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研究成果の概要（和文）：難治性肝硬変症に対する根治療法は現在肝移植しかなく、新しい肝硬変治療・肝臓再
生治療の開発は社会的に急務である。我々は今まで基礎研究で骨髄細胞投与により肝線維化を改善させ、骨髄細
胞中には肝臓修復細胞が存在すること、培養骨髄由来間葉系細胞(MSC)にも肝機能・肝線維化の改善効果を認
め、臨床研究を開始した。今回の研究ではこの培養骨髄由来間葉系細胞(MSC)と非培養全骨髄細胞を使用して、
骨髄由来肝臓修復細胞には二種類の肝臓修復細胞があり、肝臓修復細胞による肝線維化抑制効果だけでなく肝脂
肪化抑制効果も明らかにした。この結果は現在行われている肝臓再生治療の臨床研究に効率的に発展させる情報
となった。

研究成果の概要（英文）：Currently, the only curative therapy for refractory cirrhosis is liver 
transplantation, and the development of new cirrhosis treatment and liver regeneration therapy is an
 urgent social need. In our previous research, we found that bone marrow cells improved liver 
fibrosis, that liver repair cells exist in bone marrow cells, and that cultured bone marrow-derived 
mesenchymal cells (MSCs) improved liver function and liver fibrosis, and we have begun clinical 
research on these findings. In this study, using these cultured bone marrow-derived mesenchymal 
cells (MSCs) and non-cultured bone marrow cells, we found that there are two types of liver repair 
cells in bone marrow-derived liver repair cells and clarified not only the effect of liver repair 
cells in suppressing liver fibrosis but also the effect of liver repair cells in suppressing liver 
adipogenesis. These results provide information that can be efficiently developed for ongoing 
clinical research on liver regeneration therapy.

研究分野：消化器病学

キーワード： 再生医療　間葉系幹細胞　骨髄細胞　肝線維化　肝脂肪化　電子顕微鏡

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が行った自己骨髄細胞投与療法の臨床研究では、肝硬変患者は高齢な方が多く、既に肝臓の脂肪化や動脈硬
化の進行した症例が多く、肝臓内の脂肪化や体内の動脈硬化の進行例での投与された自己骨髄由来肝臓修復細胞
の動態や治療における役割は未だ不明であり、まだ解明されてない課題点が多い。
今回の基礎研究の成果は、副作用のない安全性も確立している自己骨髄細胞による肝臓再生療法の臨床研究の発
展に寄与すると考える。またその解析成果から自己骨髄細胞中から重要で有効な肝臓修復細胞を同定し、保存培
養可能な方法を確立することが可能となれば、さらに効率的な方法での再生療法へと発展させるための情報を獲
得できると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我が国における肝硬変の原因の大半はＢ型・Ｃ型ウイルス肝炎によるものであったが、抗ウイル
ス薬の飛躍的な治療効果により減少している。しかし生活様式の欧米化に伴い、生活習慣病が増
加し、肥満・糖尿病に高頻度に合併する脂肪肝(NAFLDあるいはMAFLD)、特に非アルコール
性脂肪性肝炎(NASH)が肝硬変の原因として増加している。このような原因によって、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進行した非代償性肝硬変症の現時点に
おける根治治療方法は未だに肝移植以外なく、対処療法しかないのが現状である。 
またその肝移植もドナー不足や手術侵襲、高額医療等経済面などの問題から適応外となり、対症
療法のみで対応せざるをえない症例も多く存在するため、難治性肝硬変症を改善させる新しい
肝臓再生療法の開発は社会的にも急務といえる。 
我々は現在まで、このような難治性肝硬変症に対し骨髄細胞を利用して有効な治療方法とな
ることを証明するための基礎研究を開始し、骨髄細胞の肝線維化修復評価モデル(GFP/CCl4 モ
デル)を開発し、骨髄細胞が持続した肝線維化状態の肝臓に遊走され、肝臓修復に働き、MMP9
などを産生して肝機能・生存率・肝線維化を改善させることを明らかにした(Hepatology 
2004,2006)。またこのような基礎研究成果から難治性肝硬変症患者に対し肝移植に代わる治療
法として平成 15 年度より世界初の臨床研究『肝硬変症に対する自己骨髄細胞投与療法
Autologous Bone Marrow Cell infusion (ABMi) therapy』を開始し、骨髄細胞投与により肝硬
変患者の肝機能改善を認めたことを報告した(Stem Cells 2006)。さらに培養骨髄由来間葉系細
胞(MSC)で肝機能・肝線維化の改善効果を明らかにしてきた(CellTissueRes 2013)。それを元に
平成 26年度より培養自己骨髄細胞による低侵襲な肝臓再生療法の臨床研究を開始している。 
このように我々は今までの基礎研究・臨床研究の成果から骨髄細胞中に肝臓を修復させる機
能を持つ細胞肝臓修復細胞(Liver Repair cell)が存在していることを明らかにしてきた。しかし
骨髄細胞中のどのような細胞が肝臓修復を行っている重要な細胞なのか、肝臓内でどのような
特異的因子が肝臓修復に重要なのか、どのようにして骨髄由来肝臓修復細胞が肝線維化状態を
改善させているのか、培養自己骨髄細胞と非培養自己骨髄細胞の肝臓修復細胞の形態や修復過
程の違いはあるのか等解明されてない課題点が多く存在している。さらに我々が行った自己骨
髄細胞投与療法の臨床研究での難治性肝硬変患者の背景では、高齢な方が多く、既に肝臓の脂肪
化や動脈硬化の進行した症例が多く、肝臓内の脂肪化や体内の動脈硬化の進行例等様々な合併
症や疾患に罹患している方が多く、そのような患者に投与された自己骨髄由来肝臓修復細胞の
動態や治療における役割は未だ不明であり、まだこの研究では解明されてない課題が多く残っ
ている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、今までの研究成果より骨髄細胞中で重要な機能を行っている肝臓修復細胞 Liver 
Repair cell に着目し、これらの細胞の特徴と動態・機能を同定・解明することでまずどのよう
にして肝臓修復を行っているのかを明らかにする。また培養骨髄由来細胞と非培養骨髄細胞投
与による肝臓内での骨髄由来修復細胞の形態の違い・修復過程の違いを明らかにする。同時に肝
臓修復細胞の特異的なマーカーや発現遺伝子や,効率的に肝臓修復細胞を遊走・定着させる因子
を探索し,分離培養方法を確立させる。また実際の臨床研究で増加している高齢者の NASHによ
る肝硬変や動脈硬化合併肝硬変の症例での環境を想定した動物モデルを使用した基礎研究にお
ける肝臓修復細胞の動態と修復機能の解析を行う。 
 
３．研究の方法 
これまでの研究成果をもとにして、今回の研究では下記の三つのプロジェクト解析を行った。 
① 骨髄由来肝臓修復細胞の同定と特徴解析と分離・培養方法の開発プロジェクト 
・骨髄由来肝臓修復細胞の同定と特徴を解析にして明らかにする 

我々が開発した GFP/CCl4 モデルを使用
して、非培養全骨髄細胞投与後の肝組織
内の肝臓修復細胞の特徴を解析する。特
に類円形骨髄由来 GFP/MMP9 陽性細胞に
着目し、直接線維化を溶解させる仕組み
とこれらの細胞がどのように破壊され
た肝組織を修復し、レシピエントの肝臓
修復を行う仕組みを組織解析で明らか
にする。また培養骨髄由来細胞(MSC)投
与後の肝臓修復細胞(GFP/MMP9 陽性細
胞)の特徴も解析し、それぞれの細胞の
各種マーカーを染色等の解析で同定し
明らかにする。分離可能なマーカーを同



定し、細胞分離装置（ソーティングや autoNACS 等）を用いて分離し、培養と増殖可能な方法を
確立させ、継代可能な肝臓修復細胞の開発を目指す。 
 
② 肝線維化・脂肪化環境下での骨髄由来肝臓修復細胞の動態と機能解析プロジェクト 
・肝脂肪化環境下での骨髄由来肝臓修復細胞の動態・機能と治療機序を明らかにする。 

今までの in vitro 研究での解析で、我々は
培養骨髄由来間葉系細胞(MSC)において肝
機能改善能力と活性化機能面で脂質代謝に
関 わ る AK4(adenylate kinase-4) と
AK5(adenylate kinase-5)遺伝子の発現が
重要な関わりを持っている事を報告してき
た(特許 6519727 -2019-05-29)。また高脂
肪食摂取マウスモデルに全骨髄細胞投与あ
るいは培養骨髄由来 MSC を投与した肝組織
の解析で、肝組織内の脂肪沈着の減少を認
めた。しかし投与した細胞がどのように肝
組織内の脂肪沈着を修復して低下させてい

るのか機序解析のために肝組織を使用して、肝細胞やクッパー細胞や肝類洞内皮細胞、類洞壁細
胞等の形態変化と投与細胞の動態を免疫染色等で発現解析を行う。また in vitro 研究で共培養
システムを利用して、パルミチン酸等脂肪投与下培養環境下での肝細胞やクッパー細胞や類洞
内皮細胞、類洞壁細胞と骨髄由来 MSC との共培養を行い、脂肪沈着の変化と培養液内でのサイト
カイン・ケモカイン・エクソソーム等各種因子の解析を行う。細胞浸潤解析を行い、遊走状態に
おいてどのようなサイトカイン・ケモカイン・エクソソームが関わり、放出されているのかを解
明する。投与した骨髄由来肝臓修復細胞による脂肪抑制効果のメカニズム解析を行う。また我々
が開発した肝臓代謝異常を引き起こし、高脂肪食摂取により肝脂肪化が悪化する AK4-KO マウス
モデルを使用して、肝脂肪環境下において、投与した GFP 陽性骨髄細胞あるいは培養骨髄由来
MSC がどのような動態を示すか、肝臓の修復機能を肝組織を使用して各種免疫染色等で解析する。
またこのマウスから採取した AK4-KO 骨髄細胞を培養し、我々が開発した GFP/CCl4 モデルに投
与して、肝組織内で肝臓修復細胞の機能評価と相違点の解析を行う。AK5-KO マウスモデルも同
時に上記と同様の解析を行い、肝脂肪化における細胞治療での AK4 遺伝子あるいは AK5 遺伝子
の発現の重要性を評価する。 
③ 動脈硬化・肝線維化環境下での骨髄由来肝臓修復細胞の動態と機能解析プロジェクト 
・動脈硬化・肝線維化環境下での骨髄由来肝臓修復細胞の動態と機能を明らかにする。 
臨床研究での症例では、高齢者が多く、動脈硬化合併肝硬変症例の場合における肝臓修復細胞の
治療効果と相違点の解明のために、動脈硬化モデル(LDL-R-KO マウス、ApoE-KO マウス) を導入
し、これらモデルに CCl4による肝線維化・肝障害を合併したモデルを作成し、類円型 MMP9 陽性
骨髄細胞群は肝臓においてどのような経路で遊走して、どのような機能を行うのか、 
治療効果を解析し、肝臓内環境の違い(肝線維化や肝脂肪化)や体全体での動脈硬化環境下での
投与細胞の影響を解析する。また培養骨髄由来間葉系細胞の投与の場合も同様に解析する。また
これらのマウスから採取した LDLR-KO 由来骨髄細胞、ApoE-KO 由来骨髄細胞を培養し、我々が開
発した GFP/CCl4 モデルに投与し、肝臓修復細胞の機能評価と相違点の解析を行う。 
 
４．研究成果 
骨髄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 DualBeam システムを用いることで骨髄由来肝臓修
復細胞には、核 N/C 比の高い小型細胞と類円形の大型細胞が存在し、形態学的変化をトモグラフ
ィーによる微細構造と３Ｄ立体構造構築 による解析を行い、核 N/C 比の高い EpCAM 陽性細胞と
CXCR4 陽性細胞を含む小型細胞集団と類円形の MMP9 陽性細胞を含む大型細胞集団の二種類の細

胞集団を認め、細胞内の特徴解析がわかっ
た(論文投稿中)。  
また GFPTG マウスから採取した全骨髄細胞
から MSC を分離(Veritas Easy step kit 
ST19771 を使用)継代培養して、GFP 陽性骨
髄由来間葉系細胞(MSC)を確立させ、その細
胞を持続肝障害(CCL4)モデルに Passage1
～4 までを使用してそれぞれの培養細胞群
を静脈投与した場合と脾臓投与した場合と
で肝線維化改善効果の比較検討を肝組織
Sirius Red 染色で行い、脾臓投与群の方が
肝線維化抑制効果を認めた。  

また我々が世界で初めて開発した代謝系異常の AK5KO マウスを三年目で作成できたので、この
マウスに GFP 陽性全骨髄細胞と我々が確立した上記の GFP 陽性骨髄由来間葉系細胞(MSC)を静脈
投与と脾臓投与の二つの方法で実施し、肝線維化の抑制効果と肝臓内の投与した GFP 陽性細胞



の動態と機能解析を行った。さらに我々は研究の三年目で世界で初めて開発した代謝異常によ
って肝脂肪化・炎症モデルである AK3KO マウスに GAN 特殊飼料持続投与と CCL4 による肝線維化

合併モデル NASH モデルを作成し、GFP
陽性全骨髄細胞の肝線維化と脂肪化に
対する抑制効果の評価をSirius Red染
色とオイルレッド染色で組織評価を行
い、結果として線維化抑制効果を認め
た。またこのような肝組織の線維化＋
脂肪化環境下での GFP 陽性細胞の肝臓
組織内での動態と肝臓内の肝細胞や星
細胞等の変化を様々な組織染色と電子
顕微鏡で評価を開始した。またこのモ
デルに GFP 陽性 MSC を静脈投与と脾臓
投与を行い、同様に線維化抑制効果と

脂肪化抑制効果の評価を Sirius Red 染色とオイルレッド染色で行った。また我々が新規開発し
た代謝系異常の AK3KO マウスと AK5KO マウスに GAN 食投与を開始して肝組織を臨床における
NAFLD と NASH の肝組織と比較検討しモデルとしての評価を行い、NASH に非常に似た肝組織であ
ることを証明した(論文作成中)。この研究は現在も継続しており、我々が開発した AK3KO マウス
と AK5KO マウスを使用して臨床における NAFLD あるいは MAFLD とほぼ同じモデル作成を目指し
て GAN など様々な特殊飼料投与と CCL4 や DEN 投与の併用を行って解析している。 
また電子顕微鏡を使用した肝臓内における肝臓修復細胞の特徴の解析もさらに継続している。 
この研究の解析成果から自己骨髄細胞中の重要で有効な肝臓修復細胞を同定でき、さらに分離
して培養し保存可能な方法を確立することが可能となれば、我々が行っている現在の臨床研究
をさらに効率的な自己骨髄由来細胞による肝臓再生療法へと発展させるための知識と情報を獲
得できると考える。 
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