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イヌ脂肪組織由来間質細胞ADSCsから
肝細胞様細胞への分化誘導と機能解析

　麻布大学大学院獣医学研究科

獣医学専攻博士課程　獣医内科学
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H2} 'ha - ee

bFGF: Basic fibroblast growth factor

cHCC: Canine hepatocellular carcinoma

CK7: Cytokeratin 7

CK18: Cytokeratin 18

CK19: Cytokeratin 19

CYP: Cytochrome P'450

dADSCs: Differentiated adipose tissue derived stromal cells

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO: Dimethyl sulfoxide

Dlk-1: Delta'like 1 homolog

Dil'Ac-LDL: 1,1'-dioctadecyl"3,3,3',3'-tetramethyl"indocarbocyanine perchlorate

EGF: Epitherial growth factor

EpCAM: Epithelial cell adhesion molecule

ES cell: Embryonic stem cell

FBS: Fetal bovine serum

HGF: Hepatocyte growth factor

HGM: Hepatocyte growth medium

HPCs: Hepatocyte progenitor cells

HSCs: Hepatocyte stem cells

ILDL: Intermediate-sized low density lipoprotein

iPS cell: Induced pluripotent stem cell

LDL: Low'density lipoprotein

-4-



nADSCs: Na'ive adipose tissue derived stromal cells

OSM: Oncostatin M

                                     '
PEPCK: Phosphoenolpyruvate carboxykinase

PEA: Paraformaldehyde

VLDL: Very low-density' lipoprotein
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緒論

　イヌでは肝炎、話線推症、胆管炎、胆石症およびそれに続発する胆管閉塞、門脈シ

ャントといった疾患に起因する、難治性の慢性肝疾患が多く認められる（Allenε’α∠，

1999；Rutgersθ∫α∠，1993；Watson　2004）。現在、小動物臨床においては、これら疾患に

対して肝保護剤、心胆剤、ステロイドホルモン剤、肝線維化抑制剤投与といった対症

的療法や、胆管および門脈系異常に対する外科的処置が行われている。上記の治療法

は、病態発生の初期には非常に有効な場合もあるが、病態が慢性化し肝機能が著しく

低下した状態では治療不応性であることが多い。そのため、代替治療法の開発が急務

となっている。

　ヒトの医療においては、肝疾患の終末期である肝硬変に対する根治的治療として、

生体肝移植や脳死肝移植といった臓器移植が選択肢の一つとしてあげられる。しかし

ながら、獣医療よりはるかに進歩したヒト医学領域においても、臓器移植に関しては、

移植臓器とレシピエントとの組織適合性の不一致による拒絶反応や、拒絶反応防止を

目的とした長期の免疫抑制療法を必要とするなど、重大な医学的問題が存在する。さ

らに、本邦では臓器提供者不足という社会的問題や、それに起因する不適切な臓器移

植治療や臓器売買といった倫理的問題もはらんでいる。獣医療に至っては、ドナーの

確保という倫理的問題のみならず、移植医療に必須の白血球抗原の解析すら十分に行

なわれていないため、肝細胞移植をはじめとする移植医療を安全に遂行するのは不可

能に近い状態であることから、移植医療は積極的には行われていない。

　再生医療は、機能障害および機能不全に陥った臓器や組織を、自己細胞または同種

細胞や異種細胞を用いて、失われた臓器・組織の持つ機能を補完するものである。特

に自己細胞を利用した再生医療は、組織適合性や拒絶反応等の医学的な障害が少なく、

ドナーを必要としないため倫理的問題も回避可能な、理想的な代替療法として期待さ
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れている。

　近年、障害臓器の再生を目標として、幹細胞を用いた再生医療の研究が進められて

いる。幹細胞の定義は、第10回ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する指針の見直しに

関する専門委員会の報告内容によると、自己複製能（自分と同じ能力を持った細胞を

複製する能力）と多分化能（異なる系列の細胞に分化する能力）を持った細胞、として

おり、体性幹細胞、胚二二細胞（embryonic　stem　cells：ES細胞）及び人工多能性幹

細胞（induced　pluripotent　stem　cells：iPS細胞）が含まれる。体性幹細胞は身体の中

に存在する幹細胞で、限定した分化能を保持している。体性幹細胞は様々な臓器に存

在し、肝臓、皮膚、骨髄、脂肪、月二二血、胎盤そして末梢血液中にも含まれる。一方、

ES細胞は受精卵を培養して得られる胚盤胞の内部細胞塊から樹立された細胞で、未分

化な状態でほぼ無限に自己複製する能力と生殖細胞を含む全ての組織・細胞に分化し

うる能力をもつ。ips細胞は人工的に多能性を誘導された幹細胞であり、ES細胞とほ

ぼ同様の能力を持つ細胞である。

　体性幹細胞は、ES細胞のようにヒトの胚を破壊すること無く入手可能で、　ips細胞

のように移植時の腫瘍形成の可能性が低いだけでなく、拒絶反応の問題、さらに倫理

的問題も小さいと考えられ、幹細胞としての性質も維持し易い。難治性慢性肝疾患の

治療に用いる細胞源として最も有効であると考えられる成熟肝細胞は、現状ではin

vitroにおける初代培養が非常に難しく、治療に必要な細胞数を確保することが不可能

である。これは、臓器細胞を生体外で単層状態培養した場合、成体内で形成されるよ

うな細胞一細胞間ネットワークが再現されていないために高い細胞機能を維持するこ

とができないためと推測される。さらに、肝細胞と胆管細胞へと分化する肝臓幹／前駆

細胞は、小葉間胆管の起始部であるヘリング管に沿って存在すると考えられ、機能的

肝細胞として終末分化しうることが十分期待できるが、その数はごく少量で、同定方

法も確立されていないため、分離が非常に困難である。そのため、体性幹細胞源の中
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でも、組織として入手しやすい骨髄や脂肪組織は、小動物臨床において非常に利便性

があると考えられる。

　申請者が所属する麻布大学内科学第二研究室では、これまでにイヌの骨髄由来細胞

をEpidermal　growth　factor（EGF）および高濃度のHepatocyte　growth　factor（HG：F）

存在下またはヒト胎盤抽出液（商品名ラエンネック③）存在下で培養することにより、

肝細胞の性状と機能を有する細胞に分化することを報告してきた（Neoθ’α1．，2009）。

しかし、一回に採取可能な骨髄細胞の数は限られており、臨床応用可能な数を確保し

難く、継続的な肝細胞の確保も困難であると考えられる。また、分化誘導に用いる試

薬についても考慮すべき点がいくつか存在する。EGFは比較的安価で入手しやすい試

薬であるが、猫リコンビナントHGFは非常に高価で、　Neoらの方法だと、島細胞分

化誘導時に用いる培地へHGFを1000ng／mlと高濃度で添加しなければならず、莫大

な費用がかかり、臨床に応用するには現実的でない。また、この分化誘導方法ではFBS

添加培地を使用している。FBSを培地に添加することにより、細胞移植時にレシピエ

ント体内へBSEなどの病原体となりうる異種異常タンパクが混入する可能性もある。

ラエンネックは、含有する成長因子やラエンネックの種類が解明されていないだけで

なく、複数のヒト胎盤を用いて1ロットとして作成されるため、組成がロット毎に異

なる。そのため、ロットの違いにより骨髄細胞から肝細胞への分化誘導できないこと

があり、分化誘導成功率が約半分と低い結果が得られている。さらに、ラエンネック

自体が生物製剤であるため、FBSと同様の異種異常タンパクや病原体混入も考えられ

る。以上の諸問題から、他の幹細胞源の利用や、無血清培地での分化誘導法の確立が

重要な課題であった。

　一方、脂肪組織は、血管構成細胞、脂肪細胞、細胞外基質、そして間質細胞（Adipose

tissue－derived　stromal　cells：ADSCs）から構成されており、幹細胞はADSCs中に含

まれていると考えられている。ADSCsは骨髄由来間葉系細胞とほぼ同等の多分化能を
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持ち、採取細胞100個中1個の頻度で幹細胞を含有し、その数は骨髄の100から1，000

倍多い（D’Ippolitoθ6　aZ，1999；Gronthosθ6∂Z，2001；DeUgarteθ6∂Z，2003）。さら

に、ADSCsは脂肪組織採取時の侵襲性が比較的低いため分離しやすく、培養増幅や凍

結保存が可能であることから、骨髄よりも臨床応用に有利であると考えられる。ヒト

やラットではADSCsからの島細胞分化が証明されている（Stock露aZ，2008；

Yamamotoθ6∂Z，2008；Talens－Viscontiθ6∂Z，2006；Seoθ孟∂1，2005；Sgoddaθ6∂Z，

2007；Banasθ6　aZ，2007）ものの、イヌでは未だ証明されていない。そこで、本研究

では骨髄に代わる組織幹細胞源として、イヌのADSCsから肝細胞へと分化誘導する

こととした。

　現在、ヒトやげっ歯類では肝臓の発生機序解明の研究が進んでおり、多能性を有す

る肝幹細胞（Hepatocyte　stem　cells；HSCs）から肝前駆細胞（Hepatocyte　progenitor

cells；HPCs）、さらに成熟肝細胞および胆管上皮細胞へと分化する際の細胞表面抗原

解析が実施されてきた（Cogliatiε∫α1．，2010）。特に、肝臓由来幹／前駆細胞の同定は肝

細胞の分化成熟過程を調べるためにも必須であるばかりでなく、HSCsおよびHPCs

の研究は、腫瘍化の機序の解明、早期診断ツールの確立と、治療方法の開発を行う上

で重要である。人では免疫組織化学染色およびフローサイトメトリーによる解析結果

から、HPCs抗原の候補としてCytokeratin（CK）7やCI（19、　CD29、　CD133、　CD44、

Dlk　1、　Epithelial　cell　adhesion　molecule（EpCAM）などが挙げられている（：Liuθ6

∂Z，2011）。しかしながら、イヌにおいて正常肝細胞および腫瘍細胞や組織における

且SCsおよびHPCsの表面抗原解析はほとんど実施されていない。そのため、骨髄由

来細胞や脂肪組織由来間質細胞などの多能性幹細胞から分化誘導して得た肝細胞様細

胞が、実際にどの段階まで分化誘導できているのか、解析できない状況であった。

以上の背景を踏まえて、本研究では以下の内容について検討を行った。
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　まず、第1章では、健常ビーグル犬から皮下脂肪組織を採取し：、間質細胞を分離培

養後、肝細胞分化誘導培地で28日間培養し、間質細胞が肝細胞様細胞へと分化誘導可

能か否かを検討した。評価方法として、形態観察と、AlbuminのmRNA発現と蛋白

発現の解析を行った。

　第2章では、まず、犬のHSCsおよびHPCsに発現するマーカーを探索するため、

イヌのH：SCsおよびHPCsと同様の性状を示すと考えられるイヌHCC（cHCC）細胞

株を用いて、細胞表面抗原であるDlk－1、　CD29、　CD34、　CD44、　CD90、　CD133の発

現をフローサイトメトリーにより解析した。次に、分化誘導前のイヌADSCsが多能

性を有する間葉系細胞集団であることを確かめるために、イヌADSCs　6サンプルにお

ける細胞表面抗原CDllb、　CD14、　CD29、　CD34、　CD44、　CD4」、　CD73、　CD90、

CD105、　CD133、　Dlk1、　CK18の発現をフローサイトメトリーにて解析した。最後

に、本研究の分化誘導方法で得られた肝細胞様細胞の性状を解析するため、細胞表面

抗原Dlk・1、　CD29、　CD34の発現をフローサイトメトリーにより解析し、さらに定性

的RT－PCRにより、肝細胞マーカーのAlbuminとCK18、糖新生マーカーのPEPC：K、

薬物代謝酵素のCYP　IA1とCYP3A12、造血幹細胞および多能性幹細胞マーカーの

CD34、上皮系およびHPCsマーカーのCD90、そしてHPCsおよび胆管上皮マーカ

ーのCK7およびCK19のmRNA発現を解析した。

第3章では、分化誘導して得た肝細胞様細胞の機能を解析した。分化誘導を行った

イヌADSCs　2サンプルを、　Dil－Ac－LD：しまたはPentoxyresoru丘nを添加した分化誘

導培地にて4時間インキュベートし、細胞中の赤色蛍光色素の有無を調べ、脂質代謝

能または薬物代謝能の有無を評価した。
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第1章　イヌ脂肪組i織由来間質細胞ADSCsから

肝細胞様細胞HLCsへの分化誘導方法の検討

はじめに

　本章では、イヌADSCsを肝細胞へと分化誘導可能な培養i方法を検討するため、健

常犬から採取した鼠径部皮下脂肪組織からADSCsを分離し、培養を開始した。2代目

継代後8割con且uent時のADSCsを分化誘導0日目とし、　Hepatocyte　growth　fhctor

（HGF）、basic　fibroblast　growth　factor（FGF）、Epitherial　growth　factor（EGF）、

Oncostatin　M（OSM）およびDimethyl　sulfbxide（DMSO）を添加した無血清の肝細

胞分化誘導培地を用いて28日間培養し、肝細胞へと分化誘導可能か検討した。評価の

ため、細胞形態の観察を倒立顕微鏡下で行い、Albumin皿RNAの発現検出を定量的

RT－PCRにて試み、　Albumin蛋白の検出を免疫染色にて試みた。
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材料と方法

イヌ脂肪組織由来間質細胞の分離と培養

　脂肪組織の採取から肝細胞への分化誘導までの方法をFigure　1に示した。臨床的に

健康な1から6歳齢のビーグル犬4頭を供試した。前投与薬のアトロピン、麻酔導入

薬のメデトミジンそして麻酔維持薬のベントバルビタールを、それぞれ0．025m：L／kg、

0．06mg／kg、10　mg／kg使用して、麻酔下で鼠径部皮下脂肪組織を採取した。動物実験

は麻布大学の動物実験指針に沿って適切に人道的に取り扱われた。採取した脂肪組織

をハサミで細切した後、0．12％Collagenase添加・リン酸緩衝液（PBS）を用いて37。C

30分間インキュベートした。その後酵素活性をコントロール培地であるDulbecco’s

Modi五ed　Eagle　Medium（DMEM）（10％牛胎仔血清（：FBS）、Penicillin　5000

units／L、　Streptomycin　50　mg／：L、　L－glutamine　2　mlnol／1．添加）（Table　1）で中和し

270×gで5分間遠心した。混入赤血球を除去するために、溶血剤（10mM　K：HCO3と

1mM　Na2EDTAを含む155　mM　NHICI（pH　7．0））で細胞塊を再浮遊させ、室温で5

分間静置した後、270×gで5分間遠心した。細胞塊を再度コントロール培地に浮遊さ

せ、100μmナイロンメソシュで濾過し、不溶性線維物質を除去した。濾過後に得られ

た細胞集団をコントロール培地で再浮遊させ、25cm2コラーゲン1型コーティングフ

ラスコ（IWAKI）に播種し、5％CO2、37。Cで培養開始した。培地を3日毎に交換し

た。

イヌ脂肪組織由来間質細胞から肝細胞への分化誘導

　以後、分化誘導実験を行ったADSCsについては、培養初期である0代目8割コン

フルエント時の幼若ADSCsをnaive－ADSCs（nADSCs）、分化誘導開始から0、7、
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14、21、および28日目の分化誘導ADSCsをdif董brentiated－ADSCs（dADSCs）と記

すことにする。2代目継代時、nADSCsを3－5×103／cln2の細胞濃度で25　cm2コラ

ーゲン1型コーティングフラスコに播種し、60％一70％コンフルエントになった

nADSCsを用いて肝細胞への分化誘導を開始した。分化誘導用の培地として、リコン

ビナントネコ肝細胞増殖因子recombillant　fbline　Hepatocyte　growth魚ctor（rf：HGF；

Nippon　Zenyaku　K：ogyo　Co．：Ltd．，　K：oriyama，　Japan）（Miyakeθ’∂1，2004）（最終濃度

100ng／m：L）、リコンビナントヒト上皮成長因子recombinant　human　Epitherial

growth塩ctor（rhEGF；Sigma，　St．：Louis，　MO，　USA）（最終濃度20　ng／mL）、リコンビ

ナントヒト塩基性線維芽細胞成長因子recombinant　human　basic　Fibfoblast　growth

魚ctor（rh－b：FGF；Core丘ont　corporation，〔lbkyo，　Japan）（最終濃度10　ng／mL）、リコン

ビナントヒトオンコスタチンMrecombinant　human　Oncostatin　M（rhOSM；R＆D

Systenis　Inc．，　Minneapolis，　MN，　USA）（10　ng／m：L）、そしてDimethyl　sulfbxide

（DMSO；Sigma－Aldrich，　St．　Louis，　MO，　USA）（最終濃度0．1％）を添加した無血清の

Hepatocyte　growth　medium（HGM；Miyazaki露∂Z，2002）（Table　2）を用いて、5％

CO2、37。Cで28日間培養した。培地交換は週に3回行った。細胞の性状と機能を調

べるために、nADSCsと分化誘導開始から0、7、14、21、および28日目のdADSCs

を用いて、細胞形態の観察とAlbuminのmRNA発現および蛋白発現を解析した

（Figure　1）。

イヌ成熟肝細胞

　Albumin　mRNA発現の定量的RT－PCR解析の陽性コントロールとしてイヌの成熟

肝細胞の培養を行った。臨床上健康な2歳齢の実験ビーグル犬3頭から、麻酔下で肝

臓組織を採取した。前投与薬のアトロピン0，05mg／kg　SC、麻酔導入薬のプロポフォ

ール8mg／kg　IV、そして麻酔維持薬のイソフルランを使用した。なお、動物実験は全
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て麻布大学実験動物委員会の指針に準拠して実施した。門脈からCa2＋とMg2＋ブリ

ーのHanks溶液を還流した後、コラゲナーゼ溶液を37。C条件下で20分間還流した。

消化された組織を血清無添加のDulbecco’s　Modi且ed　Eagle　Medium（DMEM）で溶解

し、50×gで3分間遠心して肝細胞を回収した。再度10％FBS添加DMEMで細胞浮

遊液を作成し、25cm2コラーゲン1型コーティングフラスコ（IWA】∬）に播種して、

5％CO2、370Cで培養開始した。

細胞形態の観察

　臨床上健康なビーグル犬4頭から分離したADSCsを用いて分化誘導を行い、その

細胞形態を観察した。観察は分化誘導開始から0、7、14、21、および28日目のdADSCs

にて実施し、評価日にインキュベーターから取り出し、倒立顕微鏡下にて観察した。

叩otal　RNAの抽出とcDNA合成

　60－70％コンフルエントになった培養初期（0代目継代時）のrLADSCsと、分化誘導

開始0、7、14、21そして28日目のdADSCsの、　mRNA発現の解析を行った。陽性

コントロールには、培養24時間後のイヌ成熟肝細胞を用いた。サンプルをTRI

Reagent（Invitrogen，　Carlsbad，　CA，　USA）で溶解し、　total　RNAをRiboPureTM　Kit

（Applied　Biosystems，　Foster　City；CA，　USA）で抽出した。混入DNAをTURBO

DNA一五㊧θTM　Kit（Applied　Biosystems）で除去し、　DU　730（Beckn：1an　Coulter　Inc．，

Brea，　CA，　USA）でtotal　RNAのOD260／0D280　ratioを測定することで品質を調べ、High

Capacity　RNA・to－cDNA　I（it（Applied　Biosystems）を用いて逆転写し、100　ngのRNA

からcDNAを合成した。　cDNAは一80℃で冷凍保存した。
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定量的reverse－transcription　pCR（RT．pCR）

　Albumin　mRNA発現の定量は、　ABI7500　fast　rea1－time　PCR　system（ApPlied

Biosystems）を用いて行った。内因性コントロールとして18SリボソームRNAを用

いた。プライマーとプローブにはTaqMan　Gene　Expression　Assay（ApPlied

Biosystems）のeukaryotic　18日目rRNA（Hs9999990Ls　1）とAlb（CfO2622284＿m　1）を

使用した。データはMann・Whitney　test（MicrosofむExcel　2010）を使って統計学的に

解析し、、ρ値く0．05を有意差ありとした。

免疫細胞化学染色によるAlbumin蛋白発現の解析

　分化誘導を実施したイヌADSCsのうち2サンプルを用いて、免疫細胞化学染色に

よるAlbumin蛋白発現の解析を行った。評価は、コラーゲン1型コーティングの35mm

ディソシュで培養した培養初期（継代0代目）のnADSCsと、分化誘導開始0、7、14、

21そして28日目のdADSCsにて実施した。まず、4％Parafbrmaldehyde（PFA）添

加PBSで4。C　30分間固定処理を行い、その後0．1％Triton　X－100添加PBSで室温4

分間賦活化処理を行った。内在性ペルオキシダーゼ活性除去のため、・固定した細胞を

3％過酸化水素添加メタノール溶液で室温15分間静置した。そして10％スキムミルク

添加PBSで室温1時間静置し、プロソキング処理を行った。その後、ヤギ抗イヌ

Albuminポリクローナル抗体（Bethy1：Laboratory　Inc．，　Montgome堀TX，　U．S．A．）

（Schaefbrθ6∂Z，2011）を200倍希釈した抗体溶液（Dako，　Glostrup，　Denmark）を用

いて、一次抗体反応を4。C　overnight行った。アルデヒド基除去のため0．2Mグリシン

添加PBSで室温30分間インキュベートし、二次抗体としてシンプルステインMAX

PO（G）（H：isto丘ne；Nichirei，1bkyo，　Japan）を室温30分間反応させた。全工程間で細

胞を3回PBS洗浄した。最後に3－3’一diaminobenzidine（DAB；Nichirei）を用いて発

色し、Dako　REALTM　Hematoxylin（Dako，　Glostrup，　Denmark）で核染色を行った。
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結果

細胞形態

　nADSCsと分化誘導0日目のdADSCsは紡錘形の線維芽細胞様の形態を維持してい

た。分化誘導を開始すると形態が変化し始め、7，14，21および28日目のdADSCs

で、多角の形態と明瞭な円形核を有する肝細胞様細胞（H：LCs）が認められた（Figure

2）。これは10サンプルのADSCsの全てにおいて、同じ結果となった。

Albumin　mRNAの発現

　Albumin　mRNAはnADSCs時にもすでに発現しており、分化誘導することにより、

発現が増強した。しかし、Mann－Whitney　testで相関を調べたところ、全てP＞0．12

となり、統計学的な有意差は認められなかった（：Figure　3）。

Albumin蛋白の発現

　免疫染色でAlbumin蛋白の発現を解析した結果、Albumin蛋白はr曲DSCsで陰性、

0日目のdADSCsで陰性または弱陽性だった。分化誘導後徐々に発現が増強し、28日

目のH：LCsでは陽性細胞の割合が最多となった（Figure　4）。
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考察

　本研究の分化誘導方法で培養した結果、イヌADSCsは線維芽細胞様の形態から、

多角形で明瞭な円形核を有する細胞へと変化した。さらに、AlbuminのmRNA発現

と蛋白発現は、どちらも分化誘導することで経時的に増強した。

　初代培養肝細胞は，分離時に球状を呈し、培養器に接着後、徐々に扁平化し、核が

明瞭に観察されるようになる。播種後6から7時間で進展が完了し、その後細胞間細

胞間接着が強固となり、培養1日目には敷石状に伸展した単層の細胞膜を形成する。

この状態が最も肝細胞に特徴的で、細胞の中央に円形の核を1個以上有し、多角の形

態が認められる。培養初期は小型の細胞として認められるが、長期間培養すると細胞

を広く周囲に進展させた大型の細胞となる。また、細胞外基質の種類によっても細胞

形態は異なってくることが知られている（DiPersio諾∂Z．1991；Hamiltonθ6　aZ，

2001；Kimθ6　aZ，2003）。

　本研究で得られたH：LCsは、以前BanasらやTa16ns－ViscontiらがヒトADSCsか

ら分化誘導した肝細胞様細胞の形態と非常に類似していた。BanasらはヒトADSCs

中のCD　105＋細胞をソーティングして分離培養し、分化誘導に用いた（Banasθ’α1．，

2007）。Ta16n．s－Viscontiらは、ソーティングはせず本研究と同様にヘテロな細胞集団

である脂肪組織由来間質細胞を分化誘導に用いた（Ta16ns・Viscontiε1畝，2006）。両

者は異なるプロトコルで分化誘導したが、どちらも幼若肝細胞の形態とよく似た細胞

へと形態が変化した。

　肝細胞特異的マーカーであるAlbuminのmRNAと蛋白の発現は、分化誘導を開始

すると、イヌ成熟肝細胞と比較しAlbumin　mRNAの発現量は非常に低いが、分化誘

導開始から28日目まで継続的に増加する傾向が認められた。さらに、分化誘導培地に
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よる培養によりAlbumi11蛋白の発現も増強し、分化誘導28日目で陽性細胞率が最多

となったことから、本研究で用いた分化誘導方法が、Albuminを産生するH：LCsへと

分化誘導出来た可能性が示された。

　さらに、rLADSCsでもAlbuminがすでに発現していたことから、　in　vitroでの培養

早期から肝細胞の機能を持つ様になっていると推測された。他の報告でも、肝細胞へ

の分化誘導前に、ADSCsにおいて低いレベルのAlbu皿in　mRNA発現が確認されてい

る（Ta16：ns・Viscontiθ’鳳，2006；Sgoddaθ’鳳，2007）。CCI4誘導肝障害モデルマウス

にヒトのnADSCsを投与した研究ではマウスの肝機能が回復した。これはr溢DSCs

がもともと肝細胞の機能を有することを示唆している（Banasε’01．，2008）。

　本研究で得たH：：LCsは、陽性コントロールの培養1日目のイヌ成熟肝細胞と比較し

て、Albumin　mRNA発現が非常に少なく、明瞭な細胞間接着が倒立顕微鏡下の観察で

認められなかったことから、成熟肝細胞まで分化誘導されておらず、未熟な段階の肝

細胞系統の前駆細胞の状態であると考えられた。
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小括

　分化誘導を行うことで、イヌADSCsが、7日目には多角の形態と明瞭な円形核を持

つHLCsへと変化した。　Albumin　mRNA発現は有意差が認められなかったものの経

時的に増加し、Albumin蛋白も発現が増強した。以上の結果から、本研究の分化誘導

方法で、イヌADSCsから肝細胞系細胞へと分化誘導できる可能性が示唆された。
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第2章
イヌの肝細胞癌油化細胞，成熟肝細胞，ADSCsおよ

びH：LCsの性状解析

はじめに

　第1章にて、イヌADSCsから肝細胞様細胞を分化誘導することにできた。この細

胞は、形態学的に肝細胞に類似するばかりでなく、肝特異的なマーカーであるAlbumin

の発現も認められた。しかしながら、ADSCs由来H：：LCsは分化誘導前にすでに

Albuminのm－RNAの発現が認められていたこともあり、本マーカーの発現を以て肝

細胞への分化誘導へ成功したとは言い難い。そこで、得られたHLCsが、体性肝臓幹

細胞から成熟肝細胞へと分化する過程の中で、どの分化段階の細胞と類似しているか

を調べるため、細胞表面抗原の発現を解析し、さらに肝細胞発生に関連するmRNA発

現を定性的RT－PCRにて解析することにした。

　まず、イヌの肝細胞の分化成熟過程で発現する細胞表面マーカーを探索するため、

HSCsやH：PCsと似た性状を示すcHCC細胞株を用いてCD29、CD34、　CD44、　CD90、

CD　133そしてDlk－1の抗原発現の有無をフローサイトメトリーにより解析した。コ

ントロールにはイヌ成熟肝細胞を用いた。

　次に、分化誘導前のイヌADSCsにおける細胞表面抗原CDllb、CD14、　CD29、CD34、

CD44、　CD45、　CD73、　CD90、　CD105、　CD133、　Dlk1そしてCK18の発現をフロー

サイトメトリー解析にて調べた。

　最後に、本研究の分化誘導方法で得られたH：LCsの性状を調べるため、分化誘導を

実施した0から28日目のdADSCsについて、上記マーカーの中でDlk・1、　CD29、

CD34の三つの抗原発現をフローサイトメトリー解析し、さらに肝細胞マーカーの
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AlbuminとCK：18、糖新生マーカーのPEPCK、薬物代謝酵素のCYPIA1とCYP3A12、

造血幹細胞および多能性幹細胞マーカーのCD34、上皮系およびHPCsマーカーの

CD90、そしてHPCsおよび胆管上皮マーカーのCK7およびCK19のmRNA発現を

定性的RTPCRで解析した。
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材料と方法

1。cHCC細胞株とイヌ成熟肝細胞の細胞表面抗原：解析

1－1．cH：CC細胞株

　930－599A、95・0112、95－1044そしてCHK：S－r：しの合計4株を解析に用いた。930－599A、

95・0112そして95－1044の3株は、麻布大学生命環境科学部臨床検査技術学科病理学

研究室講i師の荻原喜久美博士から提供された。　CHKS－r：Lは麻布大学活動物臨床研究

室助教の川原井晋平博士から提供された（Kawaraiθ’aZ，2006）。凍結保存された

cHCC株化細胞を60。C急速解凍により再融解し、10％FBS（Gibco　Brl，　Tokyo，

Japan）、ペニシリン5000　units／：L、ストレプトマイシン50　mg／：L（Gibco　Brl）、そし

て：L・グルタミン2mmol／Lを添加したIsocove’s　Modified　Dulbecco’s　Medium（IMEM）

（Gibco　Brl）で細胞浮遊液を作成し、100mmノンコーティングプラスチックディッシ

ュを用いて、37。C、5％CO2の条件下で培養を開始した。3日ごとに培地を交換し、

3－5代目の継代細胞をフローサイトメトリー解析に用いた。

1－2．イヌ成熟肝細胞

　第2章の材料と方法にて採取したイヌ成熟肝細胞3サンプルを、分離直後培養を行

わず解析に用いた。消化された組織を血清無添加のDulbecco’s　Modi丘ed　Eagle

Medium（DMEM）で溶解し、50×gで3分間遠心して肝細胞を回収した後、再度

DMEMで細胞浮遊液を作成し、これをフローサイトメトリー解析に用いた。
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1－3．cH：CC細胞株またはイヌ成熟肝細胞のフローサイトメトリー解析

　解析する細胞を1×107／m1になるよう濃度を調整し、100μ1ずつ1，5　m1チューブに

分注し、各抗原に対するモノクローナル抗体を2μ1入れて50倍希釈溶液を作成し、4。C

下で30分間インキュベートした。抗体は、Dlk・1（FITC標識rat　anti　mouse－Dlk　1，

IgG1，　D　187－4，　MB：L，　Nagoya，　Japan）、CD29（PE標識mouse　anti－human　CD29，

IgG1，　K，303004，　Bio：Legend，　San　Diego，　CA）（Takemitsuθ孟ヨZ，2012）、CD34（R・PE

標識mouse　anti－canine　CD34，　IgG1，　K，559369，　BD　Biosciences，　San　Diego，　CA）

（Hagglundθ’ヨZ，2000）、CD44（PE標識rat　anti・mouse／human　CD44，　IgG2b，　K，

103008，Bio：Legend）（Blackingθ’認，2011）、CD90（Thy・1）（PE　conjugated　rat

anti－canine　CD90，　lgG2b，　K，12－5900，　eBioscience）（Kangθ6∂Z，2008）、そして

CD133（PE標識rat　anti・mouse　CD133，　IgG1，　K，12－1331，　eBioscience，　San

Diego，　CA）（Lamerato－K：ozickiθ’∂1，2006）を使用した。アイソタイプコントロール

は抗Dlk・1抗体に対し：FITC標識rat　IgG1（MO80－4，　MB：L）を、抗CD29抗体と抗

CD34抗体に対しPE標識mouse　IgG1，　K（550617，　BD　Biosciences）を、抗CD44抗

体と抗CD90抗体に対しPE標識rat　lgG2b，　K（556925，　BD　Biosciences）を、抗CD133

抗体に対しPE標識rat　IgG1，　K（12－4301，　eBioscience）を使用した。解析時にPBSで

200μ1にアップし、0．5×107／mlの濃度でフローサイトメトリー解析を行った。解析機

・器にはEC800　cell　analyzer（SONY；Tokyo，　Japan）、Flowjo7．6．3　software（TreeStar，

Ashland，　OR，　U．S．A，）を使用した。アイソタイプコントロールの陽性率が約5％にな

るように陰性と陽性の境界を設定した。得られた結果の陽性率を、10％≦陽性、10％

≦低発現く40％、40％≦中等度発現く70％、70％≦高発現と定義し評価した。全ての

検体で3回測定を行い、平均値をTable　5に示した。成熟肝細胞については、統計解

析をEXC：E：L（Microsofむ）のEXCEL統計（Social　Survey　Research　Infbrmation）にて

算出し、細胞表面抗原の発現率を平均土標準偏差（SD）で記した。
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2．イヌADSCsのフローサイトメトリー解析

2－1．イヌADSCsの採取および培養

　供試動物として、臨床上健康な1歳のビーグル犬6頭から鼠径部の皮下脂肪組織を

採取した。なお、動物実験はすべて麻布大学実験動物委員会の指針に二二して実施し

た。脂肪組織の採取とADSCsの分離培養は、第2章の材料と方法の記載と同様に行

った。1代目継代後の8割コンフルエント時に、細胞保存用凍結液セルバンカー1を用

いて、ADSCsを一80℃で凍結保存した。その後、フローサイトメトリー解析を行うた

め、60℃で急速解凍し、10％FBS添加DMEMで培養を開始した。再融解から1～2

代目継代後の8割コンフルエント時のADSCsを、フローサイトメトリー解析に用い

た。

2－2．イヌADSCsのフローサイトメトリー解析

　解析する細胞を1×107／mlになるよう濃度を調整し、100μ1ずつ1．5　mlチューブに

分注し、各抗原に対するモノクローナル抗体を2μ1入れて50倍希釈溶液を作成し、4。C

下で30分インキュベートした。抗体は以下のものを使用した。

　CDllb（未標識mouse　anti－dog　CDllb，　IgG1，　MCA1777S，　AbD　serotec，　Oxfbrd，

UK）（：Lamerato・K：ozickiθ6　aZ，2006）、CD14（Alexa　Fluor　700標識　mouse

anti・human　CD　14，　IgG2a，　MCA1568A700，　AbD　serotec，　Oxfbrd，　UK）

（：Lamerato－Kozickiθ6∂Z，2006）、　CD29（PE標識mouse　anti－human　CD29，　IgGl，　K，

303004，Bio：Legend，　San　Diego，　CA）（Takemitsuθ孟∂1，2012）、　CD34（R・PE標識

mouse　anti－canine　CD34，　IgG1，　K，559369，　BD　Biosciences，　San　Diego，　CA）

（Hagglundθ6∂Z，2000）、CD44（PE標識rat　anti－mouse／human　CD44，　IgG2b，　K，

103008，Bio：Legend）（Blackingθ6　aZ，2011）、CD45（FITC標識rat　anti－dog　CD45，
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IgG2b，　MCA1042E　AbD　serotec，　Oxfbrd，　U：K）（：Lamerato・：K：ozickiθ6　aZ，2006）、

CD73（PE標識rabbit　anti　CD73，　polyclona1，　bs－0372R－PE，　Bioss，　MA，　USA）

（Takemitsuθ6∂Z，2012）、CD90（Thy－1）（PE　conjugated　rat　anti－canine　CD90，　IgG2b，

K，12－5900，eBioscience）（Kangθ63Z，2008）、CD　105（：FITC標識rabbit　anti　CD105，

polyclonal，　bs－6323R・FITC，　Bioss，　MA，　USA）（Takemitsuθ6∂Z，2012）、CD133（PE

標識rat　anti冒mouse　CD133，　IgG1，　K，12・1331，　eBioscience，　San　Diego，　CA）

（Lamerato－Kozickiθ’認，2006）、　Dlk・1（FITC標識rat　anti　mouse－Dlk・1，　IgG1，

D187－4，　MBL，　Nagoya，　Japan）、C：K18（未標識mouse　anti－cytokeratin　18，

MAB　3224，　Millipore，　MA，　USA）（Katoθ6証，2007）。アイソタイプコントロールは、

抗CDllb抗体と抗CK18抗体に対し未標識　mouse　IgG1，　K（554121，　BD　Bioscience）

を、抗Dlk－1灯油に対しFITC標識rat　IgG1（MO80・4，　MB：L）を、抗CD29抗体と抗

CD34抗体に対しPE標識mouse　IgG1，　K（550617，　BD　Biosciences）を、抗CD　14抗体

に対し未標識mouse　IgG2b，　K（56－4732，　eBioscien．ce）を、抗CD45抗体に対し：FITC

標識rat　IgG2b，　K（556923，　BD　Bioscience）を、抗CD73抗体と抗CD105抗体に対

し未標識nomal　rabbit　IgG（NIOI　Calbiochem，　MA，　USA）、抗CD44抗体と抗CD90

抗体に対しPE標識rat　IgG2b，　K（556925，　BD　Biosciences）を、そして抗CD133抗体

に対しPE標識rat　IgG1，　K（12－4301，　eBioscience）を使用した。　CDllbとCK18の一

次抗体に対する二次抗体としてPE標識goat　anti－mouse　IgG（H＋L）（731850，

BECKMAN　COU：L江℃ER）を、　CD73とCD105の一次抗体に対する二次抗体として

FITC標識goat　polyclonal　secondary　antibody　to　rabbit　IgG－H＆：L（abcam，　MA，

USA）を使用した。

　解析時にPBSで200μ1にアップし、0．5×107／mlの濃度でフローサイト解析を行っ

た。解析機器にはEC800　cell　analyzer（SONY；Tokyo，　Japan）、Flowjo7．6．3　sofしware

（TreeStar，　Ashland，　OR，　USA）を使用した。アイソタイプコントロールの陽性率が約

一25一



5％になるように陰性と陽性の境界を設定した。得られた結果の陽性率を、10％≦陽性、

10％≦低発現く40％、40％≦中等度発現く70％、70％≦高発現と定義し評価した。統計

解析をEXCEL（Microsoft）のEXCEL統計（Social　Suwey　Research　Infbrmation）に

て算出し、細胞表面抗原の発現率を平均圭標準偏差（SD）で記した。

3．分化誘導0から28日目のイヌdADSCsの細胞表面抗原解析

3－1．イヌdADSCsの採取および培養

　供試動物として、臨床上健康な6歳のビーグル犬2頭から鼠径部の皮下脂肪組織を

採取した。なお、動物実験はすべて麻布大学実験動物委員会の指針に順拠して実施し

た。脂肪組織の採取、ADSCsの分離培養、肝細胞への分化誘導は、第2章の材料と方

法の記載と同様に行った。細胞表面抗原解析には、分化誘導開始0、7、14、21およ

び28日目のdADSCsを用いた。評価日に培養細胞を0．2％トリプシン・エディタで剥

離し、DMEMで細胞浮遊液を作成し、これをフローサイトメトリー解析に用いた。

3－2．イヌdADSCsのフローサイトメトリー解析

　培養0、7、21および28日目の各細胞を、1×106／mlになるよう濃度を調整し、100μ1

ずつ1．5mlチューブに分注した。　Dlk　1、　CD29およびCD34の各抗体を2μ1入れて

50倍希釈溶液を作成し、4。C下で30分間静置して反応させた。抗体はDlk－1（FITC

標識rat　anti　mouse－Dlk－1，　IgG1，　D　187・4，　MBL，　Nagoya，　Japan）、CD29（rabbit

anti・human　CD29ポリクローナル，　AB1952，　CH：EMICON）、そしてCD34（R・PE標

識mouse　anti・canine　CD34，　IgG1，　K，559369，　BD　Biosciences，　San　Diego，　CA）

（Hagglundθ6　aZ，2000）を使用した。蛍光色素が標識されていない抗CD29抗体に対
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して、一次抗体反応後遠心洗浄後に再度100μ1のPBSで細胞浮遊液を作成して、二次

抗体（PE翻goat　anti－mouse　IgG，731850，　BEC㎜N　COULTER）を2μ1入れて

50倍希釈溶液を作成し、4。C下で30分静置して反応させた。アイソタイプコントロ

ールはFITC標識rat　IgG1（MO80・4，　MB：L）とPE標識mouse　IgG1，　K（550617，　BD

Biosciences）を使用した。解析機器にはEC800　cell　analyzer（SONY）、Flowjo7．6．3

sofしware（BD　Biosciences）を、そして統計処理はMicrosofしExce12010を使用した。

アイソタイプコントロールの陽性率が約5％になるように陰性と陽性の境界を設定し

た。

4．イヌnADSCsと0から28日目のイヌdADSCsの定性的R1｝PCR解析

4－1．解析した遺伝子

　肝細胞マーカーのAlbuminとCK18、糖新生マーカーのPEPCK、薬物代謝酵素の

CYP　IA1とCYP3A12、造血幹細胞および多能性幹細胞マーカーのCD34、上皮系お

よびHPCsマーカーのCD90、そしてHPCsおよび胆管上皮マーカーのCK7とCK：19

を解析した。内在性コントロールとしてβアクチンを用いた。

4－2．Total　RNAの抽出とcDNA合成

　80％コンフルエントになった培養初期（0代目継代時）のnADSCsと、分化誘導開

始0、7、14、21そして28日目のdADSCsの、　mRNA発現の解析を行った。解析方

法は第1章の材料と方法と同様に行った。
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4－3．定性的RT・PCR

　Tal（aRa　Ex　Taq　Hot　Start　Vbrsion（TaKaRa，　Kyoto，　Japan）で定性的RTPCRを

行い、各種mRNA発現を解析した。イヌcDNA配列を参考にして作成したプライマ

ーの配列とPCR条件をTable　3に記載した。　Ethidium　bromide　O．5μ9／m：L添加3％

（w／v）アガロースゲルを使ってPCR産物を泳動し、バンドの有無を確認した。
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結果

1．cHCC株高細胞とイヌ成熟肝細胞の細胞表面抗原解析

cHCC細胞株の細胞形態

　930・599Aは、紡錘形で、細胞同士が緩く接着していた。95－0112は、他の3株より

サイズが大きく、多角形・扁平で、数個の細胞突起を有し、細胞間接着が認められな

かった。95－1044は、930－599Aと似た紡錘形ではあったものの、細胞同士または細

胞外基質との接着が強固で、敷石状となった。CHI（ST：Lは、多角形で、95－1044と同

様に細胞間接着が強く、敷石状となった（Figure　6）。

cHCC細胞株とイヌ成熟肝細胞の細胞表面抗原発現

　結果をTable　4に示した。　CD44、　Dlk　1そしてCD　133が4株のcHCC全てで発現

していた。CD44は930－599A、95・0112そしてCH：：KS－r：しで顕著に発現していたが

（98．87％、78．90％、86．63％）、95－1044では低発現であった（29．07％）。Dlk・1は

930・599Aで高発現で（86．50％）、他の95・0112、95・1044そしてCHKS－r：しの3株は

低発現であった（20．90％、26．43％、21．17％）。CD　133は930・599Aで中等度発現し

ていたが（57．53％）、残り3株の95・1044、95－0112そしてCHK：S・r：Lは低発現であ

った（34．67％、20．97％、19．70％）。CD29の発i現が930－599A、95・1044とC：HKSTL

の3株で認められたが（99．30％、84．43％、94．30％）、95－0112は未発現であった

（1．88％）。CD90は唯一930・599Aで高発現していた（98．57％）。　CD34は4株全て

で未発現だった（発現範囲：0．13％から5．04％）。コントロールの肝細胞は3検体全て

同様の結果が得られ、全抗原未発現であった（n＝3，発現範囲：2．16±0．0174％から
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7．75±0．0926％）。Dlk　1抗体のイヌに対する交差性を調べるため、ウェスタンプロッ

ト法を用いてバンドの検出を試みた結果、確認は不可能だった（データなし）。

2．イヌr直DSCsのフローサイトメトリー解析

　結果をTable　5に示した。6検体のイヌnADSCsを用いて、フローサイトメトリー

解析を行った結果、CD29、　CD44、　CD90、　Dlk－1は高発現していた（それぞれ

98．05土0．0297％、99．97土0。0005％、93．30±0．0533％、74．28±0．2581％）。一方、CDllb、

CD　14、　CD34、　CD45、　CD73、　CD105、　CD133そしてCK：18は発現が認められなか

った（それぞれ7．25土0．025224％、4．87土0．0240％、6．62土0．0118％、4．26圭0．0070％、

0．26±0．0029％、　2．16土0．0167％、　3．86土0．0130％、　9．24士0．0541％）　o

3．0から28日目のイヌdADSCsの細胞表面抗原解析

　分化誘導開始0、7、21および28日目のイヌADSCsを用いてフローサイトメトリ

ー解析を行った結果、Dlk－1は培養0日目には発現が認められたが、7、21および28

日目では未発現となった。CD29は培養0日目と比較し、7、21および28日目で高い

陽性率で推移した。CD34に関しては、培養0日目から28日目まで絶えず未発現であ

った（Table　6）。本項目の実験で用いた抗CD29ポリクローナル抗体のイヌに対する

交差性を調べるため、ウェスタンプロット法を用いてバンドの検出を試みた結果、目

的とする部位にバンドが認められた（データなし）。
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4．nADSCsと0から28日目のdADSCsのAlbumin　mRNA以外の遺伝子発現解析

　肝細胞マーカーのAlbuminとCK18、糖新生マーカーのPEPCI（、薬物代謝酵素の

CYPIA1，　CYP3A12は、　nADSCsから28日目のdADSCsまで絶えず発現していた。

特にr颪DSCsで発現が非常に微弱だったCYP3A12は、分化誘導7から28日目にか

けて増強した。造血幹細胞および多能性幹細胞マーカーのCD34は、　nADSCsで発現

が最も強かったが、分化誘導後減弱し、28日目のdADSCsでは未発現となった。上

皮系およびHPCsマーカーのCD90は、　rLADSCsから28日目のdADSCsまで絶えず

発現していた。HPCsおよび胆管上皮マーカーのCK7はrLADSCsと0日目dADSCs

で強い発現が認められたが、分化誘導後減少した。CK7と同じHPCsおよび胆管上皮

マーカーのCK19は、　nADSCsから28日目のdADSCsまで絶えず未発現だった

（Figure　5）　。
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考察

　cHCCはイヌの全腫瘍のうち1％以下の頻度で認められるが、肝臓原発腫瘍の中では

約50％を占める（Patnaikθ’α1．，1981）。獣医学領域では、　Cogliati　BらがcHCC症例

でCK19、　CD44、　CD133の発現を報告したが、これらマーカーの有用性は裏付けら

れておらず、他のHCC特異的マーカーと成りうる癌幹細胞（CSCs）や肝幹細胞

（HSCs）そして肝前駆細胞（HPCs）の抗原も調べられていない（Cogliati就aZ，

2010）。

　一方、ヒトの医療分野では容易にHPCsを同定可能で、免疫組織または細胞化学染

色で検出可能なマーカーとして、CD13、　CD44、　CD90、　CD133、　EpCAM、そして

ov6などが挙げられる（：Liuθ砲z，2011）。さらに、ヒトのHPcsに相当するラット

のオーバル細胞では、従来造血幹とマーカー考えられているCD34、　c－kit、　Ht－3、そし

てCD90等が発現していると報告されている（Alison，　M．　R．2005）。

　本章では、まず、｝｛SCsマーカーとなりうる細胞表面抗原を想定するために、　c且CC

株化細胞および健常犬由来肝細胞を用いて、フローサイトメトリーで解析を行った結

果、CD133、　Dlk－1、そしてCD44が4株のcHCC細胞株全てで発現していた。

　CD　133は元々造血幹細胞の細胞表面抗原として同定された。ヒトでは、この抗原は

造血幹細胞、HSCsおよびHPCsのマーカーとしてだけでなく、CSCsマーカーとし

ても一般的に認識されている。さらに、SuetsuguらやYinらは、　CD　133陽性細胞が

in　vivoとin　vitroどちらにおいても高い腫瘍形成能を有することを明らかにした

（Suetsuguθ’畝，2010；Yinθ6∂Z，2007）。その一方で、　Cogliati　BらはCD　133発現を

いくつかのHCC症例で調べた結果、たった2症例（15．8％）でのみCD133が発現し

ていたと報告している（Cogliatiθ∫α乙，2010）。彼らはCD133発現を免疫組織化学染

色で検出しているため、抗原に対する交差性の感度はフローサイトメトリーよりも低
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い可能性が考えられる。

　ヒトでは、Dlk1はEG：F様蛋白を分泌する膜蛋白で、最近HSCsおよびHPCsの

マーカーとして新しく認識されるようになった（Nishinaθ6∂1，2012；Xuθ6証，2012；

Tanimizuθ6　aZ，2003）。本研究では、Dlk　1は島細胞株で発現していた。この抗原は、

胎児B：SCsおよびHPCsに発現しており、新生胎児や成体の謁歯類の成熟肝細胞には

発現していない。さらに、Yanaiらは、免疫組織化学染色で肝細胞癌386症例を調べ

た結果、Dlk－1が79症例（20．5％）で発現していたと報告している（Yanaiθ’畝，

2010）。これらの結果から、Dlk－1はHSCsおよびHPCs、そしてcH：CC中の癌細胞

のマーカーとして有用であることが示唆された。

　膜輸送蛋白の多糖蛋白であるCD44は、　cHCC　4株全てで発現していた。この結果

はイヌのHCCを調べた結果と一致していることから、　CD44陽1生細胞はHSCsおよ

びHPCsでも発現している可能生がある。　CD44は小型で幼若な前細胞である成人肝

臓内のHPCsに特異的に発現する。しかし、　CD44は発現量の程度は違うが他の細胞

でも広く発現しているため、CD44のみでH：SCsおよびHPCsを同定するのは困難で

ある。ZhengらがHCC中のCD133＋CD44＋細胞集団中に高い割合でCSCsまたは癌

前駆細胞（CPCs）が含まれていたと報告しているように、複数の抗原発現の繰り合わ

せにより且SCsおよびHPCsを同定する方法が良いと考えられる（Zhengθ6θZ，

2010）。

　CD29はβインテグリンとも呼ばれ、細胞表面接着受容体であり、細胞と細胞外基

質または細胞同士を接着する。CD29は細胞外の環境からの生化学的シグナルを伝達

し、特に成長、分化、侵襲、さらに悪性腫瘍細胞の転移に関与している。Suzukiらは、

マウス胎児の肝臓で、CD49fとCD29が発現している細胞集団がコロニーを形成する

細胞へと分化し、肝細胞と胆管細胞になった、と報告している（Suzukiθ’認，2000）。

このことは、これらのマーカーがHSCsマーカーである可能性を示唆している。本研
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究では、4株中3株でCD29が発現していたことから、肝臓癌の細胞表面マーカーで

あると推測された。実際に、肝臓摘出で得た組織を用いて免疫染色にてCD29発現を

調べた結果、再生中の肝臓組織中でCD29が発現していたことを確認している（デー

タなし）。

　CD90は、1株でのみ発現がみられ、CD34はすべての株で発現が認められなかった。

これら2つのマーカーはこれまでヒトの肝癌細胞にて発現が認められたとしているが

（Yamashita　e’α1．，2012；『Yang　et　al．，2008；Varmaθ’01．，2004；Saadθ’α1．，2004）、イ

ヌの肝細胞株での発現は比較的弱いもしくは非発現である可能性が考えられた。以上

の結果から、HSCs／HPCsマーカーの候補としてCD133、　Dlk－1、　CD44およびCD29

が有力であると考えられ、CD90およびCD34は未発現および弱い発現である可能性

が示唆された。しかし、CD90については健常イヌから分化誘導した肝細胞様コロニ

ーにて発現が認められたとする報告もあり、今後慎重な検討が必要であるものと思わ

れた（Arends　8’砿，2009）。

　以上の結果から、CD29、　CD44、　CD133そしてDlk1の4つの抗原が、イヌHSCs

およびHPCsの特異的マーカーである可能性が示唆された。

　次に、分化誘導前のイヌADSCsの細胞表面抗原解析を行った結果、本研究で用い

たイヌADSCsは、　CD29、　CD44、　CD90、　Dlk　1が強発現し、　CDllb、　CD14、　CD34、

CD45、　CD73、　CD105、　CD133、　CK18、　CK：19が未発現の細胞集団であることが示

された。

　ヒトの脂肪組織由来間質細胞は、多能性を有する幹細胞を含有し、その発現抗原と

して、CD29、　CD44、　CD73、　CD90、　CD105、　CD133が陽性で、　CDllb、　CD14、

CD34、　CD45などが陰性の細胞集団であるとの報告が多くなされている。しかし、抗

原の発現は動物種によって異なり、さらに脂肪組織から分離後in　vitroにて培養する
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ことによっても、発現抗原が変化する可能性が示唆されている。

　本研究の解析結果では、イヌADSCsは、ヒトADSCsの発現パターンとは異なり、

陽性とされるCD34、　CD73、　CD105が陰性であった。この結果はこれまで報告され

ているイヌADSCsの発現抗原解析結果と一致していた（Ka119θ6∂Z　2008；Ohθ6　aZ

2011；Takemitsuθ6　aZ　2012；Zhangθ6　aZ　2013．）。

　しかし、今回研究に用いたイヌADSCsは、一回凍結保存して再融解し、2～3代目

にフローサイトメトリー解析したため、細胞表面抗原の発現が変化した可能性も除外

できない。Ybshimuraらは、ヒト脂肪組織由来細胞の大半がCD34＋細胞で、その多く

はCD34＋、　CD45一、　CD90＋、　CD105一であり、接着培養すると新鮮時には発現がなか

ったCD105の発現が新たに見られるようになり、その一方で培養を続けるとCD34

の発現は徐々に減少し、DMEMで培養していると約2週間でCD34の発現がなくな

る、と報告している（Ybshimuraθ63Z，2006）。また、　ADSCsは培養方法によりその

表現型を大きく変えることもわかっている（Caoθ6∂Z，2005）。

Dlk　1抗体のイヌに対する交差性を調べるため、ウェスタンプロット法を用いて、目

的とする分子量におけるバンドの検出を試みた結果、確認は不可能だった。抗体には、

一次構造を認識するものと立体構造を認識するものがあり、立体構造を認識するモノ

クローナル抗体の場合、変性剤（尿素や塩酸グアニジンなど）や還元剤（DTTや2－ME

など）の存在下で抗原の立体構造が変化すると、抗原を認識できなくなることがある。

このことから、本研究で使用したDlk・1抗体がフローサイト用のモノクローナル抗体

であったため、ウェスタンプロットを行う際の処理により立体構造が破壊され、抗原

を認識できず、バンドが検出されなかった、と推測された。ちなみに、製造会社に問

い合わせたところ、本抗体のロットを用いたウェスタンプロットの報告は確認できな

かった。また、Dlk　1は脂肪幹細胞にも発現しており（Mitterbergerθ6∂Z，2012）、

同じDlk－1抗体を用いて脂肪幹細胞を含む問質細胞集団をフローサイトで解析した結
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果、発現が認められたことから、この抗体の交差性は問題ないと思われた。

　分化誘導細胞における表面抗原解析では、Dlk－1、　CD29およびCD34に対する抗体

を用いて実施した。Dlk1は、前述したように、　HSCsおよびHPCsのみならず脂肪

組織にも発現していることが知られており、分化誘導に従い発現が減弱したものと想

定された。さらにCD29については、その発現が増加した。我々は、以前肝切除を行

った犬においてCD29の発現が増加することを確認しており、肝細胞系への分化誘導

が行われたことが確認された。脂肪由来の間質細胞に発現していたCD34は、分化に

伴いその発現が次第に減弱した。

　分化誘導を実施したイヌADSCsを用いて定性的RT－PCR解析を行った結果、肝細

胞マーカーのAlbuminとCK18、糖新生マーカーのPEPC：K、薬物代謝酵素のCYPIA1，

CYP3A12が、rLADSCsから28日目のdADSCsまで絶えず発現しており、特にnADSCs

で発現が非常に微弱だったCYP3A12は、分化誘導7から28日目にかけて増強してい

た。CK18は、通常CI（8と同時に発現し、ほとんど単層腺上皮に存在し、成熟肝細胞

マーカーとしてだけでなく、HSCsにも発現していると考えられている。さらに

PEPCK：（ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼ）は糖新生に必須の酵素で、

肝細胞の細胞質ゾルで、オキサロ酢酸をボスホエノールピルビン酸（PEP）に変換する。

イヌの薬物代謝酵素はいくつか解析されているが、本研究ではCYP　IA1とCYP　3A12

の遺伝子発現を解析した。造血幹細胞および多能性幹細胞マーカーのCD34は、

nADSCsで発現が最も強かったが、分化誘導後減弱し28日目のdADSCsでは未発現

となった。このことから、多能性を有する細胞から肝細胞系細胞へと変化したと推測

された。上皮系およびHPCsマーカーのCD90は、nADSCsからdADSCsおよびHLCs

まで絶えず発現していた。以上の結果から、未分化な多分化能を有するnADSCsが肝

細胞の機能を有する細胞へと変化したことが示唆された。HPCsおよび胆管上皮マー

カーのCK7はrLADSCsと0日目dADSCsで強い発現が認められたが、分化誘導後減
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少した。Boomkensらは、初めて樹立したイヌHCC二化細胞の性状解析を行い、ヒト

のHCCと非常によく似た性状を有していることを確認し、さらに免疫染色により細胞

質内にCD7蛋白の発現が認められたと報告している（Boomkensε’α∠，2004）。このこ

とは、イヌcHCCと似た性状を有すると考えられるHSCsやHPCsでも、　CD7蛋白が

発現していると推測することができる。つまり、イヌADSCsでCD7　mRNAが発現し

ていたことから、イヌADSCsがもともとHSCsやHPCsに近い性状を有している可能

性が考えられた。

　CK：7と同じHPCsおよび胆管上皮マーカーのC：K19は、　nADSCsから28日目の

dADSCsまで絶えず未発現だった。　CK：7もC：K19も同じ胆管細胞マーカーではあるが、

肝細胞の分化誘導段階で全く同様の動態を示すわけではなく、各分化誘導段階で発現

が変化すると考えられる。また、C：K19の発現は動物種によって違いがあるため、イ

ヌでは、HSCsから肝細胞への分化誘導時に必ずしも発現しているとは言えない。さ

らに、培養初期のnADSCsでも、　Albumin以外の島細胞または肝芽細胞／肝前駆：細胞

マーカーのCD90、　HGF、　PEPC：K、　CK：7、　CK：18、　CYPIA1およびCYP3A12が発現

していたことから、イヌADSCsが培養開始後、非常に早い時期に肝細胞様の機能を

獲得することも示唆された。この結果を裏付けるように、Zeme1らは、幼若なヒト

ADSCsでもすでに分化誘導前の殻階で、肝葉系細胞マーカーのみならず肝臓発生初期

に発現するα・艶toproteinやCK18、　CK19、　HNF4のmRNAの発現や、主に成人肝

臓中で発現しているAlbumin、　G・6・P、　AAT、α・1－antitrypsinなどの肝細胞の基本的

な機能を有していたと報告している（Zemelθ6∂Z，2009）。

　以上の結果から、分化誘導されたイヌH：LCsが形質転換したことが示唆された。分

化誘導細胞を臨床応用する際には前駆細胞を作製し、その細胞集団を輸注することが

最も有効な手段の一つと考えられている。したがって、本研究で作成された細胞は今

後肝臓の自家移植療法において活用できるかもしれない。
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小括

　4つのcHCC細胞株と成熟肝細胞における細胞表面抗原の発現解析をフローサイト

メトリーで行った結果、CD29、　CD44、　CD133そしてDlk　1の発現が認められ、これ

ら抗原がイヌの｝ISCsまたはHPCsのマーカーである可能性が示唆された。

　さらに、イヌADSCsを本研究の方法で分化誘導したところ、　Dlk　1蛋白は分化誘導

初期において強陽性であったが、次第に発現が減弱した。さらに、定性的RT・PCR解

析の結果、Albumin、　CI（18、　PEPCK、　CYPIA1、　CYP3A12、　CD90は、　nADSCs

から28日目のdADSCsまで絶えず発現していた。特にCYP3A12は、分化誘導7か

ら28日目のdADSCsにかけて発現増強した。　CK：7とCD34は、分化誘導後から28

日目にかけて減少した。CK：19はnADSCsから28日目のdADSCsまで絶えず未発現

であった。

　以上の結果から、イヌADSCsが形質転換したことが示唆された。
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第3章　イヌH：LCsの機能解析

はじめに

　肝臓は生体内で、様々な物質の同化および異化に関して中心的に働いており、主に

肝細胞がその機能を担っている。特に重要な機能としては、蛋白の合成、糖質の代謝、

脂質の代謝、尿素の生成、薬物および毒物の代謝が挙げられる。本研究では、これま

でADSCsからHLCsを分化誘導したが、これを肝臓への自家移植療法に活用できる

か否か、その可能性を判断するためには、H：LCsが肝臓に特異的な機能を有するか評

価する必要がある。本章では、肝細胞の主要な機能のうち、脂質代謝能と薬物代謝能

について検討し、分化誘導して得たH：LCsの肝細胞への分化度を推測した。
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材料と方法

低比重リポタンパク質（：LD：L）の代謝能

　臨床上健常なビーグル犬2頭から得たADSCsを用いて分化誘導を行い、0、7、14、

21および28日目のdADSCsを解析に用いた。古い培地を除去し、

1，1’一dioctadecyl－3，3，3’，3’一tetramethy1・indocarbocyanine　perchlorate（DilrAc－LD：L；

Biochemical　Technologies　Inc．，　Stoughton，　MA，　U．S。A．）を10μg／m：しになるように

添加したHGMに交換して、37。Cで4時間インキュベートした。その後PBSで3回

洗浄し、4％PEA添加PBSで4。C　30分間固定後、再度PBSで3回洗浄した。核を

DAPI染色し（Invitrogen，　Grand　Island，：NY　U．S．A．）、細胞内に取り込まれた

Dil・Ac一：LD：しが代謝されることで生じる蛍光赤色色素Dilの有無を蛍光顕微鏡下にて

評価した。

チトクロームP450（CYP450）活1生

　薬物代謝酵素であるチトクロームP450（CYP450）の活性を7・pentoxyresoru丘n

O－dealkylation（PROD）assayで評価した。臨床上健常なビーグル犬2頭から得た

ADSCsを用いて分化誘導を行い、0、7、14、21および28日目のdADSCsを解析に

用いた。古い培地を除去し、Pentoxyresoru丘n（Molecular　Probes　Inc．，：Eugene，　OR，

USA）を20μMになるように添加した且GMに交換して、37。Cで4時間インキュベー

トした。その後PBSで3回洗浄し、4％P：FA添加PBSで4。C　30分間固定後、再度

PBSで3回洗浄した。核をDAPI染色し（lnvitrogen，　Grand　Island，　N又USA）、細

胞内に取り込まれたPentoxyresoru五nがCYP450によって代謝され生じる蛍光赤色色

素Resoru五nの有無を蛍光顕微鏡下にて評価した。
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結果

低比重リポタンパク質（：LD：L）の代謝能

　分化誘導開始0日目のdADSCsでは細胞内に蛍光赤色色素は認められなかった。し

かし、7日目にすでに肝細胞様となったdADSCsでは、細胞内に蛍光赤色色素が認め

られ、その後分化誘導14、21および28日目のdADSCsでも同様に蛍光赤色色素が認

められた（Figure　7）。また、陽性対象である健常犬新鮮肝細胞でも蛍光赤色色素が観

察された（データなし）。なお、いずれもDiI・ac一：LD：Lを加えなかった場合には、赤色

蛍光色素は認められなかった（データなし）。

チトクロームP450（CYP450）活性

　分化誘導開始時の0日目ADSCsでは細胞内に蛍光赤色色素は認められなかったが、

分化誘導開始から7日目には認められるようになり、その後、14、21、28日でも同様

に認められた（Figure　8）。また、陽性対象である健常犬新鮮肝細胞でも蛍光赤色色素

が観察された（データなし）。なお、いずれもPentoxyresoru丘nを加えなかった場合、

蛍光赤色色素は認められなかった（データなし）。
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考察

　本研究では、イヌADSCsから肝細胞分化誘導培地により分化誘導したH：LCsにお

ける脂質代謝能と薬物代謝能の有無をin　vitroで検討した。

　まず、脂質代謝能の検討のため、低比重リポタンパク質（：LDL）代謝能を解析した。

　リポタンパク質の一種である：LD：Lは、肝細胞に取り込まれて異化されることが知

られている（Mahleyθ’α1．，1999）。食物から摂取される脂肪は大部分がトリアシルグ

リセロールである。トリアシルグリセロールは小腸内腔で胆汁酸の働きによりミセル

を形成し、小腸上皮細胞に吸収される。吸収されたトリアシルグリセロールはタンパ

ク質等と共にカイロミクロンを形成し、リンパ管に入り循環血液中に移行して、肝臓

へ運搬される。カイロミクロンは肝臓で代謝を受け、超低比重リポタンパク質（V：LD：L）

として放出される。V：LD：Lは末梢組織、特に筋肉等にトリアシルグリセロールを供給

するため、トリアシルグリセロールを徐々に喪失する。これによりV：LDLは中間比重

リポタンパク質（ILDL）となり、さらにトリアシルグリセロールを喪失すると：LD：し

となる。：LDLはコレステロールを多く含むリポタンパク質で、　LD：L受容体を介してエ

ンドサイトーシスで肝細胞および末梢組織に取り込まれ、リソソーム内で破壊される。

酸化されたLDLは：LD：L受容体への結合能を失うが、これは主にマクロファージに貧

食されて異化される。

　Dil・Ac－LDLは、1，1’一dioctadecyl－3，3，3’，3’・tetramethy1－indocarbocyanine

perchlorateを標識したアセチル化したLDLであり、肝細胞の膜上にあるLDL受容

体を介して細胞内に取り込まれる。Dil盛。一：LDLがリソソーム内の酵素によって代謝を

受けると、蛍光赤色色素であるDiIが遊離され、細胞内膜に蓄積される。　Dil－Ac一：LDL

を添加し、短時間培養を行った細胞が蛍光を示すことは、すなわち：LDLを取り込み、
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代謝する能力があることを示す。

　本研究では、ADSCs由来H：LCsは、培養7日目にすでに：LD：しの取り込みが常に認

められ、28日目まで維持し続けることを確認した。この結果から、ADSCsから分化

誘導したH：LCsはLD：L代謝能を有していることが示唆された。同様の方法を用いて、

マカク属のサルの卵胞顯粒層細胞や、マウス及びヒトの多能性幹細胞、ヒトの骨髄由

来間葉三二細胞、ヒトの膀帯血由来間葉三二細胞、ヒトの脂肪組織中の間葉系幹細胞

などから誘導されたH：LCsが、LDLを取り込み代謝する能力があることが証明されて

いる（Brannianθ1鳳，1992；Hongθ’αゐ，2005；Leeθ’磁，2004；Schwartzθ’砿，2002；

Seoθ’α1．，2005）。

　次に、Pentoxyresoru丘n代謝能の解析を行い、イヌHLCsの薬物代謝能獲得の有無

を評価した。

　チトクロームP450は小胞体中の電子伝達系の末端の酸化酵素であり、エポキシ化、

過酸化、脱硫黄化、脱アルキル化、脱アミノ化、脱ハロゲン化などの幅広い反応に関

与している。チトクロームP450の反応は特に肝臓のミクロソーム分画で活性が高く、

複数の分子種として存在している。ビーグル犬はCYP　IA、　CYP2B、　CYP2E、　CYP3A

を有することが報告されている（Grahamθ6　aZ，2002）。イヌのCYP2B11はラット

のCYP2B1と類似しており、肝ミクロソームに含まれている（Grahamθ彪オ2002）。

CYP2Bの分析にはPROD（7・pentoxyresorufin－0－dealkylatio：n）活性が利用されてい

る。0一脱アルキル化は薬物代謝の型のうち、酸化に分類される。0・アルキル化合物は

肝ミクロソームでNADPHおよび酸素によりアルキル基が切れて、フェノールとなる。

非蛍光性化合物Pentoxyresoru丘nはCYPにより0・脱アルキル化され、蛍光性化合物

Resoru丘nに変化し蛍光を発する。この蛍光強度はPROD活性の程度で変化する。

　本研究の結果、イヌADSCsより分化誘導したH：：LCsは、　in　vitroにおいて

Pentoxyresorufin代謝能を有している可能性が示唆された。分化誘導0日目には蛍光
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赤色色素が認められなかったが、7日目から28日目まで絶えず細胞に赤色色素が認め

られた。

　Pentoxyresorufinの0一脱アルキル化の触媒は、マウスではCYP2B9，　CYP2B10，

CYP2B13，ラットではCYP2B1／2，ヒトではCYP2B6というチトクロームP450の分

子種によることが確認されている（Schwartzθ6掘2002）。しかしながら、イヌにお

けるPelltoxyresoru丘n代謝がどのチトクロームP450の分子種によるものかは不明の

ままである。詳細を調べるには、他の薬物代謝酵素活性化物質を添加したり、遺伝子

発現を検討する必要があるものと考えられた。

　以上より、本分化誘導方法で培養されたイヌADSCsは、培養28日目には肝細胞と

しての機能を有する可能性が強く示唆された。しかしながら、イヌADSCsの性状は

未だ完全に解明されていない。今後、ADSCsおよびH：LCsにおいて、肝細胞が果た

す多様な機能に関する解析を検討することによって、性状を明らかにする必要がある。

また、将来ADSCsから分化誘導して得たHLCsを用いた細胞治療が、イヌの慢性肝

疾患の新たな治療法として確立されるためには、in　vivOにおいての有効期間、投与時

の最適細胞濃度、投与経路、副作用などについて、詳細に検討される必要がある。

一44一



小括

　本研究の分化誘導方法で培養したイヌADSCsが、肝細胞の有する機能を獲得して

いるかどうかを調べるため、in　vitroで脂質代謝能と薬物代謝能の有無を解析した。

　その結果、分化誘導開始0日目のdADSCsでは、：LD：L代謝能とPentoxyresorufin

代謝能は共に認められなかったが、分化誘導開始7日目には認められるようになり、

その後、14、21、28日目とも持続的に認められた。また、陽性対象である健常犬新鮮

肝細胞でも：LD：L代謝能とPentoxyresorufin代謝能が観察された。

　以上の結果から、本研究の分化誘導方法で得たイヌH：：LCsが、肝細胞の機能の一部

を獲得したことが示された。
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総括

　イヌの慢性難治性肝疾患に対する新しい治療方法として、多能性を持つ自己の脂肪

組織由来間質細胞を用いた肝再生医療の確立を目的とし、一連の研究を行った。

　第1章では、ADSCsから肝細胞様細胞へと分化させるための培養方法の検討を行っ

た。HGF、　EGF、　bFGF、　OSMそしてDMSOを添加したHGMでイヌADSCsを培

養することにより、in　vitroでH：LCsへと分化誘導可能であることが示唆された。H：LCs

は多角の形態と明瞭な円形核を有していた。さらに肝細胞特異的マーカーである

AlbuminのmRNA発現は、有意差は認められなかったものの時系列に増加し、

Albumin蛋白も発現増強していた。以上の結果から、本研究の分化誘導方法で、イヌ

ADSCsからHLCsへ分化誘導可能であることが示唆された。

　第2章では、まず、肝細胞分化を理解する上で必要な肝臓幹細胞の性状を明らかに

するため、c且CCから樹立された4つの株化細胞を用いて、フローサイトメトリーで

細胞表面抗原解析を行った。その結果、CD44、　Dlk－1、　CD133が4株全てで発現して

おり、CD29が3株で発現していた。このことから、　CD44、　Dlk－1、　CD　133、　CD29

がイヌの癌幹細胞マーカーであるだけでなく、HSCsおよびHPCsのマーカーである

可能性が示唆された。

　次に、分化誘導前のイヌADSCsが多能性を有する間葉島細胞集団であることを確

かめるため、発現抗原をフローサイトメトリー解析した。その結果、イヌADSCsは、

CD29、　CD44、　CD90、そしてDlk1が陽性で、　CDllb、　CD14、　CD34、　CD45、　CD73、

CD105、　CD133、そしてCK18が未発現の細胞集団であることが示された。これらの

結果は、今まで報告されているイヌADSCsの性状解析結果と一致したことから、イ

ヌADSCsが間葉系細胞集団であることが示された。

　最後に、分化誘導を実施したイヌADSCsを用いて、細胞表面抗原解析と定性的
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RT－PCR解析を行った。フローサイトメトリー解析の結果、イヌHSCsおよびHPCs

のマーカーであると推測されるDlk－1蛋白の発現量は分化につれて減少し、造血幹細

胞および多能性巨細胞マーカーであるCD34の発現は減少した。また、定性的RT－PCR

解析を行った結果、CYP　3A12のmRNA発現が分化誘導することにより増加した。一

方、多能二二細胞マーカーであるCD34のmRNAは発現が減弱した。

　以上の結果から、イヌADSCsが間葉系細胞の性質を喪失し別の系譜の細胞へ形質

転換したことが考えられた。さらに、培養初期のnADSCsで、　Albumin以外の肝細胞

または肝芽細胞／肝前駆細胞マーカーのCD90，　PEPCK，　CK7，　CK18，　CYPIA1，

CYP3A12が発現していたことから、イヌADSCsが培養開始後、非常に早い時期に肝

細胞様機能を獲i得することも示唆された。

　第3章では、ADSCs由来H：LCsが肝細胞特異的な機能を有するか調べるために、

脂質代謝能と薬物代謝能の評価を行った。その結果、分化誘導開始0日目のADSCs

では脂質代謝能と薬物代謝能のどちらも認められなかったが、7日目には認められる

ようになり、その機能を28日まで維持していた。このことから、本研究の分化誘導方

法で培養することで、ADSCsが成熟肝細胞と同じ機能を少なくとも2っ保持する細胞

集団へと分化誘導できていることが示された。

　本研究により、脂肪組織由来間質細胞が、in　vitroにおいて肝細胞の機能を有する細

胞へと分化誘導可能であることが示唆された。

　ADSCsまたはADSCs由来H：LCsを用いた治療方法が、実際にイヌの難治性慢性肝

疾患の新たな治療法として確立されるには、肝臓の持つ様々な機構の保持状況を調べ

るとともに、肝障害モデル動物に移植し、in　vivoにおいて長期にわたる治療の有効性

や有効期間、副作用や移植細胞の腫瘍化の有無について詳細な評価が望まれる。また、

イヌのADSCs自体の詳細な性状と機能の解析と、肝細胞の発生機序解明も重要な課

題である。最終的には、自然発生例の肝線維症症例における移植治療効果についても
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検討する必要がある。

　本研究で得られた成果は、イヌの発生学に新しい知見をもたらし、獣医療の肝臓再

生医療の確立に貢献するものと考えられた。
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