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論 文 内 容 の 要 旨

悪性腫瘍凍結融解処理により誘導される負の免疫活性増強作用と腰掛曽殖促進作卿こヒントを得て,肝組織を

凍結融解処理す-ることにより肝細胞に対し増補促進作用を示す因子の誘導を試みた｡すなわち,教室の加鳳ま,

凍結融解処刑1:組織で感作したラット血清(凍結感作血清)か牌内捌朗†細胞の増殖を促進する可舵性を明らか

にした｡そこで申請者は,この凍結感作血清中に誘導される肝細胞増殖(HCF)促進様因子の存在を再度確認

しその性格の解明を試みた0すなわち,凍結感作血清を遊離肝細胞脾内移植時に投与した場合の生者肝細胞面積

と増殖促進程度を,70%肝切除ラット血清(肝切血情)或いは健常ラット血清(健常血清)投与時と比較検言､J･しノ

た(研究l)｡次いで,凍結感作血清中に誘導される王1GF様因子の増殖促進程度を複製DNA合成活性から確認し,

その性格を陰イオン交換樹脂Mono-Qカラムを用い分離精製衡各分画の培養肝細胞に対する複製DNA合成活性

値から評価し･健常ラット血清および既存の=GFとの差を細胞内Ca2十濃度とゲル濾過法により解明した(研究

Ⅱ)｡

研究対象と研究方法

Fishe螺344雄性ラソト肝臓を3-5mm裾こ紬切後液体窒素を′耶い凍結融解処理後,その約2gを大月退部皮下へ

注入移植し,14日目に採血∵分離した血清を凍結感作血清として実隙こ供した｡なお,対照群として肝切血清或･

いは健常血清を用いた｡

研究I‥遊離肝細胞の牌内移値法は7酵素潅流法で遊離･採頂した精製肝細胞(viability75%以上)5×10日

個//0･2rnlを脾臓下極郡から注入移植した｡各種感作血清は牌内移植後1,8,15,22日目に複数回投与し,牌内

移植肝細胞の増殖程度をHE染色とPAS染色標本から画像解析処理し,生者肝細胞の面積比で表示した｡なお,

増殖活性はproliferatingcellnuclearantigen(PCNA)標識率から評価した｡

研究Ⅲ‥遊離肝細胞の初代培養法はvjability90%以上の肝細胞を5%FBSとインスリンおよぴデキサメタゾ

ン添加WE培地で前培養後,無血清･無ホルモン添加WE培地で後培養した｡肝細胞の増殖活性は形態学的所見

を位相差顕微鏡で観察後∴牲thymidineを川いた複製DNA合成活性から評価した｡また,凍結感作血清の性格は

陰イオン交換樹脂mono-Qカラムを用い分離精製後,各分画のタンパク墨と複製DNA合成活性から推察した｡分

子量はゲル濾過法により推定し,細胞内Ca2†澱宴のoscillationから凍結感作血清の機能を推察した｡

研究結果

研究Il･牌内移植肝紺掛ま,LIE染色で牌赤榔叶で塊拙こ偽小葉を形成して生者するのが観察されたが,白

髄内には認められなかった｡

2･牌内移植肝細胞の生者面積をPAS染色標本から画像角抑すると,28日目の凍結感作血清群の増殖程度は,

健常血清群に比べ有意に促進されたが肝切血痛群との問に著差はみられなかった｡

3･PCNA免疫組織染色で生者肝細胞は,移植後28口目には白髄周囲の赤髄内に索状に配列して存在し,HE染
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色で古紫色に染色された核内に掲色に渠色されるPCN封妄評ヒ糾川包として硯察された｡

4｡PCNAlabelingindexは各血清投J与により経時的に漸増した｡とくに肝切血清および凍結感作げLl清群は,

7[l目に比べ14と28日目は有意の増加を示したが,14と28L二けはの閲に差はみられなかった｡

以上の結果,凍結感作血清中には正`浩血清中に存在しない､ある種の肝細胞増殖促進横国子が誘導され,その

増殖促進作用は70%肝切除時に誘導されるHGF量に相当する量と推察された｡

研究Ⅲ:1.初代培養肝細胞は,培養開始後2時fを-;]後に制動こ付着し,4から2那寺問目に細胞周期が入4期から

Gl期へ移行するのが観察された｡

2,複製DNA合成活性は,凍結感仙†1L清が健常血清に比べ有意に高く,肝切血清と同程度の活粧をホしたが,

HGFに比べ低値であった｡

3.Mono-Qカラムを月jいNa+濃度勾配法により凍結感作加温肝切血清および健常血清を分iFhけると,沈

感作血清でNa⊥約23%の分画で他群に比べ高いタンパク溶出を認めた｡

4.Na+10%～80%の濃度勾配で46分画に分離精製すると,f｢r.21とFr.36が無添加椚に比べ高い合成活性を示

した(それぞれ1.53倍と1.44倍)｡このFr.21とFr.36の予測分子量はSuperdcx200カラムを用いたゲル濾過法で

Fr.21が約110kDa,Fr.36が約90kDaであった｡

5.感作血清中に含まれるHGF量を感作期間別にみると.HGF量は11]日に最高値を示し,その後漸減した｡

また,肝細胞内Ca2~ト濃度変動は凍結感作血清で刺激すると約30秒l砧持続する約630nMの高い--一一過性のピ…クを

示したが,HGF刺激時に観察されるCa2ィoscillationば判然としなかった｡

以上の結果,凍結融解処封甘l二組織感作により｣既〃の‖〔iFとは黒なる肝㈲=且増姉促進様閃二r･が誘導される可能

性が示唆された｡

考察と結語

近年recombinant human HGFは肝細胞の増殖促進作川以外に旧劇川包の悪性化に繋かるr洞帥j三か指摘され,そ

の臨床応日射こは解決すべき多くのF‡ミ耀室を残している(､一十ん,ナチュラル型のHGFには悪牲イヒの報告はなく,また

Ⅰ-iGF以外に多くの増殖因子やサイトカインが混在しているため､これらが福一_i二隼イ本防御機梢を調整･保持しな

がら,肝細胞の再生を促すものと推察される｡ところで,凍結感作｢F=消し卜には70%肝加除時に藩導されるプ｣仰に

相当する肝細胞増殖活性が硯察された｡この量は‖GFに換算して約1()ng//Ill浦後と推察される(j Mon廿Qカラ

ムではIIGFとは異なる分向で,その推定分了▲量は110kDa或いは9糾(1〕往の新しい増拙囚丁とそえている｡凍結融

解処理は手技的に簡便で,和径型の凍結ブローーブか聞究されているので∴針/=針如こ肝臓を適時凍結処理し肝細

胞増相聞手長誘潤する治療法が将来的に登場するかむ知れないと制=される｡

論文審査の結果の要旨

申請者宇野郷三は,悪性腫瘍凍結手術後の腫瘍増殖促進様現象にヒントを得て,凍結融解処理肝紺織を皮下移

楠感作することによりナチュラル型の肝細胞増殖促進様閃子が誘導される廿能件を明らかにし,その件椿と分子

量を予想した｡同様方法による肝細胞増殖因子の誘導報■てし碑｣はなく,極めて創造性に富んだ研究であり,この結

果は,肝細胞移値あるいは肝臓移植の分野で新しい■力1;-〕を′ニJけもので.この方1rIゆ発展に少なからす各′ラーするも

のと認める｡
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