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第1章 緒論

　再生医療は、機能障害や機能不全に陥った生体組織や臓器に対して、自己細

胞や、同種細胞、またはブタなどの異種細胞を利用する事でその機能再生をは

かる医療である。現状では、機能不全に陥った場合などは、臓器移植や人工臓

器に頼らざるを得ないが、拒絶反応、免疫抑制や生体適合性などの医学諸問題

と、深刻な提供者不足という社会問題を抱えている。再生医療は、これらの問

題点を回避できる画期的な医療であり、また、根治治療としても注目されてい

る。特に自己組織を用いた再生医療は、拒絶反応がない事などから、今後有力

な治療技術として発展していくと考えられている。このような背景を受けて、

障害臓器以外の自己の細胞を用いて障害臓器を再生することを目標として、自

己増殖と様々な機能細胞に分化する能力のある骨細胞についての研究が進めら

れている。研究対象となっている幹細胞には、骨髄中の造血幹細胞や間葉二二

細胞、神経幹細胞などが挙げられるが、造血幹細胞は増殖機構などが最も詳細

に解析されており、また採取時の生体侵襲が少ない事から、臨床応用する上で

現実的な組織として考えられている。

　近年、ラットやマウスにおいて、移植した骨髄細胞が肝細胞に分化したこと

が報告され、さらにラットにおいて、肝細胞増殖因子（Hepatocyte　growth　factor：

HG：F）を添加培養した骨髄細胞から肝細胞が誘導できることが明らかになった

（Peterse11θ頗Z，1999；Lagasse砿aZ，2000；Ohθ6認，2000）。このような背景

のもと、人医療への応用を目標に、骨髄幹細胞から肝臓再生に関する研究や、

それに関連した基礎研究が行われている。獣医療の対象であるイヌでは肝疾患

が多いが、現在の治療では完治できない場合があり、まだ有効な治療法は確立

されていないため、根治治療としての再生医療の必要性が挙げられている。し
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かし、肝再生医療に必須と考えられるHGFならびにそのレセプターである

。－Metに関する研究報告はほとんどなく、基礎データも少ない状況にあり、これ

らに関する基礎研究が望まれている。

　HGFは、間細胞をはじめとして様々な細胞の増殖、遊走、形態形成および血

管新生を誘導し、組織再生や腫瘍増殖機構に関わる増殖因子である（Matsumoto，

θ頗Z1997）。また、　HGFは、線維芽細胞、肝臓のクッパー細胞、マクロファー

ジといった細胞から産生されるほか、線維肉腫、肺癌、肝細胞癌、膵臓癌など

の腫瘍細胞からも産生されることが明らかにされている（Sto：kerθ6∂Z，1987；

Miyazakiθ孟aZ，1991；「Ybshinagaθ6　aZ，1992；Hirotaθ孟3Z，1993；Rygaard　θ孟

aZ，1g93；Tsaoθ頗Z，1993）。生体内でHGFは不活性の単一直鎖ポリペプチド

（HGF前駆体）として分泌され、加水分解を受けて活性型となる（Nakamuraθ6∂Z，

1989；Miyazawaθ6∂Z，1989；Marsθ砲Z，1993）。さらに活性型HGFは、α鎖

とβ鎖からなるジスルフィド結合ヘテロニ量体であり、α鎖は分子量が約69kDa

で、ヘヤーピンループ構造（アミノ酸残基70－96）と四つの連続タリングルドメイ

ン（アミノ酸残基128－469）より構成されている。β鎖は分子量約32－34kDaで、　C一

末端セリンプロテア幽門様ドメイン（アミノ酸残基495－728）を含んでいる

（Nakamura，1991）。　HGFは個体発生における組織構築において重要な役割を

果たしており、HGF遺伝子のノックアウトマウスでは、胎盤や肝臓の形成不良

を生じ、胎生致死となることが報告されている（Ueharaθ68Z，1995）。さらに、

HGFの機能は、すべてターゲット細胞に存在する特異的レセプターである。－Met

を介して発現するとされている（Bottaroθ砲Z，1991）。

　一方、c・Metはproto・ollcogeneとしてヒト骨肉腫細胞株から分離された遺伝

子であり、Bottaro（1991）らによって且G：Fの高親和性レセプターとして同定

され、種々の上皮、内皮系細胞に幅広く発現していることが明らかとなってい
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る（Cooperθ孟aZ，1984；Parkθ孟aZ，1986；Di　Renzoθ‘aZ，1991；Tarfatyθ6　aZ，

1992）。このHG：F！c・Metを介したシグナル伝達機構が、肝臓の組織再生の中心

的役割を果たすとされていることが、肝臓を部分的切除したラットの再生肝な

どで立証されている（Panisθ6　aZ，1998；Borowiakθ孟aエ，2004）。さらに、

HGF／c・Met伝達系は肝細胞以外のあらゆる生体組織でも機能し、その機能も多

岐にわたり、組織の発生、再生および分化、また、造血の調節にも関与してい

ると考えられている（Zarnegarθ頗Z　1995b；Jiangθ6　aZ，1997）。

　c－Metはまず、　HGFのターゲット細胞において単価前駆体として合成され、タ

ンパク分解を経て、αとβ鎖のジスルフィド結合よりなるヘテロニ量体を形成す

る（Giordanoθ6　aZ，1989）。そのα鎖は細胞外に存在するが、β鎖は細胞外ドメイ

ン、膜貫通領域、細胞内チロシンキナーゼドメインを含んでいる。HGF／c－Met

シグナル伝達は、c・MetへのHG：F結合が引きがねとなって細胞内に存在するチ

ロシン残基の自己リン酸化がおきることで開始する。ヒトでは、自己リン酸化

するチロシンは細胞内領域の離れた二箇所に位置し、一方は、チロシンキナー

ゼ領域の活性化ループ内に位置し、c－Metのキナーゼ反応を活性化する作用を持

つ。もう一方は。・MetのC末端領域に位置し、　SHC、　Gab　1、　Grb2、　PI3－K：を

はじめとして様々なシグナル伝達因子が結合し、細胞：増殖や形態形成をはじめ

とするHG：Fの多様な細胞活性シグナルを伝達する経路が活性化するために、重

要な役割を担うとされている（Ponzettoθ6認，1994；Paume■eθ孟aZ，2002；

Birchmeierθ6　aZ，2003）。

　また、ヒトの腫瘍においては肝癌、肺癌、胃癌、骨肉腫をはじめとした様々

な固形腫瘍におけるH：GFや。－Metの発現増加が確認されている。これらの腫瘍

においてHGF／c－Metシグナル伝達は、腫瘍細胞の増殖、遊走、血管新生および

アポトーシス抑制を促すとされ、HGFまたは。－Metの発現が増加している症例
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では、その予後が悪いことが示唆されている（K：uniyasuθ6　aZ，1992；：Liuθ頗Z，

1993；Suzuldθ‘aZ，1994；：Fenacini砿aZ，1995）。また、固形腫瘍のみならず

リンパ腫や白血病といった造血器系腫瘍においてもHGF／c－Metと病態との関連

性が示唆されている。すなわち、ヒトの骨髄性およびリンパ性白血病細胞やリ

ンパ島細胞株からHGFの産生が認められており、これら腫瘍から産生される

HGFに加えて、正常組織であるストローマ細胞からから分泌されるHGFが、オ

ートタリン、パラタリンに腫瘍細胞に作用し、増殖、遊走や転移に関わってい

ることも報告されている（Nakamura，θ6　aZ　1994a；Nakamura，θ6　aZ　1994b）。

また、HGFが白血病細胞の増殖や遊走促進ならびにアポトーシスを抑制するこ

とが明らかとなっている（Weimarθ6　aZ，1997；Weimarθ頗Z，1998b；Derksen

θ‘a－Z，，2003）。

　c－Metの発現量を検討した報告は少ないが、造血腫瘍株の中で。－MetのmRNA

発現率が高いものは、ヒトの形質細胞腫で100％、ポジキンリンパ腫で91％に認

められている（Juckerθ6　aZ，1994）。また、急性骨髄性白血病14例中1症例で

。－Metが高発現しており、急性経過と。－Metの発現量の関連が示唆されている

（Juckerθ63Z，1994）。多発性骨髄腫の症例においてもHGF／c－Met発現量と病態

とに関連性があることが示唆されている（Borsetθ孟aZ，1999a；Borsetθ6θZ，

1999b）。

　冒頭に述べたように、骨髄細胞から肝細胞が分化することが明らかにされ、

その分化機序に、HGFの関与が報告されている（Ohθ6　aZ，2000；Miyaza：kiθ6　aZ，

2002）。特に、ヒトチロシン血症typeIのモデル動物であるfumarylaceto　acetate

hydrolase（：FAH）欠損マウスに健常マウスの造血細胞を静脈内投与したところ、

移入した造血細胞に由来するマーカーを持った肝細胞が再生することが立証さ

れており、骨髄細胞から肝細胞を誘導することによって、肝臓の再生医療が行
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える可能性があるものと考えられている（：Lagasseθ‘aZ，2000）。人医学領域では

現在、生体肝移植が最も有力な難治性肝疾患の治療手段であるが、提供者不足、

拒絶反応の面から治療対象となる患者も限られている。このような背景から、

根治的治療法となる再生医療の臨床応用が強く望まれている。特に、自己組織

を用いた再生医療は、倫理面や拒絶反応の問題が無いことから、今後有力な手

段になるものと考えられる。一方、イヌにおいても完治できない肝疾患が多く、

新たな治療法が必要とされている。しかしながら、イヌでは、骨髄細胞を用い

た再生医療の研究がほとんど行われていない。

　本研究では、第2章においてまだ明らかにされていないイヌの。－Met遺伝子

のフルクローニングを行い、この。－Met遺伝子の組織分布について検討し、さ

らに組織再生時の。・Met遺伝子の動態を明らかにする目的で、肝臓の部分切除

前後における。－MetのmRNAレベルでの発現について検討した（Neoθψ8Z，

2005）。

　第3章では、HG：Flc・Metシグナル伝達と腫瘍との関係を解明することは、

HG：Fを再生医療に応用する上で重要であることから、イヌの造血器腫瘍と

。・Met遺伝子の発現量の関連について検討した。急性骨髄性白血病（AML，）1例、

慢性骨髄性白血病（CML，）2例、慢性リンパ性白血病（CL：L）3例、骨髄異形成症

候群（MDS）5例、形質細胞腫（PCT）1例の骨髄由来細胞とリンパ芽球性白血病

（AL：L）1例の末梢血由来細胞からtotal　RNAを抽出し、イヌびMet特異的プライ

マー及びプローブを用いて。－Met　mRNAの定量的PCRにより関連性の解明を

試みた。

　第4章では、犬の骨髄中に含まれる幹細胞から肝細胞を分化誘導する目的で、

ネコリコンビナントHGFを添加して骨髄細胞を培養した。骨髄細胞を肝細胞に

分化誘導する際のHG：Fの効用については他の動物で報告されているが、まだ分
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化誘導効率が高くない現状にある。そこで、ヒト胎盤抽出液が障害肝の再生を

促進することが報告されていることから、多能性の因子を含んでいることを期

待して、胎盤抽出液を添加して培養する方法についても同様に検討を行った

（Nakayamaθ頗Z，1989a；Nakayamaθ6　aZ，1989b）。
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第2章 イヌ。－Met遺伝子のクローニングならびに組織分布の

検討と肝部分切除時の。・Metの変動

はじめに

　　c・Met　proto・oncogeneは肝細胞増殖因子（hepatocyte　growth　factor；HGF）

のレセプターで、細胞の増殖、遊走、形態形成ならびに血管新生などあらゆる

細胞活性に関与する分子として同定された（Bottaro．，1991；Comogho，1993；

Maθ6　aZ，2003）。この分子はチロシンキナーゼファミリーに属し、細胞外領域

のα鎖と細胞膜を貫通する形で存在するβ鎖からなる二量体であるとされている

（Comogho，1993）。　HGFは、肝臓の再生に必須の分子であり、さらにその受容

体である。－Metも肝細胞に存在することも明らかにされている（Huh，2004）。ラ

ットでは肝臓部分切除後の肝臓で。・Metの発現量増加が認められることが報告

されており、c－Metは肝再生時に重要な役割を果たすことが示唆されている。ま

た、体内のさまざまな障害臓器でその発現が増加することから、臓器組織再生

においてはHGFlc－Metが中心的役割を果たすものとされているが、詳細につし

ては明らかでない（Xianθ6　aZ，2000）。　c－Met遺伝子は、ヒト、マウス、ラット、

ニワトリ、ツメガエルといった種においてはクローニングされている。その組

織分布としては、肝臓、腎臓、肺をはじめとする上皮系に加えて、血管などの

内皮系組織での発現が確認され、生体内に広く分布している事が明らかにされ

ている（Tashiro砿aZ，1990；Di　Renzoθ6∂Z，1991；Theryθ6　aZ，1995；『Yang　and

Park，1995；Aokiθ68Z，1996）。
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　一方、イヌの。・Metに関しては、基礎および臨床研究としていくつかの報告

があるものの、遺伝子のクローニングも行われていない状況で、基礎データの

集積も非常に少ない。すなわち、イヌ腎上皮および甲状腺上皮細胞由来細胞株

に対するHG：Fの増殖促進効果、慢性虚血性心筋症のイヌにおけるHG：F　cDNA

の血管新生促進効果、イヌの骨肉腫における。・Metの発現量の増加などである

が、今後、HGF／c－Metと組織再生の研究を進める上では極めて不十分なもので

ある（Balkovetz，1998；：Ferraciniθ6∂Z，2000；Ahmet磁aZ，2003；Vandeput砿

a1，，2003）o

　本研究では、イヌにおけるHGF／c・Metの動態について検討するためには、レ

セプターレベルでの研究が必須であると考え、まだ明らかにされていないイヌ

の。－Met遺伝子のフルクローニングを行い、24種の正常組織（末梢血単核球、骨

髄、肝臓、腎臓、肺、胃、子宮、精巣、胸腺、リンパ節、小腸、直腸、副腎、

甲状腺、心臓、骨格筋、皮膚、膵臓、卵巣、前立腺、脾臓、脂肪、大脳、小脳）

における発現について検討した。さらにイヌの超再生時における。－Met遺伝子

の動態を明らかにするために、肝部分切除前後の。－MetのmRNA発現量につい

て検討を行った。
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材料と方法

正常組織の採材

　臨床的に健康なイヌ（1歳齢）から、麻布大学動物実験委員会指針に基づきベン

トバルビタールを用いて安楽死を行い、末梢血単核球、骨髄、肝臓、腎臓、肺、

胃、子宮、精巣、胸腺、リンパ節、小腸、直腸、副腎、甲状腺、心臓、筋肉、

皮膚、膵臓、卵巣、前立腺、脾臓、脂肪、大脳、小脳、計24種の組織を採材し

た。採材した組織は液体窒素にて急速凍結し、・80℃にて凍結保存した。

正常組織のRNAの抽出とReverse　transcription－polymerase　chain　reaction

（RT－PCR）

　各組織のtotal　RNAは、　RNA抽出キット（Sepagene　RV－R；Sanko　Junyaku，

Tokyo，　Japan）を用いて抽出した。　total　RNA（1爬9）は、　oligo　dTプライマー、

且NTPおよび蒸留水と混合して65℃で5分間加熱後、氷上で1分間以上インキュ

ベートした。その後5×：First　strand　buf色r、0．1MDTT、40UのRNase　inhibitor、

200UのSup　erScript　III（lnvitrogen，　CA，　U．S．A．）で構成された反応液と混合し

て合計20μ1とし、50℃で30～60分インキュベートした後、70℃で15分間の加熱

反応を経て逆転写反応を行い、cDNAを合成した。　c・Met部分配列を得るための

PCR反応は、全てこのcDNAを鋳型として行った。

　primerは、ヒト、ラット、マウスの。・Metの塩基配列を基にして設計した

（Table　1）（Parkθ6　aZ，1987；Waleniusθ6　aZ，1997；Chanθ62Z，1988）。また、

内部標準遺伝子としてイヌβ・actinを用いることとし、β一actinの：Forward　Primer

の塩基配列は（5’ACTGGGACGACATGGAGAAGA3’）、β・actinのReverse

Primerの塩基配列は（5’GATCTTCATGAGGTAGTCAGT3’）と設計した（Table　2）。
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c・Metの部分塩基配列を得るためのPCR反応条件は、94℃を2分で変性後、94。C

を30秒、55。C～60。Cを30秒、72。Cを1分30秒の条件で構成される3ステップ

を34回繰り返して、最後に10分間の伸長反応を行った。得られたPCR産物は、

2％アガロースゲルにて電気泳動を行った。

サブクローニングおよびシークエンスとシークエンス結果の解析

　ゲルから精製した目的のサイズのPCR産物は、　pCR2．1・TOPO　plasmid　vector

（lnvitrogen，　CA，　USA）に組み込み、プラスミドはDye　terminator法によって

蛍光色素を標識し、Dye　terminator　cycle　sequence法を用いて、　Apphed

Biosystem　Model　310　sequencerでシークエンスを行った（Sangerθ6　aZ，1977）。

シークエンスの結果は、Edit　View　ABI　automated　DNA　sequence　viewer

（Perkin　Elmer，　U．S．A．）を用いて解析した。

肝臓の部分切除

　麻布大学動物実験委員会の許可のもとに、臨床上健康な1才齢のイヌに対して

肝臓の部分切除術を行った。麻酔はメデトミジン（40μg／：kg、筋肉注射）にて導入

し、イソフルレンを用いた吸入麻酔にて維持した。肝切除術はHiggins　and

Anderson（1931）の手技を改変して、肝臓外側左葉の摘出を行った。摘出した外

側左回は液体窒素にて急速凍結し、一80℃で保存した。肝切除72時間後にイヌは

安楽死を行い、肝切除後の肝臓として前述と同様の方法にて保存した。

肝部分切除前後における肝臓のTotal　RNAの抽出とcDNAの合成

　肝切除前および肝切除後の肝臓total　RNAの抽出は、正常組織のRNAと同

様の方法で行った。total　TNA（1μg）はreal　time　PCR用に合成した。－Met
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Reverse　primer（5’CACCACCTGATAAATTGGCTTTG3’）およびβ・actinの

■everse　phmer　（5’TCGTCCCAGTTGGTGACGAT　3’）と　AMV　reverse

transcriptase（Takara　Bio　lnc．，　Kyoto，　Japan）を用いて、55℃を5分、99℃

を5分、5℃を5分の反応条件下にてcDNAを合成した。

定性的PCR

　肝切除前および肝切除後のcDNAは、定量的PCR用に合成した。－Metに特

異的な。・Met：Forward　primer（5’GGCCCGTGCTGGAACAC3’）および。－Met

Reverse　phmer（5’CACCACCTGATAAATTGGCTTTG3’）、または、β一acti11に

特異的な：Forward　primer（5’GATGAGGCCCAGAGCAAGAG3’）およびReverse

prime■（5’TCGTCCCAGTTGGTGACGAT　3’）を用いて、94℃を5分の熱変性の

後940Cを30秒、60℃を30秒、72℃を1分30秒の3ステップを22サイクル

繰り返す反応条件にてPCR反応を行った。得られたPCR産物は、2％アガロー

スゲルにて電気泳動を行った。

Real　time　PCR

　ABI　Phsm　7700　Sequence　Detection　System（Apphed　Biosystems，　CA，

U．S．A）での反応条件に適した。・Metとβ・actinに特異的なTaq　man　primerおよ

びprobeの配列は、　Primer　Express　version　1．5（Apphed　Biosystems）に基づい

て作製した。c・Metのプライマーおよびプローブの配列は、それぞれ、　Taqman

c－Met　forward　primer（5’GGCCCGTGCTGGAACAC3’）、　Taqman　c－Met

reverse　primer（5’CACCACCTGATAAATTGGCTTTG3’）、　Taqman　c・Met

probe（5’CAGATTGTTCCCCATGTCAGGACTGCAG3’）と決定し、β・actinの

primerおよびprobeの配列は、それぞれ、　Taqmanβ一actin　forward　primer
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（5・GATGAGGCCCAGAGCAAGAG3’）、　Taqmanβ一actin　reverse　primer（5’

TCGTCCCAGTTGGTGACGAT　　3’）　、　　Taqmanβ・actin　　probe　　（5’

ATCCTGACCCTGAAGTACCCCATTAGAC　3’）と決定した（Table　3）。

　Real　time　PCRは。・Metおよびβ・actinに特異的なTaq　man　primerおよび

probeを用いてABI　Prism　7700　Sequence　Detection　System（Apphed

Biosystems，　CA，　U．S．A）にて行った。　PCR反応液は蒸留水、　c・Metまたはイヌ

β・actinの：ForwardならびにReverse　Taqman　primerとprobe、　Taqman

Universal　Master　Mix（Applied　Biosystems）および肝切除前あるいは肝切除後

のcDNAの混合液とした。反応は、50℃で2分間uraci・N・glycosylaseとインキュ

ベーションした後、95℃にて10分間、AmphTaq　gold　DNA　polymeraseと反応

させ、その後、95℃を15秒、60℃を1分の2ステップを40サイクル繰り返す反

応条件で行った。

Real　time　PCRの結果解析

　PCR産物の定量結果の解析は、　ABI　Prism　7700の解析方法である

Comp　arative　threshold　method（CT　Method）（Pfa田，2001）に基づいて行った。

各検体の定量結果は、内在性コントロールであるβ・actinを基準にして相対値化

し、さらに各々の検体定量結果を2’∠∠CTで表し、比較する事で、　c－Met発現量の

相対的検討を行った。CT　Methodに従い、肝切除前の数値を基準1として、再生

肝での相対値をXと表した。
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結果

イヌ。－Met遺伝子のクローニング

　c－Metの部分配列は初めに、　Table　1に表記したF2（：Forward　primer）とR2

（Reverse　primer）に挟まれる領域ならびにF8（：Forwa■d　primer）とR8（Reverse

primef）に挟まれる領域を増幅した。　R1およびR2　primerとF8　p■imerはmRNA

の3’および5’端をRace法で増幅する時に用いた。5’領域はR1およびR2　primer

を用いて増幅した。3’領域は、R8　primerを用いて増幅した。その後、　Race法で

得られた部分配列を基にしてF12やR3　primerを設計し、　PCRに用いた。

　クローニングした産物は4419塩基で、シグナルペプチドと推定される24のア

ミノ酸領域と1358のアミノ酸コード領域を含む1383のアミノ酸で構成される

オープンリーディングフレームを含んでいた（Fig．1）。

　5’非翻訳領域は59塩基で構成され、アミノ酸翻訳領域は60番目の塩基からス

トップコドン内の4146番目の塩基までであり、3’非翻訳領域は、4147番目から

の163塩基で構成されていた。

イヌ。－Met　mRNAの正常組織における発現の検討

　イヌの正常組織（骨髄、肝臓、腎臓、肺、胃、子宮、精巣、胸腺、リンパ節、

末梢血単核球、小腸、副腎、甲状腺、心臓、筋肉、膵臓、卵巣、前立腺、脾臓、

脂肪、大脳、小脳）の叩otal　RNAに対してF2・R2で得られる部分配列（519塩基）を

増幅し、各組織での発現を検討した。内在性コントロールには、β一actinを用い

た。その結果、検討した全ての組織でF2・R2に挟まれた519塩基のPCR産物が増

幅された（Fig．2，一部のデータを示した）。
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イヌの部分切除肝における。－Metの動態

　イヌの、部分切除肝における。・Metの動態を調べるために部分切除前後で、

c・Met発現量の比較を行った。最初に。・Metの発現を定性的に確認した後、定

量的real　time　PCRにて発現量の比較を行った。定性的PCRでは、肝部分切除

前および切除後において合成されたPCR産物に、大きな差は認められなかった

（Fig．3）。

　増幅結果は、イヌβ・actinに対して相対値化して2一∠∠CT、で表し、肝切除前の

2’∠∠cTを基準1としたところ、肝切除後の2一∠∠cTは1．986となり、肝切除後の

。・Met発現量は、肝切除前の1．986倍の上昇が認められた。
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考察

　今回明らかにできたイヌ。－Met　cDNAは、現在まで報告されている他の動物種

の。－Metとの相同性が高く、アミノ酸翻訳領域において、ヒト、マウス、ラット、

ニワトリ、ツメガエルとそれぞれ89％，85％，87％，68％，80％の相同性が認めら

れ、また、シグナルペプチドを含めると、それぞれ89％，89％，88％，73％，63％

の相同性が認められた。このようにイヌ。－Met遺伝子がそのほかの動物種と高い

相同性を示したことから、この遺伝子には動物種間で保存された領域が多数あ

ることが考えられた。

　5’非翻訳領域の塩基番号56番直後の配列（ACCATGA）はKozak（1986）によっ

て真核生物のmR：NAにおける転写開始領域に保存されているコンセンサス配列

と同様であり、ここが転写開始コドンと考えられた。細胞内領域のアミノ酸番

号929・953に相当する親水性の領域はおそらく細胞膜貫通領域にあたると考え

られる。細胞内領域のアミノ酸番号1079－1338にあたる部分はチロシンキナーゼ

領域と推察され、ヒト、マウス、ラット、ニワトリ、ツメガエルと98％，97％，97％，

93％，91％と高い相同性を示した。さらに、アミノ酸番号305・308ではタンパク

質切断領域として生物間で高く保存されている配列（R・X－RIK・R）と同一配列を

認めた（Hosakaθ6　aZ，1991）。このアミノ酸配列の存在は、　c・Metの構造がα鎖お

よびβ鎖からなる二量体であることを示唆していた。

　本研究で得られたイヌ。・MetのcDNAは、ヒトとの相同性が最も高く、GTF・16，

：Kato3やCalu　1などのヒト腫瘍細胞株由来の。・Metでは、イヌと非常に酷似し

た配列であったが、HOS腫瘍細胞株からクローニングされたヒト。－Metはイヌ

。・Metよりも54塩基（18アミノ酸）長い配列を持っていた（Ponzettoθ頗Z，1991；

Ro面guesθ6ヨZ，1991）。イヌの肝臓にもヒトのH：OS腫瘍細胞株と同様にアイソ
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フォームの存在する可能性を考え、ターゲットとなる54塩基が挿入されると予

測される位置を挟む方法でプライマーを設計し、RT－PCRを実施した。その結果、

イヌの正常肝臓由来の。・Metでは54塩基長いアイソフォームは検出されなかっ

たことから（データ示さず）、本研究で得られた塩基配列が正常なイヌの。・Met

の配列であると考えられた。

　イヌの。・Met組織分布の検討では、ヒトやマウスの報告と同様に検索を行った

24の組織すべてで発現が確認された。今回、イヌの末梢血単核球にも。・Metの発

現が認められたが、ヒトの末梢血単核球には。・Metの発現を認めないという報告

がある（Juc：kerθ‘aZ，1994）。また、活性化した末梢血単球には。・Metが発現す

るという報告もあり（Beimannθ6　aZ，1997）、今後個’々の細胞を単離し、各細胞

について。・Met発現の有無を詳細に検討することが必要である。

　また、c・Met　mRNAは肝臓のみならず、多くの組織での発現が確認されてい

るため、HG：Fは種々の組織に結合して作用する可能性があると推察されている。

その一方で、HGF／c・Metシグナル伝達が機能的になるのは障害臓器に限るとい

う報告もある。HG：Fと。・Metのシグナル伝達に関する詳細なメカニズムは未解

明だが、細胞外マトリックスと細胞表面の膜タンパク質の相互作用が関与して

いると推測されている（Tajimaθ‘aZ，1992；Jiangθ頗Z，1997）。

Borowiakら（2004）によって、マウスではHGF！c－Metシグナル伝達はマウスの

臓器再生に最も重要なシグナルであることが報告されている（Borowiak砿aエ，

2004）。そこで、本研究では部分切除肝における。・Met発現量の検討を行った。

その結果、c・Met　mRNAは肝臓切除72時間後には切除前の1．986倍に発現量が

増加していたことから、イヌでも、肝再生においてHGF／c－Metが重要な役割を

果たしている可能性が示唆された。ラットでは、85％の肝切除1時間後と12時

間後に、c・Metの発現がピークとなることが報告されている。また、肝切除72
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時間後には今回の、イヌの部分切除肝における結果と同様に、α1虹etの発現量は

肝切除前の2倍の値であった（Panisθ頗Z，1998；Xianθ頗Z，2000）。以上の結果

から、イヌにおいても肝再生において。・Metが重要な役割を果たすことが示唆

された。
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小括

　イヌの肝臓をはじめとして、生体組織におけるHGFの機能を検討するために

は、c・Met遺伝子の同定および生体内での発現を明らかにすることが重要であり、

イヌではその遺伝子配列がまだ明らかにされていないことから、イヌの。・Met

完全長cDNAのクローニングを行い、さらに正常組織における分布ならびに肝

部分切除時における発現量の変動についても検討した。

　イヌ肝臓より抽出したtotal　RNAと。－Met特異的プライマーを用いて

RT・PCR反応を行い、イヌ完全長cD：NAの塩基配列を決定した。イヌ。・Met

cDNAのOpen　reading　frameは4419塩基で、1383残基のアミノ酸をコード

し、そのmRNA発現は、検討を行った24種の組織（末梢血単核球、骨髄、肝臓、

腎臓、肺、胃、子宮、精巣、胸腺、リンパ節、小腸、直腸、副腎、甲状腺、心

臓、筋肉、皮膚、膵臓、卵巣、前立腺、脾臓、脂肪、大脳、小脳）の全てにおい

て認められた。また、肝部分切除後の肝臓における。－Met発現量をリアルタイ

ムPCRにて定量した結果、肝切除前の1．986倍の増加が確認された。以上組織

分布などの結果から、イヌにおいてもHG：F！c・Met伝達経路は肝臓のみならず

様々な臓器において細胞の発生および増殖に関与している可能性が示唆された。

また、イヌの肝再生時に。・Metが重要な役割を果たしていることを示唆した。
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第3章 血液腫瘍におけるイヌ。・Met遺伝子の検討

はじめに

　HGF！c・Metシグナル伝達は、様々な腫瘍において重要な役割を果たす事が示

唆されている（：Longati　P．，2001）。　HG：Fの受容体である。・Metの遺伝子は

proto・oncogeneとして知られており、肝癌、肺癌、胃癌、直腸癌、骨肉腫、乳

癌などさまざまな固形腫瘍において高発現することが報告されている

（K：uniyasuθ6∠～Z　1992；1、iuθ6　aZ，1992；1、iuθ6　aZ，1993；Suzukiθ診aZ，1994；

Ferraciniθ頗Z，1995；Parrθ6　aZ，2004）。　HG：Fは、これらの腫瘍で発現する。

・Metに特異的に結合し、　c－Metの細胞内領域にあるチロシンキナーゼを活性化

する事で、腫瘍の増大や転移がおこるとされている（Comogho，1993）。

　ヒト、マウスやラットの正常な造血機構において。・Metは、造血幹細胞のマ

ーカーであるCD34陽性細胞に発現しており、特に造血初期段階で重要な役割

を果たし、野幌球、赤芽球系統の細胞の増殖や遊走に関与していると考えられ

ている（Kmiecikθ6　aZ，1992；Nishinoθ6ヨZ，1992；Gahmi砿aZ，1994）。

　ヒトの血液腫瘍においてはHGFの発現が検討されており、病態との関連性を

示唆する報告がある（Juckerθ頗Z，1994）。血液腫瘍におけるHGFの発現なら

びに動態に関する報告例としては、急性骨髄性白血病（Acute　Myeloid：Leukemia，

AML）および慢性骨髄性白血病（Chronic　Myeloid：Leukemia，　CML）などの骨髄

系腫瘍細胞株にHG：FのmRNA発現が認められる他、　AM：L症例の血清中HGF

濃度が高値を示すことや、また、AM：L、骨髄異形成症候群（Myelodysplastic
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Synd⑳mes；MDS）の白血病移行期にある症例の骨髄から得た骨髄細胞は、HGF

の添加培養で、細胞増殖能および遊走能を促進することを報告している

（Na：kamuraθ孟aZ，1994a；Nakamuraθ孟aZ，1994b；Ponsθ63Z，1998；Weimar

θ6aZ，1998b）。一方、血液腫瘍において。・Metを検討した報告例は少ないが、

骨髄系腫瘍のce■㎞eにおいてはAM：L症例由来のKASUMI・1，　KU－812，HE：L，

KMOE・2およびCML症例由来のK562においてmRNAの発現が確認され、

また、AML症例で。・Met高発現も認められている（Juckerθ砲Z，1994；Ponsθ6

認，1998；）。これらのことから、骨髄系腫瘍の病態には、HGF、　c－Metを介した

シグナル伝達が関与することが強く示唆される。一方、リンパ系腫瘍において

は、HGFや。・Metを発現する細胞株は少ない傾向にあるものの、形質細胞腫

（plasmacytoma；PCT）や形質細胞由来の多発性骨髄腫、ポジキンリンパ腫な

ど、一部の腫瘍ではHG：Fや。・Metの発現が認められており、また、多発性骨髄

腫の症例においてHGF濃度が高値を示すことが、疾患の予後不良因子となるこ

とが推測されている。これらの腫瘍においては、HG：Fによって腫瘍細胞の増殖

やホーミング、抗アポトーシス効果、骨破壊、および血管新生促進作用が確認

され、病態との関連性が強く示唆されている（Ponsθ孟aZ，1998；Borset砿aZ

1999；Derkson，θ孟aZ，2003）。

　イヌにおいてもヒトと同様にリンパ腫や白血病といった血液腫瘍の発生が多

く認められ（Harveyθ6　aZ，1981；Wor：kmanθ6　aZ，2003）、特に、リンパ腫はイ

ヌにおいて腫瘍症例の中で発生率も高く、また、ヒトと同様の病態を示すこと

から、モデル動物としても考えられてきた。さらにAML、　CML、　PCTおよび

MDSなどの臨床報告例はあるものの、その病態は明らかでなく、病馨解析が望

まれている（Graves砿aZ，1997；Ramos－Varaθ頗Z，1998；Miyamotoθ6　aZ，

1999；Tanantθ6　aZ，2001；Weissθ6　aZ，2001；Antognoniθ孟aZ，2003）。
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　そこで、本研究では、最終的に骨髄を用いた再生医療に、HGFを用いる前段

階として、イヌの血液腫瘍と。・Met遺伝子の発現量：の関連性を明らかにする目

的で、AML、　CM：L、　MDS、急性リンパ芽球性白血病（Acute　lymphoblastic

leukemia；ALL）、慢性リンパ性白血病（Chronic　lymphocytic　leukemia；C：LL）、

PCTならびにリンパ系腫瘍細胞株における。・Met遺伝子の発現量を、臨床的に

健康な犬と比較して相対的に定量し、検討を行った。
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材料と方法

症例

　症例は、2000～2004年に麻布大学附属動物病院に来院し、臨床経過、身体検

査、血液学的検査、骨髄検査などから血液腫瘍と診断されたイヌ13例を用いた

（Table　4）。骨髄検査時の麻酔は、プロポフォール（6mg／kg）で導入しイソフルレ

ンにて維持した。年齢は、2～10歳で8例が雄で5例が雌であった。疾患の内

訳は、骨髄球系の腫瘍としてはAM：L　1例、　CML2例であり、一方、リンパ系の

腫瘍としては、ALL1例、　C：L：L3例、　PCT1例であった。また、　AM：しの前段階

であるMDSは5例を用いた。症例から採取した骨髄液は10％クエン酸にて抗

凝固処理をし、採取後、速やかに・80℃に凍結保存した。末梢血は採取後、リン

ホプレップ（：Fresenius　Kabi　Norge　AS　Axis・Shield　proC　AS，　Oslo，　Norway）を

用いた比重遠心法で単核球分離を行い、一80℃に凍結保存した。各症例の骨髄な

らびに末梢血は、各々の症例に対する診断用に採取したものを検体として用い

た。また、対照群として臨床上健康的な5～7歳齢のイヌ9頭（雄6頭、雌3頭）

より骨髄液を採取し、検体とした（Table　4）。

細胞株

　Bリンパ系細胞株およびTリンパ系細胞株は、麻布大学附属動物病院を受診

した腫瘍症例由来の細胞株を用いた（Table　4）。それぞれの細胞株は、形質細胞

腫を発症した、3歳齢、オスのビーグルの肝臓及び脾臓より樹立した、形質細胞

腫由来B細胞白血病細胞株と、消化管型T細胞性リンパ腫を発症した、7歳齢、

オスのヨークシャーテリアの腹水より樹立した、丁細胞白血病細胞株である（環

境保健学部衛生技術学科、荻原喜久美先生より分与を受けた）。
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total　RNAの抽出とcDNAの合成

　骨髄液、末梢血単核球および腫瘍細胞株から、また対照群として、臨床的に

健康な9頭の骨髄液から核酸抽出キット（Sepagene　RV－R，　Sanko　Jyunyaku，　Tokyo，

Japan）．を用いてtotal　RNAを抽出した。　Total　RNA（1μg）からリアルタイムPCR

用にPrimer　Express　vefsion　1．5に基づいて合成したTaqman　c・Met　Reverese

primer　または　Taqmanβ・actin　Reverese　primer　と、　AMV　reverse

transcriptase（Takara　bio　Inc．，　Kyoto，　Japan）を用いて55℃を5分、99℃を5

分、5℃を5分の反応条件下にてcDNAを合成した（Table　3）。この際、解析方法

であるCT　Methodの検体条件に合わせるために臨床的に健康な犬9頭のtotal

RNAはcDNA合成後に混合し、ひとつの検体とした。この混合液は定性的お

よびReal　time　PCRにおいて検体1として用いた（Table　4）。

定性的PCR

　各症例と正常犬の骨髄ならびに末梢血とリンパ系腫瘍細胞株のcDNAは、リ

アルタイムPCR用にPrimer　Express　version　1．5に基づいて合成した。・Met

に特異的なForwardおよびReverse　primer、または、β一actinに特異的な

ForwardおよびReverse　primerを用いて、94℃を5分の熱変性の後94℃を30

秒、60℃を30秒、72℃を1分30秒の3ステップを22サイクル繰り返す反応

条件にてPCR反応を行った（Table　3）。得られたPCR産物は、2％アガロースゲ

ルにて電気泳動を行った。

Real　time　PCR

　c・Met遺伝子の定量的PCRは、　c・Metに特異的なTaq　man　primerおよび

probeを用いてABI　Prism　7700　Sequence　Detection　System（ApPhed
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Biosystems，　CA，　U．S．A）にて行った。　ABI　Prism　7700　Sequence　Detection

System（Apphed　Biosystems）での反応条件に適した。・Metとβ一actinに特異的

なTaq　man　primerおよびprobeの配列は、　Primer　Exp■ess　vefsion　1．5

（Apphed　Biosystems）に基づいて作製した（Table　3）。

　Real　time　PCRは。－Metおよびβ一actinに特異的なTaq　man　primerおよび

probeを用いてABI　Prism　7700　Sequence　Detection　System（Apph．ed

Biosystems）にて行った。　PCR反応液は蒸留水、　c・Metまたはイヌβ・actinの

ForwardならびにReverse　Taqman　probeとprimer、　Taqman　Universal

Master　Mix（Apphed　Biosystems）および各症例の骨髄ならびに末梢血、リンパ

系腫瘍細胞株のcDNAまたは対照群（臨床上健康な犬9頭の骨髄）のcDNA混合液

で構成される反応液とし、50℃で2分間uraci・N－glycosylaseとインキュベーシ

ョンした後、95℃にて10分間、AmphTaq　gold　DNA　polymeraseと反応させ、

その後、95℃を15秒、60℃を1分を40サイクル行う反応条件を適用した。

Real　time　PCRの結果解析

　：PCR産物の定量の数値化は第2章と同様にABI　Prism　7700の解析方法であ

るCT　Methodに基づいて行った。　CT　Methodに従い、正常犬9頭の混合液の

数値を基準1として、そのほかの検体の相対値をXと表した。
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結果

定性的PCR

各症例と臨床上健康な犬の、骨髄ならびに末梢血と、リンパ系腫瘍細胞株での

。・Metの発現を定性的に確認した。検討したすべての症例およびリンパ系細胞株

において。－Met　mRNAの発現を確認できた。（データ示さず）

定：量的PCR

　血液腫瘍問では、骨髄系腫瘍であるAM：L（症例2）、CML（症例3，4）で。・Met

発現量が相対的に多く、リンパ系腫瘍であるCL，L，（症例10，11，12）、　ALL（症

例13）、PCT（14）、リンパ系ce■hne（15，16）では。・Met　mRNAの発現量が少

ない傾向が認められた。また、リンパ系腫瘍（症例10，11，12，13，14，15，16）では臨

床上健康なイヌよりも。－Met発現量が少ない傾向が認められた。さらに、　AM：し

の前段階である、MDSにおいては5例中4例（症例5，6，7，8）において、骨髄

系腫瘍および臨床上健康なイヌよりも。・Met　mRNAの発現量が少ない傾向が認

められた（Fig．4）。
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考察

　本研究の結果から、イヌの血液腫瘍の中で、AM：しやCMLといった骨髄系の

白血病において。・Metの発現量が、リンパ系腫瘍に比べて高値を示すことが明

らかとなった。ヒトにおいて造血機構に関わる正常な細胞で。・Met　mRNAの発

現が報告されているのは、骨髄幹細胞のマーカーであるCD34陽性細胞、樹状

細胞、活性化単球や活性化Bリンパ球であり、造血機構の未熟な段階の細胞か、

活性化した細胞に発現することが推測されている（Skibinski，2003）。　HG：Fは線

維芽細胞、肥満細胞やマクロファージなどのストローマ細胞から産生され、細

胞の増殖に関与しているが、ヒト骨髄系白血病細胞からもその産生が確認され

ている（Gohda砿aZ，1994；Nakamuraθ63Z，1994a；Zamegar，1995a；Hinoθ6

θZ，1996）。また、骨髄系腫瘍細胞に作用するHG：Fは、腫瘍細胞自身から産生

され、オートタリンのメカニズムで関与するだけでなく、線維芽細胞などの正

常な細胞に由来するHGFが、パラタリンに骨髄系腫瘍細胞に作用し、影響を及

ぼすとされている（Juckerθ頗Z，1994；Borsetθ頗Z，1996b）。したがって、　c－Met

の発現量が高いイヌの骨髄系腫瘍には、白血病細胞もしくは正常な線維芽細胞

などによって産生されたHG：Fが、　c・Metを介してシグナル伝達している可能性

が示唆された。このことから、骨髄を用いた再生医療にin　vivoでHGFを使用

する場合、HG：Fが。・Metを介して腫瘍化に関与する可能性もあるため、注意が

必要であると考えられた。

　本研究結果から、リンパ系腫瘍では全般的に。・Met　mRNA発現量が低い傾向

が認められたが、これはヒトと同様の傾向と考えられる。ヒトのリンパ系腫瘍

でHGFlc・Metシグナル伝達の病態への関与が強く示唆されている疾患は、形質

細胞腫、多発性骨髄腫（形質細胞由来の腫瘍）である。形質細胞腫由来のce■h．ne
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や多発性骨髄腫のce■hneには。・Met　mRNAの発現もしくは高発現が認められ

ている。特に多発性骨髄腫に関しては、HGFが腫瘍の細胞増殖や抗アポトーシ

ス効果、骨破壊、腫瘍細胞のホーミングおよび血管新生促進作用を示すことが

明らかにされ、さらにHGFの血清濃度が高値を示す症例で予後不良になるなど

臨床症状との関連性も示唆されている（Ponsθ6　aZ，1998；Borset砿∂Z，1999；

Skibinskiθ6∂Z，2001）。しかしながら、今回我々が解析を行った形質細胞腫で

はヒトの報告と異なり、c・Met　mRNAの発現量は低値であったことから、今後、

症例を重ねて検討する必要がある。

　一方、本研究におけるイヌのMDSの症例では5例中4例で。・Met　mRNAの

発現量が、骨髄系腫瘍や臨床上健康なイヌよりも低い傾向が認められた。ヒト

のMDS症例において。・Metの発現量を検討した報告はなく、本研究における

結果がMDSの。・Metに関する最初のデータと考えられる。　HG：Fは造血機序に

おいて重要な役割を果たすと考えられているが、特に、ヒト、マウスやラット

のCD34陽性細胞に。・Metの発現が認められ、HGF！c・Metを介したシグナル伝

達は造血幹細胞に近い段階で機能を果たすことが示唆されている（1（miecikθ孟

aZ，1992；Gahmiθ6　aZ，1994；Nishinoθ孟8Z，1995；Zarnegarθ6θ1b．，1995；

Goffθ6　aZ，1996；Goffθ6　aZ，1997；Weim　arθ孟a血．，1998；Miyazakiθ63Z，

2002）。さらにH：G：Fは、エリスロポイエチン存在下でCD34陽性細胞から顯粒

球および赤芽球系細胞の形成を促進することや、G・CSF，GM－CS：FおよびM・CSF

の存在下で穎粒球コロニーを形成するなど、他の因子との共作用により、穎粒

球および赤芽球系細胞の分化誘導に関与することが考えられる（Galimiθ孟∂Z，

1994）。これらのことから、今回の研究で。・Metの発現量が少ない傾向を示した

MDSにおいては、造血機序の早い段階でHGFlc－Metを介したシグナル伝達が

阻害されたことにより骨髄細胞の分化・成熟異常が発生し、結果として末梢血
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中の白血球、赤血球、血小板などの血球が減少した可能性が示唆された。しか

しながら、ヒトのMDSの白血病移行期にある症例の骨髄細胞にHG：Fを作用さ

せたところ、腫瘍細胞が増殖傾向を示したとの報告もあることから、今後MDS

の病態とHG：F／c・Metの関連性については詳細に検討する必要がある。

　Real　time　PCRでは、定量結果の解析法（CT法）に従って各検体の相対比を取

るために、臨床上健康な犬9頭の検体を混合して基準の数値1としたが、その

内訳として、9頭の。・Met発現量のばらつき幅は大きかった。最近、　c－Metは通

常の単球には発現しないが、活性化した単球では発現陽性となることが明らか

となり、c・Metが炎症機構に関わる可能性も示唆されている（Beimannθ孟∂Z，

1997）。今回使用した臨床上健康と思われるイヌにも、なんらかの炎症機序が働

いていた可能性も否定できないため、母集団を増やしてさらに検討する必要性

が考えられた。
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小括

　本章では、イヌの血液腫瘍と。－Met発現量の関係を明らかにするために、急

性骨髄性白血病（AML）1例、慢性骨髄性白血病（CML）2例、骨髄異形成症候群

（MDS）5例、慢性リンパ性白血病（CLL）3例、形質細胞腫（PCT）1例の骨髄由来

細胞に加えて、急性リンパ芽球性白血病（ALL）1例の末梢血由来細胞、さらに、

BおよびTリンパ系cell　lineについて解析を行った。これら腫瘍組織からtotal

RNAを抽出し、イヌ。・Met特異的プライマー及びプローブを用いて。－Met遺伝

子の定量的PCRを行った。

　その結果、AMLおよびCM：しといった検索したすべての骨髄系腫瘍における

。－Met　mRNAの発現量はリンパ系腫瘍に比べて高値を示す傾向が認められた。

一方、リンパ系腫瘍症例および細胞株では。・Metの発現は臨床的に健康なイヌ

の。・Met発現量に比べていずれも低いものであった。さらに前白血病段階であ

るMDSの5例中4例では、　c－Metの発現量は、臨床的に健康なイヌの。－Met

発現量と比較して低値を示した。以上の結果から、イヌの骨髄組織において、

c－Metは主に骨髄系細胞を中心に発現していることが推察されたばかりでなく、

c－Metが骨髄系腫瘍の病態形成に関与している可能性が示唆された。このことか

ら、HGFを再生医療に応用する場合に注意が必要であると考えられた。
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第4章 HGFおよびヒト胎盤抽出液を用いた骨髄細胞から肝

細胞の分化誘導

はじめに

　近年、骨髄細胞から肝細胞が分化することが明らかとなり、さらにその機構

には、肝細胞増殖因子（Hepatocyte　growth　factor；HGF）が関与していること

が報告された。Petersen（1999）らは、致死量の放射線照射を施し、その争闘細

胞の再生を抑制する2－acetylamino且uoreneと肝細胞の壊死を引き起こす

carbon　tetrachloride（CC14）によって肝障害を起こした雌のラットに正常な雄の

骨髄移植実験を行っている。この実験結果から、Y染色体をもつ雄ラット由来

の骨髄細胞が雌ラットの肝臓内で、移植9日後までにOval　ce■へと分化し、13

日後に肝細胞へ分化する事を明らかにしている。さらに、肝疾患モデル動物で

あるマウスに骨髄を移植することによって肝疾患の改善が認められることや、

ヒトの骨髄移植で骨髄が肝細胞と胆管細胞に分化することが報告された

（：Lagasseθ頗エ，2000；Theise．，θ6　aZ，2000）。　in　vitroにおいてもHG：Fの添加培

養でラット骨髄細胞から肝細胞を分化誘導可能であることが明らかとなった

（Ohθ‘θZ，2000；Miyazakiθ6　aZ，2002）。また、　Schwartzら（2002）はMatrige1

上で、HGFや：Fibroblast　growth　factor（FGF）の添加培養において、マウス、ラ

ット、およびヒトの骨髄由来の多能性前駆細胞が肝細胞に分化可能であること

を証明している。

　人医領域における、難治性肝疾患の治療は、生体肝移植や脳死患者からの移
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植が主流となっているが、ドナー不足や拒絶反応の問題から、治療対象となる

患者も限られている。このような各種状況から組織適合抗原による拒絶などの

障害が問題とならない自己組織を利用した再生医療の臨床応用が強く望まれて

いる。特に、骨髄組織は採取時の生体侵襲が少なく、またその分化や増殖制御

機構が最も解析されていることから、再生医療に自己組織を応用する上で、最

も理想的かつ現実的な臓器として考えられている。しかしながら、現段階では

ラットやマウスの動物実験においても骨髄から肝細胞を分化誘導する際の効率

が著しく低く、臨床応用に際して最大の妨げとなっている（Oh砿aZ，2000；

Miyazakiθ孟∂Z，2002；Schwartzθ6∂Z，2002）。

　HG：Fによる肝細胞への分化誘導能の活用と共に、本研究では、ヒト及びイヌ

の肝障害の治療に利用しているヒト胎盤抽出液（ラエンネック；Japan　bio

products　indust堀Tokyo，　Jap　an）に注目した（Wolfθ頗Z，1991）。ラエンネック

は、ヒト胎盤から生理活性成分を抽出したもので、ヒト由来の諸種のサイトカ

イン、アミノ酸、ペプチド、核酸塩基、糖質などを含有する、生物製剤である。

ヒトでは肝機能改善剤として、臨床において慢性肝疾患患者に広く使用され、

良好な臨床成績が得られている（増配1958；坂本ら1973；坂本ら1974）。特に、

ヒト胎盤抽出液には、微量のHGFを含む他、FG：F、nerve　growth　factor（NGF）、

vascular　endothehal　growth　factor（VEG：F）などの増殖因子やIL　1やIL6といっ

た複数種のインターロイキンなど、端細胞を強力に増殖させる能力を持つもの

が含まれていると予想され、骨髄から肝細胞を誘導する分化効率を著しく増加

しうる可能性が予測された。

　イヌではヒトにおける場合と同様に、完治を望むことができない肝疾患の症

例が数多く認められるが、その有効な治療法はまだ確立されていない。さらに・

組織適合抗原の特定が明らかになっていない事から、脳死あるいは生体肝移植
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を治療として用いる事が不可能である。このような状況から、自己組織を用い

た再生医療は今後有力な治療手段として期待される。イヌは獣医臨床の対象で

あると共に動物実験の対象でありながら、イヌ骨髄細胞から肝細胞の分化誘導

には成功していない。本研究では、まず、イヌ骨髄細胞にHG：Fあるいはヒト胎

盤抽出液を添加して培養を行い、肝細胞への分化誘導について検討した。骨髄

細胞から肝細胞に分化したことを証明するために、アルブミンmRNAの発現検

出を試み、それに加えて肝細胞に特異的なタンパクであるアルブミン、CK8お

よびCK18の検出を試みた。さらに、骨髄細胞の肝細胞への分化において、

HG：F／c・Metシグナル伝達系が関与しているかどうか検討するために、　c・Metの

自己リン酸化を特異的に抑制する。・Met改変ペプチドを用いて解析を行った。
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材料と方法

供試動物

　本学生物科学総合研究所および同ベテリナリーアニマルセンターで飼育して

いる臨床的に健康な5～6歳齢の雄のビーグル、述べ8頭を供試し、実験ごとに

1興ずつ用いた。

骨髄細胞の採取と細胞の単離

　　骨髄は、塩酸メデトミジン、ミタゾラム、塩酸ケタミンを、それぞれ40μg／kg、

0．3mg／kg、4mg／kgの混合液による麻酔下で、大腿骨または上腕骨から採取した。

採取した骨髄はリンホプレップ（：F■esenius　Kabi　No■ge　AS　A）ds－Shield　p■oC

AS，　Oslo，　Norway）を用いた比重遠心法で単核球分離を行い、これを培養に用い

た。

細胞培養

　骨髄細胞は、8×105！cm2の密度で、　RNA抽出用は25cm2の培養フラスコにて

培養し、免疫染色用にはコラーゲンコートタイプのチャンバースライド（4we■s）

（IWAK工，　Chib　a，　Jap　an）を用いた。

　基本培地には、初代肝細胞培養用に開発されたHGM　mediumを基本として

改変した培地（Miyaza：ki砿3Z，2002）を用いた（Table　5）。骨髄細胞はHGM

mediumを基本培地として、　EG：F、ヒト胎盤抽出液、ネコリコンビナントHG：F

を添加して、5％CO2存在下、37℃で培養を行った。さらに・次に示す3．系統の

培地でそれぞれイヌ骨髄細胞を培養した。①10％：FBS添加HGM　me（hum・②

10％：FBS添加H：GM　medium十Epidermal　growth　factor（EG：F）（20nglml）十ヒ
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ト胎盤抽出液［ラエンネック；Japan　bio　products　industry；Tokyo，　Japan　｛日

本生物製剤（株）より供与｝］、③10％FBS添加HGM　medium＋EG：F（20nglml）

＋ネコリコンビナントHG：F｛Miyakeθ6　aZ，2004（日本全薬工業（株）より供与）｝

（1000ng！ml）。さらに、ヒト胎盤抽出液ネコリコンビナントHGF、　EGF（Sigma，

USA）は3日ごとに培地交換する毎に添加した。

RNAの抽出とRT－PCR

　骨髄細胞ならびにイヌ肝臓のtotal　RNAは、　RNA抽出キット（Sepagene　RV－R；

Sanko　Junya：ku，　Tokyo，　Japan）にて抽出した。　total　RNA（1　Fg）からアルブミ

ン及び内部標準遺伝子として用いるβ一actinに特異的なReverse　primerとAMV

Reverse　transcriptase（Takara　Bio　Inc．，　Kyoto，　Japan）を用いて逆転写反応を

行い、cDNAを合成した（Table　2）。94℃で1分間の熱変性を行った後、94℃を30

秒、65℃を1分、72℃を1分で5サイクル、さらに94℃を30秒、62℃を45秒、72℃

を45秒で5サイクル、最後に94。Cを30秒、57－60℃を45秒、72℃を45秒の3ステ

ップを50サイクル繰り返し、PCR反応を行った。アルブミン特異的primerはイ

ヌアルブミンmRNAの配列を基にして作製した（Table　6）。

免疫組織学的染色

　培養28日目に回収した培養骨髄細胞は、4％のリン酸緩衝液

（phosphate・b㎡er　saline；PBS）溶解パラフォルムアルデヒド（1）：FA）にて室温で

30分間固定し、PBSで洗浄後に内因性ペルオキシダーゼをブロックするために

0．3％H202添加メタノールに浸漬し、室温で30分間静置した。さらにPBSで洗

浄後、10mMクエン酸緩衝液（pH6．0）中で、マイクロウェーブを500Wで3分間・

5回かけて、抗原性の賦活化を行った。20分間の冷却の後、PBSを用いて洗浄

34



を行い、1％BSA含有PBSに溶解した10％正常ヤギ血清で10分間ブロックし

た後、1％BSA含有PBSにて20から100倍希釈したbiotin　labeled　anti　human

albumin　rabbit　polyclonal　antibody（Santa　Cruz　Biotechnology，　Inc．　USA）、あ

るいは、biotin　lal）eled　anti　human　C：K18　mouse　monoclonal　antibody

（PROGEN　Biotechn止，　USA）を一次抗体として用い、4℃で1晩反応させた。こ

れ以降の工程で使用するPBSには、ゼラチンとTween　20を、最終濃度0．1％

ならびに0．02％で加えた。このPBSにて洗浄した後に、1％BSA含有PBSに溶

解した10％正常ヤギ血清で10分間ブロッキングし、次に1％BSA含有：PBSに

て100倍希釈した二次抗体（HRP・1abeled　anti　rabbit　antibody　goat　IgG、ある

いはHRP－labeled　anti　mouse　antibody　goat　IgG（DAKO　Cytomation，　Kyoto，

Jap　an）と室温にて3時間反応させた。その後、　PBSにて洗浄し、0．05Mトリス

塩酸（pH7．6）溶解DAB液に浸漬させて20分間の反応後、発色させるために、

H202添加0．05Mトリス塩酸（pH7．6）溶解DAB液で5分間反応させた。

HGF／c－Metシグナル伝達の選択的抑制

　HG：F！c－Metシグナル伝達の選択的抑制については、　Bardelhら（1999）の報告

に従って行った。c－Metチロシンキナーゼを選択的に抑制する合成ペプチドは、

マウス。－Metの細胞内領域に存在するカルボキシル末端のテール部分（Y　1349お

よびY1356）を含む35のアミノ酸配列で、その中のチロシンをフェニルアラニン

に変更したものを、直鎖配列の合成ペプチド（H－RQI］Klw：FQNRRH：：KwKKIGE

H：FV且VNATFVNVKCVA－OH）（Kurabo，　Osaka，　Japan）として合成した（：Fig．

1）。合成ペプチドは濃度20豚MでHGF添加培地に添加し、3日ごとの培地交換

時に毎回添加した。
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結果

細胞培養iおよび細胞の形態学的所見

　形態学的には、①10％FBS添加HGM　mediumで培養した骨髄細胞は、培養

3日目から線維芽細胞様の細胞が培養フラスコ底部に固着し始め、7日目には細

胞密度が飽和状態となり、28日目まで同様の形態の細胞が培養フラスコ底部に

固着していた。②10％：FBS添加HGM　me（hum＋EG：F（20ng／ml）＋ヒト胎盤抽

出液添加群では、線維芽細胞様の細胞の増殖は少なく、当初は大きな浮遊細胞

のコロニーで占められていたが、約10日後には線維芽細胞と比べてより四角形

様の大型の細胞が培養フラスコ底部に固着し、その後山細胞様の5～6角形の細

胞が増え、培養28日目には細胞のほとんどが肝細胞様の細胞で占められた。③

10％：FBS添加HGM　medium＋EGF（20ng！m1）＋ネコリコンビナントHG：F

（1000nglml）は、①10％：FBS添加HGM　mediumよりも線維芽細胞様の細胞が底

部に固着する時期が若干遅延したが、徐々に線維芽細胞様の細胞が培養容器底

部に固着し始め、培養21日目頃に線維芽細胞と比べてより四角形様の細胞が線

維芽細胞様の細胞間に散見されるようになり、28日目までにその四角形様の細

胞が増加していた（Fig．6）。

アルブミンmRNAの発現

　培養7日目、14日目、21日目、28日目にPCR法にてアルブミンmRNAの

発現を検討した。その結果、ヒト胎盤抽出液添加HGM培地で培養した培養14

日目の骨髄細胞において、形態学的に肝細胞様に変化したことに加えて、

RT・PCR法により、アルブミンmRNAの発現が明らかとなった。培養28日目

ではヒト胎盤抽出液を添加した培地の他、HG：Fを添加して培養した骨髄細胞に
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おいてもアルブミンmRNAの発現が認められた。培養28日目までは、無添加

の培地で培養した骨髄細胞にはアルブミンmRNAの発現は認められなかった

（Fig．7）。

免疫組織化学的染色

　培養28日目の各細胞群について免疫組織化学的染色法でアルブミンおよび

C：K18の蛋白の検出を試みたところ、ヒト胎盤抽出液またはネコリコンビナント

HG：Fを添加して培養した骨髄細胞のほぼ全ての細胞質において、アルブミンが

中等度の陽性を示し、CI（18は微弱な陽性を示した（Fig．8）。　CK8に関しては明

確な結果を得られなかった。

HGF／c－Metシグナル伝達の抑制

　次に、②10％：FBS添加HGM　medium＋EG：F（20ng／m1）＋ヒト胎盤抽出液

（0．2ml／m1）、③10％FBS添加HGM　medium＋EG：F（20nglm1）＋ネコリコンビナ

ントHG：F（1000ng！ml）の培養群において、　c－Metシグナル伝達阻害合成ペプチ

ドを用いて、HGF／c－Met伝達系を阻害した。その結果、ヒト胎盤抽出液およびネ

コリコンビナントHGFを添加培養したいずれの骨髄細胞においても、細胞の増

殖は認められなかった。さらに、14、21、28日目にアルブミンmRNAの発現

をRT・PCRにて検討したが、いずれも発現が認められなかった（データ示さず）。
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考察

　本研究の結果から、イヌの骨髄細胞から肝細胞の特徴を有する細胞を分化誘

導することが可能であることが明らかとなり、さらに、その分化にはHGF／c・Met

伝達経路が重要な役割を果たしていることが示唆された。ラットでは、骨髄細

胞をD：Fmedium（Dulbecco’s　modi丘edEagle’s　mediumとHam’s　mediumの1：1

混合液）にて、HGF存在下で培養したところ、21日目にアルブミンの発現が認

められ、さらに免疫染色においてアルブミンとCK8およびCK18蛋白が陽性を

示し、肝細胞が誘導されたことが報告されている（Ohθ頗Z，2000）。また宮崎

らは、HGM　mediumを用い、　HG：F存在下で骨髄細胞を培養したところ14目

目にアルブミンの発現を認め、さらに肝細胞の分化最終段階で発現する

tryptophan・2，3・dioxygenaseおよびtyrosine　aminotransferaseの存在を確認し

て、成熟肝細胞の誘導に成功したと報告している（Miyazakiθ頗Z，2002）。肝

臓由来細胞としては、肝臓幹細胞、Oval　ce■、小型肝細胞、成熟肝細胞あるい

は胆管上皮細胞等と様々な細胞が存在する（Se■1994；Thorgeirsson　1996；

Ahson　1998；Zheng　2003）。今回の研究で骨髄細胞から分化した細胞は、アルブ

ミンとC：K18蛋白陽性であり、肝細胞に分化したことは明らかであるが、それ

らの分化成熟度、また、アルブミン産生能以外の機能については詳細に解析し

ていない。今後、誘導された細胞の特徴を詳細に解析する必要があるものと思

われた。

　今回誘導された肝細胞の形質を持つ細胞の起源として考えられる細胞は、骨

髄由来造血幹細胞、骨髄由来間葉系幹細胞、骨髄中に存在が確認されている肝

幹細胞の3系統挙げられる。いずれの細胞も、ヒト、マウスやラットにおいて

。・Met陽性であることが明らかとなっており、HG：Fはこれらの細胞に発現する

38



c－Metレセプターを介して肝臓様の細胞への分化を誘導したと考えられる。

（Goffθ6　aZ，1996；Goffθ孟θZ，1997；Weimarθ6　aZ，1998a；Avitalθ6　aZ，2001；

Miyazakiθ孟aエ，2002；Jiangθ孟ヨエ，2002；1Suzukiθ6　aZ，2002；Wangθ孟aZ，

2004）。

　ラットの骨髄細胞では、DF　mediumや、　HGM　mediumにHGFならびに

EG：Fを添加培養することで、肝細胞が分化誘導される（Ohθ孟aZ，2000、

Miyazakiθ6　aZ，2002）。　HGM　mediumは初代肝細胞培養に適した培地であり、

HG：F、　EGF、　transforming　growth　factorα（TGFα）やフェノバルビタールを添

加することで、活発な肝細胞の増殖が期待できる培地であると考えられている。

（Blockθ6　aZ，1996；Miyazakiθ6　aZ，1998）。さらにHGM　mediumには、初代

肝細胞培養時に小型肝細胞の増殖と成長を刺激するニコチンアミド、初代肝細

胞のDNA合成を刺激するデキサメサゾン、　ITS（insuhn，　transferring，

serenium）、プロリンの他に、　Zn、　Cu、　Mnなどの微量元素を含み、初代肝細

胞の増殖と生存維持に有効な培地である（Na：kamuraθ頗Z，1984；Houckθ頗Z，

1985，Inoueθ6　aZ，1989；Miyazakiθ孟aZ，1989；Mitakaθ6θZ，1992；Blockθ孟

aZ，1996；Bhatiaθ頗Z，1999；：Liuθ6　aZ，2003；）。また、肝細胞培養時に、細胞

の機能発現を促進する環境因子として、高密度培養が挙げられ、生体内の肝臓

に似た環境を模造することで、肝細胞の機能発現の指標となるアルブミンなど

の蛋白発現が誘引されると考えられている（Nakamuraθ孟aZ，1983；Ta：kehara

θ6aZ，1§92；Bhatiaθ頗Z，1999）。これらのことから、本研究ではH：GM　medium

を基本培地として、8×1051cm2の高密度でイヌの骨髄細胞を培養iし、肝細胞へ

の分化を試みたところ、肝細胞への分化が認められた。したがって、イヌの骨

髄細胞から、肝細胞への分化を誘導する場合、培地と共に、その培養条件も重

要であると考えられた。
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　また、本研究ではヒト胎盤抽出液を添加培養iした骨髄細胞から肝細胞への分

化誘導が認められた。ヒト胎盤抽出液は、肝臓の機能改善を促す薬剤として人

医療の現場で利用されているが、現在までその作用機構等はほとんど不明のま

まであった。さらに、今回の実験では、ネコリコンビナントHG：F添加最終濃度

は、1000nglmlであるのに対して、ヒト胎盤抽出液添加群におけるHG：Fの最終

濃度は、0．026ng／m1とごく微量であった。しかしながら、ネコリコンビナント

HG：Fを添加した群に比較して、ヒト胎盤抽出液を添加した群において早期にア

ルブミンの発現が認められ、骨髄細胞から肝細胞への分化誘導に優れていた。

また、形態学的にもヒト胎盤抽出液を添加した群では肝細胞様の形態をした細

胞が多くを占めていたのに対し、ネコリコンビナントHGFを添加した群は線維

芽細胞の中に少数の割合で肝細胞様の形態をした細胞が認められたのみであっ

た。ヒト胎盤抽出液にはHGFを微量（0．13ng！m1）に含む他、　EGF、　FG：F、　NG：F、

VEGF、TG：F・αなどの、肝細胞増殖を促進する種々の増殖因子やIL，・6に加えて、

肝臓再生に促進的に働くレプチンやDehydroepiandエosterone（DHEA）を含有

していることが確認されている（Russe■θ孟θZ，1985；Ba皿eθ孟aZ，1992；

Faustoθ孟aZ，1993；Michalopoulosθ6　aZ，1997；Kitamuraθ孟aZ，1999；

1£clercqθ6　aZ，2003；Kaidoθ孟aZ，2004；Oeθ6　aZ，2004；Sekhonθ孟aZ，2004）。

今回ヒト胎盤抽出液による骨髄細胞から肝細胞の分化誘導が、ネコリコンビナ

ントHGFより早期に確認されたことは、ヒト胎盤抽出液中に含まれる様々な因

子のうちいずれか、または複数がHG：Fと相乗効果を示して、イヌ骨髄細胞から

肝細胞の分化誘導を促進したと推察される。

　Miyazakiθ6　a1（2002）は、骨髄細胞から肝細胞を分化誘導するに際して、且GF

の濃度も重要な因子であると指摘している。彼らの報告によると、HGF濃度

30nglmlでは肝細胞への分化は認められず、1000ng！mlで分化を認めている。
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本研究では、臨床応用する上で問題となる分化誘導効率の改善を念頭におき・

その一環として、分化速度の短縮も重要であり、ヒト胎盤抽出液を添加した群

にさらにネコリコンビナントHG：Fを添加し、　HGF高濃度群についても検討し

た。10％：FBS添加HGM　medium＋EGF（20nglm1）＋ヒト胎盤抽出液（0．2ml／ml）

と、HGF濃度の増量群として10％：FBS添加HGM　medium＋EGF（20nglm1）＋

ヒト胎盤抽出液（0。2mllm1）＋HG：F（1000ng／ml）で培養した骨髄の肝細胞への分

化速度を比較検討した。その結果、形態的には、ヒト胎盤抽出液とHGFを添加

した培地で培養した骨髄の方が、肝細胞様の形態を示す細胞が早期に認められ

たが、アルブミンmRNAの発現に関しては、いずれの培地で培養した場合も

14日以前にはその発現を認めなかった（データ示さず）。この結果から、ヒト胎

盤抽出液にHGFを添加して濃度を増しても、分化誘導の時期を早める事は困難

であると推測された。

また、少量の且GFしか含有しない胎盤抽出液のみでも骨髄細胞から肝細胞への

分化誘導が可能であったことから、骨髄細胞から肝細胞への分化誘導はHG：F非

依存性である可能性も考えられた。そこで、HGFの機能発現に必須の存在であ

る。－Metのチロシンキナーゼを特異的に阻害する合成ペプチドを用いて

HG：F！c・Metシグナル伝達の阻害実験を試みた。合成ペプチドは、　Bardelhら

（1999）の報告に従って、c－MetのC末端テール部分に存在するチロシン（Y1349

およびY1356）を含んだ35のアミノ酸配列で構成される単鎖アミノ酸として合

成した。本研究ではBarde■iら（1999）が検討した合成ペプチドの中で、　c－Met

抑制効果が最も強く認められた配列を選択し、チロシン（Y1349およびY1356）

をフェニルアラニンに変更した単字アミノ酸を合成した。このペプチドは、

c・Metに結合して、細胞増殖、遊走、形態形成を50％の割合で抑制することが

立証されると共に、EGFやVEG：Fの活性を抑制することなく、c・Met特異的に
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そのキナーゼ反応を抑制することが明らかとなっている（Barde■iθ頗Z，1999）。

本研究結果では、合成ペプチドの存在によって骨髄細胞から肝細胞の分化は完

全に阻害され、骨髄細胞から肝細胞への分化に、HG：Fは必須の成分であること

が考えられた。しかしながら、胎盤抽出液添加群がHGFの添加群よりも早期に

アルブミンを発現し、さらに、より多くの肝細胞様の形態をもったアルブミン

陽性細胞に分化したことから、ヒト胎盤抽出液中に含まれる因子とHG：Fの共同

作用により、肝細胞への分化誘導がよりスムーズに行われた可能性が強い。今

回の研究データからはそれらの因子を特定することができなかった。今後、胎

盤抽出液に含まれている可能性のある分化誘導因子について検討することが重

要であると考えられた。
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空聞

　本研究では、イヌ骨髄細胞にHGFを添加培養し、肝細胞への分化誘導：を試み

た。さらに肝細胞増殖効果を有するヒト胎盤抽出液（ラエンネック）を骨髄細胞に

添加培養し、あわせて検討を行った。

　イヌの骨髄を採取し、且GM培地にネコリコンビナントHGFとEG：Fの添加

群とヒト胎盤抽出液とEGFの添加群を設定して培養し、28日目まで観察を行

った。さらに、HG：F！cMetシグナル伝達経路阻害時の胎盤抽出液の作用を確認

するために、これらの条件下で、c－Metのシグナル伝達を特異的に阻害する合成

ペプチド添加培養群についても検討を行った。肝細胞への分化を確認するため

に、RT・PCRでアルブミンmRNAの発現を、また免疫組織化学的染色にてアル

ブミンおよびサイトケラチン8（CK8）および18（C：K18）の検出を行った。その

結果、ネコリコンビナントHGFを添加培養した細胞では、形態学的に肝細胞の

特徴を有する細胞に変化したばかりでなく、培養28日目にアルブミンmRNA

の発現が認められた。さらにヒト胎盤抽出液を添加した細胞では培養14日目に

アルブミンmRNAの発現が認められた。これらの細胞は、いずれも培養28日

目には免疫組織化学的染色にてアルブミンおよびCK18が陽性であることが認

められ、肝細胞の特徴を有することが確認された。また、c・Metシグナル伝達を

阻害する合成ペプチドを添加した条件下では、細胞増殖そのものが困難であり、

肝細胞様の形態をした細胞への分化は認められず、アルブミンmRNAの発現も

認められなかった。以上の結果から、イヌ骨髄由来細胞は、HGF存在下で肝細

胞の性質を持つ細胞に分化誘導が可能であることが初めて立証された・、さらに

ヒト胎盤抽出液によっても骨髄由来細胞を肝細胞へ分化させうることが新たに

発見され、胎盤抽出液に含まれるHG：F以外の因子の解明が今後の再生医療への
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応用に大いに貢献できるものと考えられた。
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第5章　総括

　近年、骨髄細胞から島細胞が分化することが明らかとなり、さらにその機構

には、肝細胞増殖因子（Hepatocyte　growth　factor；HG：F）が関与していること

が報告された。HG：Fは、肝臓、腎臓をはじめとして多くの組織の細胞増殖、遊

走、形態形成、血管新生、アポトーシスなどを制御し、さらにその細胞活性作

用は組織発生や再生などに関与する。さらに、HGFの機能は、特異的レセプタ

ーである。・Metを介して発現する。本研究においては、最終的に骨髄細胞から

肝細胞を誘導し、肝再生医療に臨床応用する目的で、今までに明らかにされて

いなかった①イヌ。・Met遺伝子の全塩基配列の決定、②肝切除時における。－Met

遺伝子の発現状況、③イヌの血液腫瘍における。・Met遺伝子の発現量、④骨髄

細胞から肝細胞への分化の証明について検討を行った。

　まず、第2章ではイヌにおけるH：G：F／c－Metの機能解析を進めるための基礎研

究としてイヌ。－Met遺伝子の配列が明らかにされていなかったため、イヌの

。－Met完全長cDNAのクローニングと、その各組織におけるmRNA発現を検討

した。その結果、イヌ。・Met　cDNAのOpen　reading　frameは4419塩基で、1383

残基のアミノ酸をコードしていた。また、他の動物との相同性も68～89％と極

めて高いことが明らかとなった。さらに、mRNA発現は、肝臓、腎臓をはじめ

として、検討を行った24組織全てにおいて認められた。部分的肝切除を行った

イヌにおいてびMetの発現量を検討したところ、その肝切除後ゐ肝臓において

。－Metの発現量の増加が確認され、　c・Met遺伝子がイヌの肝細胞の増殖に重要な

因子であることが明らかとなった。

　第3章では、イヌの血液腫瘍症例の骨髄における。・Met遺伝子の発現量の検

討を行った。イヌでは血液腫瘍症例が多く、その臨床像や細胞形態的特徴はヒ
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トと類似しているが、病態解析についてはほとんど明らかにされておらず、

HGF／c－Metと腫瘍との関連についても不明のままである。そこで、イヌの急性骨

髄性白血病（AM：L）1例、慢性骨髄性白血病（CM：L）2例、骨髄異形成症候群（MDS）

5例、慢性リンパ性白血病（C：L：L）3例、形質細胞腫（PCT）1例の骨髄由来細胞に

加えて、急性リンパ性白血病（ALL）1例の末梢血細胞、さらに、　BおよびTリ

ンパ系cell　lineにおける。－Met遺伝子の発現量の検討を行った。その結果、血液

腫瘍間で差が認められ、骨髄球系腫瘍症例（3例）での。－Metの発現量が、リンパ

系腫瘍症例および細胞株（7例）に比べて高値を示し、骨髄系腫瘍では。－Metがそ

の病態と関連している可能性が示唆された。また、リンパ系腫瘍およびMDSで

は臨床的に健康なイヌと比べて低値を示す傾向にあることが明らかになった。

さらに、血液腫瘍での。－Met遺伝子の発現量の測定は、今後新たな病態把握のツ

ールになりうることと、再生医療にHGFを応用する場合には注意が必要である

ことも指摘した。

　第4章では、イヌ骨髄細胞から肝細胞の分化誘導をin　vitroにおいて検討し

た。近年、ラットの骨髄細胞から肝細胞が分化することが報告されたが、イヌ

における報告は皆無で未解明な部分が多い。また、HG：Fによる肝細胞への分化

誘導はその効率が悪く、臨床応用への最大の妨げになっている。そこで、イヌ

骨髄細胞にHGFを添加して培養を行い、肝細胞への分化誘導：を試みた。同時に

実際の臨床の現場で肝細胞の増殖効果が認められているヒト胎盤抽出液に注目

し、骨髄細胞に添加培養して肝細胞への分化誘導を試みた。

　イヌの骨髄を採取し、HGM　mediumにネコリコンビナントHGFとEG：Fを

添加し、28日間培養を行った。ヒト胎盤抽出液とEGFを添加したものでも同様

に培養を行った。さらに、HGF／c－Metシグナル伝達経路阻害時の胎盤抽出液の作

用を確認するために、これらの条件下で、c－Metのシグナル伝達を特異的に阻害
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する合成ペプチドを添加し培養を行った。その結果、ネコリコンビナントHG：F

を添加培養した細胞は、形態学的に肝細胞の特徴を有する細胞に変化すると共

に、培養28日目にアルブミンmRNAの発現が認められた。一方、ヒト胎盤抽

出液を添加した細胞は培養14日目にアルブミンm：R：NAの発現が認められた。

これら細胞は、いずれも培養28日目には免疫染色にてアルブミンおよびCK18

が陽性であることが確認され、遺伝子的にも産生する蛋白においても肝細胞の

特徴を有するものと考えられた。また、c・Metシグナル伝達を阻害する合成ペプ

チドを添加した条件下では肝細胞への分化は認められず、アルブミンmRNAの

発現も認められなかった。以上の結果から、イヌ骨髄由来細胞はHG：F存在下で

肝細胞の性質を持つ細胞に分化することを初めて確認でき、さらにヒト胎盤抽

出液によっても骨髄由来細胞を肝細胞へ、HGF添加よりも早く分化させうるこ

とを発見した。これらのことから、ヒト胎盤抽出竹中にHGFとの協力作用で骨

髄細胞から肝細胞を効率よく分化誘導する因子が存在することを示唆した。今

後、胎盤中に含まれるこれらの因子を詳細に解析することで、再生医療への応

用に大きく貢献できると思われた。これらの成果は、獣医臨床のみならず、生

命科学全般において有用な情報であると考えられた。
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曲

Fig．2 RT－PCRによって確認したイヌ正常組織における。－Met遺伝子の発現
　lane　1～9はそれぞれ、骨髄、肝臓、腎臓、肺、胃、子宮、精巣、およ
びリンパ節における。－Met部分配列（519塩基）の発現を示している。

lane　10は、ネガティブコントロールである。これら9組織に加えて末梢

血、小腸、大腸、副腎髄質、甲状腺、心臓、骨格筋、皮膚、膵臓、卵巣、
前立腺、脾臓、脂肪、大脳、小脳においても。・Met部分配列（519塩基）の

発現を示した（図示さず）。内在性コントロールとしてイヌβ一actinを用い
た（図示さず）。
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　　　　　　　1　2　3

ひMet　I匿躍塁＝コ

住actin圏昌唱＝＝

：Fig．3 野冊分切除前後の肝臓における。－Met　mRNAの発現
　lane　1と2はそれぞれ肝部分切除前の肝臓と肝部分切除後の肝臓
における。・Met　mRNAの発現を示している。　lane3は、ネガティブ

コントロールを示している。
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Real　time　PCR法により、　c・Metの発現量：を相対的に比較検討した。

骨髄系腫瘍（2，3，4）は相対的に。－Met発現量が多く、リンパ系腫瘍

（10，11，12，13，14，15，16）は相対的に。・Met発現量が少ない傾向を示し

た。MDS（5，7，8）では。－Met発現量が低い傾向を示した。
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（A）

KD

CT

β鎖 α鎖

、・弓・恥曽ひひ：，
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譲
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馨

Y1349
x1356

細胞外領域

細胞膜

細胞内領域

Y1234
Y1235

（B）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1349　　　　　　　1356

RQI：KIW：FQNRRHKWK：K－I　GE：H國vHvNAT國vNvKCvA

RQIKIW：FQNRRHKW：KK－IGEH国vHvNAT回vNvKCvA

：Fig．5 マウス。・Metの配列に基づく。・Met自己リン酸化領域を含む

HG：F／c・Metシグナル伝達抑制ペプチド

　（A）マウス。・Metの構造模式図：β鎖の細胞内領域に位置する

KDはチロシンキナーゼ領域、　CTはカルボキシル末端のテール
部分を示す。マウス。・Metのチロシンキナーゼ活性を抑制する
とされているCT部分のチロシン残（Y1349，Y1356）を含むアミノ

酸配列に基づいて。・Metシグナル伝達抑制ペプチドを合成した。
　（B）上段はマウスCT部分のチロシン残基（Y1349、　Y1356）を含

む35のアミノ酸配列。下段は今回の研究で化学合成したペプチ
ドの配列を表しているBardeUi（1999年）と同様にHG：Flc・Metシ

グナル伝達の抑制効果の上昇を目的として（Y1349、　Y1356）の

チロシンをフェニルアラニンに変更したペプチドを合成した。
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：Fig．6 培養28日目の培養骨髄細胞の形態
（A）（B）（C）はそれぞれ無添加培養群、ヒト胎盤抽出液添加群、

H：G：F添加群の培養骨髄細胞を示す。　（A）線維芽細胞様の低部固

着細胞が確認できる。（B）培養した細胞のほとんどが肝細胞様の

細胞。（C）線維芽細胞様の細胞の中に肝細胞様の細胞が散見さ

れる。
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day　7

day　l4

day　21

　　①　　　②　　③ 1 2 3

噌’　＝、

』一

管　　　、

t　　’

C凄．

：Fig．7 培養骨髄細胞におけるアルブミンmRNA発現の検討
①無添加、②ヒト胎盤抽出液添加、③H：GF添加群。

左はアルブミンの発現を、右はβアクチンの発現を表して
いる。培養14日目に②ヒト胎盤抽出液添加培養骨髄細胞で、

培養28日目に③HGF添加培養骨髄細胞でアルブミン
mRNAの発現が認められた。
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⑧

（C）

∵．

望窓吃、

：Fig．8．1　　培養28日目培養骨髄細胞におけるアルブミンの発現
　　　　　（A）Negative　control、（B）無添加、（C）ヒト胎盤抽出液添加、

　　　　（D）HGF添加培養骨髄細胞。ωアルブミン陰性、（B）アルブ
　　　　ミン陽性、（C）アルブミン陽性像、（D）アルブミン陽性像を示す。
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ω

⑧

（C）

：Fig．8．2 培養28日目培養骨髄細胞におけるCK18の発現
（A）Ne　gative　control、（B）無添加、（C）ヒト胎盤抽出液添加、

（D）HG：F添加培養骨髄細胞。（A．）CK18陰性、（B）CK：18陽性、

（C）CK18陽性像、（D）CK18陽性像を示す。
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