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要 旨

生 きた肝細胞 の合成能や代謝能 を積極 的に利用 し

肝疾 患治療 に応用 しよ うとす る細胞療 法が注 目され,

肝細胞移植やバ イオ人工肝臓(bioartificial liver,

以下BALと 略す)の 誕生 として近 い将来,臨 床の

場へ の還 元が大 いに期待 されてい る.こ う した肝細

胞療 法 を発展 させ る上 で,ど ういった細 胞が生物学

的安全性 の見地か ら,ま た,医 療経済学 的に普遍的

であ るか,各 研究者間 で盛 んに議論,研 究 されて い

る.生 物学 的安全性 に立脚すれ ば,健 常 ヒ ト細胞が

理想 であるが,世 界的 な ドナー肝 の不 足か ら万人が

平等 にその恩 恵を受け るこ とはで きない.さ らには,

患者 自身の細胞 を利用 で きれば免疫学的 な問題 を回

避 で きるため極め て望 ま しい といえる.現 在, ES細

胞,肝 幹細胞,骨 髄細胞,異 種動物の肝臓細 胞な ど

が注 目され ている.幹 細胞や前駆細胞 を利用 す るに

あた り,こ うした細胞の 多分 化能 と活発 な増殖 能 自

体 に由来す る制御の 困難 さが本質的 に内包 されてい

るこ とを十分考慮 してお く必要が ある.ま た,異 種
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向って－番左上が著者

細 胞療 法 の 実 用化 を推 進 す る ため に,Cre/loxP部 位 特異 的組 換 え反 応 を利

用 し,臨 床使 用前 に導 入 した不 死 化遺 伝 子 を切 り出 す こ とで,元 の 安 全 性

の 高 い状 態 に復 帰 させ る とい うreversible immortalization system(可 逆 性 不

死化 シ ステ ム)を 提 唱 して い る.一 対 のloxP配 列間 にsimian virus 40 large

 T 抗 原(SV40T)遺 伝 子 や テ ロメ ラ ゼ遺 伝 子(hTERT)を コ ー ドす る レ ト

ロウ イル スベ ク ター を用 い る こ とで ,可 逆 性 不 死 化 ヒ ト細胞 株 を各 種 樹 立

して い る.こ う した取 り扱 い の容 易 な,安 全 性 の 高 い細 胞 を利 用 して ,肝

臓 ・膵 臓 を標 的 と した細 胞移 植 ・バ イ オ人 工 臓 器 の 開 発 に取 り組 ん で い る.

早 期 実 用 化 を 目指 し,現 在,ク ラ レ ・メ デ ィ カル 株 式 会社 や テ ィ ッ シ ュ エ

ンジ ニ ア リ ング研 究 セ ンタ と産 官 学 の共 同研 究 体 制 を しい て い る
.

(岡 山大 学 医 学 部　 昭和62年 卒 業)
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動物細胞 を使用す ることで生 じる問題 点 としては人

畜共通感染症 な どがあ る
.ブ タ細胞 よ りヒ ト細胞へ

り内因性 ブ タ特異 的 レ トロウイル ス(porcine en

dogenous retrovirus; PERV)の 感染 がin vitroに

て証 明 され,異 種 動物の細胞や 組織 を用いた治療が

懸念 されて いる.

こう した問題 を回避す るため に,我 々は,こ れ ま

で肝細胞療 法の ソー ス として取扱 いの容易な ヒ ト細

胞株 の樹立及 び当該細胞の分化誘導療 法の開発に努

わて きた.本 稿 では,こ うした我々の これ までの一

連の研究 を概説す る と共 に世界の幹細胞 を用いた細

胞療法の現状 と問題点 を革新的かつ独創的に総 説す

る.

緒 言

近年,高 齢化社会 を迎 えて重度の障害に陥 った臓

器に対す る対策が緊急な医療上 の課題 となってきた.

平成9年 に本邦 では臓器移植法が認め られ脳死 ドナ

か らの臓器提供 が認可 されたが,臓 器提供 者数 は

伸 び悩 んでい る.肝 臓 の旺盛 な再生能力 を鑑 み ると,

とりわけ急性肝不全 の患者 では機能不全に陥 った肝

臓機能 を一 時的に補助す るこ とが可能 なら肝臓移植

な しに患者 を救命す るこ とが可能 であ る.こ の よう

な治療法 として肝細 胞移植やバ イオ人工肝 臓(bioar

tificial liver,以 下BALと 略す)が 臨床 試験 され

ている.し か しなが ら,い まだ に肝臓移植 に匹敵す

るほ どの治療効果 は得 られ ていない.こ れ には,1)

肝細胞療法 の ソー ス としての理想的 な細胞が未だに

ない,2)細 胞機能が十分に発揮で きるような理想

的 な細胞外環境が創作 されて いないことが原因であ

る.我 々は,最 終分化 した健常 ヒ ト肝臓細 胞に遺伝

子導入技術 を駆使 し安 全性の高 い不死化 ヒ ト肝細胞

を作成す るこ とで肝細胞療法の材料 として利用す る

こ とを考 えて いる1-4).高 密度細胞培養 が細胞療法の

実 用化には必須であ ることか ら,細 胞接着性 の良好

な培養担体 の設計開発 に取 り組 んで きた. GRGDS

 (G:グ リシン, R:ア ル ギニ ン, D:ア スパ ラギ

ン酸, S:セ リン)ペ プチ ドを固定化 した球状のセ

ル ロー スマ イ クロビー ズ(GRGDS-CMB)を 開発 し,

良好 な成績 を得 てい る5).ま た,樹 立細胞 にサ イ クリ

ン依存性 キナーゼ(cyclin dependent kinase: Cdk)

の活性阻害分 子 としてクローニングされたp21 Cip 1

を発現 させ るこ とで細胞周期 を調節 し,分 化 形質 の

誘導が可能 であるこ とを見 いだ して きた6,7).

1)　肝細胞療法の実用化に向け た戦略

図1に 肝臓 を標的 とした再 生医療の戦略 を示す.

図1に 示す ご とく,全 能性 を有す るES細 胞(embry

onic stem cell)や さらに分化 した組織特異的 な幹細

胞 を肝臓細胞へ分化 誘導 して肝再 生療法に利用す る

stem cell therapies(幹 細 胞治療)と,我 々が提唱

す る最終分 化 した肝臓細胞に遺伝 子操作 を行 うこ と

でその細胞のpopulationを 人為 的に コン トロール

す ることで細胞療 法に応用するreversible immortal

ization(可 逆性不死化 システム)が あ る.こ うした

細胞治療の利点 としては, 1)臓 器移植 と比較 して

侵襲が低 い, 2)単 一 のdonorか ら複数のrecipient

に投与 で きる, 3)細 胞は凍結保 存で きる, 4)患

者 自身の細胞 を生体 外に取 り出 し機能矯正 したの ち

再 び戻す こ とがで きる(autologous setting), 5)臓

器移植に比較 して免疫 原性 が低 いこ とであ る.肝 細

胞療法の ソー スを確保 す る手段 として, 1)高 い増

殖能 と多分化能 を有 す る幹細胞 を肝細 胞へ と分化誘

導 して利用す る, 2)我 々が提 唱す る最終分化 した

肝細胞 を可逆的に増殖誘導す るこ とでその数 を人為

的 に コン トロールす る, 3)ヒ トとの免疫学 的な問

題の 回避 を計 った トランスジェニ ックブ タの作成 が

ある. Table 1に こ うした細胞群 を リス トした. 1998

年 にThomson JAら は ヒ トES細 胞株 を樹 立 し,

免疫不全マ ウスへ移植 す るこ とで腸上皮,軟 骨,骨,

平滑筋,骨 格筋,神 経上皮,重 層扁平上皮 な どへ分

化す るこ とを示め した8).当 該ES細 胞か ら肝細 胞へ

の分化誘導法 を解 明 して肝再生 医療へ 向けた ソース

としよ うと研 究 されてい る.と くに, Geron社(米

国 カ リフォルニア州)で はこ うした研 究に精 力的に

取 り組み, sodium butyrateに てES細 胞 を効 果的

に肝様 細胞(hES-derived hepatocyte-like cells)

に分化誘導 できることを報告 している9).また, Cather

ine MVら は,ヒ ト成人骨 髄中の多分化 能 を有 す細

胞 集 団multipotent adult projenitor cells

 (MAPCs)を 同定 し, HGFとFGF-4存 在下 に機

能的 な肝様 細胞(functional hepatocyte-like cells)
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が誘 導 で きる こ と を示 して い る10).患 者 自 身 の

MAPCsを 肝細胞へ と分化 誘導 して細胞 治療 に応用

で きれば免疫学的 な問題 を回避で きるために理想的

であ る.こ れまでブタ肝臓細胞が ヒ トに細 胞移植 さ

れ た例 はないが,ブ タ肝臓細胞 を用いたBALは す

でに欧米で臨床試験 されて いる.こ うした臨床治験

の 中で,大 規模 な もの はDemetriou AAら の171症

例のphase Ⅱ/Ⅲ 臨床試験 である.当 該 治療 患者 で

は,一 生涯 にわた りPERVの 検索が義務づ け られて

いるが,全 例 現在 の ところPERV陰 性 であ りPERV

の感染 は証明 されていない.ブ タ細胞 を用い る場合,

 PERV等 の異種 感染の可能性が 問題 となる. 2000年

の米国PHS (Public Health Service)の 異種移植

ガイ ドライン改定案 では,人 工臓器の ような体外 設

置型治療 も異種 移植 と同等の取 り扱 い とし,一 生涯

の検査体制 と検体保 存等が挙 げ られ ている.

2)　 ヒ ト肝細胞株

般 に肝不全患者 を安定化 させ るためには全 肝重

量の10%程 度(150g)が 必要 とされてお り,約150

億 個 の肝細 胞が 必要 な計算 とな る.万 人が平 等 に

BAL治 療 を受け ることが可能な安全性 の高いヒ ト細

胞株 の開発 は魅 力的 である.す なわち,取 り扱いが

容易 で,分 化能 を有 した無血清 培地 で増殖可能 な細

胞株 の樹立 であ る.こ れ まで我 々は各種 ヒ ト肝細 胞

株の樹立 に取 り組 んで きたので以下に概 説す る.

2-1)　 ヒ ト不死化肝細胞(Immortalized human

 hepatocytes)

リポフェ クシ ョン法 にて胎児肝細胞 にプ ラス ミド

pSV 3 neo (シ ミア ンウイルスラー ジT抗 原;simian

virus 40 large T antigen (SV40T)遣 伝 子 とネ オ

マ イシン耐性遺伝 子 をコー ドしている)を 形質導入

しOUMS-29を 樹立 し, SV40Tに て ヒ ト肝細 胞が適

度 な分化機 能 と増殖能 を有す る事 を報告 した2).しか

しなが ら,こ の ような不死化遺伝子 を形質導 入 した

細胞 を臨床応用す る際にSV40Tが 宿 主 に及 ぼす影

響,と りわけ免疫 能が低 下 した肝不全患者 の体 内で

のmalignant transformationの 危険性 は否定 で き

ない.不 死化細胞株 を臨床応用す る際 には,当 該 細

胞 に自殺遺伝 を同時に導入 してお く,あ るいは将 来

的 に導入 した不死化遺伝 子 を切 り出 し可能 な形 で予

め導入す るなどの工夫が必要 で ある.

2-2)　 安全弁 を有す るヒト不死化肝細胞(Tightly

 regulated immortalized human hepatocytes)

 OUMS-29細 胞に 自殺遺伝 子であ るherpes sim

plex virus-thymidine kinase (HSV-TK)を 導入す

図1　 肝臓 を標 的 とした再生 医療 の戦 略

全 能性 を有す るES細 胞や さらに分化 した組 織特 異的 な幹 細胞 を肝 臓 細胞 へ分 化誘 導 して肝再 生療 法 に 利 用す るstem

cell therapiesと,我 々が提 唱 す る最 終分 化 した肝臓 細胞 に遺 伝 子操 作 を行 うこ とで その 細胞 のpopulationを 人為 的 に

コン トロー ルす る こ とで細 胞療 法 に応用 す るreversible immortalizationが あ る.
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ることで,抗 ウイルス剤であるガンシクロビル(GCV)

に対す る感受 性が100倍 以上増強 したOUMS-29/TK

を樹立 した4).該 細胞 は, 5μMと い う微 量のGCV

を培養液 中に添加 す ることで著明に細胞増殖 が抑制

され た.

2-3)　 ヒ ト肝臓細胞株の樹 立

ヒ ト不 死化 肝細胞株 を樹立す るに当た り,臨 床使

用 前 に導入 した不 死化 遺伝 子 を切 り出せ る よ うに

Cre/loxP部 位特異的組換 え反応 を利用 した.

図2に 示 す ご とく,大 腸菌のP1フ ァー ジ由来 で

あ るCre組 換 え酵素 は, 1) 34塩 基 か らなるloxP

配列 を認識 し, 2)そ の部位 に結合 してloxP配 列

間に コー ドされ るDNAを 切 除す る,と い う一連 の

反応 を単独 で行 うこ とが出来 る11). Cre組 換 え酵素

の標 的 となるloxP配 列間にSV40T遺 伝子 と自殺

遺伝 子であ るHSV-TKを 同時に コー ドす るレ トロ

ウイル スベ クターSSR#69を 使用 した12). SSR#69形

質 導入細胞では,SV40TとHSV-TKが 同時 に発

現 す るためGCVを 投与す ることで,そ の増殖制御

が可能であ るように設計 されてい るのであ る.こ う

した工夫がベ クター開発時に極めて重要である. Cre/

loxP反 応 にてSV40Tを 取 り除 くために,遺 伝子導

入効率 の良好 なアデノウイルスベ クターAxCANCre

を利用 した(図3). SSR#69に てヒト肝細胞株NKNT

-3を 樹 立 した1). NKNT-3は, CS-C無 血清培地下

に安定増殖 し,ラ ッ ト急性肝 障害 モデルで脾 内へ の

細 胞移植効果が認め られた1). in vitroで 大量培養 し

たNKNT-3細 胞にAxCANCreを 形質 導入するこ

とでSV40T遺 伝子の除去 とその後 の肝機 能遺伝 子

の増強が認め られ た1).次 に, NKNT-3の ガ ンシク

ロ ビル感受性 を検討 した ところ5μMのGCVに て

細胞 は増殖 を停止 し2週 間以 内に死滅 した.安 定 し

た異種移植での キメ リズム13)やHLAミ スマ ッチの

アロ遺伝子型の偶然のグラフ ト生着14)がヒ トで報告 さ

れ てお り,不 死化 細胞へ安全弁 を付加 してお くこ と

は実用化 を考 える上 で極めて重要 である.現 在,SV40

Tの かわ りにhuman telomerase reverse tran

scriptase (hTERT)15)に よる不死化株 の樹立に取 り

組ん でい る.ま た,ア デ ノウ イルスベ クターの細胞

毒性 を考慮 し,ヒ ト免疫不全 ウイルス(HIV)由 来

のTAT蛋 白16)にCre組 み換 え酵素 をフユー ジョン

させ て細胞へ効果 的に組み換 え酵素 を送 り込むpro

tein transduction therapyを 検討 中であ る.

図2　 Cre/loxPシ ステム の模 式図

大腸 菌 のP1フ ァー ジ由来 であ るCre組 換 え酵 素 は,

 34塩 基 か ら な るloxP配 列 を認識 し,単 独 でloxP配

列 間に コー ドされ るDNAを 切 除 で きる.

2-4)　 不死化 ヒ ト肝細 胞のp21を 用いた分化誘導

療 法

SV40Tはp53お よびretinobrastoma (Rb)の リ

ン酸化 を抑制 し,細 胞周期 を正の方 向に向かわせ強

制的に増殖の方向へ と誘導 させ る. AxCANCre感 染

NKNT-3細 胞 では, SV40Tが 発現 しな くなるため

にp53やRbが 不活化 され た状態か ら回復 し,細 胞

増殖 にブ レー キがかか り分 化への方 向に向か うこ と

が容易 に想像 され る.事 実,復 帰NKNT-3細 胞 で

はp53及 びp21が 発現 して くるこ とがWestern blot

法 にて,ま た細胞周期解 析 では有 意にG0/G1-

arrestの 状 態になってい るこ とが確認 されてい る.

そこで, p53の 下流に位 置 し細胞周期 を調節 している

遺伝子 であるp21に 注 目した. p21は, 1993年 には じ

め てp53に よ り誘導 され るWAF 1 (wild type p53

 activated factor)遺 伝子 として同定 され,ま た同 じ

頃にサ イ クリン依存性 キナーゼ(cyclin dependent

 kinase: Cdk)の 活性 を阻害す るタ ンパ ク質 として

p21 Cip 1が クロー ニングされ た17,18).これ らが 同一

分子 であることか ら, P53のCdk阻 害 タンパ ク質P21

 WAF 1/Cip 1を 介 した細 胞周期の調節機構が明 らか

に なった(図4).ま た, p21は 同時期 にsenescent
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cell-derived inhibitor 1 (sdi 1)と して も同定 され

てお り,細 胞の分化/老 化に も関与 している と推 測 さ

れ る.こ うした知見 か ら, Cre組 換 え酵素 をNKNT

3細 胞に発現 させてSV40Tを 取 り除 く代わ りに強

制的にp21を 細 胞に発現 させ ることで細胞周期 をG

0/G1-arrestの 状態 に もって くるこ とで分化形質

の向上 が可能か否か検討 した.予 想 した如 く,組 替

えアデ ノウ イルス を用 いてp21をNKNT-3細 胞に

発現 させ ることで細胞周期 はG0/G1-arrestの 状

態に な り,ア ルブ ミン, CYPの 蛋 白レベ ルでの発現

の増強が認め られた6.7).

図3　 ヒ ト肝細 胞 の可逆 的不 死化 システ ム

Cre組 換 え酵 素 の標的 とな るloxP配 列 間 にSV40T遺 伝子 と 自殺遺 伝 子 であ るHSV-TKを 同時 に コー ドす る レ トロ

ウイルスベ クターSSR#69(A)を 使 用 した. Cre/loxP反 応 にてSV40Tを 取 り除 くためにアデノウイルスベ クターAxCANCre

を利用 した(B),組 換 え後 では,SV40Tの 発現 はな くな る(C).

3)　 BALの 作成

さまざまな器 官 を構成す る細胞はその発生学的起

源か ら上 皮系細 胞 と間葉系細胞か らなる.肝 臓 を例

に とると,肝 機能 の担 い手 である肝細胞や胆管細胞

は上皮系,肝 マ クロファー ジ,肝 星細胞,肝 類 洞内

皮細胞な どが間葉系細胞 である.肝 臓の障害に伴 い

hepatocyte growth factor (HGF)を 産生,分 泌す

るのは間葉系細 胞であ り, HGFは 上皮細胞 を標的 と

して再生 因子 としての活性 を発揮す る.そ こで,我 々

は,不 死化 肝細 胞NKNT-3と 非実質細 胞のcell-

cell intereactionを 重要 と考 え,非 実質細胞 での可

逆性 不死化 システムの樹 立に着手 して きた4).す なわ

ち,こ うした細胞 を共培養 す るこ とで,肝 星細 胞か

ら細胞増殖の足場 と しての コラー ゲンが産生 され,

肝類洞 内皮細胞か らHGFを は じめ とした各種 の調

節 因子が分泌 され ることでNKNT-3細 胞の分 化機

能 を促進,維 持 しよ うとす るもの であ る.こ の よ う

なin vitroで 形成 され る肝臓細胞 混合体,す なわ ち

肝 オルガ ノイ ドをBALへ とスケールア ップす るわ

けであ る.第1段 階 として混合培養 時の 足場 として

図5　 ス リー ブ ラス ミ ドシ ステム

プ ロ ウイ ルス ゲ ノム をベ クター プ ラス ミ ド,パ ッケー

ジン グプ ラス ミ ド,エ ンベ ロー プ プ ラス ミ ドのつ3に

分割 す る 「ス リー プ ラス ミ ドシ ステ ム」で レ ンチ ウ イ

ルスベ クター を作 製 した.
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細胞接着性 ペプチ ドGRGDSを 固定化 した粒子状担

体 のセル ロー スマ イ クロビー ズ(CMB)を 開発 し良

好な細胞接 着性 を観察 している5).各種細胞成長 因子

とサ イ トカインの カ クテル療法や ドラ ッグデ リバ リ

ー システム を組み合 わせ るこ とで
,細 胞 に時間的 ・

空間的情報 を肝 オルガノイ ドに与 えるこ とを計画 中

であ る.基 底膜構造 を伴 う肺胞構造のin vitroで の

作成に成功 した持立 ら と共同 して,彼 らのマ トリッ

クス工学 を取 り入れて検討 中である19).このようにし

てin vitroで 作成 され た肝 オル ガ ノ ドを人工 モジュ

ル 内に高密度に充填 し,ス ケールア ップす ること

で高性能 なBALを 計画 してい る.肝 不全の治療 だ

けで な く遺伝子操作に よる大腸菌や クロー ン動物 な

どを利用す るこ とな くヒ ト肝臓細胞 を用いた生理 的

活性 物質(応 用例 と して,ヒ トアルブ ミン,各 種 の

血液凝固因子等の製剤の産生)の 大量生産,新 たな

る細胞性 医薬品の開発へ 応用で きるBALの 開発が

可能 であ る.さ らに,ラ ッ ト,イ ヌ,ブ タな どが薬

物代謝 判定 のモデル として使 用 されてい るが,高 性

能 なBALの 誕生 は ヒ ト肝薬物代謝検定 モデル とし

て利 用で きるため動物 愛護 の点か らも好 ましい.

4)　肝細 胞移植へ の応用

移植 医療 には移植 に必要 な臓器や組織 の数が圧倒

的 に足 らない とい う ドナー不 足 と,移 植 を行 って も

拒絶反応が制御 困難 で患者 に うま く定着 しない とい

う二つ の乗 りこえ るべ き課題が ある.臨 床使用前に

導入 した不死化遺伝子 をCre/loxP部 位特異的組換

え反応 を利用 して切 り出す こ とで,元 の安 全性の高

い状態に復帰 させ る可逆性不死化(reversible im

mortalization)シ ステムは,生 検にて得 られた患者

自身の細胞に応用で きる.樹 立細胞に治療 遺伝 子 を

導入 したあ とで患者に戻す ことで免疫 抑制剤 を使用

す ることな く治療 で きる.患 者か ら採 取 した肝細 胞

に治療遣伝 子 を導入後,そ の患者に戻 すautologous

 hepatocyte transplantationは,こ うした問題 を回

避 で きる魅力的 な ものであ る.事 実, Grossman M

らによって, low density lipoprotein (LDL)-rece

ptor機 能異常 を有す る高 コレステロール血症の患者

で こ うしたex-vivo gene therapyが 自家肝細胞移

植 と して施行 されている20).臨床的に有効 であ ったと

されているが,そ の後 の報告例 はない.こ れ には,

 1)遺 伝子導入効率の優れ たベ クター を使 用す る必

要が ある(彼 らが使用 したの は,レ トロウイル スベ

クター であ り,導 入効率が低 か った), 2)外 科 的肝

外側区域切除にて肝細胞 を入手 してお り手術侵襲 が

高 いなどの問題 を含ん でいた と考 え られ る.こ うし

た外科 的切 除術 でな く,生 検 材料か ら肝細胞 を分離

し,不 死化遺伝 子 と治療 遺伝 子の両者 を導入す るこ

とで細胞数 を増幅 す ることがで きれば よ り魅力 な治

療 法 として普及 させ ることがで きる21-23).遺 伝 子導

入効率 の良好 な ウイルスベ クター を考慮 す る必要 が

あ る.

5)　 レンチウイルスベ クター を用 いた肝細 胞へ の遺

伝子導入

平成13年4月 か ら,我 々は非分裂細胞へ も遺伝子

導入効率が優れ ている と報告 されて いるレンチウイ

ルスベ クター システムの樹 立に取 り組ん でいる.レ

ンチウイルスベ クター を用い た以下の動物実験お よ

び感染実験は,実 験動物 取扱い指 針,岡 山大学医学

部付属動物実験施設P3感 染実験 室安全 委員会 規程

に準 じ施行 した.

5-1)　 レンチウイルスベ クター を構成す る3種 類

のプ ラス ミ ド

プ ロウイルスゲ ノム をベ クター プ ラス ミド,パ ッ

ケー ジングプ ラス ミド,エ ンベ ロー ププ ラス ミドの

つ3に 分割す る 「ス リープ ラス ミドシステム」 で レ

ンチ ウイルスベ クター を作製 した(図5) .ベ クター

プ ラス ミド(HPV289)はlong terminal repeat

 (LTR),パ ッケー ジン グシグナル(Ψ)な どを有 し,

核移 行 シ グナ ル/β ガ ラク トシダー ゼ融合 遺伝 子

(NLS/LacZ)と ネオマ イシン耐 性遺伝 子(Neo)

を発現す る.パ ッケー ジングプ ラス ミド(HPV274)

はgag, pol遺 伝 子の他, tat, revな どの制御遺伝

子 をコー ドしている.エ ンベローププ ラス ミド(YN15)

は水 庖 性 口 内炎 ウ イル スG糖 蛋 白質(vesicular

 stomatitis virus G glycoprotein; VSV-G)を コー

ドし,い わゆ るpseudotyped vectorと なっている.

5-2)　 ラッ トお よびブ タ肝細胞への遺伝 子導入

プ ラス ミドを リン酸カルシウム法 によって293T細

胞ヘ トランス フェ クション し,レ ンチ ウイルスベ ク
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ター を作 製 した.初 代分離 ラ ッ ト肝細胞お よびブ タ

肝細胞へ の遺伝 子導入効率 を検討 した.培 地 をレン

チウイル スベ クター溶液2mlに 置換 し18時 間37℃,

 5%CO2下 で培養,そ の後肝細胞培養液 を2ml加 え,

さ らに48時 間培養 した. X-gal染 色 にて遺伝 子導入

効率 を計算 した.ラ ッ ト肝細胞の8%に 核 内にlacZ

遺伝子の発現 を認め(図6-左),ブ タ肝細胞の5%

にLacZ遺 伝 子の発現 を認め た(図6-右).予 想 さ

れた数値 よ りも低値 であったが,レ ンチ ウイルスベ

クター を使用す ることで,確 実 に一 回感染で遺伝 子

導入が 困難 であ る肝細 胞に遺伝子導入が可能であ る

ことが判明 した.今 後 は,レ ポー ター遺伝 子であ る

LacZの 代 わりに治療遺伝子や不死化 遺伝子の導入 を

検討 したい.

図6　 レ ンチ ウイル スベ クター を用 い た肝細 胞へ の遺伝 子 導入

初代 分 離 ラ ッ ト肝細 胞の8%,ブ タ肝 細胞 の5%にLacZ遺 伝 子 の発 現 を認 め た(位 相 差 顕微 鏡 像,倍 率 ×100) .

図4　 p53を 介 した細 胞周 期 の調 節 とp21フ ァ ミリー

6)　ブタモデルでの細胞治療の安全 性と有効性の

検討

このような遺伝子導入細胞の利用において も安全

性の保証は解決 しなければならない問題である.そ

こで,我 々の樹立した各種 ヒト肝臓細胞株の安全性

と有効性 を詳細に検討するために,実 験動物取扱い

指針に従い現在ブタを使用した細胞移植,バ イオ人

工臓器の実験 を開始 している.早 期の実用化 を目指

すためには,こ うした中～大動物での実験が不可欠

となる.細 胞移植治療への実用化 を視野にお き,現

在薬剤誘導性(D-ガ ラク トサ ミン)ブ タ肝不全モデ

ルを作成 して不死化肝細胞の移植実験 を施行 してい

る.脾 静脈か ら6Frの 栄養 チューブを挿入 し,先 端

を門脈に留置後,肝 臓内に1×109個 レベルの細胞を

リンゲル液100mlに 希釈 し約30分 かけて移植を行った.

血行動態を詳細に検討するため,外 頸静脈からSwan-
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Ganzカ テー テルを挿入 してい る.細 胞移植 中に一過

性 の門脈圧の上昇(25cm H2O)を 認め る以外,全 身

血圧 などへの悪影響 を認めず安全 に経 門脈的 な細胞

移植 が施行 で きている(図7-A).肝 不全 ブ タを救

命す るために必要 な細 胞数,移 植細 胞の肝臓 内へ の

engraftmentな どを今後検討す る計画 である.ま た,

不織布 とホ ロー フ ァイバ ー を組 み合 わせ た次世代 型

のバ イオ人工肝 臓モ ジュール を作成 し,ブ タに装着

した ところ抗凝 固療法 下に24時 間携 続 して安全 に作

動 させ るこ とがで きた(図7-B).ブ タを使 用 した

動物実 験は始 まったばか りであ るが,ラ ッ トや マウ

スを用 いた実 験 とは全 く異 なる ものであ る.時 間,

費用,そ して何 よ りも人手(ワ ー クホース)が 要 求

され る.こ うしたデー タの集積が次世代 型の新規医

療の誕生 には不可欠 なの である.

図7　 ブタモデルでの細胞治療の安全性と有効性の検討

我々の樹立した各種ヒト肝臓細胞株の安全性 と有効性を詳細に検討するために,ブ タを使用した細胞移植(A),バ イオ人

工臓器の実験(B)を施行 した.D-ガ ラクトサミン誘導ブタ肝不全モデルを作成して不死化肝細胞の移植を施行したところ,

細胞移植中に一過性の門脈圧の上昇(25cm H2O程 度)を 認める以外全身血圧などへの悪影響を認めず,安 全に経門脈的

な細胞移植が施行できた.バイオ人工肝臓モジュールをブタに装着し24時間連続して安全に作動させることができた(B).

ま と め

高齢化社会 を迎 え,医 学,工 学,生 命科学 の協力

の下 に組織 あ るいは臓器 の代替 品の開発 を目的 とし

た新 しい学 問分 野であ るtissue engineeringが 期待

されてい る.我 々は,遺 伝 子導 入工学 と細胞培養技

術 とを駆使 し,安全性 の高い ヒト肝臓細胞株(reversi

bly immortalized human liver cell lines)を 樹立

し,マ トリックス工学 を組 み合わせ るこ とで高性能

なBALの 開発 に挑戦 してい る.細 胞 を三次元培養

し,組 織 を再現す るtissue engineeringは 単に高度

先端 医療への貢献が期待 され るだけでは な く,こ れ

までにない型 の最先端技術 として他 の技術領域 への

反響効果 も大 きい もの となる.さ らには,autologous

 cell transplantationの 開発 を目指 してレンチウイル

スベ クター システムを樹立 に取 り組んでい る.近 い

将来 に,こ うした我々の提 唱す るreversible immor

talizationに よる細胞療 法が実用化 されるように日々

努 力 してい る.
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