 加 え,肝 細胞を培養 した.BCM中 のIL-6はELISA

kit(TECHNECorporation)を 用 いて定量 を行 った .

第8項 骨 髄 間 質 細 胞 のFlowcytometry(FAGS》 解 析

5×105個 の細胞を10ｵ1の マウス抗 ラ ッ トCD44抗 体(R .Phycoerythrin標 識)

を含 むFACSバ ッファーで4°C,1時 間反応 させた.FACSバ ッファーで数 回洗

浄 後,FACSCalibur(Becton-Dickinson)を 用 いて細胞 の蛍光強度 を測定 した .

また,デ ータの解析 には,付 属のソ フ トCellQuestを 用 いた.

第9項 肝 炎 マ ウ ス へ の 骨 髄 間 質 細 胞 と 肝 細 胞 の 共 移 植

肝炎マ ウスの作製方法 は,Balb/cマ ウス(♂,6週 齢)を 用 い,CCI、 をオ リー

ブオイル(WAKO)に 溶解 し,腹 腔へ投 与 した.CCI、 の投与量は1 .OmI/kg,週2

回投与を行 った.ま た,飲 み水 に フェノバ ル ビタール(SIGMA)を 溶解 させ,継

続 的 に与えた.フ ェノバル ビタール の投与量 は0.2591Lで あった.

連 通管構造 を持 つ多孔性 ヒ ドロキ シアパタイ トデ ィス ク(lnterpore)を オ ー ト

ク レープ滅菌 し,細 胞培養用 プ レー ト上 で骨髄細胞 を2×106cells播 種 し,約2週

間培養 を行 った後,こ の アパ タイ トデ ィス クに肝 実質細 胞を遠 心法(4℃,50Xg,

1分 間)に て高密度充填 を行 った.充 填後6時 間IDSAで 培養 を行 ったあ とにCCI4

とフヱノバル ビタール を4週 間投与 した肝 炎マウス の腹部 にアパ タイ トデ ィス ク

を1個 移植 した.移 植後2週 目に採血 を行 い,遠 心 分離(550×g,5分 間)に よ

り血清 を得 た.ア ル ブミン量はELISA法 を用 いて測定を行 った.

第10項 統 計 解 析 方 法

各Figの データの有意 差は,2標 本差 はt検 定,多 重比較 はDunne廿 検定を行 っ

た.標 準偏差はmean±S.D.で あ る.
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第3節 結果と考察

第1項 骨 髄 間質 細 胞 の肝 細 胞viabilityへ の 影 響

肝細 胞 と骨髄 間質細胞の共培養 における肝 細胞数を培養2,4,6日 目に測定を

行 った.肝 細胞 と骨髄 間質細胞 の混合培養 の肝 細胞 数 は,肝 細胞 と骨髄間質細 胞

の見分 けがで きな いた め に測定 を行わなか った.Fig.2に 肝 細胞 数 の測定結果 を

示 した.Controlと して肝細胞単独での単層培養,肝 細胞 と骨髄 間質細胞の共培養,

また,BCMを 用いた肝単層培養 における肝細胞 数を示 した.培 養2日 目か ら6日

目にお いて,共 培養 にお ける肝細胞 数,及 びBCMを 用 いた肝細胞 単独培養 にお

ける肝細胞数 は,controlと 比較 しほ ぼ同程度で あ った.こ の ことよ り,骨 髄 間質

細胞か ら放 出される因子 は,肝 細胞 のviabilityに は影響が な い ことが示され た.一 ぎ

4

嚼3.5
N
w・3

寸8

02.5

x2
v

L1
.5

晝
≡1

言o・5

0

246

Culturetime(day)

Fig.2.骨 髄 間 質 細 胞 の 肝 細 胞viabilityに 対 す る 影 響

口:肝 細胞単独の培養,■:肝 細胞と骨髄間質細胞の共培養,囲:骨 髄細胞から調製

したCondtionedmediumを 用いた肝細胞単独培養.肝 細胞播種後2,4,6日 目にト

リパンブルー色素排除法を用い血球計算盤にて測定 した.n=3
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第2項 肝 細 胞 尿 素 合 成 能 へ の 影 響

肝細胞 と骨髄間質細胞の混合培養と共培養,及 びBCMを 用いた肝細胞単独培

養 における尿素合成能を培養2,4,6日 目に測定を行った.肝 臓の特異的な機能

のひ とつとして,生 体 内において有害な物質であるアンモニアを除去する解毒能

の指標 となっている尿素合成能がある.そ こで肝細胞にアンモニアを付加 した際

に合成 される尿素を測定 し,肝 細胞機能の評価を行った.

Fig.3に 尿素合成能測定の結果を示 した.培 養期間中の単位面積あた りの肝細胞

尿素合成能は,肝 細胞数減少のために減少 した.共 培養 における肝細胞尿素合成

能は培養期間中,controlと 比較 し高い値を示 し,肝 細胞106個 あた りの尿素合成

能は培養6日 目においては2倍 以上の高い値 となった.さ らに,BCMを 用いた肝

細胞単独培養 における尿素合成能は培養4,6日 目にcontrolと 比較 し高い値を示

した.こ れ らのことよ り,骨 髄間質細胞が放出する因子は,肝 細胞の解毒機能を

高めることが示 された.

第3項 肝 細 胞 アル ブ ミ ン分 泌 能 へ の 影 響

肝細胞 と骨髄間質細胞の混合培養と共培養,及 びBCMを 用 いた肝細胞単独培

養 におけるアルブミン分泌能を培養2,4,6日 目に測定を行った.ア ルブミンは

肝臓でのみ合成されるタンパク質であ り,肝 特異的機能の指標の一つである.

Fig.4に アルブミン分泌能測定結果を示 した.培 養期間中の単位面積あたりの肝

細胞アルブミン分泌能は,肝 細胞数減少のために減少 した.単 位面積あた りにお

いて,混 合培養とBCMを 用いた肝細胞単独培養のアルブミン分泌能は,培 養4,

6日 目にcontrolと 比較 し高い値を示 した.ま た,共 培養とBCMを 用いた肝細胞

単独培養の肝細胞106個 あた りのアルブミン分泌能は,培養6日 目においてcontrol

の2倍 以上となった.こ れ らのことよ り,骨 髄間質細胞から放出される因子は,

肝細胞のアルブミン分泌能を高めることが示 された.
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Fig.3.肝 細 胞 尿 素 合 成 能 に対 す る 骨 髄 間 質 細 胞 の影 響

口:肝 細 胞 単 独 で の単 層 培 養,■:肝 細 胞 と 骨 髄 間 質 細 胞 の 共培 養,四:肝 細 胞 と骨

髄 間 質細 胞 の 混 合 培 養,囮:骨 髄 細 胞 か ら調 製 したconditionedmediumを 用 い た肝

細 胞 単 層 培 養.A:単 位 面 積 あ た りの尿 素 合 成 能,B:肝 細 胞106個 あ た りの尿 素 合成

能.n=3。*ρ<0。05,**ρ<0.01vs肝 細 胞 単 独 培 養(Control)
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Fig.4.肝 細 胞 ア ル ブ ミ ン 分 泌 能 に 対 す る 骨 髄 間 質 細 胞 の 影 響

口:肝 細胞単独での単層培養,■:肝 細胞と骨髄間質細胞の共培養,園:肝 細胞と骨髄間

質細胞の混合培養,國:骨 髄細胞から調製 したconditionedmediumを 用いた肝細胞単層

培養.A:単 位面積あたりのアルブミン分泌能,B:肝 細胞106個 あた りのアルブミン分泌

能.n=3.*ρ く0.05,**ρ く0.01vs肝 細胞単独培養(Control)
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第4項 骨髄間質細胞か ら放出されるIL・6の 定量 と肝細胞機能へ

の影響

IL-6は 骨髄 間質細胞 か ら放 出され,マ ウス において骨髄細胞 中 にある造血幹 細

胞 をG1期 に導入 し,増 殖 させる ことが知 られて いる3°).さ らにIL-6は 肝細胞 に

作 用 し,CRP(C-reactiveprotein)な どの急性期タ ンパ ク質の 誘導 をす る.こ

のIL-6の 働 きに注 目し,BCM中 にあるにIL-6を 定量 し,そ して肝細胞機能 に及

ぼす影響 をIL-6中 和抗体 を用 い検 討 した.

Fig.5はBCM中 のIL-6の 定量を行 った結果 を示 した.BCM中 のIL-6の 量は,

肝細胞単独培養の上清 と比較 し,圧 倒 的 に多量であ った.

BCM中 にあるIL-6が 肝細 胞機能 に及 ぼす影響 をIL-6中 和抗体 を添加 し,肝 細

胞の尿素合成能 を測定 した結果をFig.6に 示 した.IL-6中 和抗体 を添加 したBCM

を用 いた肝細胞単層培養では,尿 素合成能 が通常のBCMと 比較 し減少 した.こ

れ らの ことよ り,骨 髄間質細胞か ら放 出 されるIL-6は 肝細胞の尿 素合成能 を高 め

ることに関与 して いる ことが示唆 され た.
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Fig.5.骨 髄 間 質 細 胞 か ら調 製 したCondtionedMedium中 のIL・6量

囿:BCM中 にあるIL-6,■:肝 細胞単独培養の上清中にあるIL-6.n=3.
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Fig.6.骨 髄 間 質 細 胞 の 肝 細 胞 尿 素 合 成 能 にお けるIL-6の 関 与

口:HFSAを 用いた肝細胞単独培養,■:BCMを 用 いた肝細胞単独培養,四:IL-6

中和抗体 とBCMを 用いた肝細胞単独培養,圏:IL-6中 和抗体とHFSAを 用いた肝

細 胞 単 独 培 養.n=3.*ρ くO.05.

第5項 骨髄間質細胞の同定

骨髄細胞 には血球系細胞 と壁 着 す る間質系細 胞 が存在 している.骨 髄細 胞 か ら

培 養 し,調 製 した骨髄 間質細 胞中 に血球 系細 胞又 は造血幹細胞 が存在 して いない

ことを骨髄間質細胞 の抗原 マーカ ーであるcD44を 用 い確認 した.Fig.7に はFAcs

解析結果 を示 した.培 養 した骨髄 間質細胞 の90%以 上の細胞がCD44-positiveで

あ り,CD44-negativeな 細 胞 は4%以 下 と低 か った.こ の ことよ り,骨 髄 間質細

胞以外 の細胞が肝細胞 に影響を与え ていな い と考 え られる.

CD44positive

Fig.7.骨 髄 間質 細 胞 のFACS解 析 結 果
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第6項 骨髄間質細胞と肝細胞の共移植におけるアルブミン分泌能

肝細胞 と骨髄 間質細 胞 を混 合培養 した 多孔 性 ヒ ドロキ シアパ タイ トデ ィス クを

CCI4と フェノバル ビタール を4週 間投与 した肝炎 マウスへ移植 し,血 中のアル ブ

ミン濃度 を測定 した.Fig.3に アル ブ ミン濃度 の測定結果 を示 した.移 植後2週 目

において混合培養 デ ィス クを共移植 したマ ウスの血 中アル ブ ミン濃度 は,肝 細胞

単独のデ ィス クを移植 した マ ウス と比 較 し,有 意 に高 くな っていた.こ の ことよ

り,骨 髄間質細胞 はinVIVOに おいて肝細胞機 能を高める,肝 細胞移植 において有

用な細胞 である ことが示 され た.

*

50

言4・

亶3。

滬
320
Q

10

*

0

Fig.8.肝 炎 マ ウス へ の 肝 細 胞 と骨 髄細 胞 の 共 移 植

1コ:通 常のマ ウス,翻:肝 炎マウス(無 処置),國:肝 細胞単独移植 した肝炎 マ

ウス,■:肝 ・骨髄細 胞を移植 した肝炎マウス.血 中アル ブミン量を測定 した.

n=3.*ρ<0.01
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第4節 小 括

骨 髄細胞 を採取 して培 養 した骨髄 間質細胞は,肝 細胞 との孔径1.0μmの メ ン

ブ レンを用 いた細胞 間接触 を伴わな い共培養 において,肝 細 胞機能 を長期 に維持

する ことがで きた.こ れ は,骨 髄間質細胞か ら放 出 される 因子 の影 響 である.IL-

6の 中和 抗体 をBCMに 添加 し,肝 細胞単層培養 を行 った ところ,肝 細 胞の尿素合

成能 は抑制 された.Mingesら は,骨 髄間質細胞 か ら放 出され るIL-6が 血球 系細

胞 を維持 する役割がある ことを報告 して いる31).骨 髄間質細胞か ら放 出され るlL-

6は 肝 細 胞の尿素合成能 を高め,維 持 す ることができる と考 え られ る.肝 細胞 の

アル ブ ミン分泌能は,lL-6中 和抗体の影響を受 けて いなか った(datanotshown).

この ことよ り,肝 細胞 の代 謝機能 は,IL-6以 外 の因子 の影 響を受 けてお り,こ れ

は骨 髄 間質細胞 か ら放 出 される様 々なサ イ トカイ ンのネ ッ トワークが 関与 して い

る と考 え られ る.

アパ タ イ トデ ィス ク に肝細胞 と骨髄 間質細 胞 を混 合培養 し,肝 炎 モデル マ ウス

に移植 したところ,移 植後2週 目に血 中のアル ブミン分泌能が,肝 細胞単 独デ ィ

スク移 植群 と比較 し,有 意 に高 くな って いた.'nVIVOに おいて骨髄 間質細胞 が,

肝細胞 の代謝機能を高めた と考え られる.筆 者 らは,invitroに おいて も,ア ル ブ

ミン分泌 能は混合培養 する ことによ って,機 能 維持で きる ことを示 して いる.さ

らにアパ タイ トデ ィス クは,生 体 内 に移植 する と血管新 生が起 こる ことが確 認 さ

れて いる14).'nvivoに おいて血管新 生 によって骨髄間質細 胞は,自 らの機能 を維

持 し,さ らに,骨 髄間質細 胞か ら放 出 され る因子 によ って肝細胞機 能が高 め られ

た考え られ る.

骨髄 間質細胞 は,重 篤な肝疾患 に対 しての肝細胞 移植 にお いて,肝 細胞機 能を

維 持 して 高め ることが示 され た.こ の ことよ り,骨 髄間質細 胞 は肝 疾患治療 をす

る際 に患者 自身 の細胞 を用 いることで免 疫反応 のな い理想 的な移 植 用細胞 にな る

ことが 期待できる.
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第2章C,EBPβ 遺 伝 子 導 入 に よ る 肝 傷 害 の 抑 制

第1節 緒 言

肝 臓 は生体 内にお いて代謝,解 毒な ど多様 な機能 を担 う重要な臓器 であ り,肝

細 胞 は,そ の機能発 現をするため に高度 に分化 を した細胞で ある.こ の肝 細胞 が

機能 発現 をす るた め に肝臓特異 的遺 伝子発 現機構 に作 用する転写 因子 がある と考

え られ る が,現 在,発 見 され ていな い.い くつか ク ローニ ング され た転写因子 の

研究か ら,肝 臓で豊 富に存在す る因子(Liver-enrichedtranscriptionfactor)が 肝

臓特異的機能発現 と分化の鍵 を握 って いる と考 え られ る.

Liver-enrichedtranscriptionfactorに お い て,代 表 的 な 転 写 因 子 に

HNF(hepatocytenuclearfactor)フ ァミ リー とCIEBP(CCAAT/enhancer-binding

protein)フ ァミ リーがある.HNFフ ァミ リーはHNF-1,HNF-3,HNF-4,HNF三6

な どか ら構成 され ている.HNF-1は ホメオ ドメイ ンを持 ったタ ンパ ク質であ り,

2種 類 の異な った遺伝子 にコー ドされた アイ ソフォームがある.HNF-1は 肝癌細

胞の増殖 に関与 して いる ことが報告 されて いる32).HNF-3は フォークヘ ッ ド,も

しくは ウイ ングヘ リックス構造 を持 つタ ンパ ク質 であ り,3種 類のアイ ソフ ォー

ムが存在 す る.HNF-3は 培養肝細 胞 にお いて強発現 させる ことによ り,肝 特異 的

機能を維持 する ことが報告 されている33).ま た,HNF-4は ステ ロイ ドホルモ ン受

容体 ファ ミ リーに属 する転写 因子 であ り,肝 特異 的機能発現 に最 も重要な転写 因

子であ る と考 え られ ているsa).

一方 ,CIEBPフ ァミ リーは,多 様な組織 で,細 胞機能 ・分化 に関与する遺伝 子

の発現を制御 する転写因子群 である.CIEBPはC末 端側 に塩基性ア ミノ酸 に富ん

だ ロイ シ ンジッパ ー領域 を持 ったbZIP蛋 白で あ り,6種 類 同定 されて いる.CIEBP

αは脂肪 細胞 の分化 に関与 してお り,増 殖 も しくは分化へ のスイ ッチの役 割を す

る ことが 報告 され ている35).CIEBPγ は,NK細 胞の機能 に必須の転写因子で あ

る ことが報告 され ている36).

本研究で用 いるC/EBPaはIL-1刺 激に応答するIL。6プ ロモーター領域 に結合
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する転 写因子 と して クローニ ング され た37).CIEBPβ 欠損 マ ウスを用 いた研究 に

おいてCIEBPβ は抗腫瘍活性 と炎症反応 に重要 な役 割を果たす ことが報告 され て

いる22).さ らに,CIEBPβ は急性 期反応 の刺激で誘導 され る ことが知 られて お り,

肝切除後 の肝再生過 程にお いてCIEBPα が抑制 され るの に対 し,CIEBPβ の発現

は亢進す る22).こ の ことよ りCIEBPβ は,正 常な肝細胞 増殖 に必須である と考え

られ て いる.CIEBPβmRNAに は複数 の翻訳 開始点が存在 し,fulllengthのLAP*

(38kD),LAP(35kD),LIP(20kD)の3種 類 のアイ ソフォームが形成 されて い

る.LIPは 転写活性化 ドメインを持 って いな いため にCIEBPの 阻害蛋 白と して働

く.LAP*とLAPは 転写活性化 ドメイ ンを持 ち,.・ は高 い転写活性化効 率持 っ

ことが報告 されて いる38).本 研 究 にお いてCIEBPβ の転写活性化 ドメインを有 す

るLAPに 着 目 し,ア デノウイル ス とCre-loxPシ ステム を用 い,CIEBPβ 組換 え

アデ ノウイル スを作 製 し,肝 傷害 における有用性 について検 討を行 った.
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第2節 実 験 方 法

第1項C,"'C遺 伝 子 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス の 調 製

アデ ノ ウイル ス ベクタ ーは,浮 遊細 胞及び壁着 細胞 に対 して導 入効率が 高 い優

れた ベクターで あ り,基 礎研究か ら遺 伝子治療 にも及ぶ応 用研究 まで広範 に利 用

されて いる.ア デ ノ ウイルスは,36kbの2本 鎖直線状DNAを ゲ ノム と して持 ち,

12個 のペ ン トンベース とファイバ ーを有する正20面 体 構造 を して いる.遺 伝 子

導入 に用 いるアデ ノ ウイルスは通 常,複 製 に必要なEla,Elb,E3領 域を欠損 さ

せ,そ の領域 に目的遺伝 子を挿入する.

組換え アデ ノ ウイルス は,Ela及 びElb領 域 を恒常的 に発 現 して いる293細 胞

で しか増殖 する こ とが で きず,そ の ほかの細胞で は増 殖 しな い.こ のため本研究

において も293細 胞 においてCIEBPβ 組換 えアデノ ウイルス(CIEBPβ 一AdV)

を増殖 させた.ま た,組 換え アデ ノ ウイルス作製法 は,COSTPC法39)が 一般 的

に用 い られて きた が,こ の方法をさ らに改良 し操作 が簡 便で かつ組換 え効 率の 向

上 したCre-loxPシ ステム40)を 用 いた.Cre-loxPシ ステ ムは,発 現 目的遺伝子 を

pALCコ ス ミ ドベ クターSwa'サ イ トに発現単位(expressioncasse廿e)を 導入

し,後 に293細 胞 内で組換えをする とき に,あ らか じめ組込 まれ ている2つ のloxP

配列がCre酵 素 によ り除去 され る仕 組みで ある.Fig.9にpALCコ ス ミ ドベクタ ー

とexpressioncasse廿eの 構造を示 した.な お本研究 において は,あ らか じめ作 製

されて いたC/EBPa-AdVを293細 胞を用 いて増 幅 し,力 価測定 を行 い研究 に用

いた.組 換えアデ ノ ウイルスの力価 はCIEBPβ 一AdVが5×109pfu/mi,lacZ組 換

え アデ ノウイルス(lacZ-AdV)が9×109pfulmlで あった.
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第2項 ラ ッ ト初 代 培 養 肝 細 胞 へ のC,一 一c遺 伝 子 の 導 入

SpragueDawley系 雄 性 ラ ッ トよ り肝 細 胞 を 採 取 し,細 胞培 養 用 プ レー ト

(FALCON)に1×10scells/cm2の 密度 で播種 した.細 胞播種 と同時 にCIEBPβ 一

AdVま たはIacZ-AdVを1×10$pfu(moi100)で 感染 させた.培 養液 は,ウ イ リ

アムスE培 地(ICN)に1001U/mLペ ニ シ リン,100,ug/mLス トレプ トマイシン,

2.5μglmLア ムホテ リシンB液 を添加 した基 本培地(HFSF)へ10%牛 胎児血清

(FBS),10'9Mデ キサメタ ゾン,10-9Mイ ンシュ リンを添加 した培地(IDSA)を

使 用 し,37°C,5%CO2下 で培養 を開始 した.培 養 開始24時 間後 にHFSF+10%FBS

(HFSA)に 交換 し,培 養 を継続 した.

第3項Bromodeoxyuridine(・)に よ るDNA合 成 能 の 検 出

BrdUを 培養6日 目のCIEBPβ 一AdVま た はlacZ-AdVを1×10$pfu(moi100)

で感染 させた肝細 胞,ま た非感染肝細胞 に終濃度40μMと なるよ うに添加 した:

24時 間後 にBrdUを 取 り除き,PBSで 洗浄 を行 った後 にエタ ノール を用 いて細胞

を固定 した.次 ぎ に2規 定以上の塩酸を用 いてDNAの2重 鎖を解離 させ,過 酸

化水素 を用 いて内因性 ペル オキ シターゼを ブロ ック した.そ して1次 抗体(抗BrdU

抗体)を 加 えて反応 させた あ と,2次 抗体(ABCkitbluelabel)を 加え,最 後 に発

色液 を加 えて反応 させた.発 色反応 は冷水 にて反応 を停 止 させた.顕 微鏡 下で茶

褐色 に染色 したBrdU陽 性細胞 を測定 し,全 細 胞数 に対するBrdU陽 性細胞を係数

化 して,そ の割合 をBrdULabelingIndex(BrdUL」.)と した.

第4項 ア ポ トー シ ス 細 胞 の 検 出

第2章1節2項 に従 い初代培養肝細胞 にC/EBPβ 一AdVを1×108pfu(moi100)

で感染 させた.ホ ス フ ァチ ジル セ リンは健 常 時には細 胞膜の 内側 に局在 して いる
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が,ア ポ トー シス シ グ ナル を 受 け 取 る と局 在 が 崩 れ 細 胞 外 側 に突 出 す る 性 質 が あ

る.そ こで,フ ォス フ ァチ ジル セ リン と親和 性 の あ るAnnexinVを 用 いて ア ポ ト

ー シ ス 細 胞 を検 出 した .培 養4日 目にAnnexinV-Cy3ApoptosisDetectionKit

(MBL)と 共 焦 点 レー ザ ー 顕微 鏡(MRC1024ES:BIO-RAD)を 用 い ア ポ トー シ ス を

起 こ して い る細 胞 を 検 出 した.

第5項COX・2mRNAの 検 出 とCOX-2阻 害 剤 を 用 い た 細 胞 培 養

誘 導 型 シ ク ロオ キ シ ゲ ナ ー ゼ(COX-2)は,部 分 肝 切 除 後 の 残 存 肝 に お い て

CIEBPβ と共 に発 現 が 誘 導 され る こと が 報 告 され て い る41).ま た,COX-2の プ ロ

モ ー タ ー 領 域 に はCIEBP結 合 サ イ トが 存 在 し,CIEBPβ ホ モ ダ イ マ ー 結 合 に よ り,

COX-2が 誘 導 され る41).第2章1節2項 に従 い初 代培 養 肝 細 胞 にCIEBPβ 組 換

え アデ ノ ウイ ル ス を1×108pfu(moi100)で 感染 させた 後 にCOX-2の 発 現 をRT-

PCRに よ り観 察 を した.セ パ ゾールRNAI(ナ カ ライ テ ス ク)を 用 い,TotalRNA

を 抽 出 し,TakaraRNAPCRKit(タ カ ラバ イ オ)を 用 い,逆 転 写 反 応 とPCRを

行 った.逆 転 写反 応 のサ イ クル 数 は1,各 ス テ ップ温 度 は,30℃10分 間,50℃50

分 間,95℃2分 間 にて行 った.PCRの サ イ クル 数 は30,各 ス テ ップ 温 度 は94℃30

秒 間,(55～58)℃30秒 間,72℃2分 間 にて 行 った.Table1に 各 プ ライ マ ー の 配

列 を示 した.ア ニ ー リング 温 度 は β一actin及 びCIEBPβ が55℃,COX-2は58℃

で 行 った.さ らに,CIEBPβ 一AdV感 染初 代 培 養 肝 細 胞 に お いてCOX-2の 影 響 を

検 討 す る た め に,培 養液 中 にCOX-2選 択 的 阻 害 薬NS398(CALBlOCHEM)を50

μM添 加 し,生 肝 細 胞 数 を 測 定 した.

TablelRT-PCRに 用 いた プ ラ イ マ ー の 配 列

TranscriptSenseprimerAnti-senseprimerSizeofproduct

C/EBPQAAGGCCAAGGCCAAGAAGGCTGAACAAGTTCCGCAGCGTG210bp

COX-2TGATGACTGCCCAACTCCCATGAATGTTGAAGGTGTCCGGCAGC702bp

/3-actinCATCCCCCAAAGTTCTACCCAAAGCCTTCATACATC347bp
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第6項 肝細胞傷害モデルの作製(invitro)

培養 して いる初代培養肝細胞へ 四塩化炭 素(CCI4)を1,5,10,50mM及 び,

溶媒の ジメチルスル ポキ シ ド(DMSO)をHFSFに 添加 し,4時 間イ ンキ ューベ

ト後 に生肝細胞数 を測定 した.

また,ア ラニ ンア ミノ トランス フェラーゼ(ALT)と アスパ ラギ ン酸 ア ミノ ト

ラ ンス フェ ラーゼ(AST)は,広 く臓器 に分布 してお り,肝 細 胞が障 害 を受ける

と血清 中の値 が高 くなる ことが 知 られ て いる.そ こで,培 養 上清 よ りALT,AST

の活性 を測定 し,CCI4の 毒性の最適用量 を決定 した.CIEBPβ 一AdV感 染肝細胞の

invitro肝 細胞傷害 実験 は上記 と同様のプ ロ トコールで行 い,肝 細胞viability,ALT,

ASTの 活性 を測定 した.

第7項 急性肝傷害マウスへのC'EBP遺 伝子導入による効果

オ リー ブオ イル に溶 解 した1.Oml/kgCC14をBALBlcマ ウス(♂,6w)の 腹 腔

へ 投 与 した.CCI4投 与6時 間 後,腹 腔 にC/EBPa-AdV1.OX109pfuを 投 与 した,、

マ ウス肝 臓 にあ る肝 細 胞 を1.0×10$個 と仮 定 し,moi10相 当 の組 換 え ア デ ノ ウイ

ル ス を投 与 した.CCI4投 与48時 間後 に採 血 を 行 い,血 清 を採 取 した.採 取 した

血 清 中 よ り,ALTとASTの 活 性 を イ ア トロザ イ ムTA-Lq(三 菱 化 学 ヤ トロ ン)を

用 いて 測 定 した.

四塩化炭素投与

▼

C/EBPβ 一AdV投 与

▼

採血

▼一
0(h)6(h)

第8項 統 計 解 析 方法

48(h)

第1章2節10項 に準 じて行 った.
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第3節 結果 と考察

第1項 肝細胞へのCノ"C遺 伝子導入

採 取 した ラ ッ ト肝 細 胞 へCIEBPβ 一AdVをmoi100で 感 染 させ た.C/EBPβ 一AdV

にはGFP遺 伝子 が 組み 込 まれ て お り,共 焦 点 レー ザ ー 顕 微 鏡 を用 いた 肝 細 胞 の 蛍

光 像 よ り,感 染24時 間後 にGFPの 発 現 が 観 察 され た.CIEBPβ 一AdV導 入 肝 細

胞 の 培 養12日 間の 肝細 胞viabilityをFig.10に 示 した.非 感染 肝 細 胞 群,lacZ組

換 え ア デ ノ ウイ ル ス 導入 肝 細 胞 群 と比 較 して,CIEBPβ 一AdV導 入 肝 細 胞 のviability

は培養12日 間 ほ ぼ維 持 され て いた.肝 細 胞 はinvitroに お いて 通 常,viabilityを

維 持 す る こ とは で きな い.Fig.10の 結 果 よ り,CIEBPβ を肝 細 胞 内で 強 発 現 す る

こと によ って,肝 細 胞viabilityを 維持 す る こ とが 示 され た.

is

耄 ・6
U

y14

秀12

も1。

ヨ,

お6

E、

C

2

80

*

*

*

4(day) 8(day) 12(day)

Fig.10.C,EBPβ 導 入 肝 細 胞 のviability維 持

■:CIEBPβ 遺伝子導入肝細胞,圜:IacZ遺 伝子導入肝細胞,口:非 感染肝細胞.肝

細胞播種後4,8,12日 目に トリパ ンブルー色素排除法を用い血球計算盤にて測定し

た.n=3.*ρ く0.01vs非 感染肝細胞
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第2項C'"C遺 伝子導入 による肝細胞増殖に対する影響

Fig.11にBrdULI.の 測 定 結 果 を 示 した,C/EBPβ 一AdV導 入 肝細 胞群 は ,非 感 染

肝 細 胞 群,IacZ-AdV導 入 肝細 胞 群 と比 較 して,有 意 に高 いBrdULI.を 示 した .こ

れ によ り,CIEBPβ を発 現 す る こ と によ って,肝 細 胞 の 増 殖 能 は高 ま る こ とが 示

唆 され た.

40
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"25
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0

Fig.11.c1EBPβ 遺 伝 子 の 肝 細 胞 増 殖 能 に対 す る 影 響

口:非 感染肝細胞,■:IacZ遺 伝子導入肝細胞,■:CIEBPβ 遺伝子導入肝細.n=3.

第3項C/EBPa遺 伝子導入による肝細胞アポ トーシスへの影響

非感染 肝細 胞,CIEBPβ 一AdV導 入肝細 胞,及 びIacZ-AdV導 入肝細胞の培養6

日目にお けるアポ トーシス細胞 をAnnexinV-Cy3と 共焦点 レーザー顕微鏡 を用 い

て検 出 した.Fig.12に 結 果を示 した.非 感染 肝細胞 とIacZ-AdV導 入肝細胞 はほ

ぼ全 て の細 胞 が アポ トー シス を起 こ して い たの に対 し,GFPを 発現 して いる

CIEBPβ 一AdV導 入肝細胞は,ほ とん どアポ トーシスを起 こ していなか った.こ の

ことよ り,肝 細胞 内でCIEBPβ を強発現する ことによ り,肝 細胞 アポ トー シスが

抑制 され,肝 細胞のviabilityが 維 持 されて いる ことが示唆 され た
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BrightField

AnnexinV

GFP

Non-infected IacZ-AdV C/EBPa-AdV

Fig.12.c'EBPβ 遺 伝 子 導 入 によ る 肝 細 胞 の ア ポ トー シス 抑 制

AnnexinV-Cy3(赤)とGFP(緑)を 共 焦点 レーザ ー顕 微 鏡 を 用 い て観 察 した.
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第4項 初 代 培 養 肝 細 胞viability維 持 の メ カ ニ ズ ム

CIEBPβ 一AdV導 入 肝細 胞 のviability維 持 の メ カニ ズ ム を検 討 す るた め に,COX-2

に着 目を した.CIEBPβ 一AdV導 入 肝 細 胞 の 培 養6日 目 にお け るRT-PCRに よる

COX-2遺 伝 子 発 現結 果 をFig.13Aに 示 した.C/EBPQ-AdV導 入 肝 細 胞 にお いて

COX-2遺 伝 子 の 発 現 が 観 察 され た.こ の こ とよ り,C/EBPβ を肝 細 胞 内で 強 発 現

す る こ と によ って,COX-2が 誘 導 され る こ とが 示 され た.さ ら にCOX-2の 選 択

的 阻害 剤 で あ るNS398を 用 い,CIEBPβ 一AdV導 入 肝 細 胞 のviability維 持 にお け

る 関 与 を検 討 した.Fig.13BはNs398を 用 いたc1EBPβ 一Adv導 入 肝 細 胞 の 培養

6日 目に お け るviabilityを 示 した.NS398を 用 いる こ とでCIEBPβ 一AdV導 入肝

細 胞 のviabilityは 大 き く減 少 した.こ れ らの こ とよ り,COX-2が 肝 細 胞 のviability

維 持 に深 く関 与 して い る ことが示 唆 され た.
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Fig.13.COX・2遺 伝 子 発 現 とC尼BPβ 遺 伝 子 導 入 肝 細 胞 のviabilityに 及 ぼ す 影 響

A:COX-2遺 伝 子 のRT-PCR解 析.lapel:非 感 染 肝 細 胞,lane2:CIEBPβ 遺 伝 子 導 入 肝 細 胞,lane3:1acZ遺 伝 子

導入肝細 胞,B:NS398を 用 い培養を行 った肝細 胞のviability.口:非 感染肝細胞(NS398非 添加),圈:非 感

染肝細胞(NS398添 加),■:CIEBPβ 遺伝子導入肝報胞(NS398非 添加),[弖:C/EBPS遺 伝子導入肝細 胞(NS398

添加),肝 細 胞播種後6日 目に トリパ ンブル ー色素排 除法を用 い血球計算盤 にて測定 した.n=3.*ρ く0.05
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第5項Cノ"C遺 伝 子 導 入 に よ る 肝 傷 害 の 抑 制(invitro)

1)肝 細 胞傷害 モデル の作 製(invitro)

採取 したラ ッ ト肝細 胞を用 い,培 養48時 間後 に1,5,10,50mMのCCI4及

び,溶 媒 のジメチル スル ホキ シ ド(DMSO)をHFSFに 添加 し,4時 間イ ンキ ュ

ーベ トし,肝 細胞数,ALT,ASTの 活性を測定 した.結 果 をTabletに 示 した.こ

の結果 よ り,50mMCC14で はほ とん どの肝細 胞が死滅 し,5mMCC14で は肝細胞

に対 しての毒性が ほとん ど観察 されなか った.こ のた め10mMCCI4が もっ とも

肝細胞 傷害モデル と して適 当だ と考え られた.ま た,DMSOの 肝細胞 に対 しての

毒 性は見 られ なか った.

Table2肝 細 胞傷害モデル 作製 の結果(invitro)

2)C'"'C遺 伝子導 入 による肝細胞傷 害の抑 制(invitro)

採取 したラ ッ ト肝細 胞 にC/EBPβ 一AdVを 導入 し,感 染48時 間後 に10mMCCI4

で4時 間イ ンキューベ トし,生 肝細胞 数,ALT,ASTの 活性 を測定 した.結 果 を

Fig.14に 示 した.CIEBPβ 一AdV導 入肝細 胞 は,非 感染肝細胞がCC14添 加の影響

で肝細 胞viabilityが 激減 したの に対 し,ほ ぼ肝細 胞viabilityを 維 持 して いた.ま た,

CIEBPβ 一AdV導 入肝細胞の培養上清中のALT,ASTの 活性 は,非 感 染肝細 胞 と

比較 し,有 意 に減少 していた.こ の ことよ り,肝 細 胞内でCIEBPβ 遺伝子 を強発

現する ことによ りCCI4の 肝傷害 を抑制 する ことが示 された.

30

無処置1mMCC145mMCCI410mMCC1450mMCC14DMSO

cellcounts(×105cells/cm2)4.33、83、81、9d.173,7

ALT(KU/ml)181.996、7161.2325.31478.1163.3

AST(KU/ml)782.2502、21072.12312.68572.31045.3
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Fig.14.C'EBPβ 遺 伝 子 導 入 によ る 肝 傷 害 の 抑 制('hvitro)

A:肝 細胞数測定結果,B:ALT活 性の測定結果,C:AST活 性の測定結果.國:非 感染肝細胞(CCI、 非添

加),口:非 感染肝細胞(CC1、 添加),■:CIEBPβ 遺伝子導入肝細胞(CCI、 非添加),■:ciEBPs遺 伝

子導 入 肝 細 胞(CCI4添 加),肝 細 胞 数 は トリパ ンブル ー色 素 排 除法 を 用 い血球 計 算 盤 に て 測定 した.ALT,AST

活性 は培 養 上 清 よ り測 定 した.n=3.**ρ くO,01

第6項C'EBPβ 遺 伝 子 導 入 に よ る肝 傷 害 の抑 制(invivo)

BALBlcマ ウス(6w1♂)へCIEBPβ 一AdV1×109pfuを 腹腔 に投与 し48時

間後 に肝細 胞を採取 してGFPの 発 現を共焦点 レーザー顕微鏡で観察 した.結 果は

Fig.15に 示 した.GFPを 発現 して いる肝細胞 が存在 し,こ の ことよ りc1EBPβ 遺

伝子が肝 臓中の肝細胞で発現 する ことが示 された.

さ らに,BALBlcマ ウスへCCI41ml/kgを 投与 した急性肝 炎モデ ルマ ウスを用 い

てCIEBPβ のinVIVOで の効果 の検討 を した.CCI4は,消 化剤 と して使われて き

たが,毒 性が あ り,用 量依存 的 に急性肝 炎や肝 障害の原因 とな る ことが知 られて

いる.CCI4を 高用量で生体 に投 与する と,大 量の肝細胞壊死 と劇症肝疾患 を誘導

する.そ れ は ヒ トにおいて病 理学 と生理 学的 に劇症肝疾患 と似て いる43-45).CCI4

投与6時 間後 にCIEBPβ 一AdV1×109pfuを 腹 腔 に投与 し,CC14投 与48時 間後 に

採血を行 い,血 清 中よ りALT,AsTの 活性を測定 した.Fig.16に 測定結果を示 し

た.C/EBPa-AdV投 与 マ ウス群 のALT,ASTの 活性 は,非 投 与 マ ウス群及 び

lacZ-AdV投 与 マ ウス群 と比較 し,顕 著 に低値 を示 した.CIEBPβ 一AdVが マ ウス

肝臓で発 現 し,CC14に よる肝傷害か ら治癒 を促進 した ことが示 された.
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Fig.15.c'EBPβ 遺 伝 子 の 発 現(in'vo)

CIEBPβ 一AdVを マウス腹腔へ投与 し,48時 間後にマウスより肝細胞を採取しGFP

(緑)を 共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した.
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Fig.16.C'EBPβ 遺 伝 子 導 入 に よ る 肝 傷 害 の 抑 制('nvivo)

口:無 処置マウス,■:lacZ遺 伝子導入マウス,■:CIEBPβ 遺伝子導入マウス.血 清中よりALT,AST

を 測 定 し た.n=3.*ρ<0.05vs無 処 置 マ ウ ス
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第4節 小括

CIEBPβ 一AdVを 初代培養肝細胞へ導入 し,CIEBPβ を強発現 させる ことによって ,

肝細胞viabilityは 維持 され,増 殖能 が高 ま り,ア ポ トーシスが抑 制 された .さ ら

にCOX-2の 発現が誘導 され,肝 細胞のviability維 持 に深 く関与 していることが示

唆 された.

COX-2は 生体 内 にお いてア ラキ ドン酸経 路 によ りプロスタグ ランジ ン類(PG)

の産生 に関与 している酵素である.PGは ラ ッ ト初代培養肝細 胞のDNA合 成 を促

進 し,細 胞増 殖作用 を示 す こ とが報告 され て いる46).こ の こ とよ り,肝 細胞 に

CIEBPβ 遺伝子 を導入 する ことで,COX-2を 介 してPGの 産生 によ って肝細胞の

増殖能が促進 された と考 え られ る.InVIVOに おいてC/EBPa-AdVを 投与する こ

とでCCI4肝 傷害 は抑制 された.腹 腔 へ投 与 したCIEBPβ 一AdVは 肝臓 に感染 して

いる こ とが確認 され た.こ れ はアデ ノ ウイル スが肝 臓 に集積 しやす い性質が ある

た めだ と考 え られ る47).

COX-2とPGは 生体 内において炎症反応 や癌細胞の増殖 に関与 して いる ことが

報告 され ている48,49).本 研究 にお いては,ア デ ノウイルスベクターを用いCIEBP

β遺伝子 を導入 し,肝 細 胞でCIEBPβ を強発現 させた.ア デ ノ ウイルス は一般的

に細胞 内の細胞質 画分 に遺伝子を導入す るた めに,導 入 され た遺伝子が発現 する

のは2週 間程度であ る。また,本 研究 にお いてCIEBPβ 遺伝子 を導入 された肝細

胞 は細 胞機能を維持 して いた.こ れ らの ことよ り,CIEBPβ が強発現 しCOX-2が

誘 導 され たが,肝 細 胞の 癌化な どは起 こ らな い,生 体 に対 して安 全性 は高 いと考

え られ る.

CIEBPβ を発現 する アデ ノウイルス は,invitro,invivoに おいてCCI4に よる

肝傷害 を抑制 した.以 上 の ことよ り,ア デ ノ ウイルスベクターを用 いたCIEBPβ

遺伝 子の導入 は,肝 疾 患 に対 し,肝 細胞 の増 殖,及 び肝 臓の再生 を促進 する,安

全性の高 い遺伝子治療 になる ことが期待で きる.
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第3章TRX遺 伝子導入による肝傷害の抑制

第1節 緒言

TRXは,分 子量約12,000の 原核生物,植 物,ヒ トまで存在 す る低分子蛋 白で

ある.TRXの 立体構造 は,3つ の α一ヘ リックス と4つ の β一ス トラン ドか らな り,

Cys-Gly-Pro-cysと いう特徴的な活性部位 を持 って いる.こ の 活性部位の2つ の

システ イン残基 において,S-S結 合 をつ くる酸 化型 と,結 合が 切れSH基 をつ く

る還元型が存在する.還 元型TRXは チオ レ ドキ シン リダクタ ーゼ,フ ラボ蛋 白な

どの基質タ ンパク質のジスル フィ ド結合を還元 し自らは酸化型 となる.酸 化型TRX

はNADPHとTRX還 元酵素 による還元反応 によ って還元型TRXと な る50) .こ の

ように細胞 内のRedox制 御 に関与 するTRXは,様 々な作用 を持 つ ことが知 られ

て いる.細 胞 がTNF一 α等 の刺 激 を受 ける と,細 胞 内で活性 酸素 種(ROS)が 産

生す るが,TRXはROSの スカベ ンジャー と して働 く51),ま た アポ トーシス シグ

ナル 伝達 に関与するapoptosissignal-regulatingkinase-1(ASK-1)にTRXは 結合

する ことで アポ トーシス シグナル伝 達を抑 制する52・53).

リコン ビナ ン トTRX蛋 白投与 は虚血肺 障害の 回復 を促進 する効果が あ り 鋤,

さ らにTRXト ランスジェニ ックマ ウス にお いて虚血脳 障害を弱 める ことが報告 さ

れて いる55).TRXを 生体 内において強発現 する ことで,種 々の疾患 を治療 できる

可能性が指摘 されて いる56).

Tsutsuiら は,Cre-loxPシ ステ ムを用 い,ヒ トTRX組 換え アデ ノ ウイル スを作

製 し,ラ ッ ト初代培養肝細 胞 に導入 した ところ,抗 アポ トー シス と抗ネ ク ローシ

スの効 果があ ることを報告 した24).本 研 究 において は,ヒ トTRX遺 伝子 を挿入

した組 換え アデノ ウイル ス導入 によ って ヒ トTRXを 強発現す る ことで,CCI、 を

用 いた肝傷 害 における有用性 を検討 した.
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第2節 実験方法

第1項 ヒ トTRX組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス の 調 製

293細 胞 に ヒ トTRX組 換 えアデ ノ ウイル ス(TRX-AdV)を 感染 させた.ア デ ノ

ウイルス ベクター作製 方法 は第2章2節1項 に準 じて行 った(Fig.17).TRX-AdV

の力価 は1.52×109pfulmlで あ った.
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Fig.17TRX組 換え アデ ノウイル ス の構造
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第2項 肝 細 胞 傷 害 モ デ ル の 作 製(invitro)

第2章2節6項 に準 じて行 った.

第3項TRX・AdVの 投 与 方 法

TRX-AdV1.0×108pfuをBALBlcマ ウス(♂,6w)の 腹腔へ投与 した.マ ウス

肝臓 にある肝細 胞 を1.0×108個 と仮定 しmoi1相 当の組換え アデ ノウイルス を投

与 した.TRX4丶dV投 与48時 間後 にCC14を1.Omllkgを 腹腔 へ投与 した.CCI4投

与24時 間後9採 血を行 い,血 清を採取 した.

TRX-AdV投 与CCI4投 与 採 血

▼ ▼ ▼

a
0(h) 48(h) 72(h)

第4項 血 清 中 ア ンモ ニ ア 濃 度 測 定

血清 中のアンモニア濃度は,イ ン ドフェノール法を用いて測定 した57).

第5項 血 清 中ALT,AST活 性 の 測 定

第2章2節7項 に準 じて行 った.
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第6項TRX遺 伝 子 発 現 の 測 定

各臓 器 よ りセパ ゾ ール を 用 いtotal-RNAを 抽 出 した.total-RNA鋳 型 と して サ ー

マル サ イ ク ラ ー を用 いてRT-PCRを 行 った.RT-PCRは 第2章2節5項 に準 じて

行 った.各 プ ラ イ マ ーの 配 列 はTable3に 示 す.各 プ ライ マ ーの アニ ー リング温

度 は56℃,サ イ クル 数 は30で 行 った.

Table3RT-PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー の 配 列

TranscriptSenseprimerAnti-senseprimerSizeofproduct

TRXTCTGACTGACCGCGTTACTCTCATCCACATCTACTTCAAGGA210bp

(3-actinCATCCCCCAAAGTTCTACCCAAAGCCTTCATACATC347bp

第7項 肝 組 織 像 の 観 察

BALBlcマ ウス へTRX-AdVを 腹 腔 よ り1×108pfu投 与 した.TRX-AdV感 染48

時 間後 に1.Oml/kgを 腹腔 へ投 与 した.CCI4投 与24時 間後 に脱 血 と組 織 固 定 を 行

い,肝 臓 を採 取 した.採 取 した 肝 臓 は適 当 な 大 き さ に切 り,Compound(SAKURA)

を用 い,液 体 窒素 によ って 凍 結 させ た.凍 結 肝 臓 切 片 は凍 結 ミク ロ トーム(Leica)

を用 いて 組 織 切 片(20μm)を 作 製 し,ス ラ イ ドガ ラ ス に移 した.ス ラ イ ドガ ス

の 組 織 切 片 は,真 空 乾 燥 後 にhematoxylin/eosin(HE)染 色 を 行 い,位 相 差 顕 微

鏡(IMT2-RFC:OLYPUS)を 用 い て 観 察 を 行 っ た.次 ぎ に,撮 影 した 画像 よ り,

photoshop(adobe)とScionImage(ScionCorporation)を 用 い て肝 臓が 障害 を

受 けて い る割 合 を算 出 した.

第8項 統 計 解 析 方 法

第1章2節10項 に準 じて行 った.
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第3節 結果 と考察

第1項 肝細胞へのTRX遺 伝子導入

採取 した ラ ッ ト肝細 胞へTRX-AdVをmoilで 感染 させた.TRX-AdVに はGFP

遺 伝子が組 み込 まれ てお り,Fig.18に は共焦点 レーザー顕微 鏡を用 いた肝細胞 の

蛍光像 よ り,感 染24時 間後 にGFPの 発 現が観察 された.こ れ によって,TRXは

感染24時 間後 に肝細 胞で発現 する ことが示 唆された.

Non-infected

TRX-AdV

Brightfield GFP

Fig.18、invitroに お け るGFPの 発 現

TRX-AdVを ラット肝細胞に感染させ,24時 間後にGFPを 共焦点 レーザー顕微鏡を

用いて観察した.

第2項TRX遺 伝子導入による肝傷害の抑制(invitro)

1)肝 細 胞viabilityへ の影響

採取 した ラ ッ ト肝細胞 にTRX-AdVを 感染 させ,48時 間後 に10mMCCI4を 添

加 した培 地 と交換 した.培 地交換4時 間後 に生肝細 胞数の測定 を行 った.Fig.19

に肝細 胞数測 定の結 果を示 した.TRX-AdV感 染肝細胞群の肝細 胞数 は,非 感染肝
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細胞群 と比較 し,約2倍 であ った.ま た,TRX-AdV感 染肝細胞群 の肝細胞数 は,

CCI4で 障害を して いな いTRX-AdV感 染肝細 胞群の肝細胞数 と,ほ ぼ同程度であ

った.こ の ことよ り,invitroに おいてTRX遺 伝子導入 した肝細胞 は,CCI4に よ

る傷 害か ら保 護 される ことが示 された.

*
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Fig.19.TRX遺 伝 子 導 入 に よ る の 肝 細 胞 死 に 対 す る 抑 制 効 果(invitro)

臼:感 染を していない通常の肝細胞(CCI4非 添加),口:感 染をしていない通常の肝細胞(CCI4添

加),闥:TRX遺 伝子導入肝細胞(CCI4非 添加),■:TRX遺 伝子導入肝細胞(CCI、 添加),肝 細

胞数は トリパンブルー色素排除法を用い血球計算盤にて測定した.n=3.*ρ く0.05

2)肝 細 胞傷 害への効果

上記 のCCI4に よる肝細胞傷害時に漏出す る培養上清のALT,AST活 性を測定

した.Fig.20に 測定結果 を示 した.TRx-Adv感 染肝細胞群のALT,AsTは,非

感染肝細 胞群 と比較 し,1/2以 下に低下 して いた.こ のALT,AST活 性 は傷害を

与 えて いな い通常 の肝細胞 とほぼ同 じ活性で あ った.こ の ことよ り,TRXは 肝細

胞 内 にお いて強発現する ことによ りCCI4に よ る傷害を抑制する ことが示された.
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Fig.20.TRX遺 伝 子 導 入 に よ る の 肝 傷 害 の 抑 制('nvitro)

TRX遺 伝子導入48時 間後にCCI410mMで4時 間インキュベー トし,肝 傷害を誘導 した.

Z]:感 染を していない通常の肝細胞(CCI,非 添加),口:感 染をしていない通常の肝細胞(CC1、 添

加),國:TRX遺 伝子導入肝細胞(CCI、非添加),■:TRX遺 伝子導入肝細胞(CCI、 添加),ALT,AST

の 活 性 は培 養 上 清 よ り測 定 した.n=3.**ρ く0.01

第3項 生 体 内 に お け るTRXmRNAの 発 現 分 布

TRX-AdV1×108pfuをBALBlcマ ウスの腹腔 に投 与 し48時 間後 に,肝 臓,心

臓,肺,胃,腎 臓,小 腸を採取 した.各 臓器 か ら抽出 したTotalRNAか らRT-PCR

を行 いTRxの 発現 を観察 した.Fig.21に 結果 を示 した.肝 臓で のみTRxの 発現

が観察 され,他 の臓器で は発現 して いなか った.

TRX-AdV投 与 マ ウ ス 無処置マウス

1.肝 臓,2.小 腸,3.心 臓,4.腎 臓,5.胃6.肺

Fig.21.生 体 内 に お け るTRXmRNAの 発 現

TRX-AdVを マウスへ投与し48時 間後にmRNAを 各臓器より抽出し,RT-PCRを

用いて遺伝子発現を観察 した.左:TRX-AdV投 与マウス,右:無 処置マウス
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第4項TRX遺 伝子導入による肝傷害の抑制(invivo)

1)肝 傷害 への影 響

BALBlcマ ウス(6w1♂)へ1ml/kgCCI4を 投与 した急性肝炎モデルマ ウスを

用 いてTRXのinvivoで の効果 の検討 を した.TRX-AdV1×10$pfuを マ ウスの腹

腔 に投与 し48時 間後 にCCI4を 投与 した.CCI4投 与24時 間後 に採血を行 い,血

清 中よ りALT,AST活 性の測定を行 った.Fig.22に 測 定結 果を示 した.TRX投 与

マウス群 のALT,AST活 性 は,非 投与マ ウス群及 びLacZ-AdV投 与マ ウス群 と比

較 し,半 分以 下 に抑 制された.TRXが マ ウス肝臓で発現 し,CCIQに よる肝傷 害を

抑制 した ことが示 された.
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Fig.22.'rRX遺 伝 子 導 入 に よ る 肝 傷 害 の 抑 制(invivo)

口:無 処置マウス,驪:IacZ遺 伝子導入マウス,■:TRX遺 伝子醇入マウス.TRX-AdV投 与48

時間後,CCI4を 投与し,24時 間後に採血をし,血 清中よりALT,ASTの 活性を測定した.n=4.

**ρ く0.01vs無 処置マウス
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2)肝 機 能への影 響

生体 の肝機能が傷 害 され る と血液 中の アンモニア濃度 が上昇 し,肝 性脳症 とな

り意識不 明にな る障害 を及ぼす58).血 液 中にあるアンモニ アや,有 毒物質を除去

する ことは劇症肝 炎の治療 にお いて最 も重要で あ り,現 在は血液透析 の手法 を応

用 して行われ て いる.そ こでTRXがinVIVOに おいて肝 機能 に及 ぼす影響を検討

した.Fig.23に 測定結 果を示 した.TRX-AdV投 与マ ウス群のア ンモニ ア濃度は,

非投与 マ ウス群及 び 量acZ-AdV投 与 マウス群 と比較 し,半 分以下の値であ った.こ

の こ とよ り,TRXはCCI4に よる肝 傷害 の際 に肝機能低 下を抑 制する ことが示 さ

れた.

1.6

1.4

1.2

葦1

書o・8

耄 ・゚6
0.4

o.z

O

**

Fig.23.TRX遺 伝 子 導 入 に よ る 肝 機 能 低 下 の 抑 制(invivo)

國:健 常マウス,口:無 処置マウス,圏:IacZ遺 伝子導入マウス,■:TRX遺 伝子導入マウス.

TRX-AdV投 与48時 間後,CCI4を 投与し,CCI4投 与24時 間後に採血をし,血 清中よりアンモニア

濃度をインドフェノール法を用いて測定した.n=4.**ρ く0.01
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第5項TRX遺 伝子導入による肝傷害抑制の組織像

無処 置 マウス群,1.OmllkgCCI4単 独投 与群,TRX-AdV+CCI4投 与群か らの肝組

織 像をFig.24(A～c)に 示 した.CCI4で 傷害 を与えた マウス は,血 管の周 りを 中

心 と して肝細胞 が壊死を起 こしていた.TRX-AdVを 投 与 し,CCI4で 傷害を与えた

マ ウスで は,傷 害 を受 けて いる像 と,傷 害 を受 けていな い像 が観 察 された.各 組

織の切片 画像 よ りphotoshopとScionlmageを 用 いて,肝 臓が傷害を受 けて いる

割合 を算 出 した結 果をFig.24(D)に 示 した.こ れよ り,肝 臓 はTRx-Adv投 与 に

よ ってCCI4に よる肝傷害 を受 ける割合が 減少する ことが示 された.
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Fig.24.TRX遺 伝 子 導 入 によ る肝 傷 害 抑 制 の組 織 像

A:健 常マウスのHE像,B:CCI4単 独投与 した無処置マウスのHE像,C:TRX-AdV

投与マウスのHE像,D:肝 傷害の割合,口:CCI4単 独投与群,■:TRX-AdV投

与群n=3.***ρ<0,005
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第4節 小括

本研 究は,ヒ トTRXを アデ ノウイルス ベクターを用 いて肝細胞 内で強発現 す る

ことで,CCI4に よる細胞傷害を抑制 する ことを示 した.TRXは,ヒ ー トシ ョック,

UV,過 酸化水素な ど様 々な刺激や ス トレス による細胞死 か ら保 護す る ことが報告

されて いる59).ま た,肺 虚血傷 害な どか らの 回復 を促進 する効 果が報告 され て い

るsa).し か しこれ らは,内 在性のTRXの 効果で ある.本 研 究 は,ア デ ノウイル

スベクターを用 いて ヒ トTRX遺 伝 子 を形質導入 し,TRXを 強発現 させる ことで

肝傷害 を抑制 した.TRXと 酸化ス トレスの 関係が最近研究 され,TRXに 抗 酸化作

用があ り,細 胞 アポ トーシスを抑制 する細胞保護効果 ある ことが報告 され て いる6°・

61・62).さ らにCCI4に よる肝細胞傷 害 は,活 性酸素reactiveoxygenspeces(ROS)

による細胞 アポ トー シス誘導 とTNF一 αによって肝 ク ッパ ー細胞 の活性化 で ある こ

とが報告 されて いる63・sa,ss).ま た,TRXはASK-1へ 結合す る ことでアポ トーシ

ス シグ ナル伝達 を抑制 し,ROSの スカベ ンジャー と して働 くことが報告 され て い

る66).Okuyamaら は,TRXト ラ ンス ジェニ ックマ ウスを用 いてTRXを 強発現 す

る と,ア ポ トー シスシグナルで あるCaspaseの 活性を抑制す ることでチオ アセ ト

ア ミ ドと リボ多糖体 の肝傷害が抑制 された と報告 している67).こ れ らのこ とよ り,

TRX-AdVに よ ってTRXを 肝細胞 内で強発現 させ ることによ って,ア ポ トー シス

を抑制す ることでCCI4に よる細胞 障害を抑制 した と考 え られ る.さ らに,血 中ア

ンモニ ア濃度 の上昇が抑制 されて いる ことか ら,生 存 した肝 細胞 が肝機能 を維持

していた ことが示 唆で きる.

本研 究 にお いては ヒ トTRX遺 伝子が アデ ノウイルスベクター によ り肝臓 でのみ

強発現 する ことを示 してお り,さ らにアデ ノ ウイルス は発現 を持続 する期 間が2

週 間程 度であ ることを確認 している.こ のため,ア デ ノウイル スベ クター を用 い

てTRXを 強発 現する ことは,生 体 に対 して障害 を及 ぼさな いため に,安 全性が高

いと考 え られ る.TRX遺 伝子 を用 いた遺伝子治療は肝傷害 を抑制 し,肝 臓を保護

する効 果がある ことを示 した.今 後,TRXを 用 いた遺伝子治療 は肝 炎進 行の 際 に

肝機能低 下を抑制す る肝庇 護療法 と して有効 な遺伝子治療 とな る ことが期 待で き

る.
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結論

1)骨 髄 間質細胞 は放 出する液性 因子 によ り肝細 胞尿素合成能 と肝細胞 アル ブミ ン

分泌能 を高 く維持 した.こ れ らの骨髄 間質細 胞 による肝細胞機能 の維持 には,

骨髄 間質細胞か ら放 出され るIL-6の 関与が示 唆 された.

2)多 孔性 ヒ ドロキ シアパ タイ トデ ィスクを用 いた,肝 細 胞 と骨髄間質細胞の共移

植 は,血 中の アル ブミン濃度 を高めた.

3)CIEBPβ 遺伝子をアデ ノ ウイルスベクター を用 い,初 代 肝細 胞 に導入する こと

で肝細胞viabilityを 長期 間維持 し,肝 細 胞の増殖能 を高め,ア ポ トー シスを抑

制 した.CIEBPβ 遺伝子導入 による肝細 胞viability維 持 には,COX-2の 関与が

示唆 された.

4)CIEBPβ 遺伝 子導入 によ り,CCI4に よる肝細胞 傷害がinvitro,invivoに おい

て抑制 された.

5)TRX遺 伝 子導 入 によ り,CCI4に よる肝細胞傷 害がinvitro,invivoに おいて

抑制 された.

6)TRX遺 伝 子導 入 によ り,CC14に よる肝機能低 下が抑制 された.
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総括

骨髄細 胞 中にあ り造血幹 細胞の分 化 ・増殖 を支持す る細胞で ある骨髄 間質細 胞

とラ ッ ト初代培 養肝細胞 を 多孔性 の分 離膜 を用 いて細 胞 間接触 のな い共培 養 をす

る ことで肝細胞尿 素合成能 と肝細胞 アル ブミ ン分泌能 を高 く維持 する ことがで き

た.さ らに,細 胞 間接触 のあ る混合 培養 においては肝細 胞アル ブ ミン分泌能 を高

めた.そ して,こ の作 用 には骨髄 間質細 胞か ら放 出され るサイ トカ イ ンで あるIL-

6が 関与 して いる ことで示唆できた.ま た,肝 細胞 アルブ ミン分泌能 の維持 には,

IL-6以 外 の因子が 関わ って お り,骨 髄 間質細胞か ら放 出 される様 々なサイ トカイ

ンネ ッ トワーク によ って肝細 胞機 能 が維持 で きることが示 唆 された.さ らに多孔

性 ヒ ドロキシアパタ イ トデ ィスクを 足場材 料 に用 い骨髄 間質細胞 と肝細胞 を混合

培養 し,肝 炎 マ ウス へ共移植 した と ころ,共 移 植 した マ ウス のアル ブ ミン分泌 能

は肝細 胞単独移 植 と比較 して有意 に高 くな った.こ れ らの ことよ り骨髄 間質細 胞

は肝細 胞機能 を高め る,肝 細 胞移植 において有用な細胞である こが 示 され た.

肝臓 において豊 富に存在す る転写 因子で あるCIEBPβ は,ラ ッ ト初代培 養肝細

胞 のアポ トー シスを抑制 し,viabilityを 長期 にわた って維持 した.肝 細胞のviability

維持 には,肝 切 除後 に発現 が誘導され るCOX-2の 関与が示唆 された.ま た,CIEBP

β導入 ラ ッ ト初代 培養肝細胞 は,CCI4に よる細胞傷害を抑制す る ことが示 された.

さ らに,CCI4に よ って急性 肝傷害 を 誘導 した急性肝傷害 マ ウスへCIEBPβ 一AdV

を投与 する ことで,血 中のALT及 びASTの 活性 は低下 した.こ の ことよ り,CIEBP

β一AdVは 障害 を受けた肝 臓の 回復 を促 進する ことが示 された.こ れ らの ことよ り,

転写因 子であるCIEBPβ の遺伝子 導入 は,肝 傷 害の際 に有効な治療効果が あ り,

急性の肝疾患 に対 する有効 な遺伝子治療 になる ことが期待できる.

細胞 内redox制 御 に関与 している低分 子蛋 白であるTRXは,初 代培養肝 細胞

のネク ローシス とアポ トー シスを抑 制 し,肝 細胞viabilityを 維持 する.さ らに,TRX

はラッ ト初代培養肝細胞 にお いてCCI4に よる細胞傷害を抑制 した.ま た,TRX-AdV

をマ ウス へ投与 した あ とにCCI4に よる傷害を与えた急性肝傷害 マ ウス において血

中のALT,AST活 性 の抑制,さ ら血 中のア ンモニ ア濃度の上昇が抑 制 され,HE

染 色 した肝組織像 よ り肝傷 害 を抑 制 する こ とが示 された.TRX遺 伝子 はinVIVO
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において肝傷害を抑制 し,肝 細胞機能を維持する肝保護効果があることが示され

た.こ れ らのことよ り,TRX遺 伝子は,肝 炎進行の際に肝細胞機能低下を抑制す

る肝庇護療法として有効な遺伝子治療 となることが期待できる.

HGFを 肝臓で強発現させることによって肝炎 ・肝硬変モデル動物の病態を寛解

し,延命できることが示されている17,18).本研究においては,転写因子であるCIEBP

β遺伝子 は急性肝傷害の際に有効な治癒効果のある遺伝子治療として,低 分子蛋

白であるTRX遺 伝子は急性肝傷害の際に肝炎進行と肝機能低下を抑制する肝庇護

療法として有効な遺伝子治療であることを示 した.従 来の研究においては,HGF

は悪性腫瘍が発生 する可能性が大きいことが指摘されているが,本 研究で用 いた

遺伝子は,悪 性腫瘍などを起 こす可能性はないと考えられる.CIEBPβ 遺伝子と

TRX遺 伝子は,肝 疾患に対 して,安 全で,か つ有効な遺伝子治療となることが期

待できる.
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