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研究成果の概要（和文）：本研究は、間葉系幹細胞(MSC)に独自開発の薬剤IC-2を使用し線維化抑制効果を増強
した肝疾患治療用細胞シートの液性因子中の線維化抑制因子を同定することで、新たな肝硬変治療法開発を目指
す研究となる。本シートのセクレトームを、限外濾過法、ゲル濾過クロマトグラフィー法による2段階のサイズ
分画を実施後、LC-MS/MSショットガンプロテオミクス解析を実施することで、線維化抑制因子の候補となるタン
パクの絞り込みに成功した。この手法は、腎線維症のin vitro評価系にも応用可能であることが明らかとなり、
本研究により、肝硬変だけでなく腎線維症の治療法開発へと繋げる重要な知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：This research aims to identify fibrosis-suppressing factors in the humoral 
factors of a cell sheet for liver disease treatment, which utilizes mesenchymal stem cells (MSCs) 
and an independently developed drug, IC-2, to enhance the fibrosis-suppressing effect. The goal of 
this research is to develop a new treatment for liver cirrhosis. The secretome of this sheet 
underwent a two-step size fractionation process using ultrafiltration and gel filtration 
chromatography, followed by LC-MS/MS shotgun proteomics analysis to identify candidates for 
fibrosis-inhibiting factors. We succeeded in narrowing down the proteins. It has become evident that
 this method can be applied to an in vitro evaluation system for renal fibrosis. Thus, this research
 has provided crucial knowledge that will not only contribute to the development of treatments for 
liver cirrhosis but also for renal fibrosis.

研究分野：再生医療

キーワード： 間葉系幹細胞　セクレトーム　肝線維化　腎線維化
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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に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。本研究ではこの問題点を打破すべく、肝疾患治療用細胞シートのセクレトームに着目し、肝線維
化のみならず腎線維化抑制因子の抽出を進めることができた。本研究成果は、アンメットメディカルニーズとな
る肝硬変や腎線維症の新たな治療法開発へと繋がる学術的、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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

非代償性肝硬変に対する承認薬は存在せず、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細胞や組織幹細胞を利用する再生医療が注目されている。その細胞源としては、

再生促進作用や抗炎症作用、免疫調節作用など再生医療の細胞源としての利点を多く有する間

葉系幹細胞(MSC)が重要視され、MSCを用いた肝硬変に対する細胞移植療法の臨床研究が国内

外で進められている。MSCの移植により、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. 2017.）。 

研究者らは再生医療による非代償性肝硬変の新規治療法の確立を目指し低分子化合物のスク

リーニングを実施し、MSCを肝障害抑制効果の高い肝細胞化間葉系幹細胞へと誘導可能な新規

薬剤 IC-2を見出した(Itaba N., et al. Regen Ther. 2015)。また、本薬剤と温度応答性培養皿に

よる細胞シート作製技術を組み合わせることで、肝疾患治療用細胞シート（特許 6008297号他、

関連特許 8件、関連特許出願 16件）を開発した。本シートの肝臓表面への移植は、四塩化炭素

誘発性の急性肝障害を抑制し、肝再生を促進する他（Itaba N., et al. Sci Rep. 2015, Itaba N., et 

al., Regen Ther 2018）、四塩化炭素誘発性慢性肝障害モデルマウスにて肝線維化を抑制するこ

とを見出している（Itaba N., et al. Sci Rep. 2019）。興味深いことに、この線維化抑制効果は細

胞シートを移植した別の肝葉においても、移植肝葉と同様の線維化抑制効果が認められる。また、

肝疾患治療用細胞シートの濃縮培養上清からなるセクレトームは、肝線維化進展の主たる要因

となる肝星細胞の活性化を抑制する事から、肝疾患治療用細胞シートの液性因子中に線維化抑

制因子が含まれると考えられる。 

 
２．研究の目的 

本研究では、研究者らが独自に開発した薬剤 IC-2により肝線維化抑制効果を増強した肝疾患

治療用細胞シートの線維化抑制因子に着目し、細胞シート移植による外科的侵襲性の高い治療

ではなく、肝線維化抑制薬としての展開を目指して、肝疾患治療用細胞シートが産生する線維化

抑制因子を同定し、新たな肝硬変治療法を開発することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1) 肝疾患治療用細胞シート由来セクレトームの in vitro での抗線維化作用の検証 

セクレトーム中のタンパクが抗線維化作用を示すかを明らかにするため、熱変性処理を行っ

たセクレトームの抗線維化作用を in vitro にて検証した。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、培養上清を限外ろ

過フィルターにより濃縮することでセクレトームを調整し、熱変性処理(-/+)セクレトームを 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。 



(2) 肝星細胞活性化抑制作用を示すセクレトームの分画と該当分画のショットガンプロテオミ

クス解析 

1 段階目に限外ろ過フィルターによるサイズ分

画、2段階目にゲルろ過クロマトグラフィーによる

サイズ分画を実施することで、肝星細胞活性化抑

制作用を示す因子が含まれるセクレトーム分画を

明らかにし(図 1)、該当分画に含まれるタンパクの

網羅的解析を LC-MS/MS ショットガン解析により実

施した。 

(3) 線維化抑制候補因子の抽出 (in silico)  

既実施となる LC-MS/MS の Tandem Mass Tag (TMT)解析より得ている IC-2 添加によりセクレト

ーム中で発現が変動するタンパクの解析結果と、前述のショットガン解析結果を統合すること

で、線維化抑制候補因子の抽出を行った。 

(4) 候補因子の validation と機能解析 

in silico 解析により抽出した候補因子の validation を qPCR, Western blotting（WB）によ

り実施し、候補因子のリコンビナントタンパク添加による機能解析を実施した。 

 
４．研究成果 

 セクレトーム中の抗線維化因子として、タンパクに着目する方

針で問題ないかを検証するため、熱変性処理を行ったセクレトー

ムの肝星細胞活性化抑制効果を検証した。熱変性未処理のセクレ

トームでは肝星細胞活性化抑制効果が認められる一方、熱変性処

理(+)セクレトームではこの肝星細胞活性化抑制効果が消失した

(図2)。肝疾患治療用細胞シートにエクソソーム分泌阻害剤GW4869

を併用して回収したセクレトームでは、肝星細胞活性化抑制効果が維持されるとのデータを得

ていることから、セクレトーム中のタンパクに線維化抑制候補因子が含まれると推察された。 

 既実施となる LC-MS/MS の Tandem Mass Tag (TMT)解析では、IC-2 によりセクレトーム中で産

生が変動するタンパクが 215 因子含まれていた事から、線維化抑制因子の同定には実験レベル

での絞り込みが必要と考えられた。そこで、候補因子を絞り込むため in vitro にて肝星細胞活

性化抑制作用を示すセ

クレトームのサイズ分

画を限外濾過法とゲル

ろ過クロマトグラフィ

ー法による2段階の分画

により実施した（図３）。

限外濾過法では、3kDa 以

上、50kDa 以下のセクレ



トーム分画で肝星細胞活性化抑制効果が認められた。3kDa と 10kDa の限外ろ過フィルターによ

り回収したセクレトームでは、肝星細胞活性化抑制作用に差が認められなかったことから、10kDa

以上 50kDa 以下のセクレトームを回収し、2段階目のゲルろ過クロマトグラフィーによるサイズ

分画を実施した。ゲルろ過クロマトグラフィーで 50 分画に細分画した中では、No.31 の分画で

α-smooth muscle actin (α-SMA)の発現低下を伴う肝星細胞活性化抑制効果とコラーゲンの発

現低下を認めたため、当該分画を LC-MS/MS ショットガンプロテオミクス解析に供した。 

 既実施となる LC-MS/MS の Tandem Mass Tag (TMT)解析により得ている IC-2 添加によりセクレ

トーム中で発現が変動するタンパクの情報と、前述のショットガン解析結果を統合し、IC-2 添

加で MSC の培養上清中に産生が増加し、かつ分画セクレトームに含まれるタンパクの中から同

定されたフラグメント数の多いタンパク上位 6因子を抽出した。この中には、線維分解酵素とな

るマトリックスメタロプロテアーゼ-1(MMP-1)が含まれていた。この他の多くは、CCL2 や CXCL8

など線維の増生に関与する因子であった。 

 そこで、線維分解酵素となる MMP-1 の機能解析を活性化肝星細胞にて検討した。MMP-1 は、MSC

への IC-2 添加により、mRNA 発現、タンパク発現、セクレトーム中への産生が亢進するが、リコ

ンビナントの pro-MMP-1、active-MMP-1 の何れを添加しても in vitro での肝星細胞活性化抑制

効果は認められなかった (図 4)。MMP-1 は I 型、III 型コラーゲンを基質とすることから、線維

の分解に重要な酵素ではあるが、セクレトーム中の肝星細胞活性化抑制作用の本態ではないこ

とが示唆された。肝線維化

抑制因子の同定には、候補

因子を上位 6 因子から解析

対象を広げる必要があり、

今後の検討課題となる。 

 本研究ではこれ以外に、肝疾患治療用細胞シートのセクレトームがヒト尿細管上皮細胞の上

皮間葉転換(EMT)による腎線維症の in vitro 評価系、ラット腎線維芽細胞の活性化による腎線

維症の in vitro 評価系において、αSMA の発現抑制作用を示すことを認め、限外ろ過フィルタ

ーによるサイズ分画により、約 50－100kDa の分画中に線維芽細胞の活性化を抑制する因子が含

まれることを見出している。本研究の推進により、肝線維化抑制因子のみならず、肝硬変同様に

有効な治療薬のない腎線維症に対しても線維化抑制因子の同定へと繋がる貴重なデータが得ら

れた。 
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