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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで骨髄細胞投与により肝線維化が改善し、骨髄細胞には

肝臓を修復する機能があり、治療応用の可能性を示してきた。今回、骨髄由来 Liver Repair cell

の特徴を示し、ヒトでは骨髄由来間葉系細胞の有用性、マウスではマクロファージ系細胞の有

用性が明らかになった。また TNF type1 receptor KO マウスや Maid KO マウスの解析により骨

髄由来細胞を用いた肝修復再生過程において TNF および Maid シグナルの重要性を明らかにし

た。 

研究成果の概要（英文）：Our researches showed that autologous bone marrow derived cells 
(BMCs) were useful for liver regeneration therapy for liver cirrhosis. In these projects, 
we estimated characterization of bone marrow derived liver repair cells and demonstrated 
the mechanisms of liver repair by BMCs. We found that macrophage was effective to improve 
liver fibrosis in mice. In this project, we found that TNF signal is important to induce 
liver repair by BMC infusions. We found that bone marrow derived mesenchymal cells might 
be a new candidate-cell-fraction to repair liver fibrosis. Both TNF and Maid signal are 
important to regulate improvement of liver fibrosis by BMC infusion. These results are 
important to develop a new cell therapy using BMCs.  
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１．研究開始当初の背景 
肝線維化の進行には肝星細胞が中心的な

役割を果たすと考えられており、従来この細
胞をターゲットとした創薬研究が進められ
てきた。また肝線維化の進行とともに肝発癌
が起こる可能性が高いため、この制御は臨床
上極めて重要な問題である。またこの進行の

過程の中で肝癌前駆細胞より起こる肝発癌
制御は肝疾患患者の予後を伸ばす上でも重
要である。我々は、骨髄細胞から肝細胞への
分化評価モデル(GFP/CCl4 モデル)を開発し、
骨髄細胞が持続炎症のある硬変肝に遊走さ
れ、肝臓内で増殖することを明らかにし（JB 
2003、特公 2003-70377）、さらに肝機能と生
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存率の回復、肝線維化の改善等骨髄細胞投与
により修復されることを明らかにした
（Hepatology 2004）。さらに肝硬変症患者に
対する肝移植に代わる治療法を実用化する
ために平成 15 年 11 月 14 日に世界初の臨床
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』の Phase I 臨床研究を開始
した。さらに本治療を行うと、臨床研究にお
いても骨髄細胞投与後に肝線維化が改善し
ていることが明らかになってきている。この
結果、従来の薬物ではなく骨髄細胞中に肝臓
修復機能を持つ細胞(肝臓修復細胞、Liver 
Repair cell)が存在し治療応用が可能である
ことが明らかになった。 
また以前より研究代表者は肝細胞の発生

を制御する HHM(Human Homologue of Maid, 
HHM)をクローニングし Maid 分子の肝発生・
分化の重要性を明らかにしてきた。この HHM
は肝前癌性病変および肝癌のマーカーであ
り、ヒトと同じ脊椎動物であるゼブラフィッ
シュでも同様の結果を得た(Hepatology 2000, 
Gastroenterology 2005)。一方で Maid KO マ
ウスは肝癌を特異的に発生することが報告
され（Hepatology 2007）、TGF-beta シグナ
ルの下流のシグナルを制御することが報告
されている(EMBO J. 2008)。 

２．研究の目的 
本研究では、臨床応用可能な骨髄由来肝臓

修復細胞の特徴を明らかにし、培養方法の確
立と肝硬変症に対する肝臓修復メカニズム
解明を行う。またそのメカニズムにおける
TNF-alpha シグナルの関与、Maid(TGF-beta 
シグナルに関与)シグナルの関与、Kupffer 細
胞との相互作用について TNF type1 receptor 
KO マウスや Maid KO マウスの解析、
Hydrodynamic Tail Vein injection(HTVi)法
を用いた遺伝子導入法の併用・解析で新たな
次世代型細胞遺伝子治療法の開発を目指す。 

３．研究の方法 
(1)骨髄由来肝臓修復細胞(Liver Repair 
cell)を用いた肝硬変症に対する肝臓修復メ
カニズムの解析 
GFP TG マウスの骨髄細胞中の様々な細胞

分画を評価し、四塩化炭素障害肝硬変マウス
モデルに細胞投与し、肝臓線維化の修復につ
いて評価、骨髄由来肝臓修復細胞の同定を行
う。また骨髄由来肝臓復細胞の新たな培養方
法の開発を行う。 
(2)TNF-receptor type 1 KO マウス(TNF-R1 KO 
mouse), Maid KO マウスの解析 
TNF-R1 KO マウスおよび Maid KO マウスを

レシピエントにした場合で評価し、それによ
り TNF-alpha シグナル、Maid シグナルが、骨
髄由来肝臓修復細胞による肝硬変症の修復

に関与しているのかを評価、細胞投与後の肝
細胞、胆管細胞、Kupffer 細胞、星細胞、類
洞内皮細胞などの動態変化も評価する。また
共培養系を利用し、その遺伝子発現、動態の
変化を検討していく。 
(3)Hydrodynamic Tail Vein injection(HTVi) 
法を用いた遺伝子導入法および Liver 
Repair cell の併用療法の基礎的検討 
この方法により Maid,MMP9,骨髄細胞の定

着分化を促進する FGF2 を肝臓に強制発現さ
せ骨髄細胞の肝臓への定着、修復の違いにつ
いて検討する。 

４．研究成果 
(1)GFP 陽性骨髄由来 Liver Repair cell の培
養方法の確立と解析 
Lonza 社より購入したヒト骨髄単核球細胞

(2M-125A)の効率的な培養方法を検討するた
め、ウシ血清含有培地による通常培養と、無
血清培地培養法を比較検討した。その結果、
マウス培養結果とは異なり、少なくともヒト
骨髄由来細胞の培養初期(培養皿への細胞接
着)には血清が必要であることが明らかとな
った。またウシ血清含有培地で 2継代培養し
たヒ ト骨髄由 来細胞は 、 FACS 解析 で
「CD73/CD90/CD105陽性かつCD45/CD11b陰性
細胞(間葉系マーカー陽性かつ血球性マーカ
ー陰性細胞)」であることを確認した。 
(2)骨髄由来培養 Liver Repair cell 投与実
験 
四塩化炭素腹腔内反復投与により作成し

たマウス免疫不全肝硬変モデル（SCID-CCl4
モデル）に、Lonza ヒト骨髄単核球細胞をウ
シ血清含有培地で培養した「ヒト骨髄由来細
胞（CD73/CD90/CD105 陽性かつ CD45/CD11b 陰
性細胞）」を 4.5x105 個/匹で尾静脈投与し、
その後の肝線維化の改善をシリウスレッド
染色により評価した。その結果、細胞投与 4
週後において肝線維化は有意に抑制され、血
清アルブミン値も投与後 4週において有意に
上昇し、肝線維溶解部に一致して MMP-9 陽性
細胞と間葉系マーカーである Vimentin 陽性
細胞の増加を確認した。 
(3)共培養による線維化改善効果の解析 
線維化との関係を解析するために、培養骨

髄細胞と肝星細胞 LI90 を用いた解析を行っ
た。LI90 細胞は不死化していないため、まず
TERT を発現するレトロウィルスを感染させ
不死化細胞の作製を試みた。LI90 不死化細胞
は不死化しても活性化星細胞の性質を保持
していた。不死化 LI90 細胞を用いてヒト MSC
との共培養を行い、コラーゲン(col1a1)、サ
イクリン D1、αSMA、HGF などの遺伝子発現
を検討した。上層に 1000 から５万個のｈMSC
を播種し、下層に LI90 細胞を播種し２日目
および５日目の発現を調べたが、有意な変化
は認められなかった。 



(4)TNF-R1 KO マウス、Maid KO マウスによる
肝線維化モデルへの骨髄細胞投与による肝
機能・線維化改善の検討 
TNF-R1 KO マウスをレシピエントにした場

合で CCl4 を従来の方法と同じように 4 週間 
TNF-R1 KO マウスに投与、GFP 陽性骨髄細胞
を尾静脈投与する。その後 1,2,3,4 週目に肝
臓組織を摘出し、GFP 抗体による免疫染色・
蛍光二重染色で骨髄細胞の定着率を評価し
たところ、Azan 染色、Sirius-red 染色で肝
線維化の改善効果が減弱していることが明
らかになった。一方で骨髄細胞の投与時に肝
線維化改善過程での骨髄由来細胞の Maid の
共発現を確認した。一方で MaidKO マウスに
おいて、肝線維化の亢進を確認した。 
(5)Hydrodynamic Tail Vein injection(HTVi)
法を用いた遺伝子導入法による肝臓修復メ
カニズムの解析 
野生型マウスに四塩化炭素を腹腔内へ反

復投与し肝硬変モデルの肝臓に HTVi 法を用
いて Maid を強制発現させるためのベクター
を作成した。 
(6)マウス骨髄由来培養細胞による線維化改
善効果の解析
マウス骨髄細胞を培養したところ、マクロ

ファージ系細胞の増加を認めた。マウス系に
おいては培養した場合マクロファージ系細
胞が増殖しやすく、これらの細胞を四塩化炭
素障害肝硬変マウスモデルに静脈投与した
ところ、Azan 染色、Sirius-red 染色で肝線
維化の改善が確認できた。 
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