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 ⽝の慢性肝炎は肝細胞の壊死もしくはアポトーシスとリンパ球を中⼼

とした炎症細胞の浸潤によって定義づけられ、持続的な肝細胞の再⽣と線維化

を繰り返し、その終末像である肝硬変へと⾄る(van den Ingh et al., 2006; 

Webster et al., 2019)。⽝の慢性肝炎は微⽣物、毒物、薬剤、⾃⼰免疫性、⽝種関

連性などの関与が⽰唆されているが、その多くが原因を特定することが困難で

あるため特発性慢性肝炎と診断される(van den Ingh et al., 2006; Webster et al., 

2019)。慢性肝炎はその進⾏により機能的な肝細胞数の減少による肝機能の低下

と肝線維化に伴い⾨脈圧が亢進し、⻩疸や低アルブミン⾎症、⾎液凝固機能障

害、肝性脳症、腹⽔などを呈する(Webster et al., 2019)。慢性肝炎の治療は、1988

年に Strombeck らにより⽣存期間が延⻑することが⽰されて以降、グルココル

チコイドを中⼼とした治療が⾏われてきた(Strombeck et al., 1988)。また、より

厳格な診断基準に基づき銅関連性肝炎を除外し、グルココルチコイドの効果を

再検証した報告においても炎症および線維化の改善が認められ、⽣存期間を延

⻑する(Favier et al., 2013)。さらに、近年では免疫抑制剤であるシクロスポリン

が⼀定の効果を⽰すことが⽰唆されている(Ullal et al., 2019)。⼀⽅、慢性肝炎

の終末像である肝硬変に⾄った場合にはグルココルチコイドに対する反応性が

悪く、予後が 1ヶ⽉程度と極めて短い(Favier et al., 2013)。また、シクロスポリ

ンは重篤な肝炎に対する有効性が検証されていない(Ullal et al., 2019)。したが

って、現状で⽝の肝硬変に対する有効な治療法はなく、既存の治療に代わる新規

治療法の模索が急務である。 

 

 医学領域において肝硬変に対する最も有効な治療法は⽣体肝移植に限
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られる。⽣体肝移植にはドナー確保や⼿術合併症、⾼額な治療費、免疫抑制剤の

⻑期投与の必要性など多くの制限が存在することから、⽣体肝移植に代わる新

規治療法として細胞療法に関⼼が⾼まっている(Suk et al., 2016; Liang et al., 

2017)。細胞療法のソースとしてこれまでに肝細胞や⼈⼯多能性幹細胞などが検

討されているが、肝細胞移植には安定した培養法が確⽴されておらず、移植細胞

の定着性が低いことやドナー不⾜が問題点として挙げられる(Forbes et al., 

2015)。近年、類⼈猿肝硬変モデルに対して⼈⼯多能性幹細胞由来の肝細胞様細

胞移植が有⽤であることが⽰されたが、⼈⼯多能性幹細胞は腫瘍形成のリスク

を持つことから現時点で臨床応⽤に⾄っていない(Malchenko et al., 2014; 

Yasuda et al., 2020)。 

 

 ⼀⽅、⾻髄や脂肪組織に由来する間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cell：

MSC）は多分化能をもつ体性幹細胞であり、採取が簡便でありながら免疫調整

作⽤や抗線維化作⽤を有することから種々の疾患に対する新規治療法として期

待されている。MSC は B 細胞および T 細胞の増殖と機能を直接阻害し、⼀酸

化窒素、プロスタグランジン E2、TGF-βおよび IL-10 などの免疫調節因⼦を分

泌することで炎症反応の抑制に寄与する(Chow et al., 2017; Fang et al., 2018 b)。

また、肝細胞増殖因⼦や⾎管内⽪増殖因⼦といった栄養因⼦を放出することに

より、肝組織の再⽣や修復に寄与する(Li et al., 2013; Bahamondes et al., 2017; 

Chow et al., 2017)。さらに、マトリックスメタプロテアーゼの発現を上昇させ

るとともに肝星細胞の増殖や活性化を抑制することにより肝臓の線維化を抑制

する(Wang et al., 2009; Rabani et al., 2010; Li et al., 2013)。これらの特性は肝硬
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変治療に対して有⽤性が⾼く、⼈を対象とした臨床研究から肝機能や臨床スコ

アなどの改善が認められている(Suk et al., 2016; Liang et al., 2017; Fang et al., 

2018 b)。 

 

 これまでに⼈の肝硬変を対象とした臨床研究の多くで⾻髄由来 MSC を

使⽤しているが、近年では⾻髄採取の侵襲性が問題視されており、より低侵襲に

採取できる脂肪組織由来間葉系幹細胞（Adipose tissue derived stem cell：ASC）

が注⽬を集めている。また、単回投与では改善効果が短期的であり、⻑期の治療

効果を得るためには複数回の投与が必要となる。このことから、迅速に多量の細

胞を確保するために他家由来MSC の安全性に関する検討が⾏われている。した

がって、⼈の肝硬変に対する MSC 療法は⼀般に低侵襲に多量の細胞数を確保す

ることが課題とされている(Cao et al., 2020; Tao et al., 2020)。 

 

 近年、獣医学領域においても細胞療法への関⼼が⾼まっており、⾻格筋

疾患や神経疾患を中⼼に多数の疾患を治療対象とした研究がなされている

(Gugjoo et al., 2019; Voga et al., 2020)。⼀⽅、⽝の肝障害を対象とした研究は

少ない。CCl4を⽤いた⽝急性肝障害および肝線維症モデルを使⽤した研究では、

CCl4 投与に伴う臨床症状や⾎液⽣化学的所⾒の改善に加え、病理組織学的に炎

症や線維化の改善が認められた(Matsuda et al., 2017; Teshima et al., 2017; Fang 

et al., 2018 a; Nishimura et al., 2019; Yan et al., 2019)。また、肝疾患症例におい

ても臨床症状や肝酵素値の改善が認められた(Nam et al., 2017; Gardin et al., 

2018)。⽝の肝障害に対する MSC 療法は⼈と同様に⾻髄由来および脂肪由来が
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使⽤されているが、多くの研究において低侵襲に採取が可能であることから

ASC を使⽤している(Nam et al., 2017; Teshima et al., 2017; Fang et al., 2018 a; 

Gardin et al., 2018; Yan et al., 2019)。臨床例に対しては複数回の投与が⾏われ

ており、肝⽪膚症候群の症例報告では数⼗回の投与により⻑期的に良好な経過

を⽰した(Nam et al., 2017)。この症例では⾃家由来 ASCが適応とならず他家由

来 ASC を使⽤しており、⻑期的な肝障害の管理には他家移植を含めた多量の治

療⽤細胞数を確保する必要がある。したがって、⽝の肝硬変に対する細胞療法は

⼈と同様に低侵襲に多量の治療⽤細胞を確保することが課題であり、他家移植

に対する検討が必要である。 

 

 脂肪組織は⽣体中に多量に存在し、低侵襲に採取することが可能である

ことから ASC が⾻髄由来 MSC と⽐較して有⽤性が⾼い(Bahamondes et al., 

2017)。⼀⽅、ASC は脂肪吸引などによる多量の脂肪組織を由来とすることから、

栄養状態が悪く脂肪組織量が少ないことが予想される肝硬変の⽝では⼗分量の

組織が採取できない可能性がある。Kano、Matsumoto らは成熟脂肪細胞を天井

培養することで得られる線維芽細胞様の細胞が、⾼い増殖活性と MSC に類似し

た多分 化能を 有すること を明らかに し 、これ を 脱 分 化 脂 肪 細 胞 

(Dedifferentiated fat cells: DFAT cells) と名付けた(Matsumoto et al., 2008) 。

DFAT と ASC はともに脂肪組織をコラゲナーゼ処理することにより得られる

が、ASCが処理の過程で沈澱した少量の間質⾎管系分画を由来とするのに対し、

DFAT は浮遊した多量の成熟脂肪細胞を由来とする（Fig.１）。間質⾎管系分画

は幹細胞のほか、⾎管内⽪細胞や平滑筋細胞などの異種細胞の混合物であり、幹
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細胞を抽出するために継代を繰り返す必要がある(Matsumoto et al., 2008; Kono 

et al., 2014; Gardin et al., 2018)。⼀⽅、DFAT は成熟脂肪細胞のみを起源とす

ることから均質な細胞集団であり、安全性と有効性が⾼い(Matsumoto et al., 

2008)。また、脂肪組織中に存在する多量の成熟脂肪細胞を由来とすることから

少量の脂肪組織から作製可能であり、ASC と⽐較して作製効率が⾼い(Kono et 

al., 2014)。さらに、ASC の作製過程で破棄される細胞を使⽤することから、組

織検体の有効活⽤が可能であり、必要に応じて ASC と DFAT を同時に作製する

ことも可能である(Kono et al., 2014)。DFAT は ASC と類似した免疫調整作⽤や

⾎管新⽣作⽤、多分化能を有することから、種々の疾患モデルの治療に寄与する

ことが⽰されている(Jumabay et al., 2009; Sakuma et al., 2009; Nakayama et al., 

2017; Ishioka et al., 2020)。したがって、DFAT は低侵襲に多量の細胞を調整で

き、肝硬変の⽝に対する新しい細胞療法のソースとして期待できる。DFAT は多

くの動物種で作製可能であることが⽰されているが、⽝ DFAT に関する報告は

少なく、他家移植を含めた臨床応⽤に関わる基礎的な知⾒が得られていない。 

 

 以上のことから、⽝の DFAT を肝硬変に対する新規治療法として臨床応

⽤することを⽬標に、第１章では脂肪組織の採材部位および⽝ DFAT の作製に

ついて検討し、第２章で他家⽝ DFAT の投与に向けた主要組織適合性複合体

（Major histocompatibility complex：MHC）について検討し、第３章で⽝ DFAT

の調整と投与安全性について検討した。 
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Fig.１ 脱分化脂肪細胞（DFAT）と脂肪組織由来間葉系幹細胞（ASC）の作

製様式 

 DFAT は脂肪組織のコラゲナーゼ処理の過程で浮遊した成熟脂肪細胞

を天井培養することにより得られるが、ASC は沈澱した間質⾎管系分画を由来

とする。 
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第１章 臨床応⽤に向けた脂肪組織の採材部位および 

⽝脱分化脂肪細胞（DFAT）の作製の検討 

 

第１節 進⾏した慢性肝炎の⽝における脂肪組織分布の解析 
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1. 緒⾔ 

 慢性肝炎は⽝で⼀般的な肝疾患であり、その終末像は肝硬変である。慢

性肝炎は、その病態の進⾏に伴い機能的肝細胞数の減少による低アルブミン⾎

症や重度の線維化に伴う⾨脈圧亢進症による後天性⾨脈体循環側副路が出現す

る(van den Ingh et al., 2006)。本疾患の確定診断や炎症、線維化の評価には肝⽣

検が必須となるが、肝⽣検⽅法として腹腔鏡下肝⽣検は安全かつ⼗分量の採材

が可能な⽅法である(van den Ingh et al., 2006; Kemp et al., 2015; Webster et al., 

2019)。慢性肝炎の治療には⽣存⽇数を延⻑することが報告されているグルココ

ルチコイドが使⽤されてきた(Strombeck et al., 1988)。しかし、グルココルチコ

イドの⻑期使⽤は副作⽤が問題となる。また、肝硬変に進⾏した⽝ではグルココ

ルチコイドの効果が乏しく、⽣存⽇数が短い(Favier et al., 2013)。したがって、

進⾏した慢性肝炎の⽝に対する新たな治療法が望まれる。 

 

 間葉系幹細胞（MSC）は、脂肪組織や⾻髄などに存在する体性幹細胞で

あり、⾼い増殖能と多分化能を有する(Kisiel et al., 2012; Chow et al., 2017)。

MSC は炎症や線維化を抑制する作⽤があるため、⼈の肝硬変患者に対する細胞

源として期待されており、多くの臨床研究が実施されている(Tao et al., 2020)。

特に、脂肪組織由来MSCが⾻髄由来MSC と⽐較して脂肪組織が低侵襲に⼗分

量を採取できるため臨床に適している。そのため、⽝では⽪下脂肪組織から MSC

を作製し、他家由来 MSC を細胞源とした細胞療法が実施されている(Olsen et 

al., 2019)。したがって、進⾏した⽝の慢性肝炎に対して脂肪組織に由来する細

胞療法を実施するためには低侵襲かつ安定した組織採取が望まれる。 
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 細胞療法において他家由来細胞は拒絶反応が問題点として挙げられ、⾃

家由来の細胞を使⽤することが理想的である。したがって、腹腔鏡下肝⽣検を実

施する際に、脂肪組織を同時に採取することで、⾃家由来細胞療法の細胞源とし

て利⽤できる可能性がある。しかし、進⾏した慢性肝炎の⽝では低アルブミン⾎

症を呈し、低栄養の状態から体脂肪組織量の減少が予想される。また、慢性肝炎

の⽝における⽪下および腹腔内脂肪の組織分布についてこれまでに評価されて

いない。そこで本研究は、慢性肝炎の⽝において⽪下および腹腔内脂肪の組織分

布を CT画像により解析した。 

 

2. 材料および⽅法 

１）対象 

 ⽇本⼤学動物病院（ANMEC）の消化器内科において慢性肝炎と診断し

た⽝ 25頭を対象として調査した。また、造影 CT 検査で後天性⾨脈体循環側副

路が出現している⽝を慢性肝炎・進⾏群、出現していない⽝を慢性肝炎・⾮進⾏

群に分類し、これら２群の⾎漿アルブミン濃度を⽐較し肝機能および栄養状態

の差を確認した。 

 

２）CT 検査 

 全ての⽝は全⾝⿇酔下で腹臥位に保定後、マルチスライス CT（Canon 

Medical Systems Corp., Tochigi, Japan）によりボーラストラッキング法を⽤いて

単純撮影後、三相造影を実施した(Sato et al., 2020 a)。なお、造影剤はイオヘキ
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ソール（Teva Takeda Pharma Ltd., Tokyo, Japan）を 2.5 ml/kg の⽤量で使⽤し

た。単純 CT画像は脂肪組織分布の解析に、造影 CT画像は後天性⾨脈体循環側

副路の評価に⽤いた。 

 

３）脂肪組織分布の解析 

 得られた単純 CT 画像（Fig. 2.1.1）から⽝の脂肪組織の分布を ImageJ

ソフトウェア(https://imagej.nih.gov/ij/)を⽤いて解析した(Turner et al., 2020)。

脂肪組織の抽出は⽝において個体間の差が少なく、脂肪⾯積が脂肪体積と最も

相関する第三腰椎レベルの CT 横断⾯像を使⽤した(Kobayashi et al., 2014; 

Nagao et al., 2019)。まず、第三腰椎レベルの単純 CT横断⾯像から体表を関⼼

領域（ROI）で囲み全体⾯積を算出した。次に脂肪組織の CT値である−250か

ら−25HUを抽出し、そのピクセル数から総脂肪⾯積を算出した。腹腔内脂肪⾯

積は ROI にて腹腔内を囲むことで算出し、⽪下脂肪⾯積は総脂肪⾯積から腹腔

内脂肪⾯積を引いた⾯積とした。これらの得られた⾯積から、以下のパラメータ

ーを算出した。 

 ⽪下脂肪⾯積/全体⾯積⽐（％）＝⽪下脂肪⾯積÷全体⾯積×100 

 腹腔内脂肪⾯積/全体⾯積⽐（％）＝腹腔内脂肪⾯積÷全体⾯積×100 

 腹腔内脂肪⾯積/⽪下脂肪⾯積⽐＝腹腔内脂肪⾯積÷⽪下脂肪⾯積 

 

４）統計学的処理 

 すべての結果は中央値（範囲）で表した。慢性肝炎・進⾏群と慢性肝炎・

⾮進⾏群における⽪下脂肪⾯積/全体⾯積⽐と腹腔内脂肪⾯積/全体⾯積⽐の⽐
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較は Wilcoxon の符号順位検定を使⽤した。また、腹腔内脂肪⾯積/⽪下脂肪⾯

積⽐と⾎漿アルブミン濃度の各群間における⽐較は Mann-Whitney U検定を使

⽤した。統計は GraphPad PRISM for Mac OS X version 5.0b にて解析し、P < 

0.05 を統計学的に有意差ありとした。 

 

3. 結果 

 慢性肝炎 25 頭の造影 CT 画像から後天性⾨脈体循環側副路を評価した

結果、後天性⾨脈体循環側副路が存在した慢性肝炎・進⾏群は 11頭、後天性⾨

脈体循環側副路が存在していなかった慢性肝炎・⾮進⾏群の⽝は 14頭であった。

慢性肝炎・進⾏群の性別は雄 4頭（うち去勢雄 1頭）、雌 7頭（うち避妊雌 5頭）、

年齢と体重の中央値はそれぞれ 8.4歳（3.6‒12.2歳）、8.3 kg（1.6‒27.9 kg）であ

った。慢性肝炎・⾮進⾏群の性別は去勢雄 5頭、雌 9頭（うち避妊雌 8頭）、年

齢と体重の中央値はそれぞれ 5.2歳（2.1‒11.2歳）、14.2 kg（5.0‒34.0 kg）であ

った。また、慢性肝炎・進⾏群の⾎漿アルブミン濃度は 2.1 g/dl（1.4‒2.9 g/dl）

と慢性肝炎・⾮進⾏群の 2.8 g/dl(2.2‒3.2 g/dl）と⽐べて有意に低かった

（P=0.002、Fig. 2.1.2）。 

 

  慢性肝炎・進⾏群における⽪下脂肪⾯積/全体⾯積⽐と腹腔内脂肪⾯積/

全体⾯積⽐の中央値はそれぞれ 17.0%（4.9‒29.0%）と 24.1%（8.1‒40.6%）で

あり、腹腔内脂肪⾯積/全体⾯積⽐が有意に⾼値を⽰した（P=0.02、Fig. 2.1.3 A）。

⼀⽅、慢性肝炎・⾮進⾏群においては⽪下脂肪⾯積/全体⾯積⽐と腹腔内脂肪⾯

積/全体⾯積⽐に有意差は認められなかった（P=0.06、Fig. 2.1.3 B）。また、慢
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性肝炎・進⾏群の腹腔内脂肪⾯積/⽪下脂肪⾯積⽐の中央値は 1.4（0.8‒2.6）で

あり、慢性肝炎・⾮進⾏群の 0.8（0.4‒1.5）と⽐較して有意に⾼値を⽰した（P

＝0.002、Fig. 2.1.4）。  

 

4. 考察 

 近年、獣医学領域の細胞療法の細胞源として⽤いられている MSC 

は、抗炎症作⽤や免疫調整作⽤などを有するため炎症性疾患の新規治療として

期待されている(Gugjoo et al., 2019; Voga et al., 2020)。慢性肝炎は⽝で⼀般的

な炎症性肝疾患であり、肝硬変に進⾏した場合には既存の内科療法でのコント

ロールが困難である(Favier et al., 2013)。したがって、MSC を応⽤した肝硬変

の新規治療法に期待が集まっている。医学領域では肝硬変患者に⾻髄組織由来、

脂肪組織由来MSC を投与する臨床治験が開始されており、臨床スコアの改善な

どの効果が⽰されている(Suk et al., 2016; Liang et al., 2017; Fang et al., 2018 b)。

⼀⽅、進⾏した慢性肝炎の⽝に対し、MSC を⽤いた臨床治験はほとんど報告さ

れていない。また、⽝では⾻髄組織より脂肪組織の採取が容易であるが、進⾏し

た慢性肝炎の⽝では⾷欲不振のみならず低アルブミン⾎症や⾨脈圧亢進症によ

る腹⽔貯留などから低栄養状態が予想される。したがって、⼀般的に MSC 作製

に利⽤する⽪下脂肪組織の採取量が少ない、または採取できない恐れがあった。

今回、進⾏した慢性肝炎の⽝に対して CT 画像による脂肪組織分布を解析した

ところ、⽪下脂肪組織が腹腔内脂肪組織と⽐べて少ないことが明らかとなった。 

 

 造影 CT 検査は⽝の先天性⾨脈体循環シャントを代表とする肝疾患の診
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断に広く利⽤されている(Or et al., 2016)。また、単純 CT 検査では⽪下脂肪お

よび腹腔脂肪組織の量を正確に評価できるため、⼈の末期肝疾患患者の栄養状

態モニターとしても応⽤されている(Bush et al., 2018)。⽝においても脂肪組織

分布の評価に CT の有⽤性が⽰されている(Turner et al., 2020)。したがって、本

研究では慢性肝炎の⽝ 25頭の単純 CT 画像から脂肪組織分布を ImageJ ソフト

ウェアにより解析した。その結果、すべての⽝で⽪下脂肪組織と腹腔内脂肪組織

は容易に識別することが可能であった。 

 

 本研究では、慢性肝炎・進⾏群と慢性肝炎・⾮進⾏群は造影 CT 検査に

よる後天性⾨脈体循環側副路の有無で分類した。⼀般に後天性⾨脈体循環側副

路は⾨脈圧亢進症の存在を間接的に⽰す指標である。また、⾨脈圧亢進症の存在

は、⾨脈⾎流抵抗を増⼤させる肝線維化の反映であり、慢性肝炎の進⾏を意味す

る。２群間の⾎漿アルブミン濃度を確認したところ、慢性肝炎・進⾏群の⽝が⾮

進⾏群の⽝の⾎漿アルブミン濃度より低下していた。したがって、本研究におけ

る慢性肝炎・進⾏群の⽝は、細胞療法の適応となる重度に進⾏した慢性肝炎であ

り、低栄養状態であることが⽰唆された。 

 

 慢性肝炎・進⾏群の⽪下脂肪⾯積/全体⾯積⽐と腹腔内脂肪⾯積/全体⾯

積⽐を調べた結果、腹腔内脂肪⾯積⽐が有意に⾼値を⽰し、慢性肝炎・⾮進⾏群

に差は認められなかった。⼀般に健常⽝の⽪下脂肪組織は腹腔内脂肪組織と⽐

較して多く、腹腔内脂肪⾯積/⽪下脂肪⾯積⽐は 1.0 未満となる(Turner et al., 

2020)。本研究では、慢性肝炎・進⾏群の⽝ 11頭中 10頭の腹腔内脂肪⾯積/⽪
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下脂肪⾯積⽐が 1.0 以上であった。健常⽝では腹腔内脂肪組織は⽪下脂肪組織

に⽐べて栄養状態による影響を受けにくい(Kobayashi et al., 2014; Bahamondes 

et al., 2017)が、これまでに削痩を伴う疾患の⽝で安定的な脂肪分布を調査した

研究はない。本研究から、栄養状態の悪い進⾏した慢性肝炎の⽝では、腹腔内脂

肪が安定的に存在することが明らかとなり、⾃家細胞療法⽤細胞の作製に腹腔

内脂肪組織を利⽤することで⼗分量の脂肪組織を採取できることが明らかとな

った。 

 

 慢性肝炎の確定診断には病理組織学的検査が必須であり、⽝に対する侵

襲や肝臓組織の採材量から腹腔鏡下鉗⼦⽣検が最も適している(Kemp et al., 

2015)。また近年、⽝５頭の腹腔鏡下卵巣摘出術や胃固定術、腹腔鏡下肝⽣検（正

常な肝臓）の際に、組織細切除去装置を⽤いて採取した腹腔内脂肪組織から MSC

を作製している(DePompeo et al., 2020)。したがって、慢性肝炎の診断と同時に

脂肪組織の採取が可能であることが⽰唆された。 

 

5. ⼩括 

 進⾏した慢性肝炎に罹患した⽝は⽪下脂肪と⽐較して腹腔内脂肪が安

定的に採取できる可能性があり、腹腔鏡を利⽤した脂肪組織採取が可能である

ことが⽰唆された。 
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Fig. 2.1.1 ImageJソフトウェアを⽤いた⽝の脂肪組織分析法 

 第三腰椎レベルの単純 CT横断⾯像から関⼼領域（ROI、⻩⾊線）にて

体表を囲み全体⾯積を算出した（A）。次に脂肪組織の CT 値（−250 から−25 

HU）から総脂肪⾯積（⾚⾊）を抽出し、腹腔内脂肪を ROI で囲み腹腔内脂肪⾯

積を算出した（B）。さらに、総脂肪⾯積から腹腔内脂肪⾯積を切り抜き、⽪下脂

肪⾯積を算出した（C）。 
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Fig. 2.1.2 慢性肝炎の進⾏群および⾮進⾏群における⾎漿アルブミン濃度 
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Fig. 2.1.3 慢性肝炎の進⾏群（A）および⾮進⾏群（B）における脂肪⾯積/全体

⾯積⽐ 
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Fig. 2.1.4 慢性肝炎の進⾏群および⾮進⾏群における腹腔内脂肪⾯積/⽪下脂

肪⾯積⽐ 
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第１章 臨床応⽤に向けた脂肪組織の採材部位および 

⽝脱分化脂肪細胞（DFAT）の作製の検討 

 

第２節 腹腔鏡を⽤いた腹腔内脂肪組織の採取と⽝ DFAT の作製 
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1. 緒⾔ 

 慢性肝炎は⽝の⼀般的な肝疾患であり、その終末像である肝硬変にいた

った場合には有効な治療法はなく、極めて予後が短い(Favier et al., 2013)。した

がって、間葉系幹細胞（MSC）を中⼼とした細胞療法が新規治療法として期待

され、低侵襲に採取が可能であることから脂肪組織由来間葉系幹細胞（ASC）が

注⽬されている(Voga et al., 2020)。ASC の細胞源である脂肪組織は全⾝に分布

しているが、主に⽪下脂肪もしくは腹腔内脂肪が使⽤されている。⽪下脂肪は開

腹術などの侵襲の⾼い採取⽅法を必要としないが、腹腔内脂肪と⽐較して動物

の状態により採取量に変動がみられる(Kobayashi et al., 2014; Bahamondes et al., 

2017)。前節より進⾏し、栄養状態の悪い慢性肝炎の⽝では⽪下脂肪⾯積が腹腔

内脂肪⾯積と⽐較して少ないことを CT画像により明らかにした。したがって、

腹腔内脂肪がより安定的に採取が可能であり、組織採取に適していることが明

らかとなった。 

 

 ASC は⾻髄由来MSC と⽐較して低侵襲に採取が可能であることからこ

れまでに肝障害の⽝に対して使⽤されてきた(Nam et al., 2017; Teshima et al., 

2017; Fang et al., 2018 a; Gardin et al., 2018; Yan et al., 2019)。しかし、ASC の

作製には多量の脂肪組織が必要であり(DePompeo et al., 2020)、栄養状態が悪

く、脂肪組織量が少ない肝硬変患者を⻑期間管理するためには⾃家細胞が不⾜

する可能性がある。脱分化脂肪細胞（DFAT）は成熟脂肪細胞を由来とする線維

芽細胞様細胞であり、ASC と類似した免疫調整作⽤などを有することから細胞

療法のソースとして期待されている(Matsumoto et al., 2008; Ishioka et al., 
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2020) 。DFAT は ASC の作製過程で破棄される多量の成熟脂肪細胞を由来とす

ることから、少量の脂肪組織から作製可能であり、多量の脂肪組織を必要とする

ASC の⽋点を補うことができる可能性がある(Matsumoto et al., 2008)。しかし、

⽝ DFATが少量の脂肪組織から作製可能であることを⽰した報告はない。 

 

 ⽝の肝硬変では確定診断のために肝⽣検による病理組織学的評価が必

須となる。肝⽣検の⼿法は複数報告されているが、腹腔鏡検査による肝⽣検は低

侵襲であり、かつ病理検査に必要⼗分量の組織が採取可能である(Kemp et al., 

2015)。腹腔鏡検査では腹腔内脂肪が容易に⽬視可能であることから、肝⽣検の

際に同時に脂肪組織を採取することで、DFAT 作製に必要な腹腔内脂肪を最⼩

限の侵襲によって採取できる可能性がある。しかし、これまでに腹腔鏡により採

取した脂肪組織より DFAT を作製した報告はない。 

 

 したがって、本節では腹腔鏡を応⽤し、低侵襲に採取した少量の脂肪組

織から DFAT の作製を試みた。また、前節で収集した慢性肝炎の⽝の腹腔鏡検

査画像から腹腔内脂肪の分布を確認し、うち１例で脂肪組織の採取を試みた。 

  

2. 材料および⽅法 

１）腹腔鏡下脂肪組織採取 

 供試動物として健常ビーグル 5頭を使⽤した。使⽤した⽝の年齢と体重

の中央値はそれぞれ 3.4歳齢（範囲：2.8‒3.5歳齢）と 12.1kg（範囲：10.6‒14.4kg）

であった。また、すべての⽝は⾎液検査、腹部超⾳波検査の結果に基づいて基礎
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疾患がなく、健常であることを確認した。 

 腹腔鏡下脂肪組織の採取は全⾝⿇酔下で実施した。全⾝⿇酔はアトロピ

ン塩酸塩（0.04 mg/kg, S.C.）および酒⽯酸ブトルファノール（0.2 mg/kg, I.V.）

により前投与を⾏い、プロポフォール（7 mg/kg, I.V. to effect）により⿇酔導⼊

した。導⼊後、気管挿管を⾏い、イソフルランにより⿇酔維持を⾏なった。術後

鎮痛及び感染症対策として酒⽯酸ブトルファノール（0.2 mg/kg, I.V.）およびセ

フォベシン（8 mg/kg, S.C.）の投与を⾏なった。 

 全⾝⿇酔下で術野の無菌処置とドレーピングを⾏い、⽝を左側横臥位に

保定した。気腹は閉鎖式で実施し、気腹針を刺⼊後 CO2ガスにより気腹を⾏な

った。なお、気腹圧は 10 mmHg以下とした。完全な気腹を確認後、右側体壁に

加えた ⼩切開よ り トロッカーカニューレ（ Applied Medical Resources 

Corporation, Tokyo, Japan）を刺⼊した。次に直径 5 mmの腹腔鏡カメラ（KARL 

STORZ Endoscopy Japan, Tokyo, Japan）を⽤いて腹腔内を探索後、腹部正中よ

り２本⽬のトロッカーカニューレを刺⼊した。さらに、鏡視下で⼤網脂肪組織を

確認し、直径 5 mmの⽣検鉗⼦（KARL STORZ Endoscopy Japan）を⽤いて脂

肪組織を採取した。採取した脂肪組織は、培養のために滅菌リン酸緩衝⽣理⾷塩

⽔（PBS, Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan）に直ちに懸濁した。 

 

２）⽝ DFAT の作製 

 ⽝ DFAT の作製は既報を参考に⾏なった(Matsumoto et al., 2008; 

Nakano et al., 2020)。脂肪組織の重量を計測し、付着している結合組織および⾎

管を除去した後、0.1% (w/v) コラゲナーゼタイプ II (Sigma-Aldrich, MO, USA) 
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添加ダルベッコ改変イーグル培地（DMEM, Thermo Fisher Scientific）の中で組

織を細切し、振盪させながら 37 ℃で 30 分間消化した。100 μm⼝径のフィル

ターで濾過し、100 g で 1 分間低速遠⼼分離した。浮遊した成熟脂肪細胞を採集

し、20%⽜胎児⾎清（FBS, Thermo Fisher Scientific）添加 DMEM で満たした

12.5 cm2培養フラスコ（Corning, NY, USA）に播種した。成熟脂肪細胞がフラ

スコの培養⾯に接触するようにフラスコを反転させ、天井培養を⾏った。天井培

養７⽇後に培地を交換し、細胞培養⾯が底⾯となるようにフラスコを再び反転

させた。 

 作製した DFAT はサブコンフルエントとなるまで培養したのち、トリプ

シン EDTA処理を施し、継代培養した。培地交換は週に 2回実施した。 

 

３）慢性肝炎の⽝における腹腔鏡下腹腔内脂肪組織の評価 

 前節より慢性肝炎と診断した⽝ 25 頭に対し実施した、腹腔鏡下肝⽣検

画像より腹腔内脂肪量を評価した。CT 検査後、⽝を右側横臥位に保定し、左側

体壁と正中に２本のトロッカーカニューレを設置後、健常⽝と同様に腹腔内を

観察した。肝⽣検前に腹腔内脂肪を観察し、その分布量を確認した。また、前節

における慢性肝炎・進⾏群の⽝１頭で腹腔内脂肪組織の採取を試みた。 

 

3. 結果 

１）健常⽝における腹腔鏡下脂肪組織採取および⽝ DFAT 作製 

 すべての⽝において腹腔内脂肪は容易に⽬視可能であり、⽬視可能な脂

肪組織は共通して主に鎌状間膜に存在していた（Fig. 2.2.1）。腹腔鏡による鏡視
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下で⽣検鉗⼦を⽤いて 10回、脂肪組織を摘みとった。採取に要した時間の中央

値は 6.5 分（範囲：5‒15 分）であり、得られた脂肪組織の中央値は 0.4 g（範囲：

0.2‒0.5 g）であった。全ての⽝が脂肪組織の収集⼿技から問題なく回復した。 

 作製した⽝ DFAT はフラスコ培養⾯に接着性を⽰し、線維芽細胞様の形

態を⽰した（Fig. 2.2.2）。フラスコの反転後8 ⽇⽬でサブコンフルエントに達し、

得られた初代培養細胞数の中央値は 1.6×107個（範囲：0.7‒1.7×107個）であっ

た。これは脂肪組織の単位重量当たりに換算すると 4.0×107個/g（範囲：3.8‒

6.5×107個/g）であった。 

 

２）慢性肝炎の⽝における腹腔鏡下脂肪組織の評価 

 健常⽝と同様、慢性肝炎の⽝で左側体壁から腹腔鏡で観察できる腹腔内

脂肪は共通して鎌状間膜に分布した。また、慢性肝炎・進⾏群で腹腔内脂肪⾯積

/全体⾯積⽐が 8.1%と最も低かった⽝においても鎌状間膜に⼗分な脂肪組織が

観察された（Fig. 2.2.3）。慢性肝炎・進⾏群の１例で、⽣検鉗⼦を⽤いて鎌状間

膜から脂肪組織を 15回繰り返し摘むことで 0.3 g の良質な脂肪組織が採取可能

であった（Fig. 2.2.4 A）。また、脂肪組織採取後の出⾎はわずかであった（Fig. 

2.2.4 B）。 

 

4. 考察 

 ⽝の肝硬変に対して細胞療法は効果が期待される治療法である。近年、

腹腔鏡により採取した腹腔内脂肪を利⽤し、ASC が作製可能であることが報告

された(DePompeo et al., 2020)。この報告では、開腹術と⽐較して腹腔鏡による
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脂肪組織採取がより低侵襲であることが⽰された。しかし、組織細切除去装置を

⽤いて 5 gほどの多量の脂肪組織が採取され、治療⽤量の細胞数を確保するため

にはより多くの組織量が必要であることが指摘されている(DePompeo et al., 

2020)。慢性肝疾患の⽝は 6割程度に⾷欲不振がみられ、栄養状態の低下を引き

起こす症例が存在する(Webster et al., 2019)。したがって、栄養状態の悪い肝硬

変の⽝では、複数回の細胞投与に⼗分量の脂肪組織を採取できない懸念がある。

DFAT は脂肪組織のコラゲナーゼ処理の過程で浮遊する多量の成熟脂肪細胞を

由来とすることから少量の組織から多量の細胞を得ることが可能である。猫

DFAT においては、同⼀組織から作製された初代培養細胞数が ASC と⽐較して

多い(Kono et al., 2014)。また、本研究から得られた⽝ DFAT の単位脂肪重量当

たりの初代培養細胞数は 4.0×107個/g であり、過去の⽝ ASC の報告（0.1‒0.2

×107個/g）と⽐較して多い(Kisiel et al., 2012; Bearden et al., 2017; DePompeo 

et al., 2020)。したがって、DFAT は脂肪組織量が少ないことが想定される⽝の

肝硬変を対象とした細胞療法に応⽤できる可能性がある。本研究から⽝ DFAT

は腹腔鏡を⽤いた脂肪組織採取により、少量（1 g未満）の脂肪組織から治療に

必要な⼗分量の細胞数が作製可能であることが明らかとなった。 

 

 ASC の細胞源である脂肪組織は全⾝に分布しているが、これまでに ASC

作製に使⽤される脂肪組織の由来は主に⽪下脂肪もしくは腹腔内脂肪である。

特に、開腹⼿術を必要とせず、侵襲を抑えた採取が可能である⽪下脂肪が汎⽤さ

れてきた。これまでに脂肪組織の由来による ASC の特性差異については研究が

進められ、⼈において表⾯マーカー発現、分化能、サイトカインや栄養因⼦の分
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泌能⼒に差がないことが⽰されている(Baglioni et al., 2009)。⼈ DFAT におい

ても同様に脂肪組織の由来による細胞学的特性の差はない(Poloni et al., 2012)。

したがって、脂肪組織の由来の選択は、採取可能である脂肪組織量と侵襲の程度

に依存している。腹腔鏡下で脂肪組織を採取する場合、侵襲を最⼩限にするため

にはトロッカーカニューレの挿⼊部位（腹壁）に分布する⽪下脂肪を採取するこ

とが望ましい。しかし、１歳前後の健康な⽝（避妊⼿術時）より脂肪採取を試み

た場合、約３割の⽝で切開部位（正中腹壁）から⽪下脂肪が採取できず、得られ

た総脂肪組織量は腹腔内脂肪が約２倍の重量を⽰した(Bahamondes et al., 2017)。

栄養状態の悪化した肝硬変の⽝では⽪下脂肪が減少していることが前節で明ら

かとなっていることから、本研究では腹腔内脂肪のみを採取し、腹腔鏡を⽤いて

容易に脂肪組織の採取が可能であることを明らかにした。 

 

  ⽝の肝硬変では病期の把握のために病理組織学的⽣検が必須であるが、

その採取⽅法には経⽪的針⽣検、腹腔鏡下肝⽣検、開腹下肝⽣検が⽤いられる

(Kemp et al., 2015)。経⽪的針⽣検は最も侵襲が低いものの、採取可能な組織量

は不⼗分であることが多く、貧⾎を伴う重度の出⾎リスクが存在するとともに

⾁眼的な腹腔内の観察はできない。また、開腹下での肝⽣検は⼗分な組織量を得

ることができ、⾁眼的な観察が可能であるが最も侵襲が強い。⼀⽅、腹腔鏡下肝

⽣検は開腹下での⽣検と⽐較して侵襲が少なく、⼗分な採取組織量と⾁眼的な

腹腔内の観察が可能である(Kemp et al., 2015; Reece et al., 2020)。重度に進⾏し

た肝硬変の⽝では肝機能障害や⾎液凝固機能障害、腹⽔の出現といった合併症

を⽣じる(Webster et al., 2019)。特に、肝機能障害は⿇酔薬の代謝障害を引き起
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こし、凝固機能障害や腹⽔貯留は出⾎のリスクを増⼤させ、⿇酔下の処置や組織

⽣検には⼀定のリスクを伴う(Weil, 2010)。したがって、肝硬変の⽝では少ない

⿇酔回数から最⼤限のサンプルを得る必要があり、最低限の侵襲から出⾎など

不⾜の事態への対応が可能である腹腔鏡検査が有⽤となる。さらに、同⼀⿇酔下

で脂肪組織の採取を⾏うことは低侵襲であるとともに効率的である。本研究か

ら腹腔鏡下での脂肪組織採取は容易でありかつ短時間で採取可能であった。し

たがって、肝⽣検と同時に脂肪組織の採取を⾏うことで肝硬変の⽝に対して最

低限の侵襲により治療⽤細胞を確保できる可能性が⽰された。 

 

 腹腔内脂肪組織は健常⽝のみならず、慢性肝炎に罹患した⽝においても

腹腔鏡による観察、採取が容易であった。特に、CT 検査により腹腔内脂肪少な

いことが予想された慢性肝炎の⽝に対しても硬性鏡により鎌状間膜に⼗分な腹

腔内脂肪組織が観察された。また、慢性肝炎・進⾏群の⽝においても、組織細切

除去装置などの特殊な装置を使⽤することなく、肝⽣検⽤⽣検鉗⼦により鎌状

間膜の脂肪組織を最低限の侵襲、出⾎のみで安全に採取できた。したがって、慢

性肝炎が疑われる⽝に腹腔鏡下肝⽣検を実施する際に、事前に腹腔内脂肪組織

を採取し DFAT を作製、保存することが可能と考えられた。また、慢性肝炎の

既存の内科療法で治療が困難と判断した症例には保存していた⾃家脂肪組織由

来 DFAT を投与することが可能と思われる。 

 

5. ⼩括 

 ⽝ DFAT は腹腔鏡により採取された少量の脂肪組織から簡便に作製可
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能であることが明らかとなり、進⾏した慢性肝炎の⽝においても臨床応⽤可能

であることが⽰唆された。 
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Fig. 2.2.1 健常⽝における腹腔内脂肪の腹腔鏡所⾒ 
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Fig. 2.2.2 腹腔鏡により得られた脂肪組織から作製した⽝脱分化脂肪細胞

（DFAT）の初代培養細胞 

 ⽝ DFAT はプラスチックに接着し、紡錘形の線維芽細胞様の形態を⽰し

た。 

Bar：200μm 
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Fig. 2.2.3 慢性肝炎・進⾏群における腹腔内脂肪の腹腔鏡所⾒ 

 腹⽔（＊）を伴い腹腔内脂肪⾯積/全体⾯積⽐が 8.1%と低い⽝において

も、鎌状間膜に⼗分量の脂肪組織（⽮印）が観察された。 
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Fig. 2.2.4 慢性肝炎・進⾏群の⽝における腹腔鏡下での腹腔内脂肪組織の採取 

 ⽣検鉗⼦を⽤い鎌状間膜の脂肪組織（⽮印）を採取を試みた腹腔鏡像（A）。

脂肪組織（⽮印）の採取した後の出⾎（B）。 
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第 2 章 他家⽝ DFAT の投与に向けた 

主要組織適合性複合体（MHC）の検討 

 

第 1 節 ⽝ DFAT の MHC 遺伝⼦発現の解析 
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1. 緒⾔ 

 ⽝の肝硬変は有効な治療法がなく、予後が極めて短いことから新規治療

法として間葉系幹細胞（MSC）を⽤いた細胞療法に対する期待が⾼まっている。

特に、低侵襲に採取が可能である脂肪組織由来間葉系幹細胞（ASC）が注⽬され

ている(Teshima et al., 2017)。⼀般に ASC などの細胞を投与する場合において、

拒絶反応の⽣じない⾃家由来細胞を使⽤することが理想的である。しかし、進⾏

した肝硬変の⽝では栄養状態の低下から脂肪組織量が減少しており、治療に⼗

分量の⾃家 ASC の作製に必要な組織量が採取できない可能性があった。したが

って、我々は脂肪組織中の成熟脂肪細胞に由来し、少量の脂肪組織から作製可能

である脱分化脂肪細胞（DFAT）に着⽬した(Matsumoto et al., 2008; Kono et al., 

2014)。DFAT は⼈やマウスにおいて細胞学的形質の解析が⾏われ、細胞表⾯抗

原の発現状況がMSC と類似しているとされている(Matsumoto et al., 2008)。前

章の結果から栄養状態の悪い慢性肝炎の⽝においても⽪下脂肪組織量と⽐較し

て腹腔内脂肪組織は維持されていることが明らかにした。また、慢性肝炎の診断

に必須となる肝⽣検と同⼀の⿇酔処置により、低侵襲にごく少量の脂肪組織を

得ることが可能で、この脂肪組織から多量の⽝ DFAT を作製することに成功し

た。しかし、脂肪組織が何らかの要因により採取できない場合や即時的な治療が

必要な場合、また、治療が⻑期化し細胞が枯渇した場合には他家移植も考慮する

必要がある。 

 

 他家移植において問題となるのが同種抗原（アロ抗原）であり、中でも、

主要組織適合性複合体（MHC）は主要な移植抗原であり、MHC 遺伝⼦型の異
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なる個体間の他家移植では副作⽤の懸念が存在する。これまでに⽝の MSC 療法

では他家移植に際して副作⽤や移植効率の低下などが報告されており(Isakova 

et al., 2014; Kang et al., 2014; Wu et al., 2016; Cabon et al., 2019)、DFAT の他

家移植を⾏う場合にも MHC 遺伝⼦の発現状況を確認する必要がある。 

 

 ⽝由来 DFAT に関する研究は限られており、その細胞形質が⼗分に研究

されていない。したがって、本節では⽝ DFAT の MHC 遺伝⼦発現を逆転写ポ

リメラーゼ連鎖反応（RT‒PCR）により解析した。 

 

2. 材料および⽅法 

１）供試サンプルの調整と RNA抽出 

 供試サンプルとして健常ビーグルの献体 5頭に由来する腹腔内脂肪組織

を使⽤した。使⽤した⽝の年齢と体重の中央値はそれぞれ 2.3歳齢（範囲：2.3‒

2.8歳齢）と 11.8kg（範囲：10.6‒12.1kg）であった。すべての⽝で無菌的に腹部

正中切開により鎌状間膜を露出し、脂肪組織を採取した。採取した脂肪組織は直

ちに滅菌 PBS中に懸濁し、⽝ DFAT の作製に供した。 

 ⽝ DFAT の作製は前章と同様の⽅法で⾏なった。まず、脂肪組織の重量

を計測し、付着している結合組織および⾎管を除去した後、コラゲナーゼ処理を

⾏なった。次に、100 μm⼝径のフィルターで濾過し、100 g で 1 分間低速遠⼼

分離した。浮遊した成熟脂肪細胞を採集後、20％FBSおよび 1% ペニシリン-ス

トレプトマイシン(Sigma-Aldrich, MO, USA)添加 DMEM で満たした 12.5 cm2

培養フラスコに播種し、天井培養を⾏なった。また、採集した浮遊成熟脂肪細胞
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の⼀部はサンプルとしてQIAzol Lysis Reagent（QIAGEN K.K., Tokyo, Japan）

中に回収し、ホモジナイズした。 

 作製した初代培養 DFAT はサブコンフルエントとなるまで培養したの

ち、60 mm細胞培養ディッシュ(TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, 

Switzerland)に播種し継代培養した。20％FBSおよび 1% ペニシリン-ストレプ

トマイシン添加 DMEM を増殖培地として週に 2回培地交換を⾏なった。 

 Passage２まで継代した DFAT をサンプルとして TRIzol Reagent

（Thermo Fisher Scientific K.K., Tokyo, Japan）とともにセルスクレーパーで回

収した。回収したサンプルは RNeasy Mini Kit（QIAGEN K.K.）を⽤いて製品添

付のプロトコルに従い Total RNA を抽出した。また、採取した脂肪組織の⼀部

は QIAzol Lysis Reagent 中でホモジナイズし、陽性コントロールとして使⽤し

た。 

 

２）cDNA 合成 

 抽出し たサンプルを NanoDrop-1000 Spectrophotometer （ Thermo 

Fisher Scientific K.K.）を⽤いて RNA量を測定し、RNA濃度を 500 ng になる

ように調整した。調整した Total RNA を Super Script VILO master Mix（Thermo 

Fisher Scientific K.K.）と混合し、サーマルサイクラー(Bio-Rad Laboratories, 

Tokyo, Japan)を⽤いて 25℃ で 5 分、42℃ で 30 分、85℃で 5 分インキュベー

トし、cDNA 合成を⾏なった。 

 

３）RT‒PCR 
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 対象とする MHC 遺伝⼦は、MHCクラスⅠ遺伝⼦として DLA-12 およ

び DLA-88 を、クラスⅡ遺伝⼦として DLA-DRB1、DLA-DQA1 および DLA-

DQB1 を調査した。RT‒PCRは TaKaRa ExTaq（Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan）

を⽤いて⾏なった。サーマルサイクラーを⽤いて、95℃で 2 分反応させた後、

96℃で 30秒間変性させ、55‒63℃で 30秒間アニーリングし、72℃で 60秒間

伸⻑させ、最後に 72℃で 5 分間反応させた。PCR 産物は、Atlas ClearSight 

(Funakoshi Co., Ltd., Tokyo, Japan)を添加した 2%アガロースゲルを⽤いて電気

泳動を⾏い、UV トランスイルミネーター上で増幅産物を確認した。また、CS 

Analyzer 3（ATTO Corp., Tokyo, Japan）を⽤いて各陽性バンドを内部標準遺伝

⼦（GAPDH）の発現に対する相対発現量として半定量解析を⾏なった。なお、

使⽤したプライマーシークエンスを Table 2.1 に⽰した。 

 

４）統計処理 

 成熟脂肪細胞と DFAT における MHC 遺伝⼦発現量は Paired-t 検定を

⽤いて⽐較した。統計は GraphPad PRISM for Mac OS X version 5.0b にて解析

し、P < 0.05 を統計学的に有意差ありとした。 

 

3. 結果 

 各遺伝⼦に対する PCR結果および成熟脂肪細胞と DFAT の MHC 遺伝

⼦発現量に関する⽐較結果をそれぞれ Fig. 3.1.1 および 3.1.2 に⽰した。MHC

クラスⅠの２遺伝⼦（DLA-12 および DLA-88）は DFAT、成熟脂肪細胞ともに

発現が⾒られ、発現量に有意差は認められなかった。また、MHCクラスⅡの３
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遺伝⼦（DLA-DRB1、DLA-DQA1 および DLA-DQB1）は DLA-DRB1 につい

て DFAT に発現はほぼ⾒られず、成熟脂肪細胞と⽐較して有意に発現が低かっ

た（P=0.03）。DLA-DQA1 に関しては DFAT と成熟脂肪細胞の両者に発現が認

められ、有意差は認められなかった。DLA-DQB1 はともに発現はほぼ認められ

なかった。 

 

4. 考察 

 肝硬変の⽝に DFAT を臨床応⽤する際には、症例から採取した脂肪組織

から DFAT を作製し適切な細胞数に⾄るまで培養・増殖する必要があり、この

過程には通常数週間の時間を要する。進⾏した肝硬変の⽝は重篤な臨床症状を

⽰すことから治療開始に猶予がない症例や、⿇酔下での処置が⾏えない症例が

存在する。つまり、⾃家の脂肪組織を準備できない場合には治療の適切なタイミ

ングを逃す可能性がある。したがって、症例の侵襲を避ける必要がある場合や即

時的な治療が求められる場合には DFAT の他家移植が⾮常に有効となるが、⽝

DFAT の MHC 遺伝⼦発現に関する情報は限られていた。本研究の結果から⽝

DFAT には複数の MHC 遺伝⼦mRNA の発現が認められ、⼀定の免疫原性を有

する可能性が⽰唆された。 

 

 細胞療法において移植細胞表⾯上に発現した MHCクラスⅠ分⼦がレシ

ピエントの CD8 陽性 T 細胞によって認識され、直接的な細胞傷害につながる

可能性がある。また、MHCクラスⅡ分⼦はレシピエントの CD4陽性 T 細胞に

よって認識され、細胞毒性または体液性免疫応答を引き起こす。実際に、MHC
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遺伝⼦型の不⼀致は細胞免疫応答と体液免疫応答の両⽅を引き起こし、他家移

植の有効性が低下する可能性が指摘されている(Isakova et al., 2014; Wu et al., 

2016; Cabon et al., 2019)。Isakova らはマカカザルを⽤いて⾃家および MHC不

⼀致個体由来の MSC を作製し頭蓋内投与実験を⾏った。その結果、MHC不⼀

致ペアの末梢⾎液中の T 細胞とナチュラルキラー細胞の有意な増加が認められ

たのに対し、⾃家 MSC では反応が⾒られなかった。また、MHC不⼀致ペアで

はドナーMSC を傷害可能な⽩⾎球が検出された。さらに、ドナーとレシピエン

ト間の MHC クラスⅠと MHC クラスⅡ遺伝⼦の不⼀致の程度が免疫応答の⼤

きさと相関しており、ドナーMSC に対する免疫応答がMHC特異的であること

を裏付けた(Isakova et al., 2014)。Wuらは MHCクラスⅠ遺伝⼦が不⼀致であ

る⽝⾻⽋損モデルを⽤い、他家 MSC および⾃家 MSC の⾻再⽣に対する影響を

検討した。その結果、他家移植では⾻形成能⼒の低下や末梢⾎液中の炎症性サイ

トカインの増加、CD4 および CD8 陽性 T 細胞の増加が認められた(Wu et al., 

2016)。したがって、MSC の他家移植では MHC 遺伝⼦不適合による拒絶反応

の存在が⽰唆され、同様に DFAT の他家移植を実施するためには⽝ DFAT の

MHC 発現に関して解析を⾏う必要があった。 

 

 MHC 分⼦は主要な移植抗原であり、⾼度な多型性を有することにより

病原微⽣物などの異種抗原の排除に寄与しているが、⾮⾃⼰の MHC を有する

他家移植を⾏う際には障壁となり拒絶反応に関与する(Sato et al., 2020 b)。しか

し、⽝ MSC の MHC 遺伝⼦発現を詳細に調査した報告は極めて少ない。⽝胎児

付属器由来MSCや⽝ ASC は MHCクラスⅠ遺伝⼦である DLA-79 およびクラ
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スⅡである DLA-DRA1 や  DLA-DQA1 の遺伝⼦発現が認められる(Filioli 

Uranio et al., 2011; Marcoccia et al., 2021)。また、Poloniらは⼈ DFAT および

成熟脂肪細胞の MHCクラスⅠ（HLA-A）遺伝⼦発現を確認している(Poloni et 

al., 2015)。⽝の MHC 分⼦を規定する遺伝⼦は MHCクラスⅠとして 4 遺伝⼦

座（DLA-88、DLA-12 、DLA-64 および DLA-79）およびクラス II として 4 遺

伝⼦座（DLA-DRA、DLA-DRB1、DLA-DQA1 および DLA-DQB1 ）に関し

て多型解析が⾏われ、DLA-64、DLA-79 および DLA-DRA の３遺伝⼦は多型

が極めて少ない(Miyamae et al., 2019)。マカカザル由来 MSC を⽤いた研究で

は、MHC の適合遺伝⼦座数の差により拒絶の程度が異なることが報告されてい

る(Isakova et al., 2014)。つまり、有効な⽝ DFAT の他家移植を成功させるため

には多型の存在する複数の MHC 遺伝⼦についてマッチングを⾏う必要がある。

したがって、本研究では将来的な MHC 遺伝⼦のマッチングを想定し、⽝にお

いて特に多型が多いとされる５遺伝⼦についてmRNA 発現解析を⾏なった。そ

の結果、3 遺伝⼦（DLA-88、DLA-12 および DLA-DQA1）について体細胞で

ある成熟脂肪細胞と同程度に発現することを明らかにした。 

  

 本研究では 2つの MHCクラスⅠ遺伝⼦（DLA-88 および DLA-12）お

よび１つのクラスⅡ遺伝⼦（DLA-DQA1）について中程度から⾼度のmRNA 発

現を確認した。⼀般に MSC は MHCクラスⅠ分⼦の発現が中程度であり、クラ

スⅡ分⼦や共刺激分⼦の発現が認められない。さらに、免疫担当細胞の機能を抑

制する免疫調整作⽤が強いことから免疫原性が低いとされている(Voga et al., 

2020)。同様に、⼈やマウス DFAT はフローサイトメトリーを⽤いた蛋⽩発現解
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析において MHC クラスⅠ分⼦の発現が認められ、クラスⅡ分⼦の発現がない

(Matsumoto et al., 2008)。⽝ ASC では MHCクラスⅡのmRNA 発現が確認さ

れているものの、フローサイトメトリーを⽤いた蛋⽩発現解析においては発現

が⾒られなかった(Screven et al., 2014)。したがって、mRNA 発現解析とフロー

サイトメトリーの結果に相違が存在し、本研究において確認された MHC クラ

スⅡ遺伝⼦（DLA-DQA1）における転写レベルでの遺伝⼦発現が必ずしも機能

的な蛋⽩へと翻訳されない可能性を⽰している。⼀⽅、Cabon らは⽝ MSC を⽤

い、フローサイトメトリーにより検出できなかった MHC クラスⅡ分⼦が炎症

性サイトカインであるインターフェロンγの暴露後に細胞表⾯に発現したと報

告している(Cabon et al., 2019)。Hakimらはマウスの脊髄損傷モデルにおいて、

MSC 投与前後で MHCクラスⅡ分⼦の発現が増加することを確認しており、in 

vivoでも同様の現象が⽣じることを⽰した(Hakim et al., 2019)。したがって、慢

性的な炎症が存在する肝硬変の⽝に対して DFAT を使⽤する際には、MHC ク

ラスⅡ遺伝⼦に関してもマッチングの対象であることが⽰唆された。 

 

 本研究は複数の MHC 遺伝⼦を対象として mRNA 発現を詳細に解析し

た。その結果、体細胞である成熟脂肪細胞とほぼ同程度発現が⾒られることが明

らかとなった。したがって、安全にかつ効率的に DFAT の他家移植を⾏うため

には、MHC 型を⼀致させたドナーの選択を⾏う必要があることが⽰唆された。

また、これまで⽝において複数の MHC 遺伝⼦を本研究同様に詳細に分析し、

マッチングさせた上で他家移植を⾏なった報告は存在しない。そのため、シーク

エンスに基づいた MHC 遺伝⼦型のマッチングが移植医療に有⽤であるか検討
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する必要があると考えられた。 

 

5. ⼩括 

 ⽝ DFAT は複数の MHC 遺伝⼦ mRNA の発現が認められることから、

他家移植を⾏う場合には MHC 型のマッチングを⾏う必要があることが⽰唆さ

れた。 
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Table. 2.1 RT-PCRに使⽤したプライマーシークエンス⼀覧 
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Fig. 3.1.1 各主要組織適合性複合体（MHC）遺伝⼦における⽝脱分化脂肪細胞

（DFAT）および成熟脂肪細胞（MA）のmRNA 発現解析結果  

DFAT：脱分化脂肪細胞、MA：成熟脂肪細胞、PC：ポジティブコントロール 
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Fig. 3.1.2 各主要組織適合性複合体（MHC）遺伝⼦における⽝脱分化脂肪細胞

（DFAT）および成熟脂肪細胞（MA）のmRNA 発現解析結果（半定量解析）  
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第 2 章 他家⽝脱分化脂肪細胞の投与に向けた 

主要組織適合性複合体（MHC）の検討 

 

第 2 節 MHC 遺伝⼦マッチングの有⽤性 
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1. 緒⾔ 

 主要組織適合遺伝⼦複合体（MHC）は細胞表⾯に発現し、免疫系への⾃

⼰および⾮⾃⼰抗原提⽰に関与する糖タンパク質であり、病原体の排除に働く。

⼀⽅で、MHC 分⼦は移植⽚拒絶反応を引き起こす主要な免疫学的障壁でもあり、

移植された⾮⾃⼰臓器および細胞の拒絶反応などの免疫応答において基本的な

役割を果たす(Wagner et al., 1999)。したがって、⼀般に MHC型が⼀致しない

他家間葉系幹細胞（MSC）移植は、抗体産⽣などの免疫応答を誘発し、移植さ

れた細胞の⽣存率を低下させる(Isakova et al., 2014; Wu et al., 2016; Cabon et al., 

2019)。医学領域の臓器移植では、拒絶反応の抑制を⽬的としてドナーとレシピ

エントの MHC 遺伝⼦を詳細に解析した上でのマッチングが頻繁に⾏われてい

る。また、MHC 遺伝⼦の不適合遺伝⼦座数は、他家臓器移植における移植⽚拒

絶に関連している(Lee et al., 2007; Rudolph et al., 2016; Williams et al., 2016)。

しかし、⽝の他家移植において MHC クラス I および II 遺伝⼦座を詳細に解析

し、マッチングを⾏なった報告は極めて少ない。 

 

 我々の研究グループではこれまでに⽝ MHC の多型分析に基づいて、

MHCクラス I（DLA-88 および DLA-12 / 88L）およびクラス II（DLA-DRB1 、

DLA-DQA1 および DLA-DQB1）遺伝⼦座のシークエンスベースタイピング法

を確⽴している(Miyamae et al., 2018, 2019)。また、⽝を対象とした他家移植に

おけるアロ反応性 T 細胞の評価に有⽤であるフローサイトメトリー混合リンパ

球反応（Mixed lymphocyte reaction：MLR）法を確⽴した(Miyamae et al., 2019)。 
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 前章より⽝ DFAT には複数の MHC 遺伝⼦の mRNA 発現が認められた

ことから、他家移植に際しては免疫原性が危惧される。したがって、効率的かつ

安全な⽝ DFAT の他家移植を成功させるため、MHC 遺伝⼦のシークエンスベ

ースタイピングに基づくマッチングの有効性を、他家移植が最も困難である⽪

膚移植（in vivo）および MLR（in vitro）により検証した。 

 

2. 材料および⽅法 

１）供試動物 

 MHC 遺伝⼦の DNA シークエンスに基づいて選択した８頭の健常ビー

グル⽝を使⽤した。既報を元に決定した供試動物の MHC シークエンスおよび

ハプロタイプ推定結果を Table 2.2.1 に⽰した(Miyamae et al., 2018, 2019)。全

ての⽝は 1頭のドナーと 3頭のレシピエントを含む Set１（Dog１から Dog４）

および Set２（Dog５から Dog８）の 2セットに分けた。また、レシピエントは

推定したハプロタイプに基づき、ドナーとすべての MHC 遺伝⼦座が完全に⼀

致（完全⼀致）、⼀⽅のハプロタイプのみ⼀致（半⼀致）もしくはすべての MHC

遺伝⼦座の相違（不⼀致）する⽝をそれぞれ１頭ずつ選定した。年齢はセットご

とに統⼀し、その中央値はそれぞれ 2.7歳齢（範囲：2.4‒3.0歳齢）および 5.0歳

齢（範囲：4.4‒5.0 歳齢）であった。それぞれのセットはレシピエントとして 1

頭の雌を含む Set２を除き、すべて雄で構成した。 

 

 医学領域において MHC型のみならず、⾎液型も他家移植に影響を与え

る可能性がある(Shimizu et al., 2003)。そこで、⾎液型判定および⾎液交差適合
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試験のため、すべての⽝の頸静脈から抗凝固剤として EDTA を含むチューブに

全⾎を採取した。採取したサンプルは富⼠フイルム VET システムズ株式会社

（Tokyo, Japan）に解析を依頼した。⾎液型は⽝⾚⾎球抗原（Dog erythrocyte 

antigen：DEA）1.1 および 1.2 を凝集法により判定した。また、各セットにおけ

るドナーとレシピエント間の⾎液交差適合試験を凝集法により実施した。 

 

２）⽪膚移植 

 すべての⽝は全⾝⿇酔下で同⼀術者により移植⼿術を⾏った。全⾝⿇酔

はアトロピン塩酸塩（0.04 mg/kg, S.C.）および酒⽯酸ブトルファノール（0.2 

mg/kg, I.V.）により前投与を⾏い、プロポフォール（7 mg/kg, I.V. to effect）に

より⿇酔導⼊した。導⼊後、気管挿管を⾏い、イソフルランにより⿇酔維持を⾏

なった。術後鎮痛及び感染症対策として酒⽯酸ブトルファノール（0.2 mg/kg, 

I.V.）およびセフォベシン（8 mg/kg, S.C.）の投与を⾏なった。 

 各ドナーから直径 8mm の⽣検パンチ（Kai Industries Co. Ltd., Gifu, 

Japan）を使⽤し、腰背部より⽪膚移植⽚を採取した。同様にレシピエントから

⽪膚⽚を切除し、ドナー⽪膚をレシピエント⽝に縫合することによって移植し

た。また、⽪膚移植⼿技による影響を排除する⽬的で⾃家⽪膚移植を⾏った。さ

らに、他家移植および⾃家移植はそれぞれ２箇所ずつ実施した。⽪膚移植後 2‒

3 ⽇ごとに包帯を交換し、移植⽚を観察した。移植７⽇⽬に、移植⼿術と同様に

全⾝⿇酔を施し、他家移植⽚および⾃家移植⽚のうち１箇所を切除⽣検した。ま

た、残存した（2箇所⽬の⾃家移植⽚および他家移植⽚）は、経時的に観察を継

続し、他家移植⽚の⾁眼的壊死が観察された時点で病理組織学的評価のために
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切除⽣検した。移植⼿技および⽣検のタイミングを Fig. 3.2.1 に⽰した。 

 ⽣検した各標本は 10 ％中性緩衝ホルマリンで固定したのちパラフィン

に包埋し、HE染⾊により光学顕微鏡で評価した。病理組織学的な壊死および炎

症細胞浸潤の程度を移植後 7 ⽇⽬に評価した。また、リンパ球浸潤の程度は定

性的に最⼩、軽度、中程度または重度の順にスコアリングした。 

 

３）混合リンパ球反応（MLR） 

 ドナーとレシピエントに対する MLR は過去の報告を元に実施した

(Miyamae et al., 2019)。各⽝から密度勾配遠⼼分離によって末梢⾎単核細胞

（Peripheral blood mononuclear cell：PBMC）を分離した後、レスポンダー（レ

シピエント）PBMC を CytoTell（AAT Bioquest, CA, USA）により標識した。

CytoTell 標識レスポンダーT 細胞を 96 ウェルプレートでマイトマイシン C

（Fujifilm Wako Pure Chemical Corp., Osaka, Japan）で処理したスティミュレ

ーター（ドナー）PBMC と混合した。レスポンダーおよびスティミュレーター

T 細胞は 1×106細胞/ ml の濃度に調整した。7 ⽇間のインキュベーション後、

各ウェルの細胞を回収し、フローサイトメーターで分析した。レスポンダーのア

ロ反応性 T 細胞増殖は、CytoTell 蛍光強度の減衰歴を追跡することによって定

量化し、刺激指数（SI値）を算出した。SI値の計算は過去の報告と同様に⾏な

った(Miyamae et al., 2019)。 

 

４）統計解析 

 等分散モデルを想定した Paired-t 検定を⾏い、多重⽐較には Bonferroni
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補正を使⽤した。さらに、SI値と⾁眼で確認された⽣着の期間との相関関係は、

Spearman の相関係数によって評価した。統計解析にはR statistical program (ver. 

3.3.2, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria)を使⽤し、P < 

0.05 を統計学的に有意差ありとした。 

 

3. 結果 

１）⾎液交差適合試験および⾎液型判定 

 Set１のレシピエントうち１頭がDEA1.1 に対し陽性を⽰した。しかし、

⾎液交差適合試験は主試験および副試験ともに陰性であった。Set２のレシピエ

ントのうち、DEA 1.1 陽性の⽝が２頭含まれ、ともに副試験が陽性を⽰した

（Table 2.2.2）。 

 

２）⽪膚移植 

 各セットの⽪膚移植 7 ⽇⽬における病理組織学的所⾒および⾁眼的な壊

死を認めるまでに要した⽇数を Table 2.2.3 に⽰した。他家移植⽚は MHC不⼀

致ペアにおいて移植 11 ⽇⽬に拒絶された。また、MHC半⼀致ペアでは、各セ

ットにおいてそれぞれ 11 ⽇⽬と 14 ⽇⽬に拒絶された。⼀⽅、MHC 完全⼀致

ペアにおいては Set２では 18 ⽇⽬、Set１では 21 ⽇⽬まで移植⽚が⽣着した

（Fig. 3.2.2）。 

 

 MHC 不⼀致ペアにおける移植７⽇⽬の病理組織学的評価では、移植⽚

とレシピエント⽪膚との境界（移植⽚境界）および移植⽚中⼼部に中等度から重
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度のリンパ球浸潤が観察された。Set 2 の MHC半⼀致ペアでは移植⽚境界およ

び移植⽚中央部に軽度から中等度のリンパ球浸潤と壊死が認められ、Set１では

同様のリンパ球浸潤が認められたが壊死は認められなかった。完全⼀致ペアで

は移植⽚の中央部が損傷し、部分的な上⽪⽋損や好中球浸潤および壊死が⾒ら

れた。しかし、移植⽚中央部には最⼩限のリンパ球細胞浸潤のみが含まれてお

り、移植⽚境界が不明瞭であった（Fig. 3.2.3）。また、⾁眼的な壊死が観察され

た時点で採取された病理組織標本には重度のリンパ球浸潤と壊死が MHC 半⼀

致および完全⼀致ペアの双⽅で観察された。⼀⽅、完全不⼀致ペアにおいてはリ

ンパ球の浸潤が少なく、移植⽚は線維芽細胞と⾁芽組織に部分的に置換されて

いた。 

 

 すべてのレシピエントについて、⾃家移植⽚の⽣着は各時点において⾁

眼的かつ病理組織学的に確認された。移植７⽇⽬の⾁眼的所⾒として移植⽚中

央が損傷しており、縫合⼿技による損傷と考えられた。移植 7 ⽇⽬の病理組織

学的所⾒では、移植⽚境界が不明瞭である⼀⽅で、移植⽚中央部の部分的な上⽪

⽋損や好中球細胞浸潤および壊死が観察された。これらの縫合⼿技に伴う物理

的創傷は、2回⽬の⽣検時点で改善されていた。 

 

３）混合リンパ球反応 

 MHC シークエンスの結果に基づき、Dog１と Dog５をそれぞれ Set１

と Set２におけるドナーとして使⽤した。いずれのセットにおいても MHC不⼀

致ペアの SI値は、完全⼀致ペアと⽐較し有意に⾼値を⽰した（P < 0.001）。Set
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２において MHC 半⼀致ペアの SI 値は完全⼀致ペアの SI 値と⽐較し有意に⾼

値を⽰した（P < 0.01）。⼀⽅、Set１の MHC半⼀致ペアと完全⼀致ペアの SI値

に有意差は認められなかった（Fig. 3.2.4）。また、いずれのセットにおいてもレ

スポンダー（レシピエント）の T 細胞アロ反応性の⼤きさがスティミュレータ

ー（ドナー）とレスポンダー間の MHCミスマッチアレル数と相関していた（P 

< 10-7）。さらに、SI値と移植⽚の⽣着期間の間には負の相関が認められた（P = 

0.02）（Fig. 3.2.5）。Set２におけるレスポンダー⽝のアロ反応性 CD4 および CD8

陽性 T 細胞増殖を定量化したところ、不⼀致ペアの CD4 および CD8陽性 T 細

胞の SI値は完全⼀致ペアの SI値よりも有意に⾼かった（P < 0.01）（Fig. 3.2.6）。 

 

4. 考察 

 著者の知る限り、本研究は⽝を⽤いてドナーおよびレシピエント間で

MHC 遺伝⼦のシークエンスベースタイピングに基づく MHC 型の判定を⾏な

った上で、他家⽪膚移植を⾏なった最初の報告である。MHC 分⼦は、移植後の

免疫反応に関与する主要な移植障壁であり、臓器移植の可否はドナーとレシピ

エント間の MHC 適合性に依存する。医学領域では MHC 遺伝⼦のシークエン

スベースタイピングに基づく臓器移植が⼀般的であり、MHC マッチングを伴う

臓器移植は急性拒絶反応を軽減し、移植⽚の⽣存を延⻑するとともにレシピエ

ントの死亡率を低減する(Lee et al., 2007; Rudolph et al., 2016; Williams et al., 

2016)。本研究の結果でも、MHC半⼀致および不⼀致ペアにおける他家移植⽚

は 14 ⽇以内に拒絶されたが、完全⼀致ペアでは最⻑ 21 ⽇間⽣着した。MHC型

が不⼀致であるマウスや⽝の他家⽪膚移植では、移植 6 ⽇⽬から 12 ⽇⽬に⽪膚
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移植⽚が拒絶される(Abb et al., 1978; Cheng et al., 2017)ことから、MHC 遺伝

⼦のマッチングを⾏うことで他家⽪膚移植⽚の⽣着期間が延⻑することが明ら

かとなった。 

 

 本研究では、MHC 遺伝⼦に対しシークエンスベースタイピングを実施

し、ドナーおよびレシピエントを選択した。⽝においてこれまでに限られた

MHC 遺伝⼦座のシークエンスデータまたはマイクロサテライトマーカーに基

づいてドナーとレシピエントを選択した報告は存在するものの(Wagner et al., 

2000; Kornblit et al., 2013)、複数遺伝⼦座に対して DNA シークエンスに基づい

た MHC 型のタイピングを実施した上で、臓器移植を⾏なった報告はない。ま

た、⽝種ごとの MHC 遺伝⼦の変異と多型は、マイクロサテライトマーカーと

⽐較してシークエンスベースタイピングでより詳細に検討されており、直接的

に MHC 遺伝⼦の多型を検出可能である(Miyamae et al., 2018)。また、マイク

ロサテライトマーカーは多様な MHC 対⽴遺伝⼦を持つ⽝種ごとのデータは存

在せず、実際に臨床応⽤するには不⼗分であると考えられる。Heineman らは⽝

の⼩腸他家移植を実施し、MHC型不⼀致のペアと⽐較して、MHC型の⼀致し

たペアの⽣存期間が延⻑することを⽰した(Heineman et al., 1991)。しかし、こ

の研究では MHC タイピングが⾎清学的⼿法と MLR にのみ基づいている

(Heineman et al., 1991)。⾎清学的⼿法は MHCタイピングに古くから⽤いられ

てきた⽅法であるが、⽝において特定の MHC 分⼦に対する安定した抗⾎清が

⼊⼿できないことが多く、実際の臨床での使⽤は困難である。また、医学領域で

は MHC 遺伝⼦タイピングに基づく移植を⾏なった群が⾎清学的分類に基づい
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て移植された群と⽐較して⾼い⽣存率を⽰しており、DNA シークエンスベース

タイピングが⾎清学的タイピングより精度が⾼い(Edinur et al., 2015)。したが

って、本研究は⽝の移植医療における MHC 遺伝⼦のシークエンスベースタイ

ピングおよびマッチングの有⽤性を明らかにした。 

 

 医学領域の他家臓器移植において MHC マッチングの有効性が⽰されて

いるが、⼈の各対⽴遺伝⼦やハプロタイプは極めて多様性に富み、完全に MHC

型が⼀致したドナーの検索は不可能に近い。したがって、ドナーに対し感染や悪

性腫瘍形成などの副作⽤を引き起こす可能性のある免疫抑制剤を⽣涯にわたり

投与する必要がある(Zachary et al., 2016)。⽝の他家腎移植後の⻑期的転帰に関

する研究では、⽣涯にわたる免疫抑制剤の投与が必要であり、感染性の合併症が

死因のうち 23％を占める(Hopper et al., 2012)。したがって、臓器移植後の⻑期

的予後を達成させるためには免疫抑制剤の休薬または削減が有益である。MHC

型を適合させた⼈⼯多能性幹細胞の霊⻑類移植モデルでは、MHC の⼀致により

リンパ球の移植⽚への浸潤を抑制させ、免疫抑制剤の投与量を減らしうる可能

性が⽰唆された(Morizane et al., 2017)。本研究でも、ドナーとレシピエント間

の MHC 型をマッチングさせることにより移植⽚に対するリンパ球の反応を低

下させ、移植⽚の⽣存を延⻑することを明らかにした。したがって、シークエン

スベースタイピングに基づく他家移植を実施することで副作⽤を抑制し、免疫

抑制剤の投与量を減らしうる可能性が⽰された。 

 

 今回、⽝の肝硬変に対して DFAT の他家移植を効率的かつ安全に実施す
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ることを⽬的として、シークエンスベースの MHC タイピングが他家移植に与

える影響を他家移植が最も困難であるとされる⽪膚移植により検証し、MHC 遺

伝⼦型のマッチングが⽝の⽪膚移植⽚の⽣着を延⻑することを明らかにした。

しかし、完全な MHC 適合ドナーを使⽤しても、移植⽚は最終的に拒絶された。

臓器の免疫原性は臓器間で異なり、⽪膚は MHC 分⼦と⽐較して弱い免疫応答

を誘発する⽪膚特異的なマイナー抗原が存在することから、他の臓器と⽐較し

て特に⾼い免疫原性を有する(Fuchimoto et al., 2001)。また、⼈では Y染⾊体上

にコードされたマイナー抗原が移植⽚⽣着率低下と関連しており(Popli et al., 

2014)、⽝においても Y染⾊体に関連するマイナー抗原の存在が⽰唆されている

(Weber et al., 2003)。Set 2 の MHC完全⼀致レシピエントが雌であることから、

雌雄差が拒絶に関連した可能性がある。さらに、本研究では⾎液交差適合試験に

より副試験が陽性であった⽝が 2 頭存在しており、医学領域では⾎液型の差異

や⾎液交差適合試験の反応性により拒絶反応を引き起こすことが報告されてい

る(Shimizu et al., 2003; Gehrie et al., 2013)。したがって、マイナー抗原に対す

る免疫応答により本研究における遅発⽣拒絶反応を⽣じた可能性が⽰された。 

 

 本研究では、MLRの結果が移植⽚⽣存と関連することを明らかにした。

MLR は移植前に実施することが可能であり、in vitro でのドナーとレシピエン

ト間の MHC 不適合性に関連する免疫応答を再現可能である(Miyamae et al., 

2019)。⼈においてドナー反応性 T 細胞の活性化は移植⽚に浸潤するリンパ球と

密接に関連しているため、MLRは移植後の急性拒絶反応の予測とモニタリング

に役⽴つとされている(Tanaka et al., 2005)。本研究では、Set 2 の半⼀致ペアと
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不⼀致ペアにおいて MLRを介してアロ反応性 CD4 および CD8陽性 T 細胞増

殖が観察された。これら T 細胞の増殖が移植 11 ⽇後に認められた移植⽚の急性

拒絶を誘発した可能性がある。また、Set 1 の MHC不⼀致ペアで有意なアロ反

応性 T 細胞増殖を検出した。Set 1 では CD4 および CD8陽性 T 細胞のアロ反

応性を定量化していないが、⽪膚移植後に Set２と同様に移植⽚拒絶反応が観察

されたことから T 細胞を介した急性移植⽚拒絶反応があった可能性が⽰唆され

た。したがって、本研究結果からフローサイト MLR を使⽤することで in vivo

において移植を⾏う前にアロ反応性 T 細胞を介した移植⽚拒絶反応を予測でき

る可能性が⽰された。 

  

5. ⼩括 

 本研究から in vivo（⽪膚移植）および in vitro（フローサイト MLR）法

を使⽤して、⽝における MHC 遺伝⼦のシークエンスベースタイピングの有⽤

性を確認した。その結果、⽝の⽪膚移植モデルにおけるドナーとレシピエント間

の MHC 遺伝⼦型を⼀致させることにより移植⽚の⽣存期間が延⻑することを

明らかにした。さらに、MLRの結果は⽪膚移植の結果をよく反映していた。し

たがって、ドナーの選択に遺伝⼦タイピングに基づく MHC 型のマッチングは

有⽤であり、⽝ DFAT においても他家移植の効率を向上させうる可能性が⽰唆

された。 
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Table 2.2.1 実験に使⽤した⽝の主要組織適合性複合体（MHC）ハプロタイプ

情報 

Hp：ハプロタイプ 
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Fig. 3.2.1 ドナーおよびレシピエントにおける⽪膚移植プロトコル 

 ドナーより 2 箇所の⽪膚全層移植⽚を採取しレシピエントに移植した。

⾃家⽪膚移植はコントロールとしてレシピエントの他家移植部位に隣接して実

施した。2箇所の移植⽚のうち⼀⽅は移植 7 ⽇⽬に⽣検し、他⽅の移植⽚は⾁眼

的な壊死が確認された時点で⽣検した。 
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Table 2.2.2 実験に使⽤した⽝の⾎液型および⾎液交差適合試験結果 

 ⽝⾚⾎球抗原（DEA）1.1 に対して陽性を⽰した Set 1 の 1頭（Dog 4）

および Set 2 の２頭（Dog 7 および Dog 8）を除き、全ての⽝が DEA 1.1 と DEA 

1.2 に対し陰性であった。 
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Table 2.2.3 各ビーグル⽝のペアにおける刺激指数、移植７⽇⽬における病理組

織学的所⾒および移植⽚⽣着期間 

 各ペアにおける刺激指数は完全⼀致ペアと統計学的に⽐較した。また、

移植７⽇⽬におけるリンパ球浸潤は、最⼩（±）、軽度（+）、中程度（++）また

は重度（+++）としてスコアリングした。 

＊：P < 0.01、＊＊：P < 0.001 
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Fig. 3.2.2  主要組織適合性複合体（MHC）完全⼀致ペア（Set２）のレシピエン

トにおける⽪膚移植⽚の⾁眼所⾒ 

 ⾃家移植⽚（A‒C）および他家移植⽚（D‒E）の双⽅で縫合⼿技により

移植⽚の中央が損傷している。しかし、移植⽚辺縁は 7 ⽇⽬（A、D）および 14

⽇⽬（B、E）で⽣着していることが確認された。 ⾃家移植⽚は 18 ⽇⽬（C）ま

で⽣着が認められた。⼀⽅、他家移植⽚は⿊⾊化し、⾁眼的に拒絶したと⾒なし

た（F）。  

⽮頭：⽣着した移植⽚の辺縁 
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Fig. 3.2.3 移植 7 ⽇⽬における他家移植⽚の病理組織学的所⾒（HE染⾊） 

 移植⽚境界は⽮頭間の仮想線で表され、移植⽚は左側に存在する。 主要

組織適合性複合体完全⼀致ペアの移植⽚（A）は、半⼀致（B）および不⼀致ペ

ア（C）と⽐較して、細胞浸潤が少なく境界が不明瞭である。不⼀致ペアは、移

植⽚の壊死を伴う重度のリンパ球細胞浸潤を⽰した（D）。 

 Bar： 300μm（A‒C）、200μm（D） 
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Fig. 3.2.4 Set 1 および Set 2 の各組み合わせにおける刺激指数（SI値） 

 各バーに CytoTell リンパ球混合反応（MLR）による SI値の平均±標準

偏差を表した。グラフの下表は、MLRにおける各セットのドナーとレシピエン

トの組み合わせを表す。 

＊：P < 0.01、＊＊：P < 0.001 
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Fig. 3.2.5 ドナーおよびレシピエント間の刺激指数（SI値）とミスマッチアレ

ル数との相関関係（A）および移植⽚の⽣存期間と SI値の相関関係（B） 
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Fig. 3.2.6 Set 2 におけるアロ反応性 CD4 および CD8陽性 T 細胞増殖 

 各バーに CytoTell リンパ球混合反応（MLR）による CD4または CD8

陽性 T 細胞の刺激指数（SI値）の平均±標準偏差を表した。グラフの下表は、

MLRにおける各⽝のハプロタイプ（Hp）の組み合わせを表す。 

＊：P < 0.01 
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第３章 臨床応⽤に向けた⽝ DFAT の調整と 

投与安全性の検討 

 

第 1 節 細胞療法のための⽝ DFAT の調整 
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1. 緒⾔ 

 慢性肝炎は⽝の⼀般的な肝疾患であり、その終末像である肝硬変にいた

った場合には有効な治療法はなく、極めて予後が短い(Favier et al., 2013)。した

がって、既存の治療に反応しない⽝の肝硬変に対して細胞療法は効果の期待さ

れる治療法である。細胞療法に使⽤される細胞の中でも脱分化脂肪細胞（DFAT）

は少量の脂肪組織から作製することが可能であり、栄養状態の悪い肝硬変の⽝

に対する治療候補として有⽤である。我々はこれまでに、⽝ DFATが 1g未満の

少量の脂肪組織から作製可能であり、⽝の肝硬変の確定診断に多⽤される腹腔

鏡検査と同時に組織を採取することで低侵襲に多量の DFAT が作製可能である

ことを明らかにした。また、⽝ DFAT には主要な移植抗原である主要組織適合

性複合体（MHC）の mRNA 発現が認められることから他家移植を実施するた

めには免疫学的な障壁が存在する可能性が⽰された。したがって、詳細なシーク

エンスベースタイピングに基づいた MHC 型のマッチングを⾏うことで他家移

植効率が向上する可能性を⽰し、⽝ DFAT の⾃家および他家移植に関わる基本

的な知⾒を収集した。しかし、実際に DFAT を⽝に投与するためには、DFAT

の調整や投与に関わる基礎的な情報が不⾜している。 

 

 DFAT を肝硬変の⽝に臨床応⽤するためには、作製された DFAT を適切

な細胞数に調整し、投与までの⼀定期間保管する必要がある。獣医学領域におい

て細胞療法のソースとして期待される間葉系幹細胞（MSC）の増殖能を評価す

る⽅法として倍加時間が使⽤されている。倍加時間の評価により必要な細胞数

に⾄るまでの培養⽇数の推定が可能となり、投与に必要な組織量を推定できる
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ことから臨床的に重要である(DePompeo et al., 2020)。また、MSC は投与に伴

い、細胞直径の⼤⼩により細胞塞栓のリスクが存在する(Furlani et al., 2009; Ge 

et al., 2014)。さらに、MSC は投与にあたって調整を⾏う基剤や、保存温度、時

間によって細胞の⽣存率が変動する(Fujita et al., 2020)。 

 

 これまでに⽝ DFAT に関して、その増殖能や細胞直径、保存条件といっ

た投与に必要な基礎的な検討を⾏なった報告はない。したがって、本節では⽝

DFAT の投与に向けた増殖能と細胞直径および保存条件の検討を⾏なった。 

 

２. 材料および⽅法 

１）⽝ DFAT の作製 

 供試サンプルとして健常ビーグルの献体 5頭に由来する腹腔内脂肪組織

を使⽤した。使⽤した⽝の年齢と体重の中央値はそれぞれ 2.3歳齢（範囲：2.3‒

2.8歳齢）と 11.8kg（範囲：10.6‒12.1kg）であった。すべての⽝は無菌的に腹部

正中切開により鎌状間膜を露出し、脂肪組織を採取した。採取した脂肪組織は直

ちに滅菌 PBS中に懸濁し、⽝ DFAT の作製に供した。 

 ⽝ DFAT の作製は第１章と同様の⽅法で⾏なった。まず、脂肪組織の重

量を計測し、付着している結合組織および⾎管を除去した後、コラゲナーゼ処理

を⾏なった。次に、100 μm⼝径のフィルターで濾過し、100 g で 1 分間低速遠

⼼分離した。浮遊した成熟脂肪細胞を採集後、20％FBSおよび 1% ペニシリン

-ストレプトマイシン添加 DMEM で満たした 12.5 cm2培養フラスコに播種し、

天井培養を⾏なった。 
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 作製した初代培養 DFAT（P０）はサブコンフルエントとなるまで培養

したのち、倍加時間の測定および保存条件の検討に使⽤した。以降、20％FBSお

よび 1% ペニシリン-ストレプトマイシン添加 DMEM を増殖培地として週に 2

回培地交換を⾏なった。 

 

２）倍加時間の測定 

 天井培養によって得られた DFAT（P0）を 6-Well 細胞培養ディッシュ

(TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland)に 2×103個/cm2の

濃度で播種し、Passage４（P4）まで 7 ⽇ごとに継代を⾏なった。継代ごとに⾎

球計算版を⽤いて細胞数の測定を⾏った。倍加時間（DT）は既報に従い、公式：

DT = t / log2（N / N0）を使⽤して計算した。ここで、t は培養⽇数、Nは採取

時の細胞数、N0 は播種した細胞数を表す(Peng et al., 2015)。また、各継代時点

における浮遊 DFAT の細胞直径をデジタル顕微鏡カメラ（3R Solution Corp., 

Fukuoka, Japan）を使⽤して測定した。 

 

３）保存条件の評価 

 天井培養によって得られた DFAT（P0）を 60 mm細胞培養ディッシュ

(TPP Techno Plastic Products AG)に 2×103個/cm2の濃度で播種し、Passage 2

（P2）まで継代した細胞を使⽤した。トリプシン処理し細胞を回収後、直ちに

２種類の基剤（0.9％⽣理⾷塩⽔または乳酸リンゲル溶液）にて洗浄し、4‒5×105

個/ml の濃度に調整した細胞懸濁液を作製した。それぞれの基剤を使⽤した懸濁

液は 2つの 1.5 mlエッペンドルフチューブ（WATSON Bio Lab, Kobe, Japan）
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に分注し、異なる温度（4℃および室温）で保存した。⽣存率の算出はトリパン

ブルー染⾊法に基づき、細胞調整直後、保存１時間後、３時間後、６時間後およ

び 24時間後に測定した。 

 

４）統計処理 

 各種データは平均±SD で表した。継代ごとの倍加時間、細胞直径およ

び⽣存率の⽐較にはPaired-t 検定またはRepeated measures ANOVA を使⽤し、

Post hoc test として Tukey検定を⾏なった。統計は GraphPad PRISM for Mac 

OS X version 5.0b にて解析し、P < 0.05 を統計学的に有意差ありとした。 

 

3. 結果 

１）倍加時間および細胞直径 

 Passage１（P1）から Passage４（P4）における倍加時間と P0 から P4

における細胞直径を Fig. 4.1.1 に⽰した。倍加時間は P3以降急激に増加し、P3

および P4 の倍加時間（12.8±7.0 ⽇および 21.6±12.3 ⽇）は P1（2.3±0.9 ⽇）

と⽐較して有意に延⻑した（P < 0.05 および P < 0.01）（Fig. 4.1.1A）。また、細

胞直径は P0 と⽐較して継代ごとに増加し、P4 の細胞直径は 40.5±2.4 μmと

P０（22.0±0.7 μm）と⽐較し約⼆倍に増加した（Fig. 4.1.1B）。 

 

２）保存条件の評価 

 各保存条件における⽣存率の推移を Fig. 4.1.2 に⽰した。各条件を⽐較

すると、24 時間⽬の⽣存率はラクトリンゲル液室温保存が最も⾼く、88.5±
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4.1％であった。また、ラクトリンゲル液室温保存条件では保存 3 時間⽬、6 時

間⽬および 24時間⽬の⽣存率が⽣理⾷塩⽔保存の 2条件における同⼀保存時間

と⽐較してそれぞれ有意に⾼い⽣存率を⽰した（P < 0.05）。さらに各保存条件

における時間ごとの推移では、どの条件においても経時的に⽣存率が低下した。

⽣理⾷塩⽔保存の２条件では保存 1 時間⽬より有意な⽣存率の減少がみられ、

ラクトリンゲル液４℃保存では 3 時間⽬より減少がみられたが、ラクトリンゲ

ル液室温保存条件においては６時間⽬に初めて有意な減少がみられ、最も⻑く

⽣存率が維持されていた。 

 

4. 考察 

 MSC を⽤いた細胞療法は⼈の肝硬変を対象とした臨床研究により治療

効果が⽰されており、MSC と類似した⾎管新⽣作⽤や免疫調整作⽤を有する

DFAT 療法は⽝の肝硬変に対して期待が持てる新規治療法である。医学領域で

使⽤される MSC の体重当たりの細胞数は 1.0‒2.0×106個/kg であり、1.2×107

個/kg を超えない(Zhang et al., 2020)。⽝の肝障害において MSC を使⽤した報

告では 0.4‒2.0×106個/kg の細胞数が使⽤されており、概ね⼈と⼀致している

(Matsuda et al., 2017; Nam et al., 2017; Teshima et al., 2017; Fang et al., 2018 a; 

Gardin et al., 2018; Nishimura et al., 2019; Yan et al., 2019)。重篤な肝疾患を患

う⽝にとって⾄適細胞数への増殖を待つことは負担となり、特に⾃家由来細胞

を使⽤する際には組織採取に侵襲を伴うことから、培養と増殖にかかる時間や

必要組織量を正確に把握することは重要である。⼀般的に⽝ MSC の倍加時間は

2−5 ⽇とされており、⾼い⾃⼰複製能を有する。この⾼い増殖能は MSC の細
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胞学的特徴であるとともに、細胞培養に要する⽇数や必要組織量、さらには初代

培養細胞の数量から将来投与可能となる回数の予測に必要な指標となる

(DePompeo et al., 2020)。DFAT は MSC同様、いずれの動物種においても⾼い

増殖活性を有するが、動物種によりその倍加時間はそれぞれ、⼈で 3 ⽇、猫で 2

⽇、ウマで 3‒5 ⽇、豚で 0.9 ⽇、マウスで 0.8 ⽇と幅がある(Matsumoto et al., 

2008; Kono et al., 2014; Peng et al., 2015; Murata et al., 2016)。本研究では初め

て⽝ DFAT の増殖能を調査し、その倍加時間が P1 および P2 において 2.3−3. 

1 ⽇と⾼いことを明らかにした。しかし、急激な倍加時間の延⻑が P3以降に認

められた。⼀般に MSC の分裂回数は有限であり、継代に使⽤するトリプシンが

細胞毒性を有することから継代に伴い細胞⽼化を引き起こし、倍加時間や細胞

直径は増加する(Bertolo et al., 2015; Truong et al., 2019)。したがって、第 1 

章で得られたデータを⽤い、⾼い増殖活性を維持する P2 の細胞を臨床応⽤する

ことを想定すると、わずか数mg/kg の脂肪組織から⼀回分に相当する治療⽤量

の DFAT を作製可能であることが明らかとなった。 

 

 DFAT を⽝の肝硬変に臨床応⽤するためには投与に関わる安全性や投与

に関わるリスクを評価する必要がある。特に、MSC は細胞直径が細胞塞栓のリ

スクと関連することが実験動物モデルにおいて明らかとなっている(Furlani et 

al., 2009; Ge et al., 2014)。MSC の細胞直径は約 30 μmであり、⽩⾎球と⽐較

して 2−３倍⼤きく、⽑細⾎管を通過できない。したがって、特に末梢静脈経由

で細胞を投与した場合、多くの細胞が肺の⽑細⾎管（約 14 μm）にトラップさ

れる(Voga et al., 2020)。Furlaniらは蛍光標識した MSC を⽣体顕微鏡観察下で
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追跡し、細胞塞栓に伴う⾎流速の減少を確認した(Furlani et al., 2009)。また、

Ge らは⼈胎盤由来 MSC を細胞直径ごとにソーティングした上でラットの頸動

脈から投与し、細胞直径と脳梗塞の発⽣リスクを検証した。その結果、直径が⼤

きい細胞を投与された群では全ての動物に重篤な脳梗塞を引き起こし、2割の動

物が死亡した。⼀⽅、直径が⼩さい細胞を投与された群では脳梗塞の程度は軽微

であった(Ge et al., 2014)。したがって、投与する細胞の直径は細胞療法の安全

性に直結する。今回、⽝ DFAT の細胞直径は P1 および P2 において 30 μm以

下であり、MSC と類似していることが明らかとなった。また、MSC と同様に継

代に伴い細胞直径が増加した(Bahamondes et al., 2017)。したがって、DFAT を

⽝に投与する場合には細胞直径が⼩さく、増殖能の維持される P2までの若い継

代の細胞を使⽤する必要があることが明らかとなった。 

 

 DFAT を臨床応⽤する場合、採取した脂肪組織を実験室で培養および調

整し、実際に投与が⾏われる病室へ細胞を輸送する必要がある。細胞療法を臨床

応⽤するための課題の⼀つとしてこの輸送期間中に細胞の⽣存を確保すること

が挙げられ、アメリカ⾷品医薬品局は細胞療法に使⽤する際のクライテリアと

して＞70％の細胞⽣存率を求めている（http:// www.fda.gov）。MSC では細胞の

⽣存率を向上させるため、細胞浮遊液に使⽤する基剤や保存温度の調整が⾏わ

れている。⼈⾻髄由来MSC を⽣理⾷塩⽔および５％デキストロース溶液に保存

した場合、⽣理⾷塩⽔が⽣存率保持に優れ、保存温度にかかわらず２時間以内の

使⽤が勧められている(Sohn et al., 2013)。また、⼈ ASC では⽣理⾷塩⽔とラク

トリンゲル液を⽐較した場合、保存 24時間後の⽣存率がラクトリンゲル液で有
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意に⾼い(Fujita et al., 2020)。⼀⽅、同⼀保存条件下で⼈および⽝ ASC を⽐較

した場合、⽝ ASC でより⽣存率が維持される。しがたって、⾄適保存条件には

動物種差が存在し、⽝由来の細胞を⽤いた研究が必要である(Gardin et al., 2018)。

Bronzini らは⽝ ASC を PBS と DMEM を基剤とし、複数の温度条件下で⽣存

率を⽐較したところ、PBS室温保存条件で 9‒12時間、細胞⽣存率が維持される

と報告している(Bronzini et al., 2012)。しかし、PBSは研究⽤試薬であることか

ら臨床現場で使⽤する場合には倫理的な懸念がある。また、DFAT について同様

に保存条件の検討した報告はない。したがって、本研究では安全に細胞投与が⾏

われた⽝の in vivo研究に基づき、保存基剤として⽣理⾷塩⽔とラクトリンゲル

液を選択した(Kim et al., 2015, 2020; Spriet et al., 2015; Teshima et al., 2017)。

その結果、各保存条件において⽝ DFAT は⾼い⽣存率を⽰したが、室温でラク

トリンゲル液に保存した場合に最も⾼い⽣存率が得られた。ラクトリンゲル液

は⽣理⾷塩⽔と⽐較し、よりイオン組成が⽣理的であり、pH緩衝作⽤を有する

ことから⾼い⽣存率を得られた可能性が⽰された(Fujita et al., 2020)。また、低

温により細胞障害が誘導されることから室温条件が 4℃条件と⽐較し条件とし

て適する可能性が⽰された(Rauen et al., 2007)。 

 

5. ⼩括 

 本研究の結果から、⽝ DFAT の投与には⾼い増殖能を有し、細胞直径の

⼩さい Passage２以内の細胞をラクトリンゲル液に調整し、室温保存にて投与す

ることが望ましいと考えられた。 
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Fig. 4.1.1 ⽝脱分化脂肪細胞（DFAT）の Passage１（P1）から Passage４（P4）

における倍加時間（A）と Passage０（P0）から P4 における細胞直径（B） 

＊：P < 0.05、＊＊：P < 0.01、＊＊＊：P < 0.001 
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Fig. 4.1.2 ⽝脱分化脂肪細胞（DFAT）の各種保存条件における⽣存率 

＊：P < 0.05、＊＊：P < 0.01、＊＊＊：P < 0.001 

a：同⼀時点におけるラクトリンゲル液室温保存との⽐較（P < 0.05） 

b：同⼀時点におけるラクトリンゲル液室温保存との⽐較（P < 0.01） 

c：同⼀時点におけるラクトリンゲル液室温保存との⽐較（P < 0.001） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 79 

 

 

 

 

 

 

 

 

第３章 臨床応⽤に向けた⽝ DFAT の調整と 

投与安全性の検討 

 

第２節 ⽝ DFAT の末梢静脈および⾨脈投与の安全性 
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1. 緒⾔ 

 ⽝の肝硬変に対する有効な治療法はなく、極めて予後が短いことから

(Favier et al., 2013)、間葉系幹細胞（MSC）を⽤いた細胞療法に期待が⾼まって

いる。MSC 療法は⽝肝障害モデルを⽤いた複数の研究において臨床症状や⾎液

⽣化学的所⾒の改善に加え、病理組織学的に炎症や線維化の改善効果が認めら

れ て い る (Matsuda et al., 2017; Teshima et al., 2017; Fang et al., 2018 a; 

Nishimura et al., 2019; Yan et al., 2019)。しかし、MSC は採取に侵襲を伴う⾻髄

や多量の組織量を必要とする脂肪組織を由来とすることから、⿇酔リスクが⾼

く栄養状態の悪い肝硬変の⽝では⼗分な治療⽤細胞数を得られない可能性があ

る。⼀⽅、脱分化脂肪細胞（DFAT）は少量の脂肪組織から作製することが可能

であり、栄養状態の悪い肝硬変の⽝に対する治療候補として有⽤である。また、

DFAT は⾎管新⽣作⽤や免疫調整作⽤を有することから、これまでに齧⻭類を

⽤いた研究において⼼筋梗塞や膀胱損傷、脊髄損傷による運動機能障害、炎症性

腸疾患など、種々の組織修復および疾患モデルに対し有効性が⽰されている

(Jumabay et al., 2009; Sakuma et al., 2009; Nakayama et al., 2017; Ishioka et al., 

2020)。したがって、現時点で有効な治療法が存在しない⽝の肝硬変に対する新

規治療法として期待が持てる。これまでに我々は腹腔鏡を応⽤することで低侵

襲にかつ少量の脂肪組織から⽝ DFAT を多量に作製可能であることを明らかに

し、投与に関わる増殖能や細胞直径、保存条件など基本的な情報を集積した。そ

の結果、⽝ DFAT は⾼い増殖能を有し、細胞直径の⼩さい Passage２までの細胞

をラクトリンゲル液に室温保存し、投与するべきであることが明らかとなった。 
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 DFAT を実際に⽝の肝硬変に臨床応⽤するためには DFAT の投与によ

り⽣じる副作⽤を評価する必要がある。これまでの細胞療法に関する研究では、

移植経路に応じて移植後の⼼筋梗塞や塞栓症などの有害反応の発⽣が報告され

ている(Vulliet et al., 2004; Tatsumi et al., 2013; Kang et al., 2014)。さらに、全

⾝投与された細胞の多くは肺でトラップされることから細胞療法の有効性を減

少させる恐れがある(Eggenhofer et al., 2012; Spriet et al., 2015; Teshima et al., 

2017)。しかし、これまでに⽝に対して DFAT を投与した報告はなく、異なる投

与経路ごとの安全性が評価されていない。 

 

 したがって、本節では肝硬変の⽝に対して DFAT を投与することを想定

し、腹腔鏡により採取した脂肪組織由来の⾃家 DFAT を末梢静脈および⾨脈よ

り投与し、短期的な副作⽤の有無を解析した。 

 

２. 材料および⽅法 

１）腹腔鏡下脂肪採取および⽝ DFAT の作製 

 供試動物として健常ビーグル 5頭を使⽤し第１章と同様の⽅法で脂肪組

織の採取と DFAT の作製を⾏った。使⽤した⽝の年齢と体重の中央値はそれぞ

れ 3.4歳齢（範囲：2.8‒3.5歳齢）と 12.1kg（範囲：10.6‒14.4kg）であった。ま

た、すべての⽝は⾎液検査、腹部超⾳波検査の結果に基づいて基礎疾患がなく、

健常であることを確認した。 

 腹腔鏡下脂肪組織採取は全⾝⿇酔下で実施した。全⾝⿇酔はアトロピン

塩酸塩（0.04 mg/kg, S.C.）および酒⽯酸ブトルファノール（0.2 mg/kg, I.V.）に
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より前投与を⾏い、プロポフォール（7 mg/kg, I.V. to effect）により⿇酔導⼊し

た。導⼊後、気管挿管を⾏い、イソフルランにより⿇酔維持を⾏なった。術後鎮

痛及び感染症対策として酒⽯酸ブトルファノール（0.2 mg/kg, I.V.）およびセフ

ォベシン（8 mg/kg, S.C.）の投与を⾏なった。 

 全⾝⿇酔下で術野の無菌処置とドレーピングを⾏い、⽝を左側横臥位に

保定した。気腹は閉鎖式で実施し、気腹針を刺⼊後 CO2ガスにより気腹を⾏な

った。完全な気腹を確認後、右側体壁および腹部正中より加えた⼩切開より２本

のトロッカーカニューレを刺⼊した。次に直径 5 mm の腹腔鏡カメラを⽤いて

腹腔内を探索後、鏡視下で⼤網脂肪組織を確認し、直径 5 mm の⽣検鉗⼦を⽤

いて脂肪組織を採取した。採取した脂肪組織は、培養のために PBSに直ちに懸

濁した。 

 採取した脂肪組織の重量を計測し、付着している結合組織および⾎管を

除去した後、コラゲナーゼ処理した。次に、100 μm ⼝径のフィルターで濾過

し、100 g で 1 分間低速遠⼼分離した。浮遊した成熟脂肪細胞を採集後、20％

FBS添加 DMEM で満たした 12.5 cm2培養フラスコに播種し、天井培養を⾏な

った。作製した DFAT はサブコンフルエントとなるまで培養したのち、トリプ

シン EDTA処理を施し、Passage１（P1）まで継代培養した。DFAT（P1）は細

胞凍結保存液(Zenogen Pharma Co., Ltd., Fukushima, Japan)中に回収し、投与

までの期間、液体窒素中に凍結保存した。 

 

２）投与⽤ DFAT の調整 

 凍結保存した DFAT（P1）は投与前に 37℃で速やかに融解し、75 cm2 
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細胞培養フラスコ（Sumitomo Bakelite Co., Ltd., Tokyo, Japan）に播種した。サ

ブコンフルエントまで培養した P２の細胞を回収し投与に使⽤した。回収した

DFAT は PBSで少なくとも 3回洗浄し、移植のために 1×106 個/ kg の濃度で

懸濁液を作製した。前節の結果からすべての⽝について⾃家 DFAT をラクトリ

ンゲル液中に懸濁し、投与直前まで室温で保管した。 

 

３）DFAT の末梢静脈および⾨脈投与 

 DFAT の投与プロトコルを Fig. 4.2.1 に⽰した。すべての⽝において末

梢静脈および⾨脈投与を⾏い、各投与経路間には４週間以上のインターバルを

設けた。 

 

 ３.1）DFAT の末梢静脈投与 

 末梢静脈投与では橈側⽪静脈に留置針を設置し、覚醒下で微量持続点滴

ポンプ（Terumo Co., Tokyo, Japan）を⽤いて 30 分間かけて投与した。 

 

 ３.2）DFAT の⾨脈投与 

 ⾨脈投与は過去の報告を参照(Sakamoto et al., 2012)し、以下の⼿順で全

⾝⿇酔のもと⾨脈本幹に投与した。 

 全⾝⿇酔はアトロピン塩酸塩（0.04 mg/kg, S.C.）および酒⽯酸ブトルフ

ァノール（0.2 mg/kg, I.V.）により前投与を⾏い、プロポフォール（7 mg/kg, I.V. 

to effect）により⿇酔導⼊した。導⼊後、気管挿管を⾏い、イソフルランにより

⿇酔維持を⾏なった。術後感染症対策としてセフォベシン（8 mg/kg, S.C.）を投
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与した。 

 次に、全⾝⿇酔下で術野の無菌処置とドレーピングを⾏い、⽝を仰臥位

に保定した。超⾳波ガイド下(FUJIFILM Corporation, Tokyo, Japan)で脾⾨部お

よび脾静脈を描出後、16 ゲージの留置針（Terumo Co.）を経⽪的に脾実質に刺

⼊した。留置針が脾静脈内に到達したことを超⾳波ガイド下で確認し、ガイドワ

イヤー(Cook Medical Japan G.K., Tokyo, Japan)を脾静脈から⾨脈に挿⼊した。

ガイドワイヤーを利⽤し、ヘパリン加⽣理⾷塩⽔で満たした 18Gダブルルーメ

ン中⼼静脈⽤カテーテル(Terumo Co.)を⾨脈内へ設置した。カテーテルの先端

が⾨脈本幹に配置されていることを X線透視装置(GE Healthcare Japan, Tokyo, 

Japan)下で確認し、トランスデューサー(FUKUDA COLIN Co., Tokyo, Japan)を

使⽤して⾨脈圧（PVP）を測定した。留置したカテーテルの 2 つのポートのう

ち、⼀⽅は経時的な PVP測定のためにトランスデューサーに接続され、他⽅は

DFAT移植に使⽤した。DFAT は⽤⼿により 3 分間かけて投与した。 

 

４）DFAT 投与後の安全性評価 

  

 ４.1）⾝体検査、⾎液凝固検査および⾨脈圧測定 

 すべての⽝について⾃家 DFAT 投与前および投与後 1 ⽇⽬と 7 ⽇⽬に

⾝体検査と⾎液凝固検査を実施した。⾝体検査項⽬として体温、⼼拍数、呼吸数

および⾎中酸素飽和度を測定した。また、⾎液凝固検査として、プロトロンビン

時間、活性化部分トロンボプラスチン時間、⾎漿フィブリノーゲン濃度、アンチ

トロンビン活性、フィブリノーゲン分解産物および D−ダイマーを測定した。
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PVPは⾨脈投与前および DFAT 投与終了から 20 分間にわたり 5 分間隔で測定

した。 

 

 ４.2）CT⾎管造影検査 

 末梢投与および⾨脈投与の双⽅で移植直後（30 分以内）および 7 ⽇⽬に

腹部および胸部の CT⾎管造影検査（Computed tomographic angiography：CTA）

を⾏なった。 

 CTA は全⾝⿇酔下で⼈⼯呼吸管理のもと実施した。全⾝⿇酔はアトロピ

ン塩酸塩（0.04 mg/kg, S.C.）および酒⽯酸ブトルファノール（0.2 mg/kg, I.V.）

により前投与を⾏い、プロポフォール（7 mg/kg, I.V. to effect）により⿇酔導⼊

した。導⼊後、気管挿管を⾏い、イソフルランにより⿇酔維持を⾏なった。次に

⽝を腹臥位に保定し、320 列マルチスライス CT(Canon Medical Systems)を使

⽤して撮影した。造影剤としてイオヘキソール（Teva Pharma Japan Inc., Nagoya, 

Japan）を 2.5ml / kg（750mgI / kg）の⽤量で投与し、すべての撮影は陽圧換気

下で過去の報告を参照し三相造影した(Sato et al., 2020 a)。 

  

４）統計処理 

 各種データは平均±SD で表した。各種データの⽐較には Repeated 

measure ANOVA を使⽤し、Post hoc test として Tukey検定を⾏なった。統計は

GraphPad PRISM for Mac OS X version 5.0b にて解析し、P < 0.05 を統計学的

に有意差ありとした。 
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3. 結果 

 末梢投与中、すべての⽝が終始落ち着いており、DFAT 投与は動物の⾏

動に変化を引き起こさなかった。また、いずれの投与経路においても⾃家 DFAT

投与後に顕著な臨床症状は認められず、体温、呼吸数、⼼拍数および⾎中酸素飽

和度は１頭を除き基準範囲内であった。⼀⽅、末梢投与を⾏なった１頭が投与 1

⽇⽬に軽度の発熱（39.2 ℃）を呈した。この⽝の体温は 2 ⽇⽬までに正常化

（38.0 ℃）し、他の⾝体検査所⾒に異常は⾒られず、臨床症状は認められなか

った。 

 PVPは全 5頭中 4頭で 20 分間経時的に測定した。投与直前の平均 PVP

は 5.8±1.0 mmHg であった。また、DFAT 投与以降の各時点で統計学的有意差

は⾒られず、⾨脈圧の変動は各⽝で 1 mmHg以内だった（Table 4.2）。 

 末梢静脈投与後の⾎液凝固検査所⾒は、投与 1 ⽇⽬のアンチトロンビン

活性（158.6±5.8％）が、投与前のアンチトロンビン活性（148.8±12.6％）と⽐

較して有意に⾼値を⽰した（P < 0.01）。また、⾨脈投与後の⾎液凝固検査所⾒

は、投与 7 ⽇⽬の⾎漿フィブリノーゲン濃度（226.5±41.0 mg/dl）が、投与前

（181.8±36.8 mg/dl）と⽐較して有意に⾼値を⽰した（P < 0.01）。さらに、投

与 7 ⽇⽬のアンチトロンビン活性（158.0±17.9％）は、投与前（146.2±21.0％）

と⽐較して有意に⾼値を⽰した（P < 0.01）。これら統計学的に有意に変動が認

められた測定項⽬を含め、すべての⾎液検査結果は基準範囲内であった。投与直

後および投与 7 ⽇⽬の CTA では、肺⾎栓塞栓症や⾨脈塞栓の兆候がいずれの⽝

においても認められなかった（Fig. 4.2.3）。 
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4. 考察 

 ⽝の慢性肝炎は⼀般的な炎症性肝疾患であり、グルココルチコイドやシ

クロスポリンを⽤いた治療が⾏われる。しかし、慢性肝炎の終末像である肝硬変

に⾄った場合、既存の治療に対する反応性に乏しく極めて予後が悪い(Favier et 

al., 2013)。したがって、既存の治療に代わる新規治療法の開発が極めて重要で

ある。医学領域において肝硬変に対する有効な治療法は⽣体肝移植に限られる

ことから、新規治療法として細胞療法に期待が⾼まっている。特に、MSC は簡

便に培養可能で、倫理的な問題が少ないことから肝硬変の⼈を対象とした臨床

研究が実施されている(Suk et al., 2016; Liang et al., 2017; Fang et al., 2018 b)。

しかし、MSC の主要な細胞源である⾻髄や脂肪組織は採取にかかる侵襲や必要

とする多量の組織量が問題視されている。⼀⽅、DFAT は⾼い増殖能と多分化

能、⾎管新⽣作⽤や免疫調整作⽤を有することからこれまでに⼼筋梗塞や膀胱

損傷、脊髄損傷による運動機能障害、炎症性腸疾患など、種々の組織修復および

疾患モデルに対して有効性が⽰されている(Jumabay et al., 2009; Sakuma et al., 

2009; Nakayama et al., 2017; Ishioka et al., 2020)。また、少量の組織から多量の

細胞を調整可能である点から、栄養状態が悪く、脂肪組織量の少ない肝硬変の⽝

に適した細胞療法のソースであると考えられる。これまでに我々は⽝ DFAT が

少量の組織から低侵襲に採取できることを⽰し、投与に関わる増殖能や細胞直

径、保存条件など基礎的な情報を集積した。医学領域の細胞療法では複数の投与

経路が報告されており、特に末梢静脈投与と⾨脈投与が汎⽤される。しかし、こ

れまでに⽝ DFAT を投与し、その安全性を評価した報告はない。したがって、

本研究では⽝の肝硬変に対する DFAT の臨床応⽤を⽬的として⾃家⽝ DFAT を
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複数の経路より投与し、安全に投与可能であることを明らかにした。 

 

 肝硬変の⼈に対して汎⽤される投与経路のうち、末梢静脈投与は最も侵

襲が少なく簡便な投与経路であるが、投与された細胞の多くが肺にトラップさ

れる。肺でトラップされた細胞は急速に排除されることから、他の投与経路と⽐

較して肝臓への細胞定着率が低い(Eggenhofer et al., 2012; Spriet et al., 2015)。

⼀⽅、⾨脈投与は直接肝臓へ接続する脈管への投与が可能であることから細胞

の肝臓への定着率は⾼い。⽝ ASC をテクネチウムシンチグラフィーを⽤いて追

跡を⾏った場合、末梢静脈投与した細胞の 85％は肺に分布するが、⾨脈投与で

は 86％が肝臓に分布する。また、末梢静脈投与した細胞は投与 6時間後におい

てもわずか 11％のみが肝臓に到達する(Spriet et al., 2015)。⽝の CCl４誘導肝障

害モデルでは、末梢投与と⽐較して⾨脈投与において肝臓の炎症および線維化

などの病理組織学的指標や⾎液⽣化学的所⾒に改善が認められる(Teshima et al., 

2017; Nishimura et al., 2019)。したがって、細胞の定着率と効果から肝硬変に対

する細胞療法には⾨脈投与が勧められる。⼀⽅、マウス肝硬変モデルでは末梢投

与の改善効果が⾨脈投与と⽐較して⾼く、医学領域における多くの臨床研究か

ら末梢投与による効果が認められている(Kim et al., 2011; Yang et al., 2020)。さ

らに、進⾏した⽝の肝硬変では⾨脈圧亢進症に伴う後天性⾨脈体循環短絡が認

められることから、⾨脈投与を⾏った細胞が短絡⾎管により末梢循環へ移⾏し、

結果として肺に⾎栓を形成することが危惧される(Muraca et al., 2002)。したが

って、本研究では進⾏した⽝の肝硬変を対象として DFAT の投与を⾏うことを

想定し、末梢投与および⾨脈投与の安全性を評価した。 
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 ⾃家細胞療法において最も危惧される副作⽤は投与に伴う細胞塞栓お

よび⾎栓形成である。本研究では DFAT 投与に伴う⾎栓形成のリスクを評価す

る⽬的で⾎液凝固検査および CTA を実施した。⾎液凝固検査は簡便なスクリー

ニング検査として⾎栓形成の兆候を反映し(Song et al., 2016)、CTA は肺⾎栓塞

栓症や⾨脈⾎栓に対して有⽤性が⾼い(Goggs et al., 2014; Sato et al., 2020 a)。

本研究から、⽝⾃家 DFAT の末梢投与により、全ての⽝の⾎液凝固検査は正常

範囲内であり CTA の結果から肺⾎栓塞栓の兆候を⽰さなかった。MSC の末梢

投与により細胞の多くが肺⾎管系によりトラップされ、塞栓症のリスクを伴う。

マウスを⽤いた研究では全⾝投与を受けた動物の 25‒40％が肺塞栓症で死亡し

た(Furlani et al., 2009)。また、細胞による物理的閉塞のほか、マウス由来 ASC

の細胞表⾯には組織因⼦が⾼度に発現し、ASC を投与された動物の⾎液凝固カ

スケードを活性化する(Tatsumi et al., 2013)。この研究では、体重あたりの静脈

内投与細胞数は本研究とほぼ同⼀であり、末梢投与 24時間以内の致死率は 85％

であった(Tatsumi et al., 2013)。さらに、医学領域では⾃家 ASC を投与され、

CTA により容易に確認できる⼤型の肺⾎栓塞栓症を⽣じている(Jung et al., 

2013)。本研究から、⽝ DFAT の⾃家末梢投与により投与 7 ⽇⽬まで重篤な副作

⽤は認められず、⾎液凝固検査や CTA により検出可能な⾎栓は確認されなかっ

たことから安全な投与経路であると考えられた。 

 

 末梢投与に加えて、本研究から⾃家 DFAT の⾨脈投与後に⾨脈圧亢進も

しくは⾨脈⾎栓を形成した⽝は認められなかった。細胞療法において、末梢投与
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された細胞の多くが肺循環にトラップされることから、肝疾患患者に対しては

⾨脈投与が理想的な経路と考えられている(Spriet et al., 2015; Teshima et al., 

2017)。⾨脈経路の細胞投与に懸念される重⼤な合併症は⾨脈圧亢進と⾨脈⾎栓

形成であるが、これまでに⽝を対象とした細胞療法の研究においてこれらの合

併症に関する情報は限られている。特に、⽝に対して⾨脈経由で MSC を投与し、

経時的に⾨脈圧の推移を測定した報告はない。⽝の経⾨脈肝細胞移植モデルで

は⾼⽤量の単離肝細胞が移植され、⾨脈圧が 3‒4 倍に増加した。この研究では

すべての⽝で病理組織学的な微⼩⾨脈⾎栓が確認された(Kocken et al., 1996)。

また、⾨脈を介して移植された⽝肝臓オルガノイドは⾨脈圧を最⼤ 1.9 倍まで

上昇させる(Kruitwagen et al., 2020)。さらに、慢性肝疾患の⼈に対する臨床研

究では幹細胞の⾨脈投与後、腹部超⾳波検査において検出可能な⼤型の⾨脈⾎

栓が形成された(Coppin et al., 2020)。上述の研究において投与された細胞数は

3×106個/ kg から 8×107個/ kg であり、本研究による投与細胞数と⽐較し⾼⽤

量である(Kocken et al., 1996; Coppin et al., 2020; Kruitwagen et al., 2020)。した

がって、本研究における合併症発⽣率の低さは、過去の報告と⽐較して投与され

た細胞数が影響した可能性がある。本研究では⽝に対して⾨脈経由で細胞を投

与し、初めて経時的に⾨脈圧を評価した結果、圧変動は観察されなかった。また、

⾎液凝固検査や CTA により⾎栓形成の兆候が認められず、本研究で使⽤した投

与細胞数や投与速度などのプロトコルを使⽤することで⽝ DFAT の⾨脈投与が

安全であることを明らかにした。 

 

 本研究で確認された唯⼀の副作⽤は、末梢投与を⾏なった際に１頭で認



 91 

められた軽度の⼀過性発熱である。理論的に⾃家移植では、免疫関連の副作⽤は

最⼩限であり、安全であると考えられる。複数の臨床研究から⾃家 MSC 投与を

受けた⼈の⼀般的な有害事象として軽度の⼀過性発熱が報告されている(Zhang 

et al., 2020)。また、猫の⾃家 MSC 投与では、呼吸促拍や尿失禁、嘔吐、無関⼼

などの即時型の副作⽤が投与速度依存性に発⽣する(Arzi et al., 2016)。⾃家投与

に関するこれらの副作⽤の原因についていずれの報告においても未検証である

が、これまでに培養に使⽤される異種蛋⽩である FBSに対する免疫応答が副作

⽤の原因になりうると指摘されている(Selvaggi et al., 1997)。 

 

 本研究にはいくつかのリミテーションが存在する。まず、研究対象に

DFAT 投与を受けていない対照群が倫理的な理由から含まれていない。したが

って、CTA評価のための⿇酔薬や⾨脈投与の⼿技など、研究結果に影響を与え

うる要素の影響を排除することができない。また、DFAT の単回投与のみを受け

た⽝が研究に含まれた。これまでに細胞療法で使⽤される⾄適細胞⽤量につい

て統⼀化されたプロトコルはなく、種々の⽤量で研究が⾏われているのが現状

である(Gugjoo et al., 2019)。また、複数の研究から MSC の複数回投与が有効で

あることが⽰されているため、投与回数に関する検討が必要がある(Nam et al., 

2017; Gardin et al., 2018)。さらに、本研究は投与後短期間しか観察されなかっ

たため、⻑期的な副作⽤に関する調査が必要である。⽝への DFAT 投与の安全

性を正確に評価するためには、⻑期の追跡調査を伴う DFAT の複数回投与の影

響を評価する研究が必要となる可能性がある。 

 



 92 

 本研究で観察された唯⼀の副作⽤は軽微であった。本研究より⾃家

DFAT の単回投与は末梢投与および⾨脈投与ともに短期的な安全性が⾼く、⼗

分に⽝の肝硬変に対して応⽤可能であると考えられた。 

 

5. ⼩括 

 本研究から DFAT は肝硬変の⽝を想定した腹腔鏡下脂肪組織採取から

作製可能であり、作製された⾃家⽝ DFAT は末梢静脈および⾨脈経路によって

安全に投与できることが⽰された。 
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Fig. 4.2.1 ⽝脱分化脂肪細胞（DFAT）の末梢静脈および⾨脈投与と安全性評価

プロトコル 
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Table 4.2 ⽝脱分化脂肪細胞の⾨脈投与に伴う各個体における⾨脈圧の推移 
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Fig. 4.2.2 ⽝脱分化脂肪細胞の末梢静脈投与後の胸部 CT画像（A、B）および

⾨脈投与後の腹部 CT画像（C、D）。 
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第４章 総括 
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 本研究では、⽝の難治性肝疾患である肝硬変に対し、既存の治療に代わ

る新規治療法として DFAT の臨床応⽤に向けた検討を実施した。 

 

 肝硬変を疑う⽝では腹腔鏡検査による肝⽣検と確定診断を⾏い、既存の

治療に抵抗性を⽰す場合には治療に苦慮していた。また、栄養状態の悪い肝硬変

の⽝では細胞療法に⾜る脂肪組織の採取ができない可能性が存在した。したが

って本研究では、まず第１章で進⾏した慢性肝炎の⽝において腹腔内脂肪が⽪

下脂肪と⽐較して安定的に存在することを明らかにし、腹腔内脂肪が細胞療法

の組織由来として適していることを⽰した。また、腹腔鏡を使⽤することにより

簡便に腹腔内脂肪の採取が可能であり、肝硬変症例における確定診断法である

腹腔鏡下肝⽣検と同時に脂肪組織の採材を⾏うことで低侵襲かつ少量の脂肪組

織から多量の⽝ DFATが作製可能であることを明らかにした。 

 

 DFAT を⽝の肝硬変に臨床応⽤するためには⾃家組織由来の細胞を使⽤

することが理想的であるが、治療が⻑期間に及ぶ場合や、⾃家の脂肪組織が採取

不可能である場合には DFAT の他家移植が有効となり、その安全性の検討が必

要である。したがって、第２章では DFAT の MHC 遺伝⼦の発現状況を解析し、

複数の MHC 遺伝⼦が発現することを明らかにした。また、これまで獣医学領

域において MHC 遺伝⼦の詳細なタイピングに基づいたドナー・レシピエント

間のマッチングを⾏い、移植効率の差異を検討した報告はなかった。したがっ

て、DFAT の他家移植に向けて、シークエンスに基づいた詳細な MHC 型のマ

ッチングが移植効率に与える影響を⽪膚移植により検証した。その結果、MHC
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遺伝⼦をドナー・レシピエント間でマッチングすることにより、移植⽚の⽣着率

は向上した。したがって、MHC 型のマッチングにより他家⽝ DFAT を効率的

かつ安全に投与できる可能性を明らかにした。 

 

 さらに第 3 章では DFAT の投与に必要な基礎的な条件を決定した。⽝

DFAT は⾼い増殖能を有し、細胞径の⼩さい Passage２までの細胞をラクトリン

ゲル液に室温保存することで⻑時間にわたり⾼い⽣存率が維持されることを明

らかにした。また、実際の肝硬変症例を想定した腹腔鏡下脂肪採取により⾃家

DFAT を作製し、末梢静脈および⾨脈経由に安全に投与できることを確認した。 

 

 以上の所⾒は、⽝ DFAT を臨床例に対し低侵襲かつ安全に応⽤できるこ

とを⽰す知⾒であり、既存の治療に抵抗性のある⽝の肝硬変に対する新規の治

療に寄与するものであると考えられる。 
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