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【目 的】肝細胞 の 分化 ・極性化の メ カ ニ ズ ム の 解析 は、肝 疾

患 の 治療法開発 の た め に 重要で あ る。私達は こ れ ま で 胎 仔

ラ ッ ト肝細胞 の 初代培養系 に お い て、分化 を 促進 さ せ る と、

毛細胆管様構造 が 形成 さ れ、ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ーゼ

（ALP ） が毛細胆管様構造 を取 り巻 く細胞 膜に 局 在 し、細 胞

間に ギ ャ ッ プ結合（GJ）の 構成蛋白質 の コ ネ キ シ ン 32（Cx32）

が 発現す る こ とを 明 ら か に した。そ こ で 、今 回 の 研 究 で は

肝細胞 の 分 化 と 増殖 を 制御す る こ と に よ っ て Cx32 の 発現

量、毛細腫管様構造 の 形 成、及 び 細 胞 の 増 殖率 が どの 様 に

変 化 す る か を 免疫 蛍 光 法 、プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン （BrdU）

法、画像解析 ソ フ ト （lmageJ）を使用 し て 調査 し た。
【方 法 】 妊 娠 17 日 目の ラ ッ ト か ら無 菌 的 に 胎 仔 の 肝 臓 を摘

出 ・細 切 し、コ ラ ゲ ナ
ーゼ 液 で 10分間、そ の 後 カ ル シ ウ ム

入 り の コ ラ ゲ ナ
ービ 溶液で 20分間、ス ターラーで 撹拌 した 。

ガ
ーゼ で 濾過後、低速 遠心 で 2 回 洗浄 し、コ ラ

ー
ゲ ン 被覆

した カ バ ーガ ラ ス に 播 き、24 時間培養 を行 っ た 。翌 日、培

地 交換 を 行 い、デ キ サ メ サ ゾ ン （DEX ）添加 培地 で 3 日 間培

養後、上 皮成長因子 〔EGF ）また は DEX 添加培地 に 置き換え、

更 に 3 〜4 日間 培養 し、固定 ・免疫蛍光染色 お よ び BrdU

法 を施 し た 。

【データ 処 理 】得 ら れ た 細胞 画 像 か ら ImageJを 使 用 し て 、
Cx32 の 発 現 量、毛 細 胆 管様構造 の 長 短 お よ び BrdU 陽性率

を求 め た。
【結 果 ・考 察 】DEX 添 加 培 地 で 培養 を 行い 肝細胞 の 分化 を

促す と、Cx32 発 現 量 は 有意 に 増 加 し、毛 細 胆 管様 構 造 は 伸

長 し、BrdU 陽 性 率 は 低 値 と な っ た 。
　 EGF 添加 培地 で 培養 を

行 い 肝 細胞 の 増殖 を 促 す と、Cx32 発現 量 は 有意 に 滅少 し、
毛 細 胆 管様 構 造 は 委縮 し、BrdU 陽性 率は 高値 と なった 。

こ

れ よ り、肝細胞の 分化 と増殖 の 制御に よ り、Cx32 の 発現量

と毛 細 胆 管 様 構 造 の 形 成 は BrdU 陽 性 率 と相 反 す る 変 化 を

す る こ とが 分 か っ た。

　近 年、再 生 医療 に お け る移 植 治 療 の 効果が 、欠 損組織 の

再 生 の み な らず、細 胞 の 修復作用 の 増強効果 に あ る こ とが

示 唆 さ れ て い る。我 々 は、こ れ ま で ヒ ト羊 膜 間 葉系 細 胞

（HAM ） が、間 葉 系 細 胞 と し て の 特 性 を 示 す だ け で な く、

軟骨 ・骨 ・脂 肪 組織や 神経系細胞 や イ ン シ ュリ ン 分泌細胞

へ の 分 化 能 力 を有す る 細胞 で あ る こ とを 報告 して きた 。

　今 回、ラ ソ ト 脊髄損傷 モ デ ル を 用 い 、 ヒ ト 不 死 化羊膜

間葉系細胞 （immortalized　human　amnion 　 mesenchymal 　 cell：

iHAM ）が 脊髄損傷の 細胞治療材料 と し て 有効 で あ る こ とを

報告す る 。

【材料 と方法】Sprague　 Dawley ラ ッ ト （雌） の 第 9か ら 10
胸 椎 を椎弓切 除 し、MASCIS （Rutgers　 university ，　USA ）を 用

い て 脊椎損傷 モ デ ル を 作成 した。モ デ ル 作成 後、7 日 目に、
ピ ア ル ロ ン 酸 （HA ）、不 死 化 ヒ ト羊 膜 問葉系細胞 （iHAM ）、
HA 添 加 IHAM を 接 種 し 経 時 的 に BBB 　（Basso −Beeattie−

Bresnaha） testを 行 い 、3 日 目、21 日 目、42 日 目、56 日

目 に 材料 を採 取 し、組織細胞 化学法 （H −E 染色、NB 染

色）、免疫組織化学法 （anti−GFP、　 Map2、　 Neuronal　 Class皿

β一tubu］in、　 GFAP 、　 NF 、　 Myelin　Basic　Pretienな ど） に て 効果

を検討 した。

【結果 お よ び 考察】モ デ ル 作成後 7 日 目 に iHAM を投 与 した

群 で は 、損傷後 1週 間 を 経過 して か ら細 胞 を 移 植 した に も

関わ ら ず BBB 　testの 数値が 高 く、運 動 能 が 回 復す る 傾 向 が

見 ら れ た が 、HA 投与群 で は 差 が 認 め られ な か っ た。細 胞

移植後 56 日 目に お い て、損傷部位 で は 、生食投与群 で は、

未 だ に 泡洙状 の 細胞浸潤、空胞化が 著 し く組織 の 損傷が 著

し い が、iHAM 投与群 で は 空胞化が 少 なく、軸索 の 再形成

が 観察 さ れ た。こ の こ と か ら、iHAM 細胞 は、脊髄損傷 の

細胞治療材料 と して 有効 で あ る こ とが 示 唆 され た。
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