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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞(MSC)に独自開発の薬剤IC-2を添加し作製する肝疾患治療用細胞シート
の肝線維化抑制因子を同定し、肝線維化を誘引する活性化肝星細胞を標的とするエクソソームを作製すること
で、新規肝硬変治療法開発を目指す研究となる。
本研究では、IC-2処理MSCの培養上清より調整するエクソソームよりもセクレトームが、肝星細胞活性化を強く
抑制することを明らかにした。セクレトームには、肝星細胞活性化抑制作用を示すチオレドキシン、Dkk-1の
他、線維融解作用を示す各種MMPsが含まれており、IC-2処理MSCのセクレトームが、簡便かつセルフリーの新規
肝硬変治療法と展開可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）：This research is aimed to develop a novel therapy for liver cirrhosis by 
identifying hepatic fibrosis-reducing factors of therapeutic cell sheets for liver disease derived 
from mesenchymal stem cells (MSCs) engineered with original compound, IC-2, and by constructing 
exosomes targeted to activated hepatic stellate cells.
In this study, it was clarified that IC-2-treated MSCs-derived secretome suppressed activation of 
hepatic stellate cells potently compared to those exosomes. The secretome included thioredoxin, 
Dkk-1, which were effective to inhibit hepatic stellate cells activation, and various MMPs which 
acted fibrinolysis. These data demonstrate that utilizing IC-2-treated MSCs-derived secretome may 
serve as the development of a simple and novel therapy for liver cirrhosis in cell-free system.

研究分野：再生医学

キーワード： 間葉系幹細胞　肝線維化　セクレトーム　エクソソーム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝硬変は国内の年間死亡者数が約17,000例に達しながら、いまだ有効な治療薬が存在しない。研究者らが開発し
た、温度応答性培養皿上で間葉系幹細胞(MSCs)に低分子化合物IC-2を添加し作製する「肝疾患治療用細胞シー
ト」は、肝硬変の新規治療法となると期待されるが、外科手術を伴うため侵襲性が高く、すべての患者への適応
は困難であると想定される。本研究ではIC-2をMSCsに添加することで、肝線維化抑制に有効な因子を増強したセ
クレトームが得られることを示した。本研究の成果は、簡便かつセルフリー、外科手術も不要な肝硬変患者の新
規治療法として将来的に応用可能であり、学術的、社会的に意義深い研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

非代償性肝硬変に対する根本的な治療薬は存在せず、生体肝移植が有効な治療法となるが、ド 

ナー不足の問題から iPS 細胞など幹細胞を使用した再生医療が期待されている。国内外では主

に間葉系幹細胞（MSC）を中心に、肝硬変に対する組織幹細胞を用いた細胞移植療法の臨床研

究が進められ、MELD （Model for End-StageLiver Disease） score の改善などが報告され

ている（Shiota G, Itaba N, Hepatol Res 47:127–41,2016）。細胞移植療法では血管を介した移

植処置がとられるため、塞栓の問題から一度に移植できる細胞数が限られ、疾患によっては繰

り返しの細胞移植が必要となるケースも生じる。これら移植細胞数の制限、塞栓の問題をも回

避可能な移植技術として、細胞シート移植が近年注目されている。 

研究者は温度応答性培養皿による細胞シート作製技術に加え、細胞ソースとして間葉系幹細

胞、肝細胞分化誘導剤として低分子化合物を利用する安全性に優れた肝疾患治療用細胞シート

を開発し（特許第 6008297号 他）、同シートの肝臓表面への移植が、四塩化炭素誘発性の急性

肝障害を抑制し、肝再生を促進することを明らかにした（Sci Rep 5:16169,2015）。 

 また、新規薬剤 IC-2 を開発し（Regen Ther 2:32-41,2015）、IC-2 誘導肝疾患治療用細胞シ

ートが強力な急性肝障害抑制効果だけでなく、四塩化炭素誘発性慢性肝障害モデルマウスにお

いて肝線維化抑制効果を示すことを見出した。 

その他、肝疾患治療用細胞シートの皮下移植が急性肝障害を抑制することを in vivo で確認

していたことから、細胞シート由来の細胞外分泌因子が肝障害の抑制に寄与していると推察さ

れた。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、肝疾患治療用細胞シートの肝線維化抑制機序に細胞外分泌因子が重要であると

考え、細胞間の情報伝達因子として近年注目されている細胞外分泌小胞、エクソソームに着目

した。エクソソームは生体内の様々な細胞から分泌される 30～150nm の膜小胞で、mRNA、

miRNA、たんぱく質などを内包し、目的の細胞へと運ばれ取り込まれることで、細胞間や組織

間のシグナル伝達に関与する(Front Pharmacol. 3:231,2016)。 

研究者は、肝疾患治療用細胞シート由来のエクソソームの網羅的解析を通して、抗線維化作

用を有する因子を同定し、エクソソームを利用した新たな肝硬変治療法の開発を目的として研

究を行った。 

 
３．研究の方法 

 肝疾患治療用細胞シートの作製同様に、間葉系幹細胞（MSC）に所属教室独自に開発した低

分子薬 IC-2 を添加後、培養上清よりエクソソームならびに濃縮培養上清からなるセクレトーム

をそれぞれ調整し、in vitro にて肝線維化の惹起・増悪に重要な活性化肝星細胞に添加し、そ

の活性化抑制効果を検討した。 

 肝疾患治療用細胞シートの線維化抑制効果にエクソソームが重要であるかを明らかにするた

め、エクソソーム分泌阻害剤 GW4869 添加条件下でセクレトームを回収し、同セクレトームの肝

星細胞活性化抑制効果を検討した。予想に反し、GW4869 併用 IC-2 処理 MSC 由来セクレトーム



は、GW4869 非併用 IC-2 処理 MSC 由来セクレトームと同様に肝星細胞の活性化を抑制したこと

から、肝疾患治療用細胞シートの線維化抑制機序としてセクレトームが重要であることが示唆

されたため、研究計画を修正し、IC-2 処理 MSC より産生される液性因子の解析を LC-MS/MS 分

析、ウェスタンブロッティングにより実施した。 

 
４．研究成果 

 肝疾患治療用細胞シートと同様のプロトコールにて培養す

る IC-2 処理 MSC より培養上清を濃縮し、セクレトームを調整

後、TGFβにて活性化を誘導した肝星細胞 LX-2 細胞に添加し

た。IC-2 処理 MSC セクレトームは、コントロールセクレトー

ムや薬剤未処理の MSC セクレトーム、DMSO 処理 MSC セクレト

ームと比較し、強力に肝星細胞活性化を抑制した（図 1）。 

 セクレトーム中にはエクソソームが含まれることから、

IC-2 処理 MSC の培養上清よりエクソソームを抽出し、セクレ

トーム同様に肝星細胞活性化抑制効果を検討した。セクレト

ームと異なり、IC-2 処理 MSC エクソソームの肝星細胞活性化

抑制効果は、mRNA レベルでは認められず、タンパク発現での

み認められた（図 2）。したがって、セクレトームによる肝星

細胞活性化抑制とエクソソームによる肝星細胞活性化抑制は、

それぞれ独立、もしくは協調して作用している可能性が示唆

されたため、肝疾患治療用細胞シートの肝線維化抑制効果、

肝星細胞活性化抑制効果にエクソソームが関与して

いるか、エクソソーム分泌阻害剤 GW4869 を使用し検

討を行った。IC-2 処理 MSC のセクレトーム回収時に

GW4869 を併用し、同セクレトームの肝星細胞活性化

抑制効果を検討した。GW4869 併用 IC-2 処理 MSC セ

クレトームは、IC-2 処理 MSC セクレトームと同様に

肝星細胞の活性化を抑制した（図 3）。 

この結果は、肝疾患治療用細胞シートの肝線維化抑制効果にエクソソームの関与を否定する

ことにはならないが、エクソソーム以外の細胞外分泌因子が、肝星細胞活性化抑制に重要であ

ると推察された。そこで研究計画を修正し、セクレトーム中の肝星細胞活性化抑制因子、肝線

維化抑制因子の解析を進めることとした。 



すでに肝星細胞活性化抑制効果が報告されている MFGE8, thioredoxin に着目したところ、

IC-2 によりセクレトーム中の MEGE8 量に変動は認めなかったが、thioredoxin の産生が IC-2

により MSC の上清中で上昇しており、IC-2 処理 MSC セクレトーム

の肝星細胞活性化抑制効果に thioredoxin が作用している可能性

が示唆された。また、thioredoxin の他、セクレトーム中には線維

融解に作用するマトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)の中で、

MMP-1、MMP-2、MMP-13、MMP-14 が上昇していることを認めた（図

4）。これまでに、肝疾患治療用細胞シートの線維化抑制効果は、

細胞シートを移植した肝葉とは別の肝葉でも認めており、IC-2 処

理 MSC セクレトームの解析で見出された、MMP 群や thioredoxin が in vivo での肝疾患治療用

細胞シートの肝線維化抑制に作用している可能性が示唆された。 

より包括的に IC-2 処理 MSC セクレトームの肝星細胞活性化抑制因子、肝線維化抑制因子を明

らかにするため、質量分析により IC-2 処理 MSC セクレトーム中の内包因子の網羅的解析を実施

した。計 1653 個のタンパク質がセクレトーム中に含まれていることが明らかとなったが、これ

らのタンパク群の中から効率的に肝星細胞活性化抑制因子、肝線維化抑制因子を抽出するため、

セクレトーム回収時の限外ろ過フィルター種を変更することで、肝星細胞活性化抑制因子が含

まれる分画の特定を試みた。その結果、約 10kDa から約 30kDa の分画に強力な肝星細胞活性化

抑制因子、約 30kDa から約 50kDa の分画、約 100kDa 以上の分画に肝星細胞活性化抑制因子が含

まれることを明らかにした。50kDa 以下の分画では、既に肝線維化抑制効果が報告されている

Dkk-1 を含む 94 因子が IC-2 により増加し、121 因子が IC-2 により低下することを見出してい

る。 

本研究により、単一の薬剤 IC-2 を MSC に添加するだけの簡便な操作で、そのセクレトーム中

で肝線維化抑制に有効な種々の MMP 群、ならびに thioredoxin や Dkk-1 と言った肝星細胞活性

化抑制因子を効率的に増強することが可能であることを明らかにした。したがって、当初予定

していたエクソソームの利用よりも、IC-2 処理 MSC のセクレトームを利用することで、セルフ

リーとなる新規肝硬変治療法の開発へと繋げることが可能であることが判明した。 
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