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研究成果の概要（和文）：我々は抗Fas抗体、四塩化炭素、四塩化炭素＋リポポリサッカライド、アセトアミノ
フェン、D-Galactosamine等様々な急性肝障害モデルを検討した。その中でも最も安定したモデルが四塩化炭素
による急性肝障害モデルであった。
次に間葉系幹細胞やエクソソームの投与の効果の検証を肝障害開始後、肝障害と同時期、肝障害を起こす前に投
与の3通りの方法で検証を行った。その結果、肝障害を起こす前に投与で、肝酵素の低下が有意にみられ、この
ことから投与時期が急性肝障害軽減には極めて大切な結果と考えている。しかし、一般臨床では急性肝障害の前
に投与することは困難で、より慢性に近い方が効果を得やすい可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We tried to develop mouse acute liver injury model using anti-Fas antibody, 
carbon tetrachloride (CCl4), CCl4 + lipopolysaccharide, acetaminophen and D-Galactosamine, and found
 that CCl4 induced acute liver injury model was most stable model for our analysis. Using this 
model, we tried to inject mesenchymal stem cells (MSCs) or their exosomes by three different ways 
around the time of acute liver damage; 1) pre-injection, 2) simultaneous injection, 3) 
post-injection. Our analysis showed that pre-injection of MSCs was most effective for acute liver 
injury. However, in clinical setting, pre-treatment of MSCs is very difficult, thus we concluded 
that MSC therapy is more appropriate for chronic liver injury model than acute liver injury model.

研究分野： 肝臓

キーワード： 急性肝障害　間葉系幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、慢性肝障害である肝硬変に対して、間葉系幹細胞やマクロファージなど様々な細胞治療や細胞を用いない
セルフリー治療が日本、そして世界で開発されてきている一方、急性肝障害に対して、これらの細胞が、効果が
あるのかの検証はまだ十分とは言えない。急性肝障害に関しては、ステロイドをはじめとした治療があるもの
の、間葉系幹細胞治療の効果を検証すること、そして効果があるのであればその原因物質や機序を明らかにする
ことは有意義で有り、本研究を行うこととした。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
急性肝障害はウイルス、薬物、自己免疫などを原因とする急激な肝細胞障害を伴い、時に急性肝
不全に至る。急性肝不全には原因に対する治療を行いながら血漿交換をはじめとする肝補助療
法など集学的な治療を行うが、時に肝移植が究極な治療法となるため新たな治療法の開発が求
められている。一方間葉系幹細胞(MSC)は骨髄ばかりでなく脂肪組織、臍帯組織など医療廃棄物
からも得られる細胞で、培養条件や環境条件で機能が多彩に変化し、肝硬変モデルマウスでは肝
細胞障害軽減作用をもつ。実際我々は肝硬変モデルマウスにおいて MSC が容量依存的にマウス
の肝逸脱酵素である ALT を低減させる機能があること、そしてそれは MSC の持つ多機能性、
特に抗炎症効果、抗アポトーシス効果、抗酸化効果などが関係していると考えている。また、
MSC は低抗原性であり、ヒトでは適切な細胞量であれば他家細胞を用いても副作用なく投与で
き、マウスなどの実験動物を用いてもヒト MSC は効果を及ぼすことを我々は確認している
(Takeuchi S, Tsuchiya A et al. NPJ Regen Med. 2021 Mar 30;6(1):19. doi: 10.1038/s41536-
021-00132-4)。最近我々はヒト臨床においてロート製薬とのヒト他家脂肪由来 MSC を用いた非
代償性肝硬変に対する有効性と安全性を見る Phase I/II study をスタートさせている。しかし、
現状において MSC が急性肝障害に効果を発揮するのかという点に関しては十分明らかにされ
ていない。 
 
２．研究の目的 
今回、我々は MSC が肝硬変モデルマウスにおいて容量依存的にマウスの肝逸脱酵素である ALT
を低減させる機能を持つこと、そして将来的に on demand で投与できる他家 MSC の臨床展開
をみすえ、 
(1) 治療効果が評価できる急性肝障害モデルの確立を行う。 
(2) 急性肝障害での MSC の効果をもたらすかどうかを検討する。 
(3) 効果をもたらす様であればメカニズムと効果的な細胞、物質の同定を試みる。 
以上の順で検討を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 急性肝障害モデルの作成に関して 
我々は、抗 Fas 抗体、四塩化炭素、四塩化炭素＋リポポリサッカライド、アセトアミノフェン、
D-Galactosamine 等を用いて様々な急性肝障害モデルを検討した。肝障害後に様々なポイントで
AST、ALT、Alb(アルブミン)、T-Bil(ビリルビン)の測定を行い、治療効果が得られているかを検
討した。 
(2) 急性肝障害モデルでの MSC の効果の検証 
(1) にて選択した肝障害モデルにおいて、MSC の投与による治療効果の検証を行った。急性肝障 
害を起こす前、起こすと同時、起こした後にヒト MSC を 1x106 cells/mouse の投与を行った。治
療後の血清 AST、ALT、Alb、T-Bil の測定を行い、治療効果の検討を行った。 
 
(3) 効果メカニズムの検証 
効果メカニズムの検証として、MSC のエクソソームの投与、そしてエクソソームのプロテオミク
ス、miRNA 解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 四塩化炭素急性肝障害モデルが最も安定した肝障害モデルであった。 
我々は、既報の文献を元に急性肝障害モデルの作成を試みることにした。抗 Fas 抗体、四塩化炭
素、四塩化炭素＋リポポリサッカライド、アセトアミノフェン、D-Galactosamine を用いたが、
それぞれで、肝障害を評価した。一番問題だったところは、個々のばらつきと死亡率であった。
この二つの問題点を解決するために投与量、タイミングなど様々な条件検討を行ったが、個体間 
のばらつきが少なく、安定した急性肝障害が作れるモデルは四塩化炭素(2.0ml/kg)での投与で
あった。また、解析タイミングは四塩化炭素投与後 2－3日の間が最もばらつきが少なく、治療
効果のタイミングを見るには最適と考えた。 
 
(2) 肝障害前に MSC を投与した時に、最も治療効果が得られた。 
次に四塩化炭素急性肝障害モデルを用いて、肝障害を起こす前、同時、後のいずれの時期に細胞
を投与すると最も肝障害の軽減作用があるかの検討を行った。その結果最も効果が得られたの
は、肝障害をおこす前に細胞投与を行っていた群で、AST、ALT 共に軽快傾向が見られ、ALT では
有意差を持って低下傾向が見られた（図 1）。同時投与でも、AST 及び ALT に低下傾向は見られた
が、有意差はなかった（図 2）。肝障害を起こした後に細胞を投与した群では、AST 及び ALT がむ
しろ高くなる傾向が見られた（図 3）。以上のことより投与するタイミングも非常に大切である
ことが考えられた。また、今回の経過は臨床に置き換えると、肝障害の前に MSC を打つのは不可



能で、MSC は今回のモデルケースよりもより慢性に近い物の方が効果を得やすい可能性が考えら
れた。また、エクソソーム投与においても細胞投与と同様の傾向が見られた。 
 

 
 

 
 

(3) エクソソームのプロテオーム解析や miRNA 解析の結果が得られた。 
今回は、当初は肝障害の後に MSC を投与しても効果が得られると考えていたが、実際はそうでは
なかった。我々は、ただ、エクソソームにおいても同様の傾向が見られたことから、エクソソー
ムのプロテオーム解析及び、miRNA 解析を行った。タンパクは 2000 以上が同定でき、miRNA に関
しては 200 を越える miRNA のデータを集積する事ができた。現在、効果改善に関わる機序や特定
のタンパク miRNA の解析を行っているところである。 
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