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【背景】末期的肝疾患に対して肝移植が標準的な治療となりつつあるが，ドナー不足が世界的に深刻な問題となっている。  

ドナー不足を解消する治療法の一つとして細胞移植療法が注目されており，細胞移植における移植細胞源の確保が重要な課  

題である。【目的】移植細胞源の一つとして，増殖力が旺盛で，低酸素状態に強く，凍結保存が可能な胎仔肝前駆細胞に着  

目し，これまでにマウス胎仔肝より細胞凝集塊を形成し効率よく肝前駆細胞を濃縮採取する方法を確立した。今回，この細  

胞凝集塊に含まれる細胞集団の表面抗原解析・特性解析を行い，それぞれの集団間における相互作用について検討した。  

【方法】フローサイトメーターを用いて細胞凝集塊を構成する細胞集団の表面抗原解析を行い，それぞれの集団を分離採取  

し免疫染色やRT－PCRにて特性解析を行った。更にこれらの細胞集団の接触共培養，非接触培養，単独培養を行い，形態  

学的変化，定量的RT－PCR，電子顕微鏡にて細胞集団間の相互作用について検討した。【結果と考察】表面抗原解析によ  

り，細胞凝集塊中にCD49f（十）Thyl（－）CD45（－）細胞（以下，CD49f陽性細胞），CD49f（±）Thyl（＋）CD45（－）細胞  

（以下，Thyl陽性細胞），CD49f（＋（low andhigh））Thyl（－）CD45（＋）細胞（以下，CD45陽性細胞）の3集団が含ま  

れることが明らかとなった。CD45陽性細胞は血球系細胞の混入と考えられ，CD49f陽性細胞とThyl陽性細胞の特性解析  

を行った。CD49f陽性細胞は，形態的には上皮系細胞であり，免疫染色にて未分化内胚葉系マーカーであるα－フェトプロ  

テイン（AFP）が一様に陽性で，肝細胞マーカーであるアルブミン（ALB）と胆管細胞マーカーであるサイトケラチン19  

（CK19）が共に陽性の細胞を認め，肝前駆細胞と考えられた。一方，Thyl陽性細胞は紡錘状の不均一な細胞集団であり，  

免疫染色とRTTPCRでは間葉系細胞マーカーであるα－SMA，デスミン，ビメンテンが陽性であったが，内胚葉系マーカ  

ー（ALB，CK19，AFP）や血管内皮・クッパー細胞マーカー（VE－Cadherin，PECAM，Flk－1，CD16）は陰性であった。  

以上より，Thyl陽性細胞は間葉系細胞と考えられた。次に2つの細胞集団を接触共培養したところ，CD49f陽性細胞のコ  

ロニーは形態的に成熟化が示唆され，PAS染色にて著名なグリコーゲン貯留を認めた。更に，定量的RT－PCRにて成熟  

肝細胞マーカーであるtyrosine amino transferaseやtryptophan oxygenaseのmRNA発現が著名に増加した。電子顕微鏡  

では共培養した細胞中に成熟肝細胞に特徴的な微細構造を認めた。一方，CD49f陽性細胞単独培養及び2つの細胞集団を  

非接触培養した場合には，成熟化を示す形態変化は起こらず，定量的RT－PCRにても成熟肝細胞マーカーの増加は認めな  

かった。以上より，CD49f陽性細胞は成熟肝細胞へと分化しうる内胚葉系未分化細胞であり，Thyl陽性間菓系細胞との細  

胞間接触がCD49f陽性細胞の成熟化に重要であることが示唆された。【結論】細胞凝集塊形成法とフローサイトメーターを  

用いることにより，未分化内胚葉系細胞とThyl陽性間葉系細胞を精製分離することができた。また，未分化内胚葉系細胞  

とThyl陽性間葉系細胞との接触共培養は，in vitromaturation systemとして有用であると考えられた。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本研究は，表面抗原発現に基づきマウス胎仔肝から肝前駆細胞と間葉系細胞を分離採取し，その特性解析および相互作用  
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について検討したものである。   

本申請者は，肝不全に対する細胞移植療法の移植細胞源の一つとして，低酸素抵抗性があり凍結保存が可能な月干前駆細胞  

に着目した。これまでにマウス胎仔肝より細胞凝集塊を形成させることによって，肝前駆細胞を効率よく濃縮採取する方法  

を確立した。今回，この細胞凝集塊を構成する細胞集団の表面抗原解析を行い，CD49f陽性細胞とThyl陽性細胞をフロ  

ーサイトメーターにて分離採取し，免疫染色とRT－PCRにて特性解析を行った。CD49f陽性細胞はα－フェトプロテイン，  

アルブミン，サイトケラチン19を発現した肝前駆細胞であり，Thyl陽性細胞はα－SMA，デスミンを発現した間菓系細胞  

であった。この二つの細胞集団を接触共培養した場合にはCD49f陽性細胞が成熟肝細胞への分化が促進されることを定量  

的RT－PCR，PAS染色と透過型電子顕微鏡を用いて示した。これらの結果から，CD49f陽性細胞は成熟肝細胞へと分化し  

うる内胚葉系未分化細胞であり，Thyl陽性開業系細胞との細胞接触がCD49f陽性細胞の成熟化に重要であり，in vitro  

maturation systemとして有用であると考えられる。   

以上の研究は，マウス胎仔肝からの肝前駆細胞の分離とその成熟化促進について明らかにしたものであり，細胞移植治療  

に向けた消化器外科学の発展に寄与すると思われる。   

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16年11月16日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格したものと認められた  

ものである。  
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