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序論

　肝臓は内胚葉由来の肝細胞と胆管，中胚葉由来のグリソン鞘・類洞および血管系からな

る最大の実質臓器である．肝臓の主な機能は，胆汁の産生，蛋白代謝，糖質代謝，脂肪代

謝，解毒作用，排泄作用であり，生命維持において非常に重要な働きを担っている．また，

月刊藏は血液の保有能力も大きい事から寄生虫や細菌，ウイルスなどの侵襲のターゲットに

されやすい反面，腸管からの異物に対して抗原認識器官として寄与している．血流は肝動

脈と門脈から供給され，グリソン鞘で複雑に吻合し，類洞には動脈血と静脈血が流入する．

また肝小葉の間でも類洞問の交通が発達しているため血液は実質内を自由に移動する事が

出来る．このために，肝臓では拘束性病変は生じにくいものの，外来毒異物は容易に実質

内に拡散し肝機能を障害する．このように，肝臓は容易に障害を受けやすい臓器であるが

旺盛な再生能力を持ち，正常な肝臓であれば70％切除しても肝機能に影響を与えないとさ

れている．しかし，その再生能力を上回る持続的な障害が加わった時，不可逆的な変化と

して肝硬変や肝線維症を生じ肝不全となり生命を脅かす．

　現在，小動物獣医療において血液生化学検査やX線検査，超音波検査，X線CT検査や

より詳細な肝胆道系の局所解剖が描出可能な点滴静脈胆道造影CT検査（DIC－CT検査）な

どといった非侵襲性の画像診断法や盲経皮法，キーホール法，超音波ガイド法，腹腔鏡ガ

イド法といった低侵襲性の肝生検法の進歩により，肝胆道系疾患を診断する機会が増加し
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てきている．イヌの肝疾患で，最も一般的に認められる疾患として肝炎が挙げられる．肝

炎の原因は，家族性，薬物性，感染性，特発性など様々である．薬物や感染による軽度の

肝炎であれば内科治療に良好に反応し治癒が可能であるが，家族性や特発性の慢性肝炎で

は，進行し最終的には肝硬変や肝線維症を引き起こし，死に至るケースがある．このよう

な末期の肝疾患に対する治療法として，現在有効とされている治療法は肝移植のみである．

しかし，肝移植にはドナー不足，移植の拒絶反応，高額な治療費，施術施設の不足といっ

た深刻な問題点があり，その実施は限られている．獣医療においては，肝移植は一般的な

治療法ではない．その為，肝移植に代わる有用な治療法の開発が望まれている．

　近年，肝移植の代替療法として自己骨髄間質細胞（bone　marrow　stromal　cels：BMSCs）

移植による肝再生医療が注目されている．BMSCsは肝細胞を含む様々な細胞への多分化能

を有しており，採取・培養が容易なうえ自己細胞である為，移植による拒絶反応を心配す

る必要がなく一部の大学病院などでは既に臨床応用されており，その有用性が確認されて

いる．

　現在，イヌの肝疾患に対するBMSCs移植治療の報告は少ない．本論文の第一章ではイヌ

BMSCs移植の治療効果の確認を目的とし，四塩化炭素（CCI4）を用いて作製した慢性肝障

害免疫抑制マウスに対してイヌBMSCsを経脾的に門脈から異種移植し，その治療効果を評

価した。

　BMSCs移植治療の機序は不明であるが，仮説として線維化の融解による肝臓の修復が考

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6



えられている．肝線維症の線維化のステップとして，星細胞の増殖と活性化・筋線維芽細

胞におけるマトリックス産生の増加・マトリックス分解系の発現の減少の3つが挙げられ

る．肝線維症・肝硬変の肝臓においては，正常肝組織において殆ど発現が認められない

Matrix　metalloproteinase（M］〉【P）の阻害因子であるTissue　inhibitor　matrix

metalloproteinase（TIMP）の発現が増強する．それに対し，肝線維症モデル動物に移植

されたBMSCsは，活性化した星細胞のアポトーシスを促進するといった報告や，　MMPを

発現し線維化を溶解させたという報告がなされている．これらの報告からも，移植された

BMSCsが障害を受けた肝臓のMMPとTIMPの動態に直接もしくは間接的に関与している

ことが示唆されている．

　現在，イヌBMSCsのMMP産生能に関する報告は少ない。そこで本論文の第二章では，

イヌBMSCsのMMP発現能の確認および，炎症性サイトカイン刺激に対する反応につい

て評価を行った．本研究では，BMSCs移植治療における基礎的データの集積を目的として，

移植細胞源としてのイヌBMSCsの有用性を評価した．本研究はイヌの肝疾患に対する新規

治療法の確立の為の一助となりうると考えられた．
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第一章　四塩化炭素（CCL1）誘発性慢性肝障害モデルを用いたイヌ骨髄間質細胞

　　　　（BMSC8）移植治療の効果

要約

　末期の肝疾患である肝硬変や肝線維症などに対する新規治療法として，骨髄問質細胞

（BMSCs）を用いた再生医療が注目されている．本研究では，四塩化炭素（CCI4）誘発性

慢性肝障害マウスに対してイヌBMSCsを移植し，その治療効果を評価した．異種移植であ

る為，ヌード（CCI4／nude）マウスおよびシクロスポリンA（CSA）免疫抑制（CCI4／CSA）

マウスを用い，2種類のモデル動物を作製した．CCI4／nudeマウスと比較してCCI4／CSAマ

ウスでは，より重度な肝障害モデルの作製が可能であった．血液生化学検査では，BMSCs

移植による肝パネルの改善は認められなかった．しかし，病理組織学的検査において，重

度肝障害モデルであるCCI4！CSAマウスのBMSCs移植群で炎症細胞と肝線維化領域の有

意な減少が認められた．移植されたBMSCsの肝臓への遊走・生着と治療効果の発現には，

重度で持続的な肝障害が必要である可能性が示唆された．本研究より，イヌBMSCsは肝臓

の再生医療において，有用な細胞源となりうる可能性があると考えられた．
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緒論

　慢性肝炎は，家族性・特発性・薬物性・感染性といった様々な原因から起こる原発性肝

炎に続発して起こる病態である．慢性肝炎は，イヌの肝疾患の中で最も多く認められる疾

患であり，肝硬変は慢性肝炎の終末像としてイヌにおいてもしばしば認められる［16，24】．

肝硬変に対する唯一の有効な治療法は肝移植のみである．しかし，肝移植にはドナー不足・

手術浸襲・移植に対する拒絶反応といった様々な問題点があり，その実施は限られている．

イヌにおいて肝移植は肝硬変の治療法として一般的ではない．現在，肝硬変のイヌに対す

る治療法は，現状維持を目的とした対症療法が中心となっている．その為，肝硬変に対し

て，獣医療においても実施が可能な新規治療法の開発が望まれている．

　近年，自己幹細胞を用いた再生医療が肝硬変に対する肝移植の代替療法として注目され

ている．幹細胞は，胚芽や胎児，成人などから採取される未分化細胞であり，in　vitroおよ

びin　vivoの特殊な条件下において多分化能を示す細胞であると定義されている［3，4」，

その中でも，骨髄間質細胞（BMSCs）中に含まれる間葉系幹細胞は，組織特異的幹細胞と

比較して容易に採取でき，培養iによる増殖が可能である事から再生医療における有用な細

胞源として注目されている．さらに，BMSCsは肝細胞への分化能を有する事が報告されて

いる［2，10・12，23】．

　BMSCs移植の有用性に関しても多くの報告があり，肝硬変モデルマウスの尾静脈より移
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植されたBMSCsは線維化した肝臓に遊走・生着し，その場でMMP－9を発現し線維化を退

縮させたという報告［181や，肝線維症マウスに移植されたBMSCsが肝常在細胞と同様に

MMP－13およびMMP9を発現し，肝線維化を退縮させたなどという報告［8］がある．

BMSCs移植による肝機能改善の機序は，まだ完全には解明されていないが，移植された

BMSCsは肝線維症の融解による肝臓の修復と肝細胞への分化による肝臓の再生に関与し

ていると予想されている．現在，人医療においては既に一部の大学病院で肝硬変に対する

自己BMSCs移植治療の臨床治験が実施されており，その有用性が証明されている［201．

これらの報告からも，肝硬変のイヌにおいてBMSCs移植は治療の選択肢の一つとなりうる

可能性があると考えられた．

　本研究では，イヌへの自己BMSC8移植の基礎的データの集積を目的として，イヌBMSCs

移植治療の慢性肝障害に対する効果を評価する為，イヌーマウス間の異種移植実験を計画

した．実験モデルとして重症度の異なる2種類の四塩化炭素（CCI4）誘発性慢性肝障害マ

ウスを作製し，イヌBMSCs移植を行いその効果を血液生化学検査および病理組織学的検査

を用いて評価した．

材料と方法

BMSC8の採取および培養：BMSCsは，2歳齢の健常ビーグル犬（♂）の上腕骨および大
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腿骨から全身麻酔下での骨髄穿刺にて採取した．供試犬は，山口大学の実験動物ガイドラ

インに従って管理されている健常ビーグル犬を用いた．採取したBMSCsは，

NunclonTM△surface　（NUNC，　Thermo　F沁her　Scientt伽Inc，　Waltham，　MA，　USA）　に播

種し，FBS（5％），ストレプトマイシン（50μg／ml），アンホテリシンB　（2．5μg／ml）を

添加したDulbecco’s　mod雌ed　Eagle　Medium（DMEM，　Invitrogen，　Car抽bad，　CA，　USA）

にて，37℃に設定した5％CO2インキュベーター内で培養した．2日後に，浮遊細胞を培

養液と共に除去し，接着細胞のみをBMSCsとして継続で培養した．週に2回培地交換を

行い，2継代目のBMSCsを移植に用いた．

　免疫染色による性状解析：BMSCs（7．1x105　cells／cm2）を8－we皿Chamber　slide

（Lab一叩ekTM　Chamber　ShdeTM　System，　NUNC，　Thermo　F捻her　Scienti丘c　Inc，　Waltham，

MA，　USA）に播種し，37℃に設定した5％CO2インキュベーター内で24時間静置培養した．

その後，培養したスライドをリン酸緩衝液（PBS，　Wako　pure　chemical　Ind，刀TD，　Osaka，

Japan）で5分間・3回洗浄し浮遊細胞を除去した．洗浄後，スライドをPBS加4％パラホ

ルムアルデヒドで，30分間室温で固定した．その後，再度洗浄し，非特異反応を阻害する

為，PBS加3％スキムミルクを加え，30分間室温で反応させた．その後，1次抗体を浸漬

させ4℃で24時間反応させた．1次抗体は，それぞれマウス抗イヌCD90モノクローナル

抗体（VMRD　Inc，　WA，　USA；40倍希釈），ラット抗イヌCD44モノクローナル抗体（AbD

Serotec，　Oxfbrd，　UK；40倍希釈），マウス抗イヌCD45モノクローナル抗体（VMRD　Inc，　WA，
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USA；20倍希釈）を用いた．静置後，　PBSで5分間，3回洗浄を行い，室温にて1時間2次

抗体を反応させた．2次抗体は，それぞれFuorescein　isothiocyanate・co切ugated（FITC）ウ

サギ抗マウスIgM抗体（Rockland　inc，　Gibertsvile，　PA；120倍希釈），

叩etramethyhihodamine沁othiocyanate℃onjugated（RITC）ヤギ抗ラットIgG2a抗体

（Nordic　I　mmunological　Laboratories，　Tilburg，　Netherland；120倍希釈），FITCロバ抗マ

ウスIgG1抗体（Cosmo　Bio　Co，　DTD，1bkyo，　Japan；100倍希釈）を用いた［4，6，28］，その後，

PBSで5分間，3回洗浄を行った後，0．0002％Hoechst　33258　solution（Dojindo，　Kumamoto，

Japan）を用い15分間室温で対比染色を行った．スライドは，70％グリセリンにて封入し蛍

光顕微鏡（Nicon　ECHPSE，　TE2000－U，恥kyo，　Japan）を用いて観察した．

　慢性肝障害モデル動物の作製およびイヌBMSCs移植：イヌBMSCsのマウスへの異種

移植実験の為，重症度の異なる2種類のCCL誘発性慢性肝障害免疫抑制マウスを作製した．

前実験として，重症免疫不全（SCID）マウスを用いたCCI4誘発性慢性肝障害モデルの作製

を試みたが，SCIDマウスは長期的なCCI4投与に耐える事が出来ず，本実験のモデル動物とし

ては不適切であった（未発表データ）．その為，ヌード（CCI4／nude）マウスおよびシクロスポ

リンA（CSA）免疫抑制（CCI4／CSA）マウスを本実験のモデル動物として用いた．

CC14／nudeマウスは，ヌードマウス（6－7－weeks・old魚male　nude　mice；BALB／cAJc1・nu／nu，

Kyudo，　Co．，1∬D，　Saga，　Japan）に，コーンオイルで1：4に希釈したCCI4（Sigma－Aldrich，

Steinhaim，　Germany）を0．6mレkgで週2回，計4週間腹腔内投与し作製した．
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CCI41CSAマウスは，　ICRマウス（6－7－weeks－old　fbmale　ICR　mice；Sea：ICR，　Kyudo　Co．，

1∬’D，Saga，　Japan）に移植前日からサンプル採取日までシクロスポリンA（CSA；

Sandimmun，　Novartis　Farma∬rD，　Tokyo，　Japan）を10mg／kg！dayで皮下投与し，免疫

抑制を行った［19］，慢性肝障害は，コーンオイルで1：4に希釈したCCI4を1．Omykgで週2

回，計4週問腹腔内投与し作製した．

CCI41nudeマウスおよびCCI4！CSAマウスは，8回目のCCI4投与翌日にイヌBMSCs（1×

106個1頭）を，経脾臓門脈移植した。移植は全身麻酔下で左側最後肋骨の尾側に小切開を加

え，脾臓を牽引しながら脾臓実質内へ直接注入するかたちで実施した．対照群にも同様の

手技で同量のDMEMを脾臓内に注入した．血液生化学検査・遺伝子検査・病理組織学的検

査に用いるサンプルは，移植2週後に安楽死して採取した．BMSCs移植後，安楽死までの

2週間は週2回のCCI4投与を継続し，肝障害を持続させた．

　PCRによるイヌ詔y遺伝子の検出：採取したマウスの肝臓組織からのゲノムDNA採取

は，QIAamp　DNA　Mini　Kit　（Qiagen，　H且den，　Germany）を用い，企業のプロトコルに

従って行った．PCRでは，レシピエントである雌マウスの肝臓組織からドナーである雄イ

ヌ由来の6児｝7遺伝子の検出を行った．イヌSRY遺伝子特異的プライマーは，　Gen　bankに

登録されたイヌの塩基配列（Accession　numbe葛AFI　107021）を基にデザイン（fbrward

Primer，　caagat99ctctagagaatccc；reverse　primer，　agctgtccgtgtaggtga）し，その増幅産物

は284bpであった．増幅は，以下の条件（incubation　at　94°C　fbr　2　min；40　cycles　of
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incubation　at　94°C　fbr　30　s，57°C　fbr　30　s，　and　72°C　fbr　30s）で実施した．増幅産物は，

2％アガロースゲルで電気泳動し，エチジウムブロマイドにて染色した．陽性対照として雄

イヌの末梢血単核球のゲノムDNAを用い，陰性対照として雌イヌの末梢血単核球のゲノム

DNAを用いた．

　血液生化学検査による肝パネルの評価：血液サンプルは，全身麻酔下での心採血にて採

取し，血漿中の総蛋白（TP），アルブミン（ALB），アラニンアミノトランスフェラーゼ（AI∬），

アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST），　アンモニア（NH3），アルカリホスフ

ォターゼ（ALP），総ビリルビン（TBil）をFUJI－DR￥CHEM（Fuji　Photofilm，　Co．，　UrD，

Kanagawa，　Japan）にて測定した。

　肝臓の病理組織学的検査と肝線維化領域の定量解析：肝臓の炎症および線維化領域の評

価の為，ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色およびマッソン・トリクローム（MT）染

色を実施した．肝線維化領域の定量化の為，マッソン・トリクローム染色した肝組織をCCD

color　camera　CS6921　（Tokyo　Electronic　Industry　Co，，　Lt（1　Tokyo，　Jap　an）搭載のMkon

ECLIPSE　E600　microscope（Nicon，　Tokyo，　Japan）を用いて記録した．　MT染色で認め

られた線維化領域（青色に染色）を，画像解析ソフト（Image　J　software；Image　Processing

and　analysis　in　Java）を用いて定量化した．画像解析は，対物レンズの倍率を40倍に統

一 し，各群から無作為に選択した21視野に対して評価した．

　統計学的処理：血液生化学検査および定量化した線維化領域に対して，統計学的処理を
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行った．統計にはパラメトリックな手法としてβ加飽蹄≠検定を用い，有意差水準を0．05

としてそれ未満であれば有意差ありと認定した．

結果

イヌBMSCsの免疫染色による性状解析：接着細胞は多形性で線維芽細胞様の形態を示し

ていた．これらの細胞は，間葉系間質細胞（MSC）特異的マーカーであるCD90（図1－A）

およびCD44（図1－B）陽性であり，造血系幹細胞の特異的マーカーであるCD45（図1－C）

は陰性であった．二重染色のMarge画像では，ほぼ全ての細胞（＞95％）がCD90とCD44

がダブルポジティブである事が確認された（図1－D）．

イヌ5Ey遺伝子の検出：イヌ詔r遺伝子は，　CCI41CSAマウスの肝門部および肝中心部に

おいて検出されたが，肝辺縁部においては検出されなかった（図2）．

しかし，BMSCs移植2週間後のCCI4／nudeマウスの月刊蔵組織からはイヌ碑7遺伝子は検

出されなかった．

BMSCs移植による肝パネルへの影響：CCh／nudeマウスおよびCC14／CSAマウスの移植

群・対照群ともに肝パネル（TP，　ALB，　ALr，　AST，　NH3，　ALP，　TLBil）の改善は認めら

れなかった（ρ＞00ゆ（表1）．

CCh誘発性慢性肝障害マウスに対するBMSC8移植の効果：CCI4／nudeマウスの肝臓組織
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のHE染色では，軽度の炎症細胞浸潤が確認された．それに対して，　CCI41CSAマウスの肝

臓組織のHE染色では，より重度な炎症細胞の浸潤が確認された（図3）．　CCI4！CSAマウ

スにおいて，脈管周囲の肝細胞の重度な変性が認められた．

　CCl4／nudeマウスの肝臓組織のMT染色では，軽度の線維化が確認された．それに対し

て，CC141CSAマウスの肝臓組織では，軽度～中等度の線維化が確認されたが両群問の線維

化領域に有意差は認められなかった．

　CCI41CSAマウスでは，　BMSCs移植群の炎症領域が対照群と比較し僅かに減少している

のが確認され（図4－A，B），　MT染色においてBMSCs移植群に明らかな線維化領域の減少

が確認され，肝細胞が占める領域の増加が認められた（図4C，　D）．

肝線維化領域の定量解析：MT染色で認められた肝線維化領域（青色に染色）において，画

像解析ソフトを用いて定量解析を行った．CCI41nudeマウスの移植群・対照群間において，

線維化領域に有意差は認められなかったが，CCI41CSAマウスではBMSCs移植群の線維化

領域が対照群と比較して有意に減少している事が確認された（図5）。

考察

　本研究において，移植されたイヌBMSCsはCCI4誘発性慢性肝障害マウスの肝線維化の

融解を促進する事が確認された．移植されたBMSCsは，　CCh1CSAマウスにおいてのみ
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炎症および線維化の改善といった治療効果を示した．PCRにおいても，　BMSCs移植2週

間後のCCl4！CSAマウスの肝臓組織から採取したゲノムDNAにのみ，イヌ特異的碑｝7遺

伝子が確認された．移植されたマウスのBMSCsは，肝芽細胞に分化した後にアルブミン産

生能を持つ肝細胞様細胞に変化する事が報告されており，移植治療後の血清アルブミン濃

度の増加が確認されている［21］．しかし，今回の我々の研究においては，BMSCs移植によ

る肝パネルの改善は認められなかった（TP，　ALB，　ALr，　AsT，　NH3，　ALP，　T　Bil）．こ

の原因として，移植細胞数や移植経路，実験期間などの要因が関与していると考えられた．

Satoらは，異種移植されたBMSCsの肝細胞への分化は不確定であり，移植後の肝細胞へ

の分化効率は0．5％以下であると報告している［19］．我々は今回，レシピエント肝でのイヌ

BMSCsの肝細胞への分化は確認していないが，肝細胞への分化とは異なったメカニズムで

移植されたBMSCsは肝線維化を改善させたのかも知れない．　Sakaidaらは，移植された

BMSCsがMMP－9を強く発現し，コラーゲン線維の減少と肝線維化領域を改善させる事を

in　situ　zymography，　Green　Fluorescent　Protein（GFP）とMMP・9の免疫二重染色を行

い証明したが，MMP－9発現のメカニズムに関しては不明であると報告［19］している．他に

も，移植されたBMSCsが慢性肝障害を起こしている肝臓においてMMP9を発現し，細胞

外基質（ECM）の分解に重要な役割を果たしていると考える研究者は多く，He沁singらは，

BMSCsからのMMP－9発現には可溶性kitリガンドが関与しており，可溶性kitリガンド

は炎症を起こした肝臓におけるBMSCsの増殖および分化に関連して放出されると報告し
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ている［7】．

　本研究では，異種移植実験モデルとして2種類のCCI4誘発性慢性肝障害マウスを作製し

た．前実験で，SCIDマウスを用いたモデルの作製を試みたが，　SCIDマウスは長期間の

CCI4投与に耐える事が出来ず，実験モデルには適さなかった（未発表データ）．そこで，ヌ

ー ドマウスを用いて作製したCCI41nudeマウスとCSAで免疫抑制状態にしたICRマウス

を用いて作製したCC14／CSAマウスを実験モデルとして用いる事とした．　CCI41nudeマウス

およびCCI41CSAマウスは，長期間のCCI4投与に耐え用量依存的な肝障害を作製する事が

可能であった．さらに，CCI4！CSAマウスにおいてはCCI4／nudeマウスと比較してより重度

な肝炎および線維化を作製する事が出来た．本研究で，イヌBMSCs移植の効果として肝線

維化および炎症領域の減少が認められたのはCC14！CSAマウスのみであった．過去の文献に

おいて，移植されたBMSCsが肝臓へ遊走・生着し，肝線維化領域を改善させるには，肝臓

での持続的な炎症が重要な因子であると報告されている【1，9，17，26］．本研究の結果からも，

肝線維化領域の減少には，より重度な肝臓の炎症が必要である事が示唆された．

　また，in　vitroにおいてBMSCsは肝細胞への分化能を有している事が確認されており

［11，14，221，さらに，肝細胞様に分化させたBMSCsをCCI4誘発性肝線維症ラットに移植

したところ，未分化のBMSCs移植時よりも肝機能が改善した［13，251という報告がある．

本研究では，肝細胞への分化誘導を行っていないBMSCsを移植している為，分化誘導した

BMSCsを移植に用いていれば，より有用な移植効果が得られていたのかも知れない．
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　本研究において，移植されたイヌBMSCsは肝臓の重度な炎症および線維化を起こしてい

る部位に遊走・生着する事が確認された．そして，イヌBMSCsを移植したCCI4／CSAマ

ウスにおいて，有意な肝線維化領域の減少が確認された．この事から，イヌBMSCsは肝臓

の再生を促すのに有用な細胞源であったことが示唆された．本研究より，BMSCs移植治療

は，将来的にイヌの肝硬変に対する治療法の選択肢の1つとなりうる可能性が考えられた．

19



引用文献

1．Abdel　Aziz，M．，　Atta，　H．，　Mahfbuz，　S．，　Fouad，　H．，漁）shdy，　N．，　Ahmed，　H．，　Rashe　d，　L，，

　　　Sabry，　D．，且assouna，　A．　and　Rasan，　N．2007．　Therapeutic　potential　of　bone

　　　marrow－derived　mesenchymal　stem　cels　on　experimental　hver　fibrosis．α加．協αぬθ1η，

　　　40：893－899．

2．Alison，　M，　Poulsom，　R．，　Jef色ry，　R．，　Dhilon，　A．，　Quagha，　A．，　Jacob，　J．，　Noveni，　M．，

　　　Prentice，　G．，　Wiliamson，　J．　and　Wright，　N．2000．　Hepatocytes　from　non－hepatic　adult

　　　stem　ceUs．晶‘砿θ．406：257．

3．Caplan，　A．　Mesenchymal　stem　cels．1991．♂Orご加ρ、磁鼠9：641・650．

4．Caplan，　A．　and　Bruder，　S．2001．　Mesenchymal　stem　ce］［㎏：building　bloc］ks　fbr　molecular

　　　medicine　in　the　21st　century．伽θηゐ漁1」漉d　7：259－264．

5．Csaki，　C．，　Matis，　U．，　Mobasheri，　A，　Ye，　H．　and　Shakibaei，　M，2007．　Chondrogenesis，

　　　osteogenes蛤and　adipogenesis　of　canine　mesenchymal　stem　cells：abiochemical，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20



morphological　and　ultrastructural　study，」砿3次）盈θ1η6b11β財128507－520，

6．Dominici，　M．，　Le　Blanc，　K．，　Mueller，1．，　SlaperCortenbach，1，，　Marini，　F，，　Krause，　D．　S．，

　　　Deans，　R．　J．，　Keating，　A．，　Prockop，　D．　J．　and　Horwits，　E．　M．2006，　Minimal　criteria　fbr

　　　de丘ning　multipotent　mesenchymal　stromal　celh3．　The　I　nternational　Society　fbr　Cenular

　　　Therapy　position　statement，伽oあゐθ凋ρ凱8：315－317．

7．He沁sig，　B．，　Ohki，　Y．，　Sato，　Y．，　Ra丘i，　S，，　Werb，　Z，　and　Hattori，　K，2005，　A　role　fbr　niches

　　　in　hematopoietic　cell　development．．旋1η8次）ノbgK　10：247・253．

8．Higashiyama，　R．，　Inagaki，　Y．，　Hong，　Y．，　Kushida，　M．，　Nakao，　S．，　Nioka，　M．，　Watanabe，

　　　T．，Okano，　H．，　Matsuzaki，　Y．，　Shiota，　G．　and　Okazaki，1．2007．　Bone　marrow－derived

　　　cells　express　matrix　metalloproteinases　and　contribute　to　regression　of　hver丘brosis　in

　　　mice．挽1ρθ朗o離45：213－222．

9．Konet，0．，　Shivtiel，　S．，　Che　n，　Y．，　Suriawinata，　J．，　Thung，　S．，　Dabeva，　M．，　Kahn，　J．，

　　　Spiegel，　A．，　Dar，　A．，　Samira，　S．，　Goichberg，　P．，　Kahnkovich，　A．，Arenzana・Se沁dedos，　F．，

　　　Nagler，　A．，　Hardman，1．，　Revel，　M，，　Shafritz，　D．　and　Rapidot，　T．2003．　HGF，　SDF－1，　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　21



MMP－9　are　involved　in　stress－induced　human　CD34＋stem　cen　recruitment　to　the　hver．

」「（泌111≧～レθ5孟112：160－169．

10．K6rbling，　M．，　Katz，　R．，　Khanna，　A．，　Ru澁ok，　A，，　Rondon，　G．，　Albitar，　M．，　Champhn，　R．

　　　and　Estrov，　Z．2002．　Hepatocytes　and　epithehal　cens　of　donor　origin　in　recipients　of

　　　peripheral－blood　stem　ce】賄．ノVEηg1♂漉4346：738－746．

11．Neo，　S．，　Ishikawa，　T．，　Ogiwara，　K．，　Kans　aku，　N．，　Nakamura，　M．，　Watanabe，　M，

　　　Hisasue，　M．，　Tsuchiya，　R，　and　Yamada　T，2009，　Canine　bone　marrow　cells　dif艶rentiate

　　　into　hepatocyte－like　cells　and　placental　hydrolysate　lis　a　potential　inducer．・磁θレわ‘5ヒゴ

　　　87：1・6．

12．Okamoto，　R．，　Yajima，　T．，　Yamazaki，　M．，　Kanai，　T，，　Mukai，　M．，　Okamoto，　S，，　Ikeda，　Y．，

　　　Hibi，　T．，　Inazawa，　J．　and　Watanabe，　M．2002．　Damaged　epithelia　regenerated　by　bone

　　　marrow・derived　ceUs　in　the　human　gastrointestinal　tract．陥’漉48：1011・1017，

13．Oyagi，　S．，　Hirose，　M．，　K（オima，　M．，Okuyama，　M．，　Kawase，　M．，　Nakamura，　T．，　Ohgushi，

　　　H．and　Yagi，　K　2006．　Therapeutic　eflもct　of　transplanting　HGF－treated　bone　marrow

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　22



mesenchymal　cells　into　CC14－injured　rats．♂、磁iρθ認44：742－748．

14．Petersen，　B．，　Bowen，　W，，　Patrene，　K．，　Mars，　W．，　Sullivan，　A．，　Murase，　N．，　Boggs，　S．，

　　　Greenberger，　J．　and　Gof竃J．1999．　Bone　marrow　as　a　potential　source　of　hepatic　oval

　　　cel】b．5ヒ1bllog．284：116＆1170．

15．Pittenger，　M　F．，　Mackay，　A．　M．，　Beck，　S．　C．，　Jaおwal，　R．　K．，　Douglas，　R．，　Mosca，　J．　D．，

　　　Moorman，　M　A，　Simonetti，　D．　W．，　Craig，　S．　and　Marshak，　D．　R．1999．　Multihneage

　　　potential　of　adult　human　mesenchymal　stem　cels．5徳θηoθ．284：143147，

16．Poldervaart，　J．，　Favier，　R，，　Penning，　L．，　van　den　Ingh，　T．　and　Rothuizen，」．2009．

　　　Primary　hepatitis　in　dogs：aretrospective　review（2002・2006）．♂レ勧血狛∬η漉d　23

　　　72－80．

17．Rabani，　V．，　Shahsavani，　M．，　Ghalavi，　M．，　Piryaei，　A．，　Azhdari，　Z．　and　Baharvand，　H．

　　　Mesenchymal　stem　cell　infdsion　therapy　in　a　carbon　tetrachloride・induced　liver　fibrosis

　　　model　af色cts　matrix　metaUoproteinase　expression．6留窃b11滋34：601・605．

23



18．Sakaida，1．，　Terai，　S．，　Yamamoto，　N，，　Aoyama，　K．，　Ishikawa，　T，，　Njshina，　H，　and　Okita，

　　　K．2004．Transplantation　of　bone　marrow　celk　reduces　CCI4・induced　liver　fibros捻in

　　　mice，挽1ρθ弼o即40：1304－1311，

19．Sato，　Y。，　Araki，　H．，　Kato，　J．，　Nakamura，　K，，　Kawano，　Y．，　Kobune，　M，　Sato，　T．，

　　　Miyanishi，　K．，　Takayama，　T．，Takahashi，　M．，　Takimoto，　R．，　Iyama，　S．，　Matsunaga，　T，，

　　　Ohtani，　S，，　Matsu賦ra，　A．，　Hamada，　H．　and　Nitsu，　Y．2005，　Human　mesenchymal　stem

　　　cells　xenografted　directly　to　rat　hver　are　dif董brentiated　into　human　hepatocytes　without

　　　fusion．捌oo6Z　106：756－763．

20．Terai，　S．，　Ishikawa，　T．，　Omori，　K，，　Aoyama，　K，，　Marumoto，　Y．，　Urata，　Y，，Yokoyama，　Y．，

　　　Uchida，　K，　Yamasaki，　T．，　Fujh，　Y．，　Okita，　K．　and　Sakaida，1．2006．　Improved　hver

　　　負mction　in　patients　with　hver　c加hosis　a丘er　autologous　bone　marrow　ceU　i㎡usion

　　　therapy．6捗θ1η（池必b．24：2292－2298．

21．Terai，　S，，　Sakaida，1．，　Nishina，　H．　and　Okita，　K．2005．　Lesson　fめm　the　GFP！CCI4

　　　model・・translational　researcL　pr（ガect：the　development　ofcell　therapy　using　autologous

　　　bone　marrow　cels　in　patients　with　liver　cirrhos沁．♂挽pヨ加捌加ア」幽ηαθ滋翫堰12：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24



203蘭207，

22．Theise，　N．，　Lapook，　J．　and　Tllung，　S．1993．　A　macroregenerative　nodule　containing

　　　multiple長）ci　of　hepatoceUular　carcinoma　in　a　nonc止rhotic　liver．1ヲ診！ρヨ刎b雅17：

　　　993－996．

23．The沁e，　N。，　Nimmakayalu，　M．，　Gardner，　R．，　IIlei，　P．，　Morgan，　G．，　Teperman，　L．，

　　　Henegariu，0．　and　Krause，　D．2000．　Liver　from　bone　marrow　in　humans．」磁ρθ堀o駆

　　　32：11－16．

24．Watson，　P．2004．　Chronic　hepatitおin　dogs：areview　of　current　understanding　of　the

　　　aetiology，　progression，　and　treatment．レ勧♂167：228・241．

25．Zhao，　D．，　Lei，」，　Chen，　R．，　Yu，　W．，　Zhang，　X．，　Li，　S．　and　Xiang，　P，2005，　Bone

　　　marrowderived　mesenchymal　stem　ceUs　protect　against　experimental　liver　fibrosis　in

　　　rats．〃b里盟e1（隻～8血）θ17勘0111：3431－3440，

26．Zheng，　J．　F．　and　Liang，　L，」2008．　Intra－portal　trar旧plantation　of　bone　marrow　stromal

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25



celB　ameliorat£s　hver　fibrosis　in　mice．茄！ρ磁oわ莇8ηづ％ηαθθ‘0嘘血孟7：264－270．

26



図および表
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表1．イヌBMSCs移植による肝パネルへの影響

CCI4／nudeマウスおよびCCI41CSAマウスの移植群・対照群間において，肝パネルの数値

に有意差は認められなかった．（pく00籾
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A：CCI4／nude

TP（9／dl） ALT（IUID　AST（IU／茎）　ALP（IU／1） Alb（9〆d1） T．Bil（mg／dl）　NH3（ug〆dl）

　　Contr（）董（n＝12）

　　　　Mean±SD

T田Rsplantation（n＝11）

　　　　Mearl土SD

4、89

圭0．76

4．97

土α46

88．0

土54．9

148．◎

士156．0

932

士34．6

12L8

士84．5

235。3

士87．8

261．7

士57．3

2．43

士α42

2．52

士0．2董

0．60

±α08

◎。57

±0．◎5

252、9

±84．3

217

土49．2

B：CCI4／CSA

TP（g／d1）　ALT（至U／1）　AST（ruの　　ALP（ru／1） Alb（9／dD TBi1（mg／d垂） N｝｛3（ug！d1）

　　Control（n＝11）

　　　　Mean土SD

Tra醗splantation（n＝11）

　　　　Mean士SD

4．62

士◎．64

4．54

士0．59

1812．3

土3005．0

2208．0

士41◎4．0

708．1

士1157．0

836。1

士1403，0

U9．3

±53．6

152．7

士61．6

229

圭◎．26

2、29

士0．27

0．58

±0．13

0．57

士0．i3

2315

±83．2

209．1

士67．3

表．1
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図1．イヌBMSCsの免疫染色による性状解析

イヌBMSCsは，　MSC特異的マーカーであるCD90（A）とCD44（B）が陽性であり，

HSC特異的マーカーであるCD44（C）は陰性であった．2重染色のMarge画像では，接

着細胞の95％以上がCD90とCD44（D）のダブルポジティブ細胞である事が確認された．

Magnification；400×．
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図．1
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図2．PCRによるイヌ詔7遺伝子の検出

イヌ5児r遺伝子は，BMSCs移植を行ったCCI4／CSAマウスのみで確認された．

イヌ珊｝／遺伝子の発現部位には局在性が認められた．

HPR：肝門部

且CR：肝中心部

HMR：肝辺縁部

PC：陽性対照（雄イヌのゲノムDNA）

LM：マーカー
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A：CCl4／nude

B：CCl4／CSA

LM

PC HCR

LM

HMR　　HPR

284bp

284bp

HPR＝Hepatic　Portal　Region

HCR＝Hepatic　Central　Region

㎜＝Hepatic　M訂g血al　Region
PC＝Positive　Control

LM＝Ladder　Marker（100bp）

図．2
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図3．肝炎の重症度の比較（HE染色）

CCI4／CSAマウス（B）における肝臓の炎症は，　CCI4／nudeマウス（A）と比較してより重

度であった．

Magnification；400×．

表は，1視野における細胞の総数に対する炎症細胞の占める割合を示す（±標準偏差）
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　　　　A：CCI4／nude
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図．3
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図4．CCI4／CSAマウスにおけるイヌBMSCs移植効果の病理組織学的評価

CCI4投与による肝臓への炎症細胞の浸潤（A）は，イヌBMSC8移植群（B）で減少した．

CCI4投与により生じた肝線維化領域（C）は，イヌBMSCs移植群（D）で減少した．

A・B：HE染色．

C・D：MT染色．
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図．4
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図5．肝線維化領域の定量解析

MT染色で認められた線維化領域を定量化し解析したところ，　CCI4／CSAマウスのイヌ

BMSCs移植群において肝線維化領域の有意な減少が認められた．

COIlt：対照群

Trans：移植群

Barは，標準偏差を示す（±SD）
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第二章培養イヌ骨髄間質細胞（BMSC8）のマトリックスメタロプロテアーゼ

　　　　（MMP）活性に関する研究

要約

本論文における第一章の研究により，肝臓に注入されたイヌ骨髄間質細胞（BMSCs）は，

肝線維症を改善させる事が確認された．その機序は不明であるが，移植されたBMSCsは線

維化を起こした部位に生着し，Matrix　metalloproteinase（MMP）を産生し線維化を溶解

するという仮説が報告されている．現在，イヌBMSCsのMMP発現能に関する報告は少

ない．その為，本研究ではイヌBMSCsのMMP産生能および炎症性サイトカイン刺激に

対する反応を評価した．ゼラチンザイモグラフィーでは、pro・MMP2およびpro・MMP・9

の発現が確認された．IV型コラゲナーゼ活性測定では、　MMP2，・9の発現が確認された．定

量RTPCRでは，　MMP－2，－9mRNAの発現が確認された．さらに，各実験で炎症性サイト

カイン刺激によりMMP活性が増強される事が確認された．特に，　MMP9mRNAにおいて

はTNF一αおよび1｝6刺激時に対照群と比較して有意に発現が増強されていた．本研究より，

イヌBMSCsのMMP産生能が確認され，炎症性サイトカイン刺激によりMMP発現が増

強される：事が確認された．本研究より，イヌBMSCs移植による肝線維症の改善には，

BMSCsによるMMP産生が直接的もしくは間接的に関与している可能性が考えられた。
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緒論

　イヌの肝不全は小動物臨床において一般的に認められる疾患である．その原因として，

先天性疾患である門脈体循環短絡症や後天性疾患である肝リピドーシス，肝炎などが挙げ

られ，その終末像が肝硬変であり肝線維症である［15】．現在，肝不全に対する唯一の有効な

治療法は肝移植である．しかし，肝移植にはドナー不足・手術侵襲・拒絶反応など様々な

問題があり実施は限られおり，現状では肝不全症例に対する治療は現状維持を目的とした

対症療法が中心となっている．その為，肝移植に代わる身近で有用な代替療法の開発が望

まれている．

　近年，肝移植の代替療法として自己細胞を用いた再生医療が注目されている．その中で

も有用な細胞源として期待されているのが，骨髄間質細胞（bone　man・ow　stromal　cells：

BMSCs）である．現在，マウスやラットなどの肝線維症モデル動物を用いた研究において，

BMSCs移植治療の有用性が確認されている．しかし，その機序については未だ不明な点が

多い．予想される機序の1つとして，Matrix　metanoproteinase（MMP）が関与した肝線

維化の溶解が挙げられる［2，17，20】．MMPは，血管新生のような細胞外基質（ECM）の変

性やリモデリングに関与するタンパク分解酵素である［10，11】．また，MMPは腫瘍の浸潤や

転移にも関与している事が腫瘍の実験モデルやヒトの悪性腫瘍において確認されている

［6，14］，腫瘍壊死因子一α（TNF一α）やインターロイキンー1β（1L1β）などの炎症性サイト
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カインは様々な細胞種において，ゼラチナーゼ遺伝子の発現や増強に関与している．MMP

の活性を抑制的に調節する阻害因子として，T蛉sue　inhibitor　matrix　metalloproteinase

（TIMP）の存在が知られており，これらの阻害因子はMMPと複合体を作る事でMMP活

性を抑制しECM分解を調節している．生体におけるECMは，　MMPITIMPのバランスに

よって動的に保たれており，バランスの破綻はECM産生過剰による臓器線維症，分解過剰

による腫瘍の転移・リウマチといった病的な状態を引き起こす．例えば肝線維症は，炎症

細胞浸潤が起こり，時間の経過とともに進行し肝硬変へと至り不可逆的な肝不全となる．

MMPが肝線維症の進行の抑制に効果を示す事や［4，5］，　MMPの阻害因子であるTIMPは

正常肝組織では認められないが，肝線維症・肝硬変では発現が増強される事が知られてお

り［1，18］，MMR　TIMPは肝線維症・肝硬変の治療において重要な因子であると考えられて

いる．

　現在，イヌBMSCsのMMP産生能に関しての報告は少ない．本研究では，ゼラチンザ

イモグラフィー，IV型コラゲナーゼ活性測定，定量RTPCRを行いイヌBMSCsのMMP

産生能と炎症性サイトカイン刺激に対する反応を評価した．

材料と方法

BMSCsの採取および培養：BMSCsは，2歳齢の健常ビーグル犬（♂）の上腕骨および大腿
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骨から全身麻酔下での骨髄穿刺にて採取した．供試犬は，山口大学の実験動物ガイドライ

ンに従って管理されている健常ビーグル犬を用いた．採取したBMSCsは，

NunclonTM△surface（NUNC，　Thermo　Fisher　Scienti丘c　I　nc，　Waltham，　MA，　USA）に播種

し，FBS（5％），ストレプトマイシン（50μg／ml），アンホテリシンB（2．5μg／m1）を添加し

たDulbe㏄o’s　modi6ed　Eagle　Medium（DMEM，　Invitrogen，　Car拍bad，　CA　USA）にて，

37℃に設定した5％CO2インキュベーター内で培養した．2目後に，浮遊細胞を培養液と

共に除去し，接着細胞のみをBMSCsとして継続で培養した．週に2回培地交換を行い，

2・3継代目のBMSCsを実験に用いた．

ゼラチンザイモグラフィー：BMSCs（1，5　x　105　ce1蛤／cm2）を8weU　plate（IWAKI　Tissue

Culture　Treated　Dish，1bkyo，　Japan）に播種し，24時間培養した後，細胞をPBSで洗

浄し無刺激（DMEM培地のみ），TNF一α（human　recombinant　TNF・α，　SIGMA－aldrich，

Japan），　IL16（human　recombinant　IL－16，　SIGMA，・aldrich，　Japan），　IL－6（human

recombinant　I｝6，　SIGMA－aldrich，　Japan＞の各炎症性サイトカイン100nglmlずつを

合計2mlになるように添加し24時間培養i後に上清を回収し，測定まで一80℃で冷凍保

存した．残りの接着細胞は，定量RTLPCR用のサンプルとしてTbtal　RNA抽出まで

一80℃で保存した．保存した上清は，ゼラチンザイモグラフィーの泳動時に氷上で解凍

した．ゼラチンザイモグラフィーは，Gelatin・zymography　kit（Primaryce皿．，　Hokkaido，

Japan）を用い，企業のプロトコルに従い実施した．可視化されたバンドはproMMP－2，
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proMMP9の活性をはかるためにImage　J　software（Image　Processing　and　analysお

in　Java）を用いてバンドの輝度を測定し比較を行った．各バンドの輝度解析の結果は，

対照群を100％と換算しグラフに表した．

なお，陽性コントロールはヒトの精製proMMP－2，　MMP－2，　MMP9マーカー

（Primarycen，　Hokkaido，　Japan）を使用した．また、セリンプロテアーゼ（MSP）と

の鑑別の為に、MSPインヒビターとしてphenylme　thylsulfbnyl且uoride　（PMSF）

とd酌opropyl且uorophosphate　（DFP）を使用した．陰性コントロールはプロテアー

ゼ活性に必要なCa2＋を除いた状態で反応させた．

IV型コラゲナーゼ活性測定：BMSCs（7。5x104　cel蛤！cm2）を48－wel　plateに播種し，

DMEDで12時間インキュベートした．炎症性サイトカインであるTNF一α，　IL1βand

IL6（Sigma，　Steinheim，　Germany）をそれぞれ100ng！mlになるように調整し各well

に添加し，1－48時間（1，3，6，12，24，48時間）までの上清をサンプルとして採取し，

IV型コラゲナーゼ活性測定まで一20℃で保存した．　IV型コラゲナーゼ活性測定は，

Type－IV　Collagenase　Activity　Assay　kit（Li艶Laboratory　Com，　Yamagata，　Japan）

を用い企業のプロトコルに従い実施した．また，IV型コラゲナーゼ活1生測定前にMMP

を活性化させるためサンプルにp－aminophenylmercuric　acetate（APMA）を添加し

37℃で24時間反応させた．APMAを添加しないグループにおいてもIV型コラゲナー

ゼ活性測定を行った．
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蛍光測定はGENios　Pro　Microplate　Reader（Tbcan　Instruments，　Rea（hng，　United

Kingdom）にて実施し，　LS・PLATE　manager　2004　（Wako，　Osaka，　Japan）で処理し

た．

定量R↑PCR：qbtal　RNAの抽出は，　FastPureTM　RNA　kit（TaKaRa　Bio．，　Otsu，　Shiga，

Japan）を用いて企業のプロトコルに従って実施した．回収したRNAは，吸光度計

（GeneQuant　pro　RNA／DNA　CalculatorTM，　Amersham　Pharmacia　Biotech，

Cambridge，　E　ngland）を用いて260／280nmの条件でRNA濃度を測定した．逆転写反

応（Reverse　transcription：RT）は，　SuperscriptTM　fh1st　strand　synthesis　fbr　RT・PCR

（Invitrogen　Corp，　Carlsbad，　CA，　USA）を用いて，企業のプロトコルに従い実施し

た．イヌ特異的MMP・2およびMMP・9のプライマーは，タカラバイオ株式会社

（TaKaRa　Bio）より購入した．GAPDH（glyceraldehyde・3－phosphate　dehydroge　nase）

プライマーは，Genbankより得た塩基配列の情報を基に作製した．本研究で用いたイ

ヌ特異的プライマーの塩基配列を表1に記載した（表1）．定量RTPCRは，試薬とし

てSYBR⑪PremixTM脇r　7湯g　H（Th　RNaseH　PIus）を用いてThermal　Cycler　Dice⑭

Real　time　system（TaKaRa　Bio）に附属のプロトコルに従い実施した．　PCR反応は，

以下の条件で実施した（30sec　at　95°C，40－50cycles　of　95°C　fbr　5sec，　and　60°C　fbr

30sec）．各サンプルの定量解析の結果は，対照群を100％と換算しグラフに表した．

統計学的処理：IV型コラゲナーゼ活性測定および定量RT」PCRのデータに対して，パラメ
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トリックな手法としてStudent・t検定を用いて評価した．有意差水準を0．05として，それ

未満であれば有意差ありと認定した．

結果

ゼラチンザイモグラフィー：ゼラチンザイモグラフィーによって，ゼラチン分解領域とし

て明瞭に認められた分子量は，ヒト精製MMPマーカーを利用した陽性対照における

proMMP－2およびproMMP・9領域と一致していた（図1・A）．プロテアーゼの種類の確認

の為，セリンプロテアーゼの阻害剤としてPMSF，　DFPを加えたところバンドに変化は認

められず，さらにCa2＋不含条件下では，ゼラチン分解作用が阻害されバンドが消失してい

た（未発表データ）．したがって，本実験において認められたゼラチン分解領域はすべて

MMPの作用によることが示唆された．次いで，炎症性サイトカイン刺激後24時間のサン

プルにおいて，明瞭に認められたproMMP－2およびproMMP　9領域のバンドの輝度解析を

行った．proMMP　2領域の輝度は，対照群と比較しII！1β刺激時にのみ増強されていた．

一方，proMMP9領域では対照群と比較し，　TNF一αおよびIL－6による刺激時にバンドの輝

度が明らかに増強していた．皿ド1β刺激では，バンドの輝度の増強は認められなかった（図

1・B，－C）．

IV型コラゲナーゼ活性測定：IV型コラゲナーゼはMMP－2およびMMP－9の両方を含
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み，測定結果はMMP　2およびMMP　9の総合の活性を示す．　APMAを添加したイヌ

BMSCsにおいて，炎症性サイトカイン刺激が無い条件下でもIV型コラゲナーゼの活

性が認められた．炎症性サイトカイン刺激が加わる事で，IV型コラゲナーゼ活性は増

強した．IV型コラゲナーゼ活性のピークは炎症性サイトカイン刺激後24時間であった．

IV型コラゲナーゼ活性は，特に1｝1βおよびIL6による刺激時に増強される事が確認

された（図2）．AMPAを添加しなかったBMSCsでは，　IV型コラゲナーゼ活性はわず

かにしか認められなかった（未発表データ）．

定量RTPCR：定量RT　PCRにおいて，　MMP－2およびMMP－9mRNAの発現が確認され

た．MMP・2mRNA発現は，　IL－1β刺激時に増強される傾向が認められたが対照群と比較し

て有意な差は確認されなかった．一方，MMP・9　mRNA発現は，　TNF・αおよびIL6刺激時

に対照群と比較し，有意に増強される事が確認された（図3）．

考察

　本研究より，イヌBMSCsはMMP発現能を有する事が確認された．さらに，炎症性サ

イトカインによる刺激を加える事でMMP活性が増強される事が確認された．ゼラチンザ

イモグラフィーにおいて，イヌBMSCsはproMMP・2およびproMMP－9を発現する事が確

認された．ヒトの培養した正常骨髄細胞からはMMP2は発現されず，　MMP－9のみが持続
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的に発現される［16】のに対して，イヌの正常な皮膚や骨髄細胞を含んだ他の正常組織から，

proMMP2（73．2％）およびproMMP－9（545％）が検出されたと報告されている［9］．この

ように正常組織からのMMPの発現は動物種により異なる事が知られている．

　本研究のゼラチンザイモグラフィーで得られたバンド領域の輝度解析を行ったところ，

proMMP2領域のバンド輝度は，対照群と比較してIL－1β刺激時にのみ増強する事が確認さ

れた．それに対して，proMMP9領域のバンド輝度は，特にTNF一αおよびIL6刺激時に

顕著に増強されており，IL－1βによる刺激時においては，バンド輝度は低下していた．

　次いで，MMP－2およびMMP・9活性の確認の為に，　IV型コラゲナーゼ活性測定を実施

した．IV型コラゲナーゼ活性測定においても，ゼラチンザイモグラフィーと同様に炎症性

サイトカイン刺激により活性が増強されていた．IV型コラゲナーゼ活性は，特にIL　1βお

よびIL6による刺激時に対照群と比較して有意に増強されていた．定量RTPCRでは，

MMP－2　mRNAおよびMMP9　mRNAの発現が確認された．　MMP－2mRNA発現は，　IL　1β

刺激時に増強される傾向が認められたが対照群と比較して有意な差は確認されなかった．

一方，MMP・9　mRNA発現は，　TNFαおよびIL・6刺激時に対照群と比較し，有意に増強さ

れる事が確認された．

　肝線維症モデルマウスの尾静脈より移植されたBMSCsは線維化した肝臓に遊走・生着し，

その場でMMP－9を発現し線維化を退縮させたという報告［201や，肝線維症マウスに移植さ

れたBMSCsが肝常在細胞と同様にMMP　13およびMMP・9を発現し，肝線維化を退縮さ
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せたという報告［2】があり，いずれもMMP－9の発現は，　BMSCs移植治療における肝線維症

の改善に関与していると考えられている．線維化領域におけるMMP9発現に関して，その

機序は不明であるがHeissingらは，　BMSCsからのMMP－9発現には可溶性kitリガンド

が関与しており，可溶性kitリガンドは炎症を起こした肝臓におけるBMSCsの増殖および

分化に関連して放出されると報告している［17］．

　さらに，IL・6は肝炎【19］やアルコー一ル性肝障害時［3］に多く発現するサイトカインであり，

肝臓の再生に深く関与する因子である事が知られている．IL6の合成は組織マクロファー

ジに対するTNF一α刺激により誘発され［12，13】，　C　3aやC5aといった補体がクッパー細胞

表面のレセプターに結合する事で放出される［8］．肝臓でのIL6レベルの上昇は，　STA｝3

を活性化させ，抗アポトーシスタンパク質であるFHP，　Bc｝2，　Bci－xLを誘導し直接カス

パーゼ活性経路を抑制する．その結果，アポトーシス抑制効果を示し細胞保護に働いてい

ると考えられている［7，21】．S㎜一3は，他にも抗酸化作用や肝細胞における糖代謝・脂肪

代謝に関与している事が知られており，肝再生において非常に重要な因子であると考えら

れている．

　本研究より，イヌBMSCsにはMMI）産生能があり，特にTNF・αおよびIL－6刺激時にお

いてMMP－9の発現が顕著に増強される事が確認された．肝障害時に発現する1｝6は，ア

ポトーシス抑制による肝保護作用のみならず，BMSCs移植治療におけるMMP－9発現とも

関与している可能性が考えられた．現在，BMSCs移植治療の機序はまだまだ不明な点が多
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いが，本結果から，MMP－9発現と関連した肝線維症の改善が機序の1つとして関与してい

る可能性が示された．
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図および表
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表1．定量RTPCRに用いたイヌ特異的プライマー
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Dog　gene Primer　sequence

MMP－2

MMP－9

GAPDH

（F）5’AACTCTGGGACCTGTCACTCCTG

（R）5’TGTCACTGTCCGCCAAATGAA

（F）5／GTGAAGACGCAGACCGTGGA

（R）5℃GAGAATTCACACGCCAGTAGAAG

（S）5℃CACCCCCAATGTATCAGTT

（AS）5’TGGAAGAGTGGGTGTCACTG

表．1
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図1．イヌBMSCsにおけるゼラチンザイモグラフィー

（A）　炎症性サイトカイン刺激後12時間のゼラチナーゼ活性．陽性対照として，ヒト精

　　　製proMMP9，　proMMP－2，　MMP2マーカーを用いた．

（B）　proMMP－9領域のバンドの輝度測定．サイトカイン無添加群を対照群として100％

　　　に換算し，各炎症性サイトカイン刺激時のproMMP　9領域のバンド輝度を棒グラフ

　　　に示した．TNF・αおよびIL6刺激時にproMMP　9活性の増強が確認されたが，　IL　1β

　　　による刺激時には増強は確認されなかった。

（C）proMMP・2領域のバンドの輝度損掟．　IMβによる刺激時にproMMP　2活性の増

　　　強が確認されたが，TNF・αおよびIL－6による刺激時には増強は確認されなかった。

52



（A）

proMMP－9

proMMP－2

　MMP－2

喜
言

冨言

畦28
量も

δ違

（B）

140

120

100

80

60

40

20

0

proMMP－9

1－lTNFαIL－1β　1レ6

（C）

140

120

100

80

60

40

20

0

proMMP－2

1－⊃TNF一α　IL－1β　1レ6

図．1

52



図2．イヌBMSCsにおけるIV型コラゲナーゼ活性測定

イヌBMSCsのIV型コラゲナーゼ（MMP・2とMMP－9の総和）活性は，炎症性サイトカ

イン無刺激時においても持続的に確認された．IV型コラゲナーゼ活性は，炎症性サイトカ

イン刺激により増強される事が確認された．活性のピークは炎症性サイトカイン刺激後24

時間であり，特にIL－1βおよびIL－6による刺激時に対照群と比較し有意に活性が増強され

る事が確認された．
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図3．イヌBMSCsにおけるMMPのmRNAの発現

炎症性サイトカイン刺激後12時間のイヌMMPのmRNA発現を確認した．サイトカイン

無添加群を対照群として100％に換算し，各炎症性サイトカイン刺激時のmRNA発現量を

棒グラフに示した．（ρ＜て2．01う

（A）　MMP・9mRNAの発現MMP・9mRNAは，　TNF一αおよびIL6刺激時に対照群と比

　　　較して有意に発現が増強した．

（B）　MMP・2mRNAの発現．　MMP　2mRNAは，1｝1β刺激時に対照群と比較して発現が

　　　増強したが，有意差は認められなかった．
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総括

　本論文では，イヌの肝疾患に対する自己骨髄問質細胞（bone　marrow　stromal　ceUs：

BMSCs）を用いた新規治療法について検討した．

　現在，肝不全に対する唯一の有効な治療法は肝移植である．しかし，小動物臨床におい

て肝移植は現実的な治療法ではなく，肝移植に代わる有用な代替療法の開発が急務とされ

ている．そこで，肝移植の代替…療法として注目されているのがBMSCsを用いた再生医療で

ある．

　本論文の第一章では，イヌBMSCsの慢性肝障害モデルへの移植効果を確認する為，四塩

化炭素（CCh）誘発性慢性肝障害マウスへのイヌBMSCs異種移植実験を行った．供試動

物として，重症免疫不全（SCID）マウスを用いたCCI4誘発性慢性肝障害モデルの作製を試

みたが，SCIDマウスは長期的なCCI4投与に耐える事が出来ず，本実験のモデル動物としては

不適切であった．その為，ヌード（CCI4／nude）マウスおよびシクロスポリンA免疫抑制

（CCI4！CSA）マウスを用い本実験のモデル動物を作製した．軽度肝障害モデルである

CCI4／nudeマウスは，ヌードマウスに，コーンオイルで1：4に希釈したCCI4を0．6ml／kgで

週2回，計4週間皮下投与し作製した．

　重度肝障害モデルであるCCI4／CSAマウスは，　ICRマウスに移植前日からサンプル採取

日までシクロスポリンAを10mg／kg／dayで皮下投与し免疫抑制を行い，　CCI4／nudeマウス
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と同様にコーンオイルで1：4に希釈したCCI4を1．Oml／kgに増量し週2回，計4週間皮下

投与して作製した．血液生化学検査では，BMSCs移植による肝パネル（TP，　ALB，　A班，

AST，　NH3，　ALP，　T　Bi）の改善は認められなかったが，病理組織学的検査において重度

肝障害モデルであるCCI4！CSAマウスのBMSCs移植群で炎症細胞と肝線維化領域の有意

な減少が確認された．過去の文献において，移植されたBMSCsが肝臓へ遊走・生着し，肝

線維化領域を改善させるには，肝臓での持続的な炎症が重要な因子であると報告されてい

る．本研究において，軽度肝障害モデルであるCCI41nudeマウスでは，肝線維化領域の減

少は認められなかった．また，レシピエントの肝臓組織のPCRにおいて，ドナー由来のイ

ヌβ児｝7遺伝子はCCh／CSAマウスのみで確認された．これらの結果からも過去の報告と同

様に，BMSCsの肝臓への遊走・生着と治療効果の発現には，重度で持続的な肝障害が必要

である可能性が示唆された．

　本論文の第一章において，イヌBMSCsは肝障害モデルマウスの肝線維化領域を減少させ

る事が確認された．BMSCs移植治療の機序は，まだまだ不明な点が多いが仮説の1つとし

てMatrix　metalloproteinase　（MMP）発現に関与した線維化の融解が考えられている．

MMPが肝線維症の進行の抑制に効果を示す事や，　MMPの阻害因子であるTissue　in｝ゴbitor

matrix　metaUoproteinase（TIMP）が，肝線維症・肝硬変で発現が増強される事が知られ

ている．しかし，イヌBMSCsのMMP産生能に関する研究は少ない．そこで本論文の第

二章では，イヌBMSCsのMMP発現能および炎症性サイトカイン刺激に対する反応を評
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価した．ゼラチンザイモグラフィーにおいて，イヌBMSCsはproMMP・2およびproMMP－9

を発現している事が確認された．proMMP－2およびproMMP　9領域のバンドの輝度解析を

行ったところ，proMMP　2領域の輝度は，対照群と比較しIL・1β刺激時にのみ増強されてい

た．それに対して，proMMP・9領域のバンドはTNF・αおよびIL－6刺激時に輝度が顕著に

増強されており，IL－1β刺激時にはバンド輝度の増強は認められなかった．　rv型コラゲナー

ゼ活1生測定においても，MMP2およびMMP　9が確認された．さらに，定量RTPCRに

おいてMMP－2　mRNAおよびMMP－9mRNA発現が確認された．　MMP　2mRNA発現は，

IL－1β刺激時に増強される傾向が認められたが対照群と比較して有意な差は確認されなか

った．一方，MMP－9　mRNA発現は，　TNF一αおよび1｝6刺激時に対照群と比較し，有意に

増強される事が確認された．MMI）・9はBMSCs移植時の肝線維症の改善に関与していると

いう報告がり，さらにIL6は肝臓の再生に深く関与する因子である事が知られている．IL6

は炎症が存在する肝臓において発現レベルが上昇し，STAT　3などといった転写因子を活性

化させる．活性化したSTAT・3は抗アポトーシスタンパク質であるFLIP，　Bc｝2，　Bc｝xL

遺伝子をターゲットとして直接カスパーゼ活性経路を抑制し，抗アポトーシス効果を示す．

さらに，STAT・3は抗酸化作用や肝細胞における糖代謝・脂肪代謝に関与する事で，肝再生

において重要な働きをしている．BMSCs移植による肝線維症の改善には，線維化領域での

IL・6による刺激およびMMP9発現が関与している可能性が考えられた．

　本研究において，in　vivoで重度肝障害モデルマウスに移植されたイヌBMSCsは，肝線
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維化領域を減少させる事が確認された．さらに，in　vitroにおいてイヌBMSCsはMMP産

生能を有しており，その発現は炎症性サイトカイン刺激により増強される事が確認された．

この結果から，イヌBMSCsの肝臓への遊走・生着には重度の炎症が関与しており，さらに

肝臓に生着したBMSCsに対する持続的な炎症性の刺激が線維化領域でのMMP産生を増

強させ線維化を減少させたという過程が推測された．今後は，vivoにおけるMMP発現の

確認が必要と考えられるが，本研究よりイヌBMSCsは肝線維症治療において有用な細胞源

となりうる可能性が示唆された．
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