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論  文  内  容  の  要  旨   

【目的】成熟ラット肝臓から分離される小型肝細胞は旺盛な増殖能と成熟肝細胞とほぼ同様の表現型を持ち，“肝細胞への  

分化が方向づけられたcommitted progenitor cell”と考えられている。しかし，小型肝細胞から成熟肝細胞への分化の機序  

については未だ明らかとなっていない。本研究においては，小型肝細胞の成熟化における細胞外基質の重要性について形態  

と機能から検討した。  

【実験1】（方法）第10過齢ラット肝臓より小型肝細胞を分離し，非実質細胞との共培養にて小型肝細胞20～30個からなる  

単層コロニーを形成させた。／ト型肝細胞のコロニーをReplatingし，細胞数が約150から200個／コロニーに増殖した時点で，  

mouse sarcoma由来のゲル状を呈する再構成基底膜（MatrigelTM）を重層し，小型肝細胞の形態学的・機能的変化を無処  

置群と比較検討した。形態学的評価は位相差顕微鏡・電子顕微鏡にて，また機能的評価は血清蛋白（albumin，tranSferrin，  

α1－antitrypsin，丘brinogen）の細胞内発現，培養液中への分泌，成熟肝細胞にのみ発現するアミノ酸代謝酵素（tryptophan  

dioxygenase，Serine dehydratase）および肝特異的転写因子（HNF4α，HNF6，C／EBPα，C／EB印）の発現をウエスタン  

プロット法，ELIZA法およびノーザンプロット法にて検討した。  

（結果）無処置群では小型肝細胞は形態変化することなく単層のまま増殖を続けた。一方，Matrigelの重層により小型肝  

細胞は大型化し，コロニーは形態的に盛り上がり，索状・嚢胞様構造が形成された。大型化した細胞は超微細構造的にはペ  

ルオキシダーゼ，ミトコンドリアなどの細胞内小器官やグリコーゲン顆粒に富み，細胞間には毛細胆管が認められた。形態  

変化をおこした細胞は血清蛋白質，アミノ酸代謝酵素および肝特異的転写因子は無処置群に比べ強い発現誘導を認め，小型  

肝細胞は成熟化したと考えられた。  

【実験2】（方法）Matrigelによる小型肝細胞の成熟化の機序を調べるために，小型肝細胞のコロニーにMatrigelと同様の  

ゲル状を呈するTypeICollagen gelを重層，Matrigelの主成分である基底膜成分（Laminine，TypeⅣcollagen），Mat－  

rigelに含まれる液性増殖因子（TGFP，PDGF，FGF，NGF）を各々培養液に添加し，形態変化・機能的変化をMatrigel  

重層群と比較検討した。  

（結果），TypeICollagengel，基底膜成分（Laminine，TypeⅣcollagen）および液性増殖因子（TGFP，PDGF，FGF，  

NGF）で処置し培養した各々の小型肝細胞は形態変化を認めず，tryPtOphandioxygenaseの発現はMatrigelを重層した小  

型肝細胞に比較し軽度であり，成熟肝細胞には至っていないと考えられた。  

【考察】小型肝細胞はmouse sarcoma由来のゲル状を呈する再構成基底膜により形態的・機能的成熟化が誘導された。その  

成熟化にはゲル状の細胞外基質あるいは個々の基底膜構成成分のみでは不充分であり，三次元構造をもつ基底膜様構造が重  

要な働きをしている可能性が示唆された。  
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本研究は，肝組織幹細胞とされる小型肝細胞の成熟化における細胞外基質の重要性について形態と機能から検討したもの  

である。   

申請者はラット小型肝細胞の単層コロニーに再構成基底膜（マトリゲル）を重層すると小型肝細胞は大型化し，コロニー  

は索状・嚢胞様構造を形成することを示した。大型化した細胞は微細構造的に細胞内小器官やグリコーゲン顆粒を豊富に認  

め，小型肝細胞が形態的に成熟化したことを明らかにした。また，アルブミン分泌量は無処置群に比べ10日間で約5倍に増  

加，さらには，アミノ酸代謝酵素および肝特異的転写因子の強い発現誘導を認め小型肝細胞が機能的にも成熟化したことを  

明らかにした。一方，小型肝細胞の単層コロニーにマトリゲルと同様のゲル状を呈するコラーゲンゲルを重層あるいはマト  

リゲルの構成成分である基底膜成分や液性増殖因子を培養液に添加しても小型肝細胞の形態的・機能的成熟化が誘導されな  

いことを示した。   

以上より，小型肝細胞はマトリゲルにより形態的・機能的成熟化が誘導され，その成熟化にはゲル状の細胞外基質あるい  

は個々の基底膜構成成分のみでは不充分であり，三次元構造をもつ基底膜様構造が重要な働きをしていることを明らかにし  

た。   

以上の研究は，肝組織幹細胞とされる小型肝細胞の成熟化およびその機序の解明に貢献し，肝臓分野における再生医療の  

発展に寄与するところが多い。   

したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，本学位授与申請者は，平成15年1月15日実施の論文内容とそれに関連した諮問を受け，合格と認められたものであ  

る。  
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