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1.は し が き

1)研 究の目的 と意義

近年の臓器移植技術の発達は、臓器不全患者の救命に画期的な治療技術を

提供することになった。 しかし、 これ らの臓器移植は、脳死体か らの臓器提

供を原則 としてお り、移植臓器 に限 りがあることか ら、大部分の臓器不全の

患者は、その恩恵に浴さず、治療の術のないまま死 に至 っているのが実情で

ある。肝疾患についていえば、年間約17,000人 が肝硬変な どの末期肝不全に

よって死亡 してお り、肝臓移植 によって救命 し得 る患者は米国の実績か らの

試算で最大1000～2000人(500人 程度 ともいわれている)、 約5～10%(同

3%)に すぎず、公平な治療をめざすには、脳死体か らの移植以外の方法を

開発することが必要 と考えられている。

われわれは、ガラク トサ ミンを使った肝不全誘発動物実験モデルにおいて、

遊離肝細胞の腹腔内移植によって、 これを救命 しうることを報告 してきた。

その救命のメカニズムの一つ として、移植細胞による網内系機能の代償が挙

げられ、ガラク トサ ミンによって引き起 こされたエ ンドトキシン血症を治療

することによって生存率の向上が得 られるものと推定された。一方、造血幹

細胞の移植は骨髄機能の代償療法 としてすでに臨床で一般的に行われてお り、

膀帯血に豊富に含まれる造血幹細胞の移植もファンコニー症候群の患者の治

療 としてすでに臨床報告 されている。そ こで この月齊帯血中に含 まれる造血幹



細胞 を中心 とする未知の前駆細胞(Progenitorce11)の 移植による網 内系機能

の再建あるいは肝臓機能の再建の可能性 を考え、 これ ら細胞群 を肝不全治療

に応用することを考えた。解剖学的に、膀帯血はまず最初 に門脈を経て肝臓

に広 く分布することか ら、膀帯血の前駆細胞、特 に接着能を有する細胞は肝

臓機能の一部を持 った前駆細胞である可能性がある。

膀帯血の有核細胞のうち、CD34陽 性細胞 については、骨髄機能の再建を

目的にすでに移植医療に用いられてお り、この膀帯血を保存することで、分

娩回数に応 じたHLAタ イプの細胞群が得 られ ることか ら、骨髄バ ンクを凌 ぐ

移植細胞 プールの利用が可能にな りつつある。

本研究では、移植医療の恩恵を得 られにくい肝不全患者の治療 として、脳

死体か らの臓器獲得 とは対照的に、分娩に際 して得 られる細胞の利用による

網内系機能 を含む肝臓機能を代償する治療法をめざすもので、特に人謄帯血

中の接着能 を有する有核細胞をターゲ ットとして、 これ ら細胞の移植による

肝機能補助の可能性を検討する。

2)研 究組織
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研究分担者:葛西眞一(旭 川医科大学医学部助教授)

研究分担者:澤 雅之(旭 川医科大学医学部助手)



3)研 究経費
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n.研 究 成果

【1】CD34陽 性細胞の検 出

1)免 疫組織化学染色による同定

CD34陽 性細胞の形態学的特徴を検出するには、その細胞 を含む血液の塗

末標本にCD34抗 体 による免疫組織化学染色 を行 う必要がある。 またCD34抗

原を発現 している細胞の発現様式を評価するには、他のCD34抗 原を発現 し

ている各種細胞(腫 瘍細胞を含む)に おける、抗原発現様式 と比較する必要

がある。

A.実験方法

染色法 としては、抗CD34抗 体(HPCA-1;BectonDickinson,USA)に よる

ス トレプ トアビジンービオチン法 を用 いた(表1)。

膀帯血および骨髄液の塗末標本の染色では、プレパラー トにひかれた細胞

を2.5%パ ラホルム ・アルデヒ ドで固定 した後、表1の 手順に従 い免疫組織化

学染色を行 った。比較対象のLymphomaの ホルマリン固定標本については、

脱パラフィン処理 を行った後、塗末標本 と同様の手順 に従 って処理 した。
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表1

抗CD34モ ノクローナル抗体 による免疫組織化学染色の方法

1)マ イ ク ロ ウー ブ処 理(inO.01MCitrateBufferpH6.0;650-750W)

2)PBSBufferに よ る洗 浄

3)3%過 酸 化 水 素 添 加 メ タ ー ノー ル 溶液 中 に浸 す

4)PBSBufferに よ る洗 浄

5)10%ウ サ ギ血 清添 加(非 特 異 吸着)

6)50倍 希釈HPCA-1抗 体(BectonDickinson)と の反 応

7)PBSBufferに よ る洗 浄

8)ビ オ チ ン標 識 抗 マ ウ スlgGウ サ ギ 抗 体 との反 応

9)PBSBufferに よ る洗 浄

10)ペ ル オ キ シ ダー ゼ 標 識 ス トレプ トア ビジ ン との反 応

11)PBSBufferに よ る洗 浄

12)DAB染 色,水 洗

13)核 染 色,水 洗

14)脱 水,透 徹,封 入

5分x2

5分x2

10分

5分x2

10分

60分

5分x2

10分

5分x2

5分

5分x2

使用 した標 本は、月齊帯血塗末標本(n=4)、 骨髄塗末標本(n=2)お よびT

celllymphomaの パ ラフィ ン包埋標本(n;16)、BceUlymphomaの パ ラフ

ィン包埋標 本(n=20)で あ り、褐色 に染色 され るCD34陽 性細胞 の形態学的特

徴 につ いて比較 した。

B.結 果

塗末標本で のCD34陽 性細胞 は、直径10～12μmの 小型 の単核球で、不整

形の核 を持 ち、骨髄 中のCD34陽 性細胞 との形態学的な差 を認めなか った。

Tcelllymphomaに つ いて は16例 中2例 にCD34陽 性 の腫瘍細胞 を認めた
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が、Bce111ymphoma20例 について はCD34陽 性 の腫瘍 は認 めなかった。

Tcelllymphomaの サ ブクラス とCD34陽 性細胞 との関係 は

表2

Tcelllymphomaの 組 織 分 類(LSG)とCD34の 発 現 の 相 関

サブクラス

中細胞型

混合型

大細胞型

多形細胞型

リンパ芽球型

計

症例数

6

1

3

3

3

16

CD34陽 性例

0

0

0

0

2

2

CD34陰 性例

6

1

3

3

1

14

Tce111ymphomaでCD34陽 性 の腫瘍細胞 は1ymphoblastictypeの3例 中2

例 のみであ り、 この細胞 と膀帯血 のCD34陽 性細胞 との形態学 的特徴 は近似

してお り、両者 を鑑別す る ことは困難で あった。

CD34陽 性のTce111ymphomaの 組織標本で は、腫瘍細胞すべて にCD34の

発現 を認 め、腫瘍細胞間でCD34発 現 レベル の差異 を認めなか った。

C.考 察

膀帯血 中のCD34陽 性細胞 が、真 の造血幹細胞で あるか否か は議 論 のある

ところだが、形態学的 には増殖能 の旺盛なTcelllymphoma-lymphoblastic

typeに 類似 した形態的特徴 を有 して いた。TcelllymphomaのCD34発 現様

式は、症例 ごとに陽性、非陽性 があ るものの、陽性例 では、腫瘍 細胞すべ て

が陽性であ り、 も し1ymphoblastの 腫瘍化 がstemce11か らの分化途上 で起 こ
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った とすれ ば、腫瘍化 した細胞 ごとにCD34の 発 現 レベル に差異が あるはず

だが、我 々の症例 では これがな い ことか ら、1ymphoblastのCD34発 現 は、

この細胞 固有 のものの可能性 が高い。

膀帯血 中のCD34陽 性細胞 は小型 の単核球 で核 の不整 はあ るがcellsizeは ほ

ぼ均一で あ り、形態学 的には高 い増殖活性 を持つ1ymphoblastに 似 た特徴 を

有 し、そ のCD34の 発現様式 も細胞 間で差 はない と推定 され 、 フローサイ ト

メ トリー による月齊帯血 のCD34陽 性細胞測定で も、falsenegativeは ない と

考え られた。

2)フ ローサイ トメ トリー(FCM)に よ るCD34陽 性細胞 の測 定

ヘパ リン採血 によ る膀帯 血10mlを 材料 と して、 これ に含 まれ る造血幹細

胞数 を、 フローサイ トメーター(コ ール ター;エ ピックスII)に よ り測定 し

た。

A.実 験方法

膀帯血(ヘ パ リン添加)10m1に2倍 容 のPBS(EDTA添 加)を 加え、auto

cellcounterで 総 白血球数 、好 中球数 、 リンパ球数 、単核球数 を測定 した。

造血幹細胞 の測 定のマーカー として はCD34陽 性 および、よ り分化度 の低

いCD33陰 性 の細胞群 を対象 とす る ことに し、CD34、CD33二 重 染色 を行 っ

た。

検体50μ1にFITCラ ベル の抗CD33抗 体(コ ール ター)10μ1お よびPEラ

ベルの抗CD34抗 体(ベ ク トン ・デイ ッキ ンソ ン)20μ1を 加 え、4℃,30分
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間反応 させ 、PBSで2回 洗浄 、300μ1に 再 浮遊 し溶血剤 を1m1添 加 、5分 間静

置して再度PBSで 洗浄 、全量1m1に てFCMで 測定 した。

測定ゲー トを、 リンパ球サイ ズにあわせ 、FITCお よびPEの 蛍光強度 をサ

イ トグラムで表示 し、測定細胞数10,000個 以上で 、CD34陽 性、CD33陰 性

の細胞比率 を求 めた。

B.結 果

検体1、2は 分娩時の検体採取 か ら測定 までの保存 時間(4℃ 、冷蔵)は

6hr以 内であ り、検体3は24hr以 上 、検 体4、5は12-24hrで あ り、 この時 間

の長さに応 じて、バ イア ビリテイ の変化、変性、一部凝 固の影響が見 られ た。

図1

CD34(PE)、CD33(FITC)二 重 染色 によ るサイ トグラム

→132P占4-1LGFしXしRFL
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縦 方 向 はCD34に 対 す る 蛍 光 強 度 分 布 、 横 方 向 はCD33に 対 す る 蛍 光 強 度 を 示 し、

QUAD1はCD34陽 性CD33陰 性 細 胞 を 、QUAD2はCD34陽 性CD33陽 性 細 胞 を 、QUAD3

はCD34陰 性CD33陰 性 細 胞 を 、QUAD4はCD34陰 性CD33陽 性 細 胞 を 示 して い る 。
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表3

月齊帯血の検体別細胞数およびCD34陽 性細胞比率

採取一測定の時間

総 白血 球数(x103/μ1)

好 中球(x103/μD

リンパ球(x103/μ1)

単核球(x103/μ1)

CD34十CD33一

細胞 比 率(%)

CD34陽 性細胞数

(x105個)

検体1

6hr以 内

10.3

5.52

3.87

0.50

0.46

1.78

検体2

6hr以 内

9.51

4.99

3.20

0.76

0.52

1.33

検体3

24hr以 上

6.66

2.83

2.92

i

0.5

1.32

検体4

12hr以 上

13.53

8.19

3.97

0.88

0.82

2.93

検体5

12hr以 上

14.19

7.22

5.55

0.62

1.19

5.95

平均

0.70

±0.28

3.00

±1.80

全血の条件下で、膀帯血 中に含 まれ る有核 細胞 中のCD34陽 性細胞 の割 合

は0.70±0.28で あ り、検体全量(8-10m1)か ら回収 され るCD34陽 性細胞総

数は、3.00±1.80x105個 で あった。

C.考察

サイ トグラム上QUAD2に 現れるCD34陽 性CD33陽 性の細胞群は非特異的

染色の結果である可能性が高 く、CD34陽 性細胞 としてはCD34陽 性CD33陰

性細胞のみを取 った。CD34陽 性 と陰性の蛍光強度の境界は、ヒス トグラム

上、両者のピークの谷になる位置を測定 して決定 しているが、検体採取か ら

測定までの冷蔵保存時間によ り、特 にCD34陰 性細胞の変動が多 くな り、見

かけ上CD34陽 性細胞が多 くなる傾向が見 られた。 これはautocellcounter

では細胞数 として計算されるが、細胞形態の変化 によ り、FCMで はリンパ球

の測定ゲー トにかからないため、CD34陰 性細胞が少ない条件で細胞比率計
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算が行われた結果 と考え られた。

【CD34陽 性細胞 の分離i・精製】

月齊帯血有核細胞 の50%以 上が好 中球で あ り、 これ らを除き単核球 のみの分

画に精製 し、細胞培養試 験お よび凍結保存 の試料 とした。

1)ブ イコール による分離法

膀帯血(ヘ パ リン添加)10mlに2倍 容 のRPMIを 加 えた後、フィコール を3:

4の 比率で加え、400xg,30分 間遠 心 し単核球 層 を回収 した。 さ らにフィコ

ール除去のた めRPMIを 加え、240xg,10分 間遠 心 を2回 行 い、最 終容量 を

1mlと し、そ の一部 を用 いてautocellcounterに よ り白血球数、好 中球数 、

リンパ ・単核球数 を測定 、各々細胞 の回収 率 を計算 した。

またCD34陽 性細胞 の回収評価 のため、分離細胞 に全血検体 と同様CD34、

CD33二 重染色 を行 った。分 離検体50μ1(単 核球103個/μ1)にFITCラ ベル

の抗CD33抗 体(コ ール ター)5μ1お よびPEラ ベルの抗CD34抗 体(ベ ク ト

ン ・デイ ッキ ンソン)10μ1を 加 え(全 血検体 の半量)、4℃,30分 間反応 さ

せ、PBSで2回 洗浄、最 終容量300μ1に 再浮 遊 させFCMでCD34陽 性CD33陰

性細胞比率 を測定 した。

B.結 果

フ ィ コ ー ル 分 離 前 後 の 白 血 球 、 好 中球 、 リンパ球 の 回収 につ い て は、 表4

に示 す よ う に 、 各 々39.46±10.7%、34.66±23.1%、48.56±12.7%だ っ た 。
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検体1、2に ついては白血球の回収が30%前 後 に対 し、リンパ球 ・単球の回収

が60%以 上 と良好な回収が見 られる一方、他の検体では回収率の低下が見 ら

れた。

表4

ブイコール分離 による月齊帯血有核細胞の回収

全血 時

(10ml)

x103/μ1

分離 後

(lml)

x103/μ1

回収率

(%)

白血球

好中球

リンパ球

白血球

好中球

リンパ球

白血球

好中球

リンパ球

検体1

10.30

5.52

4.37

32.63

5.31

・i

31.7

9.6

61.3

検体2

7.6

4.00

3.17

23.11

3.27

19.71

30.4

8.2

62.2

検体3

5.99

2.55

3.13

21.78

9.72

11.77

36.4

38.1

37.6

検体4

12.18

7.37

4.36

73.05

49.98

22.36

60.0

・i

51.3

検体5

12.77

6.50

5.56

49.6

32.26

16.92

38.8

49.6

30.4

平均

39.46

34.66

48.56

このCD34陽 性CD33陰 性細胞実数お よび 回収率 を表5に 示 した。CD34陽

性CD33陰 性細胞 のフィコール分離 による回収率は平均40.58±18.3%

(59.6%-6.1%)で あ り、 リンパ球 回収率の高 い検体1と2で は50--60%の 回収

率が見 られ、 この リンパ球 回収率の低下 と平行 してCD34陽 性CD33陰 性細胞

の回収 も低下 して いた。

表5

フィコール分離によるCD34陽 性CD33陰 性細胞の回収

分離前

x104

分 離 後

X14

(%)

回収率

(%)

CD34+CD33一 細 胞 数

CD34+CD33一 細胞数

(リンパ球回収 率)

検体1

17.8

10.6

(61.3)

59.6

検体2

13.3

6.7

(62.2)

50.4

検体3

13.2

5.9

(37.6)

44.5

検体4

29.3

12.4

(51.3)

42.3

検体5

59.5

3.61

(30.4)

6.1

平均

40.58



一
C.考察

膀帯血6-10m1か ら、造血幹細胞を含むフラクションCD34陽 性CD33陰 性

細胞が、104-105個 得 られた。 フィコールを用いた細胞分離では、最大60%

の回収があり、 この回収率は検体の保存状況によ り低下 した。すなわち分娩

時刻が夜間の時間帯の場合、検体は4℃ の冷蔵庫内で長時間保存 されること

にな り、一部凝固などの影響によ り有核細胞の回収低下およびCD34陽 性

CD33陰 性細胞の回収率の低下が認め られた。有核細胞総数の維持では、得

られる膀帯血の総量が少ないことか ら、分離保存より全血保存あるいは赤血

球だけを大まかに取 り除く保存が有利 と考え られた。

2)デキス トランによるリンパ球の回収

膀帯血の採取か ら測定までの冷蔵保存時間が造血幹細胞の回収におよぼす

影響を調べるために、膀帯血(EDTA添 加血)を24時 間冷蔵保存 し、その前

後におけるリンパ球の回収率を比較す ることにした。

リンパ球分画を採取 し細胞数 を測定す るために、膀帯血をデキス トラン溶

液(6%高 分子デキス トラン;MW20万)と 混合 し、室温で一定時間静置した

後に、赤血球沈降層を除 く分画 を回収 し、autocellcounterに て リンパ球数

を測定、全血時のリンパ球総数か らデキス トラン分離後の リンパ球回収率を

求めた。

a)デキス トランの混合比率の検討

デキス トランの至適混合比率 を求めるために、膀帯血(EDTA添 加血)1



一
に対 して、等量、1.5倍 容、2倍 容 のデキ ス トランを加 えヘマ トク リッ トを測

定(約25%,20%,15%)、 そ の後 、室温 で30分 間、45分 間、60分 間、90分

間静置 し、上清部分 を回収 して リンパ球 の回収率 を求 めた。

一結果一

ヘマ トクリッ ト値20%(膀 帯血:6%デ キス トラン溶液=2:3)の 時最 も

高い回収率が得 られた。 またデキス トランとの親和 時間は60分 に回収効率 の

ピー クが見 られた。

表6

デキス トラン混合比お よび静置時間 の リンパ球 回収 にお よぼす影響

ヘマ トク リッ ト値

静置時間(分)15%20%25%

30

45

60

90

0.33 0.49 i

0.36 0.48 0.32

0.41 0.47 0.41

i 0.45 0.26

b)膀帯血の24時 間冷蔵保存のリンパ球回収率におよぼす影…響

膀帯血(EDTA添 加血)を 、4℃ の冷蔵庫内で24時 間保存 し、この保存前

後について、デキス トラン混合によるリンパ球回収を行い、1日 の冷蔵保存

によりリンパ球(造 血幹細胞も含 まれる)の 回収が どのような影響を受ける

かを検討した。デキス トラン溶液の混合および静置時間については、実験a)

で得 られた至適混合比(2:3)お よび至適時間(60分)に よった。

一結果一

デキス トランによるリンパ球の回収率は当 日処理の場合27.4±4.4%に 対 し、



24時 間冷蔵保存後処理では35.3±5.1%と 回収効率の上昇が見 られた。(表7)

表7

24時 間冷蔵保存によるリンパ球回収効率への影響

当日の回収率

(%)

24時 間後 の回収率

(%)

検体6

22.8

30.6

検体7

35.2

34.9

検体8

26.5

35.9

検体9

24.1

30.5

検体10

28.5

44.6

C.考 察

フィコール分離によるCD34陽 性細胞の回収率が謄帯血を採取 した後、4℃

の冷蔵庫内で長 く保存 した場合に低下す る傾向が見 られたので、 これに対す

る対策を検討するための基礎実験を行った。細胞分離は最 もシンプルな方法

として6%デ キス トラン溶液 と混和後、室温静置 した後に有核細胞分画を回

収することにした。デキス トラン溶液混和の至適条件の検討では、謄帯血

(EDTA添 加血)2に 対 し、デキス トラン溶液3の 割合で混和後、室温で60分

間静置する時に最 も高い リンパ球の回収が得 られた。しか し24時 間冷蔵保存

した膀帯血のリンパ球回収率を、前値(冷 蔵保存前)と 比較 した場合、24時

間冷蔵保存 したものの方が リンパ球の回収効率は高 く、長期保存 したもので

リンパ球回収率が向上するという矛盾する結果 となった。 この理由としては、

有核細胞の赤血球部分との比重比(有 核細胞の方が軽 い)が 大きくなって、

上層での回収が増加することが考えられ、冷蔵保存に伴 う細胞の膨化あるい

は変形が背景にあると推定された。

これ らの結果か ら、フィコール分離における膀帯血CD34陽 性細胞の回収



が、膀帯血の採取か ら分離操作 までの冷蔵保存時間に依存 して低下する原因

として・保存 による細胞へのダメージが原因ではなく、抗凝固剤 としてヘパ

リンを用いているため、その効果時間が短 く、保存時間の長い検体では血液

凝固が起 こることが原因と考え られ、膀帯血採取時の抗凝固剤 としては、抗

凝固活性低下の少ないクエン酸系のACD液 を用 いる方がよいと思われた。

【造 血幹細胞 の培養】

膀帯血 の有核 細胞 のうち、 フィコール によって分離 された細胞分画 につ い

て池淵 らの方法 に従 って培養、 コロニー ア ッセイ を行 った。

A.実 験方法

膀帯血 のフィコール分離細胞(n=4)を 、2%FCS添 加lscove'smediumに よ

り細胞数5x105ce11/mlに 調 整 し、そ の0.3m1を プ ラスチ ックデイ ッシュのメ

チルセル ロース培地(*)3m1に 捲 き(5x104cel/dish)、1検 体 につ き2デ ィ

ッシュ として、37℃ 、5%CO2イ ンキ ュベー ター 内で最長20日 間培養、各 コ

ロニーが明 らか にな る培養i10日 目以後 、14日 目、20日 目に、実体 顕微鏡 に

よ りコロニー の成育状況 を観察 した。

*METHOCULTGFH4434(STEMCELLTECHNOLOGIES
,INO

O.9%Iscove'sMethylcellulose

30%FCS

1%BSA

3U/mlErythropoietin

10-4MMercaptoethanol

2mMレglutamine

50ng/mlrhStemCellFactor

10ng/mlrhGM-CSF

10ng/mlrhIL-3



B.結 果

CFU-Eは 培 養10日 目な い し14日 目 に コ ロ ニ ー一数 の ピー ク を 迎 え以 後 減 少 、

CFU-GM(cluster,G)で は 培 養10日 目 に ピー ク が 、BFU-E,CFU-GM(M),

Mixで は14日 目 に コ ロ ニ ー 数 の ピー ク を認 め た 。 各検 体 間 の コ ロニ._._形成 の

パ タ ー ン は よ く似 て お り、 総 コ ロニー 数 は14日 目 に ピー ク が あ っ た 。

表8

月齊帯血ブイコール分離有核細胞のコロニー形成

CFU-E

BFU-E

cluster

CFU-GM(M)

(G)

Mix

検体11

検体12

検体13

検体14

検体11

検体12

検体13

検体14

検体11

検体12

検体13

検体14

検体11

検体12

検体13

検体14

検体11

検体12

検体13

検体14

検体11

検体12

検体13

検体14

培養10日 目

33/28

28/41

32/31

22/34

81/103

124/120

124/134

143/119

57/59

42/32

27/26

21/16

58/29

50/64

81/97

66/80

156/163

241/253

137/131

162/132

5/7

14/7

12/32

12/7

培養14日 目

41/30

14/20

20/42

22/22

304/311

415/424

348/352

419/402

11/9

1/2

5/11

5/6

103/94

98/100

110/142

65/78

5/3

2/2

4/7

2/15

19/25

22/25

27/39

21/37

培養20日 目

20/38

15/8

263/233

348/315

9/7

4/6

93/112

82/87

1/3

0no

24/38

41/41
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C.考察

晒帯血フィコール分離細胞の長期培養(最 長20日 間)に よる、コロニー形

成を観察 した。培養14日 をすぎると、コロニー数の減少傾向が著 明とな り、

培養液中のサイ トカインの効果 の低下がうかがわれた。 この実験に先立って、

SCF,G-CSF,IL-3の 添加量を変え、コロニー形成がどのよ うな影響を受 け

るか検討 したが、その結果は再現性 に乏しく、結局既製のサイ トカイン含有

培地を用いる方が簡便かつ安定 した結果が得 られることがわかった。

【膀帯血有核細胞 の凍結保存 】

膀帯血有核細胞 を用 いた実験で は、検 体が分娩 に際 して しか得 られないた

めに、 これ を一 時処理 した後、凍結保存す る必要が ある。造血幹細胞 の凍結

保存 につ いては、す で に一80℃ 冷蔵庫 内で の単純冷却保存 で細胞 のバイ ア ビ

リテイ に支 障 をきた さない ことがわか ってお り、我 々 もこの方法 によった。

A.実 験方法

謄帯血 を各々3m1に 分注 し、全血、 デキ ス トラン分離細胞 、 フィコール分

離細胞の3分 画 とし、それぞれautocellcounterに て リンパ球数 を求 め、全

血 につ いては凍 害防止剤;**CP-1(極 東製薬,東 京)を 半量加 え、-80℃ 冷

蔵庫 内に保存 、デキス トラン分離分画 はそ の5分 の1量 の25%ヒ トアル ブミン

液 を加えた後 、そ の半量 のCP-1を 加 え凍結 、 フィコール分離分画 はIMDM約

1m1に 浮遊 させ た状態で等量 のCP-1と 混合 し凍結 した。

**CP-1:HES12g,DMSO10m1,生 理食塩水を加え 全量68m1



約1ヶ 月、-80℃ 冷蔵庫 内で保存 した後 、37℃waterbath中 で解 凍、PBS

で 洗浄 した後 、autocellcounterに て リンパ球数 を測 定、凍結 によ る回収 率

を計算 した。 さ らにこれ ら3分 画 につ いて培養 を行 い、培養1週 目あ るいは10

日 目の総 コロニー数 を求 めた。

B.結 果および考察

表9

3種類の凍結保存法による解凍後コロニー形成

全血

デキス トラン分離

フィコール分離

検体15

検体16

検体15

検体16

検体15

検体16

凍結前

リンパ球数

(x106/ml)

7
●

7
0

Q
り

ー
よ

2

4

ρO

Q
り

9

4

∩
V

O

8

Q
り

9
自

ρ
0

1
⊥

-
⊥

解凍後

リンパ球数

(x103/μ1)

-
⊥

7
屡

「
0

ρ
0

(
U

-
⊥

09

3

0

0

4

5

ρ0

8

0

0

培養10日 目

コ ロニー数

246/248

105/77

19/22

6/2

163/158

28/21

培養20日 目

コ ロニ0数

320/244

59/97

223/240

解凍後の細胞培養では、全血分画のコロニー形成が最 も高い結果 となった。

この理由として、スター ト時点での細胞数(解 凍後細胞数)が 非常に少な く、

培養開始時のstemcel1数 の差か ら、培養2週 間では全血の方が有利 と考え ら

れた。しか しフィコール分離分画 の培養20日 目のコロニー数は比較的多 く、

解凍後の検体の凝集変性等を考えると、やは り分離分画保存 の方がよいと思

われる。



【凍結保存膀帯血有核細胞 によ るHGFの 分泌】

膀帯血 中の有核 細胞 の肝臓機能 に関連 した役割 を検 討す る うえで、 これ ら

細胞が産生す るサ イ トカイ ンを測定す ること とした。HGFは 肝 実質 細胞 の増

殖 を促進す る効果 が知 られて いる因子で あ り、謄帯血 の フィコール 分離有核

細胞 の培養上清 中 に分泌 され るものを、 ヒ トHGFに 特 異的なEIAキ ッ トによ

り測 定す る ことにした。

A.実 験方法

は じめ にベース ライ ンとして、謄帯血血清 中のHGF濃 度(n=4)、 コン

トロール として成 人末梢血血清 中のHGF濃 度(n=4)をHGF測 定キ ッ ト(特

殊免疫研究所,東 京)に よ り測定 した。

膀 帯血(ヘ パ リン採血)約10m1か らフィコ..__ルによ り分離 した有核細胞

を、autocellcounterお よびFCMに よ りCD34陽 性CD33陰 性細胞数の測定

を行 った後(n=5)、 等 量の10%DMSO,10%FCS添 加IMDMと 混合 して一80

℃ の冷凍庫 内に最長1か 月間保存 、37℃ の温浴 によ り解 凍 し培養 に供 した。

容量3m1の プ ラステイ ックデイ ッシュに、IMDMに 浮遊 させた膀帯血有核

細胞(105～106個/m1)2m1を 各種サ イ トカイ ンと ともに混和 し、5%CO2イ

ンキ ュベー ター 内で72時 間 まで培養 した。

培養液 中のサイ トカイ ンと しては各dish、30%FCS、100ngG-CSF(Kirin)、

10ngIL-3(Kirin)と して用 い、 コン トロール として これ を除いた群 を設定 し

た。

培養24時 間後お よび72時 間後 に、培養液 上清 中のHGF濃 度 をHGF測 定キ



ッ トによ り測 定 した 。

B.結 果

膀 帯 血 血 清 中 のHGF濃 度 は0494±0.117ng/m1、 成 人 末 梢 血 中 のHGF濃

度 は0.358±0.047ng/m1だ っ た 。 膀 帯 血 有 核 細 胞 の 培 養 に よ るHGF分 泌 は

サ イ トカ イ ン を 加 え た 群 で 、24時 間 後 が0.126±0.094ng/106cel1、72時 間

後 が0.448±0.424ng/106ce11で 、 サ イ トカ イ ン を 加 え な い 群 で は 、24時 間

後 が0.125±0.080ng/106ce11、72時 間 後 が0.152±0.121ng/106cel1で あ っ

た 。 月齊帯 血 有 核 細 胞 中 のCD34陽 性CD33陰 性 細 胞 数 に 換 算 し たHGF分 泌 で

は 、 サ イ トカ イ ン を 加 え た 群 で 、 培 養24時 間 後 が13.3±11.3ng/106cell、

培 養72時 間 後 が41.2±31.7ng/106cellで あ っ た(表10)。

表10

月齊帯血有核細胞の培養におけるHGF分 泌

有 核 細 胞 数

(x106cell/ml)

CD34十CD33-

(%)

24時 間 培 養(*)

cytok.十

cytok.一

72時 間 培 養(*)

cytok.十

cytok.一

CD34十CD33一 換 算

(*)24時 間 後

72時 間 後

検体21

0.107

1.6

0.215

0.215

1.200

0.234
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-
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1.4
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0
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0.15
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0.220

0.640

0.347
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C.考 察

月齊帯血血清中のHGF濃 度は末梢血中の濃度に比べ高値であ り、膀帯血中の

細胞群か らのHGF分 泌の可能性が示唆されている。 この膀帯血有核細胞の培

養実験では、サイ トカインを含む培地の細胞群でHGF分 泌が見 られた。培養

を行った5検 体のうち検体21と 検体25に ついては、培養上清中に現れるHGF

が経時的に増加してお り、バイアブルな細胞が多 く、他の3検 体 については

バイアビリテイの低下がうかがわれた。

造血幹細胞 のバイアビリテイの判定法として、培養14日 間のコロニー形成

を観察する方法がとられているが、短期間での判定法はない。今回の実験は、

目的は肝機能に関連す る細胞群の検索であったが、移植後細胞機能 の早期判

定法 として、 このHGF分 泌能の測定 も利用可能かもしれない。

【月齊帯血有核細胞 にお ける接着細胞 】

月齊帯血 中に含 まれる有核細胞 の特 に接着能 を有す る細胞 の形態学 的特徴 を

調べ る ことにした。

A.実 験方法

膀帯血か らフィーコール分離 によ り有核細胞 を回収 し、IMDMに て最終容

量1m1に 調 整 した。接着担体 として は、non-coatingの ラテ ックス粒子(粒

子径約100μm)を 、PBSで 洗浄 、1mlのIMDMにsuspend(104個/ml)し

て用 いた。有核細胞 を含 む培養液 と等量 の ラテ ツクス粒子液 を室温 、60分 間、

120分 間(5分 ごとに振 とう)反 応 させ 、PBSで1回 洗 浄 した後 、ギムザ染色 、



光学顕微鏡(x200倍)に て観察 した。

B.結 果および考察

接着細胞は極めて少な く、わずかな接着細胞 について も強い変形が見 られ

た。 この実験系では、接着細胞 の形態学的特徴 を評価することはできないと

思われた。接着細胞 を回収する場合、やは り接着の担体 に何 らかの接着基質

をcoatingす る必要があるが、この接着基質の親和性(特 異性)に よっては、

目的 とする細胞が得 られるか どうかの補償がなく、今回の実験ではnon-

coatingの ものを用いた。 しか し結果 としては、細胞の回収率があま りに低

く、 この先の実験に供することができず、 この回収率向上のための工夫が必

要と考え られた。


