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研究成果の概要（和文）：GFP発現骨髄細胞（BMCs）を脾臓経路でウィルソン病モデル新生児ラッ
トに注入・移植し、BMCからの肝細胞（BMDHs）発現、機能を検討した。注入後18ヶ月にてBMDHs
が肝臓に生着していること、障害肝モデルでは低下しているはずのセルロプラスミンの酸性活性
が上昇していること、BMDHsは細胞融合によって発生していることが確認され、出現したBMDsか
ら新生物形成病変は確認されなかった。我々の実験結果は、この新しい戦略がBMDHsをつくるた
めに効果的で安全なことを示唆すると思われた。 
 
研究成果の概要（英文）： We used Long Evans Cinnamon (LEC) rats as recipients, a model 
of  Wilson disease and liver carcinogenesis. GFP-expressing BMCs were injected into 
newborn LEC rats through the spleen.  
 At 18 months after injection, we found some green fluorescent protein-expressing areas 
macroscopically in the liver of treated LEC rats. The oxidative activity of ceruloplasmin 
increased. Moreover, we confirmed that the BMDHs were generated by cell fusion and was 
not detected in any of the neoplastic lesions or cholngiofibrotic regions. 
Our results suggest that this novel strategy for creating BMDHs is effective and safe. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
現在、肝移植は、肝硬変症、劇症肝炎、先天
性肝疾患、肝細胞癌症例に対する治療法の一
つとして確立されている。しかし、その適応
の拡大と相反して、年々増加する移植レシピ

エントに対するドナー不足がこの治療法の
大きな課題の一つである。本邦においては生
体肝移植がその大半を占め、脳死患者からの
肝移植は極めて少なく、ドナーに対する手術
侵襲もこの治療法の問題点であった。近年、
こうしたドナー不足の解消、またはドナーに
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対する侵襲の軽減を目的に、再生医学分野に
おいて、幹細胞から臓器または細胞を構築し
ようとする研究が盛んになされている。細胞
ソースとして、胚性幹細胞（ES 細胞）を用い
る実験も数多く施行され、魅力的な成果を数
多く挙げている。しかしながら、倫理的な問
題、細胞採取の問題、扱いやすさ、Teratoma
形成などの malignant potential など臨床応
用までには超えなければならない課題も多
いのが現状である。一方、骨髄幹細胞も様々
な組織の細胞に分化または融合することが
知られており、その扱いやすさや、細胞採取
の観点から我々は骨髄幹細胞に着目した。肝
臓においては、骨髄幹細胞が肝細胞に分化す
るとした報告もあるが、現在のところ、様々
な障害をうけた肝細胞と骨髄幹細胞が細胞
融合すると考えられている。分化であっても
細胞融合であってもその機序は問わず、肝細
胞としての機能を有するとされており、肝疾
患の治療において臨床上有用であることに
変わりはない。実際、本邦においても、肝硬
変症の患者に骨髄細胞を投与する治療も試
みられている。しかしながら、様々な種類の
肝障害モデルを用いた実験においては、まだ
まだ治療として応用できるほどの結果は得
られていないのが現状である。様々な肝障害
モデルを用いた実験が報告されているが
数％の肝細胞のみが骨髄細胞と融合するも
のがほとんどである。以前我々も Long-Evans 
Cinnamon (LEC)ラット（Wison 病モデル）に
おいて、骨髄細胞と肝細胞が細胞融合するこ
とを報告した。今回我々は、LEC ラットに骨
髄細胞を投与し、より効率よく骨髄細胞を肝
臓に集約させる方法を開発し、骨髄細胞を用
いた遺伝性肝代謝疾患に対する細胞移植療
法の臨床応用を目指す。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
骨髄細胞を用いた細胞移植療法を臨床応用
する場合、 
(1)より効率よく骨髄を肝臓に集約させるこ
と。 
(2)骨髄細胞移植の安全性。 
の 2 点が解明すべき命題である。現在、我々
は、出生直後は免疫寛容であることに着目し、
出産直後に骨髄細胞を移植することによっ
て、より効率よく肝臓に骨髄細胞が集約する
結果を確認している。今回の研究期間内に 
①骨髄細胞の投与される時期の検討（胎児投
与も含め投与時期について検討する。） 
②骨髄細胞の投与回数の検討。 
③骨髄と肝細胞の融合した細胞の malignant 
potential の検討。 
 

 
 
３．研究の方法 
 
(1)雌の green fluorescence protein (GFP)
トランスジェニックラットから骨髄を採取
する。採取した骨髄を 1 × 107 個、出生直
後の LECラットをイソフルレンでガス麻酔後、
開腹して脾臓から骨髄細胞を投与する。 
(2)骨髄細胞移植後 18ヶ月における肝臓に占
める GFP 陽性範囲の割合を、全割した組織標
本上で面積として算出する(NIH image を使
用)。さらに、全肝細胞に占める割合（GFP 陽
性肝細胞数/肝細胞数）を算出する。。 
(3)骨髄由来肝細胞の肝機能評価： 
LEC ラットは wilson 病のモデルラットで、銅
代謝を担う蛋白質であるセルロプラスミン
が欠損するため発病する。この骨髄細胞移植
モデルにおいてどの程度セルロプラスミン
値が改善するのか検討する。 
(4)新生物の発現について，GFP 陽性肝内胆管
癌が発生しているのか、または GFP 陽性とな
る細胞が一部分でも存在するのか検討する。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1)LEC ラットは重篤な肝障害をもつため生
後４－5 ヶ月で死亡したが、BMC 移植 LEC ラ
ットは 18 ヶ月まで 8 匹中 7 匹が生存した。 
(2)注射の後の18ヵ月に、BMC移植されたLEC
ラットの肝臓において、肉眼的にGFP発現領域
を認めた。 
(3)セルロプラスミンの酸性活性は、処理され
たLECラット（n=7）で増加して、非処理のLEC
ラット（P=0.015）でのそれより有意に高かっ
た。 
(4)肝細胞としての機能性を確認するため、
mRNAレベルでatp7b、GFP、albuminを、またタ
ンパクレベルでalbuminの発現を確認した。 
(5)BMDHsは細胞融合によって発生しているこ
とが確認された。 
(6)出現したBMDsから新生物形成病変は確認
されなかった。 
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