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論文内容の要旨

【目的,緒言】

Bone marrow-derived cells(BMDCs)が,組織再生に寄与している可能性が示され,bone
marrow

cells(BMCs)を利用した再生医療,遺伝子治療が期待されつつある｡ 最近の研究から,皮膚損傷が引き起

こされた部分での皮膚治癒過程でbonemarrow-derivedfibroblasts(BMDFs)が補充され,皮膚再生に寄与

していると複数報告されている｡

しかし,放射線照射を伴う骨髄移植実験では,非損傷組織における移植骨髄細胞生着率の検討は困難で

ある｡そこで我々は,放射線照射を行わずに,胎生期に卵黄嚢静脈(vitelline vein)を利用した胎生マウ

ス循環系への骨髄移植法確立をした｡

今回の実験では,胎仔循環系骨髄移植embryonic bone marrow celltransplantation(E-BMT)を利用す

ることで,放射線照射を行わず,BMDFsの出現を皮膚で生理的に近い状態で検討した｡

【対象と方法】

具体的には,GFP-tranSgenic C57BL/6donor mouseからGFP-BMCs(GBMCs)をharvest し,同系である

C57BL/6recipient mouseの胎仔12-13dayにE-BMTを行った｡その際,胎仔期に胎仔に直接つながって

いるvitellineveinを利用することで胎仔循環系に直接GBMCsを胎仔に傷をつけることなく投与した｡投

与したGBMCsは胎仔1匹あたり,約100万個であった｡E-BMTを行い生後12週経過(E-BMTを行ってから

13週)したmouseの皮膚を検討した｡

さらに,7型コラーゲン遺伝子(COL7Al)変異により皮膚基底膜の接着が破綻し,水癌形成をみる先天

性表皮水癌症モデルマウス(COL7Alノックアウトマウス)の胎仔循環系にGFP骨髄細胞を移植し,その治

療効果を検討した｡
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【結果】

投与後,13weeksで皮膚を含む観察したすべての臓器にGFPcells(GCs)が生着していることが確認され

た｡特に,hematopoietic tissue(bone marrow,Spleen,thymus,payerS PatCh,1ymph node)ではGCs

が多数確認され,BM chimerismは約1%以内であった｡

また,GFPに対するimmunotoleranceを調べた結果,humoraland cellularimmunityでGFPに対する

toleranceが誘導されていた｡

皮膚では,fibroblasticlikecellsが多数確認され,IHCでfibronectin,COllagenl,Vimentin陽性,

さらにGCsを皮膚からsortingし,invitroでIHCとRT-PCRを行った結果,fibroblastmarkerで陽性の

細胞が多数認められた｡

次に,我々は7type collagenが欠損しているDystrophic epidermolysis bullosa(DEB)modelmouse

でE-BMTを施行した｡その結果,胎仔骨髄移植マウスは対照コントロール(E-BMTを施行していないknockout

mice)に比較して有意に生存率の向上を得た｡免疫組織学的検討により,骨髄由来皮膚線維芽細胞と,その

近傍基底膜部におけるⅤⅠⅠ型コラーゲンの供給が確認された｡

【考察】

胎児期骨髄移植は皮膚欠損分子に対する免疫寛容誘導のみならず,骨髄由来皮膚線維芽細胞供給により

先天性表皮水癌症の病態を改善することが明らかとなった｡

論文審査の結果の要旨

申請者 知野剛直は,胎生期マウス循環系へとつながる羊膜卵黄嚢静脈から同系GFPトランスジェニッ

クマウス由来の骨髄細胞を移植し,移植GFP陽性細胞に対する免疫寛容誘導と,骨髄由来GFP陽性線維芽

細胞の皮膚への長期生着を明らかにした｡さらに,皮膚基底膜接着分子ⅤⅠⅠ型コラーゲン欠損により表皮

剥離で死亡する表皮水痘症モデルマ`ゥスに対する同様の胎生期骨髄移植により,著しい生存率の向上と,

移植骨髄由来線維芽細胞を明らかにした｡これらの成果は,難治性遺伝性皮膚疾患の根治的治療法開発に

寄与すると認められる｡
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