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研究成果の概要（和文）：GFP/CCl4モデルでの骨髄細胞投与後の肝組織を浮遊切片法高感度免疫電顕法と透過型
電子顕微鏡と走査型電子顕微鏡の解析を行ったところ、二種類の骨髄由来肝臓修復細胞である核N/C比の高い小
型細胞と類円形の大型細胞の形態学的変化を認め、小型細胞群中にCXCR4陽性細胞群とEpCAM陽性細胞群が含まれ
ることがわかった。また肝組織を還流し、EpCAM陽性GFP陽性・CXCR4陽性GFP陽性骨髄由来細胞の分離培養を試み
た。またGFP陽性全骨髄細胞をCXCR4陽性・陰性群に分離し、GFP/CCl4モデルで解析したところ、CXCR4陽性細胞
群の割合は非常に少なかったが、肝線維化抑制効果を陰性群より認めた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the characterization of the infused GFP-postive BMC using both 
EM and Immuno EM(IEM).We analyzed the image of IEM, comparing with the character of positive cells 
by immunohistochemistry and fluorescence staining(Antibody:GFP,MMP9, hepatoblastmarker-Liv2,CD44,A6,
EpCAM,CXCR4,transcription regulator-maternal of inhibitor of differentiation-Maid).
We had two kinds of GFP positive BMCs.One group of GFP positive BMCs(MMP9 positive cells,CXCR4 
positive cells)were similar to hepatocyte in size and located around fiber.These cells were round 
forms and had the increase of lysosome structure in cytoplasm and located on fiber in hepatic cord 
and repaired fibrosis. The other group cells(A6 positive cells, Liv2 positive cells, EpCAM positive 
cells) were small size and located in destructive area.These cells had high N/C ratio and smaller 
than hepatocyte and migrated into damaged cell area and had the phagocytic capacity. We detected 
that CXCR4 positive BMCs repaird liver fibrosis.

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 

肝硬変症は難治性腹水・肝不全・肝性脳症・
食道胃静脈瘤破裂等を引き起こす難治性疾
患であり、治療方法は未だに肝移植以外は対
処療法しかない。肝線維化の要因は、肝星細
胞、肝クッパー細胞、肝類洞内皮細胞、肝細
胞などが相互に関わり、細胞外マトリックス
の産生・分解のバランスが破綻して進展する
と言われている。我々は難治性肝硬変に対し
自己骨髄細胞が有効な治療となるための基
礎研究として骨髄細胞の肝硬変修復評価マ
ウスモデル(GFP/CCl4モデル)を開発、骨髄細
胞が持続炎症肝線維化状態に遊走し、肝臓修
復 に 働 き 、 matrix metalloproteinase-9 

(MMP9)など産生し、肝機能や生存率、肝線
維化の改善させることを明らかにした
(Hepatology 2004)。さらに臨床治療として平
成 15 年 11 月 14 日より肝硬変症に対する自
己骨髄細胞投与療 Autologous Bone Marrow 

Cell infusion (ABMi) therapy を開始、基礎
研究と同様、骨髄細胞投与により肝硬変患者
の肝機能改善を認め(Stem Cells 2006)、骨髄
細胞中に肝臓を修復する機能がある肝臓修
復細胞が存在していることを明らかにした。
またこの GFP/CCl4モデルの肝組織による高
感度免疫電顕による解析で、投与した骨髄細
胞は大きさ・形態から類円形の大型細胞
(MMP9 陽性)と核 N/C 比の高い小型細胞
(A-6,Liv2,EpCAM 陽性)の二種類の細胞集団
が存在していることを報告してきた。 

しかし未だこの二種類の骨髄細胞がどのよ
うに肝臓を修復・線維化改善させるのか、ど
のような形態から派生するのか不明である。
またレシピエントの肝細胞や星細胞、クッパ
ー細胞など肝類洞内細胞に投与された骨髄
細胞がどのような作用を示すのか、レシピエ
ントの環境が肝線維化以外の状態で、投与さ
れた骨髄細胞がどのような効果を示すか、ど
のような動態や働きを示すか解明されてい
ない部分が基礎研究だけでなく、臨床研究で
も解明されてないのが現状である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、肝線維化状態での二種類の骨髄
由来細胞の特徴や機能、特に EpCAM 陽性小
型骨髄由来細胞と CXCR4 陽性細胞に着目し、
細胞の特徴と機能を解明することで今後骨
髄細胞中の有効な肝臓修復細胞を分離可能
とし、培養・増殖・保存させる手掛かりとな
ると考える。また線維化以外の環境において
投与骨髄細胞の動態・機能を解析することで、
投与される環境によって骨髄細胞の働き・遊
走・定着に違いがあるかどうか検証可能とな
り、線維化のグレードを指標とした臨床研究
での治療効果判断を予測可能となると考え
る。今回の研究では以下の解明を行う。 

・類円形の大型骨髄細胞と核 N/C 比の高い小
型骨髄細胞が肝機能・肝線維化改善にどの
ような役割を持ち機能しているのか。また
それぞれの細胞はどのような特異的な発現   

マーカーを示すのか。 

・小型骨髄細胞(EpCAM 陽性)と EpCAM 陰
性細胞群のどちらの集団が肝臓修復作用
に最も有効な作用を持っているのか。 

・CXCR4 陽性と CXCR4 陰性細胞群のどち
らの集団が肝臓修復作用に最も有効な作
用を持っているのか。 

・肝線維化改善においてサイトカイン・ケモ
カイン等どのような因子が関わっている
のか。 

 

３．研究の方法 

GFP/CCl4 モデルの骨髄由来肝修復細胞の特
徴と特異マーカー探索 

GFP/CCl4 モデルでの骨髄細胞投与後の肝組
織を浮遊切片法による高感度免疫電顕法と
FEI 社製の透過型電子顕微鏡 Tecnai12BT と
走査型電子顕微鏡 Qunta3D FEG Dual 

Beam システムを用いて二種類の骨髄由来肝
臓修復細胞である核 N/C 比の高い小型細胞
と類円形の大型細胞の形態学的変化、肝細胞、
星細胞等周囲の細胞との関係について微細
構造と３D構築による立体構造を構築し解析
する。また CD45、CD44、F4/80、CD68、
aSMA、CD90、MAC-1、Sca-1、MMP9、
CD34、EpCAM、E-cadherin 等の様々な細
胞マーカーの抗体による高感度免疫電顕を
網羅的に行い、同じく浮遊切片法による免疫
染色・蛍光二重染色と比較しつつ骨髄細胞中
の肝臓修復細胞の特徴を探求する。 

 

小型骨髄由来 EpCAM 陽性細胞分離と機能
解析 

GFP/CCl4 モデルでの骨髄細胞投与後の肝組
織をコラゲナーゼ還流し,EpCAM 抗体,GFP

抗体による FACS 解析で,EpCAM 陽性 GFP

陽性小型骨髄由来細胞を肝組織内であるい
は GFP 陽性細胞中にどのぐらいの割合で存
在しているかを解析する。また EpCAM 陽性
GFP 陽 性 小 型 骨 髄 由 来 細 胞 を
BeckmanCoulter MoFlo Astrios で分離する
方法を確立させ、細胞の形態の特徴・培養増
殖や保存可能かどうかの解析を行い、網羅的
に特異的な遺伝子発現の解析を行う。また
GFP/CCl4 モデルの骨髄細胞投与肝組織をコ
ラゲナーゼ還流し p75NTR や EpCAM, 

F4/80 等特異抗体と GFP 抗体による FACS

解析を実施、電顕解析結果と比較、投与した
骨髄細胞が肝臓内のどの細胞分画のマーカ
ーを発現しているかを解析し、免疫染色・電
顕解析結果と比較・評価する。 

 

GFP/CCl4 モデルでの CXCR4 による骨髄細
胞分離投与解析 

GFP 陽性全骨髄細胞を CXCR4 陽性・陰性群
に BeckmanCoulter MoFlo Astrios と
AutoMACS で分離し、それぞれの群を持続
肝障害(CCl4)モデルに静脈投与し、その肝臓
内での CXCR4 陽性・陰性細胞の形態や特徴
を我々が解析した GFP/CCl4 モデルの免疫



電顕での CXCR4 陽性細胞と同じかどうか、 

CXCR4 陰性細胞の特徴等を比較する。また
それぞれの細胞の定着率や肝機能・肝線維化
改善効果を GFP/CCl4 モデルの場合での結
果と比較・検証する。 

 

４．研究成果 
GFP/CCl4 モデルでの骨髄細胞投与後の肝組
織を浮遊切片法による高感度免疫電顕法と
FEI 社製の透過型電子顕微鏡 Tecnai12BT と
走査型電子顕微鏡 Qunta3D FEG Dual 

Beam システムでの 3D 構築システムを用い
て、二種類の骨髄由来肝臓修復細胞である核
N/C比の高い小型細胞と類円形の大型細胞の
形態学的変化を解析したところ、核 N/C 比の
高い小型細胞群の中に CXCR4 陽性細胞群と
EpCAM 陽性細胞群が含まれることがわかっ
た。そこで肝組織をコラゲナーゼ還流し、
EpCAM 抗体、GFP 抗体、CXCR4 抗体を使
用した FACS 解析で EpCAM 陽性 GFP 陽性
と CXCR4 陽性 GFP 陽性骨髄由来細胞の割
合を評価し、分離 sorting して培養を試みた
が、殆どが死細胞となり、培養による詳細な
解析が困難だった。また別に AutoMACS を
使用した様々な細胞分離方法を試してみた
が、継代培養細胞の確立は困難であった。ま
た GFP 陽性全骨髄細胞を CXCR4 陽性・陰
性群に予め分離し、それぞれの群を持続肝障
害(CCl4)モデルに静脈投与し、その肝臓内で
の様々な細胞の形態や特徴、肝線維化の改善
を解析した。骨髄細胞内では CXCR4 陽性群
の割合が非常に少なく、同じ細胞量による投
与肝組織の比較では、CXCR4 陽性群投与群
の方が軽度肝線維化抑制効果を認めた。現在
も CXCR4 陽性を発現する細胞の同定と特徴
を行っている。 
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