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研究成果の概要（和文）：GFP/CCl4モデルによる骨髄細胞投与後の肝組織を免疫電顕で解析したところ,投与した骨髄
細胞は大きさ・形態から類円形の大型細胞(MMP9陽性)と核N/C比の高い小型細胞(A-6,Liv2陽性)の二種類の細胞集団が
存在し,EpCAM陽性細胞は小型細胞の中に含まれることがわかった。全骨髄細胞をEpCAM陽性・陰性群に予め分離し,それ
ぞれの群を持続肝障害(CCl4)モデルに静脈投与し,その肝臓内での様々な細胞の形態や特徴,肝線維化の改善を解析した
ところ,EpCAM陽性群よりもEpCAM陰性群の方が肝線維化抑制効果を認めた。

研究成果の概要（英文）：We developed the GFP/CCl4 model which monitor the GFP-positive bone marrow cell 
(BMC) repopulated under CCl4 induced liver cirrhosis mice.We found two kinds of GFP positive BMCs in 
recipient cirrhosis liver using IEM method. One group of GFP positive BMCs was similar to hepatocyte in 
size(15-30um) and located around fiber（MMP9 positive cell）.The other group cells were small size 
(2-5microum) and located in destructive area（A6 positive cell, Liv2 positive cell）. And EpCAM positive 
cells were included. These cells were circular forms and had high N/C ratio and smaller than hepatocyte. 
We separated EpCAM-positive and EpCAM-negative cells and then transplanted these cells into a continuous 
liver damaged model（CCl4 model). At 4 weeks after BMC transplantation, the ratio of liver fibrosis in 
EpCAM-negative cells injected liver was decreased better than EpCAM-positive cells.

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
非代償性肝硬変は肝性脳症・腹水・食道胃静
脈瘤破裂を引き起こす難治疾患であり,現在
の治療としては,肝移植以外対処療法が中心
であり,有効な治療方法は確立されていない。
肝臓線維化の要因は,肝星細胞,肝クッパー細
胞,肝類洞内皮細胞,肝細胞などが相互に関わ
り,細胞外マトリックスの産生・分解のバラン
スが破綻して進展すると言われている。我々
は難治性肝硬変に対し自己骨髄細胞が有効
な治療となるための基礎研究として骨髄細
胞 の 肝 硬 変 修 復 評 価 マ ウ ス モ デ ル
(GFP/CCl4 モデル)を開発,骨髄細胞が持続炎
症肝線維化状態に遊走され,肝臓修復に働き
(JB 2003),matrix metalloproteinase-9 
(MMP9)など産生し,肝機能や生存率,肝線維
化 を 改善さ せ ること を 明らか に し た
(Hepatology 2004)。さらに臨床治療として平
成 15 年 11 月 14 日より肝硬変症に対する自
己骨髄細胞投与療 Autologous Bone Marrow 
Cell infusion (ABMi) therapy を開始,基礎研
究と同様,骨髄細胞投与により肝硬変患者の
肝機能改善を認め(Stem Cells 2006),骨髄細
胞中に肝臓を修復する機能がある肝臓修復
細胞が存在していることが明らかにした。ま
たこの GFP/CCl4モデルの肝組織による高感
度免疫電顕による解析で,投与した骨髄細胞
は大きさ・形態から類円形の大型細胞(MMP9
陽 性 ) と 核 N/C 比 の 高 い 小 型 細 胞
(A-6,Liv2,EpCAM 陽性)の二種類の細胞集団
が存在していることを報告してきた。 
しかし未だこの二種類の骨髄細胞がどのよ
うに肝臓を修復・線維化改善させるのか,どの
ような形態から派生するのか不明である。ま
たレシピエントの肝細胞や星細胞,クッパー
細胞など肝類洞内細胞に投与された骨髄細
胞がどのような作用を示すのか,レシピエン
トの環境が肝線維化以外の状態で,投与され
た骨髄細胞がどのような効果を示すか,どの
ような動態や働きを示すか解明されていな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究では,肝線維化状態での二種類の骨髄
由来細胞の特徴や機能,特に EpCAM 陽性小
型骨髄由来細胞に着目し,細胞の特徴と機能
を解明することで今後骨髄細胞中の有効な
肝臓修復細胞を分離可能とし,培養・増殖・保
存させる手掛かりとなると考える。また線維
化以外の環境において投与骨髄細胞の動
態・機能を解析することで,投与される環境に
よって骨髄細胞の働き・游走・定着に違いが
あるかどうか検証可能となり,線維化のグレ
ードを指標とした臨床研究での治療効果判
断が予測可能となると考える。今回の研究で
は以下の解明を行う。 
・類円形の大型骨髄細胞と核 N/C 比の高い 

小型骨髄細胞が肝機能・肝線維化改善にど
のような役割を持ち機能しているのか。ま
たそれぞれの細胞はどのような特異的な

発現マーカーを示すのか。 
・小型骨髄細胞(EpCAM 陽性)と EpCAM 陰
性細胞群のどちらの集団が肝臓修復作用
に最も有効な作用を持っているのか。 

・肝線維化改善においてサイトカイン・ケモ
カイン等どのような因子が関わっている
のか。 

 
３．研究の方法 
GFP/CCl4 モデルの骨髄由来肝修復細胞の特
徴と特異マーカー探索 
GFP/CCl4 モデルでの骨髄細胞投与後の肝組
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 Dual 
Beam システムを用いて二種類の骨髄由来肝
臓修復細胞である核 N/C 比の高い小型細胞
と類円形の大型細胞の形態学的変化,肝細胞,
星細胞等周囲の細胞との関係について微細
構造と３D構築による立体構造を構築し解析
する。また CD45,CD44,F4/80,CD68,aSMA, 
CD90,MAC-1,Sca-1,CD34,E-cadherin,EpC
AM,Maid 等の様々な細胞マーカーの抗体に
よる高感度免疫電顕を網羅的に行い,同じく
浮遊切片法による免疫染色・蛍光二重染色と
比較しつつ骨髄細胞中の肝臓修復細胞の特
徴を探索する。 
 
小型骨髄由来 EpCAM 陽性細胞の分離と機
能解析 
GFP/CCl4 モデルでの骨髄細胞投与後の肝組
織をコラゲナーゼ還流し,EpCAM 抗体,GFP
抗体による FACS 解析で,EpCAM 陽性 GFP
陽性小型骨髄由来細胞が肝組織内であるい
は GFP 陽性細胞中にどのぐらいの割合で存
在しているかを解析する。また EpCAM 陽性
GFP 陽 性 小 型 骨 髄 由 来 細 胞 を
BeckmanCoulter MoFlo Astrios で分離する
方法を確立させ,細胞の形態の特徴・培養増殖
や保存可能かどうかの解析を行い, 網羅的に
特異的な遺伝子発現の解析を行う。また
GFP/CCl4 モデルの骨髄細胞投与肝組織をコ
ラゲナーゼ還流し ,p75NTR や EpCAM, 
F4/80 等特異抗体と GFP 抗体による FACS
解析を実施,電顕解析結果と比較して,投与し
た骨髄細胞が肝臓内のどの細胞分画のマー
カーを発現しているかを解析し,免疫染色・電
顕解析結果と比較・評価する。 
 
GFP/CCl4モデルでの EpCAM による骨髄細
胞分離投与解析 
GFP 陽性全骨髄細胞を EpCAM 陽性・陰性
群に BeckmanCoulter MoFlo Astrios と
AutoMACS で分離し,それぞれの群を持続肝
障害(CCl4)モデルに静脈投与し,その肝臓内
での EpCAM 陽性・陰性細胞の形態や特徴を
我々が解析した GFP/CCl4 モデルの免疫電
顕での EpCAM 陽性細胞と同じかどうか, 
EpCAM 陰性細胞の特徴等を比較する。また
それぞれの細胞の定着率や肝機能・肝線維化



改善効果を GFP/CCl4 モデルの場合での結
果と比較・検証する。 
 
４．研究成果 
GFP/CCl4 モデルでの骨髄細胞投与後の肝組
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 Dual 
Beam システムを用いて二種類の骨髄由来肝
臓修復細胞である核 N/C 比の高い小型細胞
と類円形の大型細胞の形態学的変化を解析
したところ,核 N/C 比の高い小型細胞群の中
にEpCAM陽性細胞群が含まれることがわか
った。また GFP/CCl4 モデルでの骨髄細胞投
与 後 の 肝 組 織 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 還 流
し,EpCAM 抗体,GFP 抗体による FACS 解析
で,EpCAM 陽性 GFP 陽性骨髄由来細胞の解
析の割合を解析し培養等を試みたが,殆どが
解析中に死細胞となり,詳細な解析が困難だ
った。また AutoMACS 等による様々な細胞
分離方法を試してみたが,培養あるいは細胞
解析は困難であった。GFP 陽性全骨髄細胞を
EpCAM 陽性・陰性群に予め分離し,それぞれ
の群を持続肝障害(CCl4)モデルに静脈投与
し,その肝臓内での様々な細胞の形態や特徴,
肝線維化の改善を解析した。結果として
EpCAM 陽性群よりも陰性群投与群の方が肝
線維化抑制効果を認めたが,全骨髄細胞投与
群の方が肝線維化改善をさらに認めた。 
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