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研究成果の概要： 
我々はマウス GFP/CCl4 モデル(骨髄細胞から肝細胞への分化・増殖評価モデル)を開発し,その

モデルでの骨髄細胞内の肝細胞に分化増殖する細胞集団の特徴を FEI 社製透過型電子顕微鏡

Tecnai12BT を使用し免疫電顕で微小環境での骨髄細胞の動態を解析した。GFP 陽性骨髄由来

細胞の定着,分化の形態的変化,肝細胞索構造の形成をとらえ,また Liv2 陽性細胞・A6 陽性細

胞・Liv8 陽性細胞・MMP9 陽性細胞・Maid 陽性細胞など様々な細胞を検出することができた。

Liv2 陽性細胞は小型であり,類円形の MMP9,Maid,Liv8 等陽性細胞とは大きさ・形態が異なり,
二つの骨髄細胞集団が存在することが確認できた。 
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１．研究開始当初の背景 
近年肝硬変など難治性肝疾患に対しての治
療法としてわが国では主として生体肝移植
が行われているが,ドナー不足や倫理的な面
など依然として問題が多い。一方で幹細胞を
用いた細胞移植療法は，免疫拒絶反応もなく,
患者の生体組織に適応した新たな臓器再生
法として期待されてきている。骨髄細胞から
肝細胞への分化を示す幹細胞の発見により,
幹細胞を用いた新しい肝臓再生療法が期待
された。我々は骨髄中に幹細胞が存在するな

らばどのような条件にて,投与した骨髄細胞
は分化するか,また骨髄細胞の投与によりレ
シピエントに与える効果についてマウス
GFP/CCl4モデル(骨髄細胞から肝細胞への分
化・増殖評価モデル)を開発し,それを用い基
礎研究にて検証してきた。（J Biochemistry 
2003）さらに骨髄細胞移植により肝機能と生
存率の回復を発見した。そして我々は平成 15
年 11 月 14 日に国内初の（自己骨髄細胞を用
いた肝臓再生療法,Autologous Bone Marrow 
Cell infusion(ABMI) therapy）の臨床研究を
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開始し,自己骨髄細胞を用いた肝臓再生療法
は安全に施行でき,かつ基礎研究と同様に骨
髄移植による肝不全患者の肝機能の改善が
明らかになってきた(Stem Cells 2006)。研究
代表者の山本は,共同研究者の東京医科歯科
大学の仁科らが開発した肝芽細胞マーカー
である Liv2 抗体, 骨髄中の間葉系幹細胞の
分画分離抗体である Liv8 抗体を使用したこ
のモデルでの解析により Liv8 陰性分画：特
に間葉系細胞が効率的に肝硬変肝の門脈域
に定着し,Liv2 陽性の肝芽細胞へと表現型が
変化し,最終的にアルブミン陽性肝細胞へ分
化 し た こ と を 明 ら か に し た 。 (BBRC 
2004)(Hepatology Review 2006)この骨髄細
胞の分化過程において骨髄細胞が matrix 
metalloproteinase-9 (MMP9)など産生する
結果,肝線維化を改善し生存率を改善するこ
とが明らかにした。 (Hepatology 2004. 
Hepatology Alert 記事) 

しかし,骨髄細胞中の肝細胞に分化増殖する
間葉系細胞集団がどんな分画に存在し,どの
ような特徴を示すのか未だにはっきりわか
っていない。さらに実際に肝臓に定着した骨
髄幹細胞が肝細胞に分化する際に,肝線維化
も含む組織内の周囲の微小環境においてど
のように改善していくのか,肝細胞や Liv2 陽
性細胞,星細胞やクッパー細胞など類洞内細
胞との関連・微細構造の変化なども未だには
っきりわかっていないのが現状である。今回
の研究ではこの部分について明らかにした
い。一方過去の基礎研究では,骨髄細胞単回投
与より頻回投与の方が生存率で差が生じ,頻
回投与の方が予後がよいことが判明してい
る。今後新しい骨髄細胞の保存方法を開発す
ることで,臨床研究において保存後の頻回投
与が可能となり,その使用は治療効果の持続
期間を長くする可能性がある。また骨髄中の
間葉系幹細胞の分画分離抗体である Liv8 抗
体を使用した解析を行ってきたが、今回の研
究計画では骨髄細胞採取後 Percoll 法での遠
心分離される分画との、Liv8 分画のとの関係、
また遠心分離したどの層に肝再生に有用な
分画があるか明らかにしたいと考え研究計
画を作成した。 
 

２．研究の目的 
骨髄細胞中の肝細胞に分化増殖する間葉系

細胞集団がどんな分画に存在し,どのような
特徴を示すのか未だにはっきりわかってい
ない。さらに実際に肝臓に定着した骨髄幹細
胞が肝細胞に分化する際に,肝線維化も含む
組織内の周囲の微小環境においてどのよう
に改善していくのか,肝細胞やLiv2陽性細胞,
星細胞やクッパー細胞など類洞内細胞との
関連・微細構造の変化などを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)GFP/CCl4 モデルにおける電子顕微鏡で
の検討 
GFP/CCl4モデルを作成し,FEI 社製透過型電
子顕微鏡Tecnai12BTを使用しGFP/CCl4モ
デルの肝臓について検討する。すなわち肝障
害持続群と正常群と肝障害持続群に骨髄細
胞投与群の三群の解析を行う。免疫電顕法を
用いて今まで明らかに出来なかった GFP 陽
性骨髄由来細胞の持続炎症下の肝硬変への
定着,分化の形態的変化,肝細胞索構造の形
成,E-cadherin,VCAM-1 などの接着因子や
MMP9 などの産生との関連について検討し
ていく。また実際の骨髄細胞から Liv2 抗体
陽性細胞への分化の経時的変化・関連を検証
する。またαSMA 抗体や MMP9 抗体を使用
した免疫電顕を行い肝星(伊東)細胞を同定
し,GFP陽性骨髄細胞との関連やMMP9の発
現,線維との関連を明らかにしていく。 
(２)骨髄細胞中の肝幹細胞の同定 
実際の骨髄細胞を用いた治療を行う上で,当
院にはガンブロ社の血球分離装置があり,ヒ
ト骨髄細胞をこの装置で各分画・各層に分離
することができる。この装置は遠心分離で骨
髄細胞を分離することが可能な装置である。
マウスにおいてこの装置で分離される分画
と Percoll 法での遠心分離される分画との間
には相関があることがわかっており,遠心分
離の回転数で Percoll のどの分画に相当する
かがはっきりしている。そこでどの分画がヒ
トにおいて有効であるかを探求するために,
基礎実験として Percoll を使用して,マウス骨
髄細胞を分離し, GFP/CCl4モデルで移植実
験を行い,分離した細胞集団でどの分画が、肝
再生に有用であるか？どの分画に過去の基



 

 

礎研究から明らかになったように Liv８陽
性・陰性分画細胞の特徴を示すか比較し探求
する。また FACS 解析を行い、この分画中の
CD45, CD44, CD34, C-kit, SCa-1 を検討す
る。実際には細胞投与一週間後,二週間後, 四
週間後に肝組織を採取し,どの細胞集団に肝
再生において重要な骨髄幹細胞が存在する
かを解析する。 
(3)新しい骨髄細胞保存方法の開発 
マウス骨髄細胞を採取し、まずはすでに臨床
において使われている CP-1（細胞凍結用
保存液）を使用する群と、様々な培養用溶
液を使用する群、それらに DMSO とマウス
血清を様々なパーセントで混ぜ合わせる群
などで凍結保存する。その後、保存後の細胞
を起こし、細胞のバイアビリティや細胞周期
などをFACSで確認して保存後の骨髄細胞が
できるだけ保存前と同じ状態で機能面で維
持されている方法を探索し、確立させる。ま
た Laser Scanning Cytometer を行い、細胞
の DNA 量の変化について検討する。まず
GFP/CCl4 モデルを用い、保存細胞を解凍後、
レシピント肝障害マウスに移植し in vivo で
の検討を行う。実際にはマウス骨髄細胞を採
取し、臨床において使われている CP-1（細
胞凍結用保存液）を使用する群と、様々な培
養用溶液を使用する群、それらに DMSO と
マウス血清を様々なパーセントで混ぜ合わ
せる群などで凍結保存する。その後、保存後
の細胞を起こし、細胞のバイアビリティや細
胞周期などをFACSで確認して保存後の骨髄
細胞ができるだけ保存前と同じ状態で機能
面で維持されている方法を検討する。 
 
４．研究成果 

図のGFP/CCl4 modelより投与した骨髄細胞の

動態を免疫電顕によって肝障害持続群と正常

群と肝障害持続群＋骨髄細胞投与群の三群の

解析を行った結果より、まずGFP抗体による免

疫電顕によって今まで明らかに出来なかった

GFP陽性骨髄由来細胞の定着,分化の形態的変

化,肝細胞索構造の形成をとらえることがで

きた。また骨髄細胞投与群では大量lysosome

を含む肝細胞が増加しており,この細胞はGFP

抗体での免疫電顕でほぼ一致を示していた。 

 
また骨髄細胞投与群でマウス肝芽細胞

marker/Liv2陽性細胞・Oval cell marker/A6

陽性細胞・CD44/Liv8陽性細胞・MMP9陽性細胞

・肝前癌病変marker/Maid陽性細胞など様々な

細胞集団を免疫電顕で検出することができ,

それぞれの細胞集団の特徴を電顕と蛍光二重

・三重染色と総合して評価した。 

 

 
またαSMA抗体を使用した免疫電顕を行い肝

星(伊東)細胞を同定し,GFP陽性骨髄細胞との

関連やMMP9の発現,線維との関連を探究中で

ある。 

現在も解析継続中であるがLiv2陽性細胞集団

は小型の細胞集団であり,類円形のMMP9, 

Maid,Liv8等陽性細胞集団とは大きさ・形態の

異なる細胞集団であることがわかり,投与し

た骨髄細胞には二つの細胞集団が存在するこ



 

 

とが確認できた。 
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