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1.は し が き

1)研 究の目的 と意義

現在全世界的に肝疾患に対 し積極的に肝移植術または、特に本邦

においては、部分肝移植が行われている。従って、肝移植によって

しか治癒の望めない先天性肝酵素欠損症 も、その ドナー不足により

治療を受けられない事態が予想される。われわれはこれ らの病患の

うちいくつかは全肝を必ずしも要 さず、肝細胞移植で間に合うもの

であることを実験的に明 らかにして きた。さらに本疾患は新生児期

か ら発症 し重篤化するものも多いため、可及的早期の治療法を検討

することも課題として残されていた。

また、一方胎児～新生児期には免疫の発達が不十分のため、非 自

己を受け入れ易い可能性が高いうえ、いったん移植片を受け入れた

場合、免疫学的寛容状態が得 られ成長後の同種肝細胞移植に対 し拒

絶反応を示さない可能性が高いと考 えられる。 これは免疫抑制剤 を

要さないことを意味 し、本疾患が生後か ら一生にわたることを考え

れば胎児期細胞移植は大変有利な治療 といえる。

また本法の臨床応用を考えた場合、既に胎児期遺伝子診断もエコ

.___.下膀帯静脈採血 も、手技的には確立されてお り、従 って、実験的

に胎児～新生児に対 し肝細胞移植を試みて効果 を調べることは必然
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的ともいえる状況にある。 しか しなが ら国内外では唯一正常小羊を

対象 にして、膀帯静脈か らの細胞移植を行 った直後の肝内生着をみ

た報告があるのみである。

小動物には多 くの疾患モデルがあるが、最近小動物(ラ ッ ト、ウ

サギ)の 胎児に対するmicrosurgeryが 進歩 し、その安全性が高ま

ったことか ら、肝細胞 を小動物の胎児の腹腔あるいは膀帯静脈へ注

入するだけの簡単な手技は十分成功が見込めると思われる。また、

代謝異常の動物モデル としては現在各種のtransgenic動 物が次々開

発されてきていることか ら、これ らを対象にして肝細胞移植の効果

をみることは、 ヒト先天性代謝異常疾患の中で本法に最適のものを

みつけ出す絶好の機i会となるであろう。 この研究はまた、逆 に代謝

異常疾患の病態を明らかにするうえで も極めて有用なものであると

考えられる。
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II.研 究 成 果

1.子 宮内胎児手術手技の向上により死産、Cannibalismが 回避す

ることが可能 となった。

移植群(n=6)の うち2匹 において有意に(p<0.05)症 状発現時

期の遅延 と生存 日数の延長が確認できた(Table1)。 また、病理

組織学的検討 においても、明らかに肝内生着も確認 された。

さらに一方では、新生児 ラットへの肝内移植群では安全性は高か

ったが、その移植効果はコントロール群(非 移植群)に 比 し有意な

差は認められず、新生児時期 における移植は有効ではなかった。

2.今 回 はcytochromeP450familyの 中 のcytochromeP450111A

familyに て そ の 発 現 お よ び さ ら にinducerを 用 い て 検 討 を 加 え た 。

1)移 植前胎児肝細胞、移植後6週 目および10週 目の脾内胎児肝細

胞のCytochromeP450HLpお よびP450pの 発現。

移植後6週 目における脾内胎児肝細胞は集塊を形成 し赤色髄内存

在し増殖 していた(図1)。 またBrdU免 疫染色では、核が濃染さ

れた肝細胞が散見され、増殖分裂を繰 り返 していることが確認され

た(図2)。

CytochromeP450pの 発現は移植前の胎児肝細胞および移植後6
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週目において認め られた。 しか し移植後10週 目では、その発現が認

め られるも低かったcytochromeP450HLpの 発現は移植前胎児肝

細胞および移植後6週 目に認め られたが、移植後10週 目においては

認められなかった。(図3,4)

2)脾 内移植後10週 目におけ る脾 内胎児肝細胞 のdexamethason投

与 によるcytochromeP450111Afamilyのinducibility(DEX群)

(図3,4)。

CytochromeP450Pの 発現 は10週 目ではわず か に確認 された の

みであるが、DEX群 ではよ り強 い発現 が確認 された。Cytochrome

P450HLpの 発現 は移植後10週 目の発現 は認 め られなか ったが、

DEX群 で は認 め られ た。
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III.考 察 と今 後 の 展望

すで に大動物 において は、膀帯静脈 内肝細胞移 植 は、その生着が

組織学的 に確認 されている。今 回、我 々は ラッ ト胎児 を用 いて 同様

に月齊帯静脈 よ り肝細胞移植 を行 い、そ の生着確認 とともに移植肝細

胞 の機能 を先天性酵素欠損 ラッ トを用 いることによ り確認 し得た。

この結果は、肝 内に移植が成功 しかつ移植肝細胞 が増殖、分化 を

し、そ の機能発現 に至 った と考え られた。

また一方、cytochromeP450は 分化 した組織 を持 つ多細胞生物

の高度 の調節機i能と関連 してお り、動物 の発 生段階 に応 じて種 々の

cytochromeP450が 発現 し、またその存在量 も変化す る。一般 に

胎児肝では、P450111Afamilyの 発現 は非常 に低 くinductionを 用

いて もわずか に認 め られ るのみで ある。今 回我 々はcytochrome

P450111Afamilyで あるcytochromeP450pお よびP450HLpの 発

現 につ いてSHRを 用 いて、胎 児肝お よび脾 内移植後6週 において検

討 を加えた ところ、妊娠20日 目の胎児肝 においてその発現が

inductionを 用 いず に認 め られ、また移植後6週 目にお いて もそ の発

現が確認 された。 さ らに長期脾 内胎児肝細胞移植モデル として移植

10週 目にそ の発現 につ いて検討 した ところP450pの 発現がわずか

に認 め られたがcytochromeP450HLpの 発現 は認 め られなか った。

この差 はcytochromeP450HLpはanti-humanlivermicrosome
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に対す るpolychronalantibodyを 用 いて いるため と推測 された。

そ こでcytochromeP450111Afamilyのinducerで あるDEXを 用 い

て脾 内移植胎児肝細胞 についてそ のinducivilityに ついて検 討 を加

えた ところCytochromeP450pお よびP450HLpの 発現の増強 が認

め られた。 この ことは脾内に移植 された胎児肝細胞 が増殖、分化 し

成熟肝細胞 と同様 のresponseを 備 えた と思われ る。一般 に

cytochromeP450111Afamilyは 主 としてmicrosomeの ・C

hydroxylaseの 活性 と相関 を示 し、雄性の ラッ トの成熟肝細胞 に特

異 的 とされ る。 しか しなが ら未熟 ラ ッ トにお いて は、性差 はな くそ

の発現が低 いなが ら同 レベル に認 め られる。 したが って

cytochromeP450pお よびP450HLpの 発現が6週 お よび10週 目で

認 め られた ことは、脾 内 に移植 され た胎児肝細胞 が分化増殖 を繰 り

返 し成熟肝細胞へ と発達 して きた ことを示唆す るもの と考 え られ る。

以上 、脾 内移植胎児肝細胞 にお いて移植後10週 目において も

cytochromeP450の 代謝 系が存在す る ことが確認 され た。

以上 の ことによ り、胎児肝細 胞移 植は、周産期 にお いて少 な くと

も同種問 にて トレランス誘導の可能性 も生 じ、大量 の肝細胞 を移植

す る ことも可能であ り、その後脾臓 内 または肝臓 内にお いて十分 に

増殖分化 し成熟肝細胞 に至 り、そ の結果先天性酵 素欠損症 の早期治

療 に非常 に期待 が もて るであろ うことが判明 した。
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Tab置e.1 OnsetoftheDiseaseandSurvival

(weeksaftercessationofAsA)

OnsetofthediseaseSurvival

0

transplantedrats(n=6)

male(n=2)

male}(n=4>female
non-transplantedrats(n=76)

male(n>36)

female(n>32)

7

3～4

2～3

4

3

～

～

3

2

o

岬

4

1

5

3

5～7

3～4
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1. Light photomicrograph of intrasplenically transplanted 

hepatocytes. Spleens were fixed in 10% formaldehyde and stained with 

hematoxylin and eosin. Large masses of hepatocytes, with cord-like 

structures and proliferating bile ducts, were observed in the red pulp. 

Oval-shaped hepatocytes surrounded by lymphocytes and red cells 

were in close approximation. A larger batch of hepatocytes was observed 

10 wk after transplantation.
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RI 2. Spleen sections stained by an immunohistochemical technique with 

anti-BrdU monoclonal antibody. Proliferating hepatocytes were 

observed.
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RI 3. Immunoblot analysis of cytochrome P450s of microsomes from f 

liver and splenic microsomes from recipient rats. In all cases, 50 g g 01 

microsomal protein was loaded and the cytochrome P450 antibodies 

were diluted 1:100. Cytochrome P450 p: Lane 1, 16 ng of purified P4 

p; Lane 2, control, nontrans-planted spleens; Lane 3, untreated fetal 

liver; Lane 4, spleens 10 wk after transplantation with fetal hepatocy 

Lane 5, spleens 10 wk after transplantation with fetal hepatocytes 

induced with DEX.
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 4. Cytochrome P450 HLp Lane 1, 16 ng of purified P450 HLp; Lane 2, 

control, nontransplanted spleens; Lane 3, untreated fetal liver;_Lane 4, 

spleens 10 wk after transplantation with fetal hepatocytes; Lane 5, 

spleens 10 wk after transplantation with fetal hepatocytes induced with 

DEX.
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