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研究成果の概要（和文）：我々は「肝硬変症に対する自己骨髄細胞投与療法(ABMi療法)」の臨床的有効性及び安全性を
明らかにし、先進医療Bに認可された。またこれまでに、高発癌肝硬変マウスへの骨髄細胞頻回投与により肝線維化と
肝発癌が抑制されることを論文報告している。さらに今回、酸化ストレス誘導下において骨髄間葉系幹細胞を肝細胞と
共培養したところ、これらの酸化ストレス障害は抑制され、培養骨髄間葉系幹細胞の肝硬変モデルマウスへの投与でも
肝線維化の抑制、血清抗酸化能の亢進、肝脂質過酸化の抑制を確認した。以上の結果より、培養骨髄間葉系幹細胞は肝
硬変症に対する肝再生修復療法の細胞源となり得ることが示された。

研究成果の概要（英文）：We previously developed autologous bone marrow cell infusion (ABMi) therapy, which
 is a method of liver regeneration for liver cirrhotic patients using non-cultured autologous whole bone m
arrow cells, and reported the efficacy and safety of this approach. This ABMi therapy was officially appro
ved as an "Advanced Medical Technology B" in Japan. We also reported that frequent bone marrow cell infusi
on contributed to suppressed tumor initiation during hepatocarcinogenesis. In these studies, we confirmed 
that hepatocytes co-cultured with bone marrow derived mesenchymal stem cells (MSCs) had lower levels of ox
idative stress, and that cirrhotic mice treated with MSCs showed lower levels of liver fibrosis, higher se
rum antioxidant activity, and lower levels of hepatic malondialdehyde content. These results strongly indi
cate that cultured BMCs are a stem cell source in liver regeneration therapy for cirrhotic patients.
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様 式 Ｆ－１９ 

１．研究開始当初の背景 

非代償性肝硬変症の根治療法は肝移植で

あるが、慢性的ドナー不足、手術侵襲や免疫

拒絶などの諸問題は依然として解決されて

いない。その一方で我々の教室では、非代償

性肝硬変患者に対する肝再生修復療法とし

て、患者自身から自己骨髄液を 400mL 採取し

て洗浄後に骨髄単核球分画を分離濃縮し同

じ患者に末梢静脈から再投与する方法（ABMi

療法：Autologous bone marrow cell infusion 

therapy）の臨床的有効性と安全性を論文報

告してきた(Terai S.et al., Stem Cells. 

2006)。しかし、骨髄細胞投与が肝発癌を促

進させる懸念があるため肝細胞癌合併例に

は ABMi 療法の適応はない。そこで骨髄細胞

投与の肝発癌への影響を評価するため、生後

2 週オスマウス腹腔内への DEN 単回投与と四

塩化炭素(CCl4)週 2 回反復投与による「マウ

ス高発癌肝硬変(DEN/GFP-CCl4)モデル」を確

立し、これに DEN 投与後 2ヶ月から同種同系

マウス GFP陽性骨髄細胞を尾静脈投与し、DEN

投与 4.5 ヶ月後の肝発癌動態を、組織学的に

foci および腫瘍(腺腫+肝細胞癌)の発生率、

個数とサイズで評価した(骨髄細胞は 2 週間

毎、5x105個/回、計 5回投与した)。その結果、

骨髄細胞投与群では foci および腫瘍の発生

率と個数は有意に低くサイズは同等であっ

たことから、骨髄細胞投与は肝発癌を抑制し

腫瘍増殖を促進させないことが明らかとな

った。さらに骨髄細胞投与群では、背景肝の

線維化は少なく、肝 8-OHdG 量も有意に低値

である等、酸化ストレスが抑制されているこ

とが示唆された。また背景肝には抗酸化作用

のある SOD(superoxide dismutase)3 発現細

胞が生着し、その多くが GFP 陽性であること

を蛍光二重染色で確認する等、投与骨髄細胞

が直接的に酸化ストレス抑制（レドックス制

御）に働くことが示唆された(Maeda M, et al., 

J Gastroenterol Hepatol.2012)。 

 

２．研究の目的 

 骨髄細胞中のレドックス制御能を有する

細胞分画を同定し、その作用メカニズムを明

らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) 通常培養した市販骨髄間葉系幹細胞と

初代肝細胞を共培養し、Thioacetamide(TAA)

誘導酸化ストレスに対する抑制効果を解析

評価する。 

(2)培養骨髄間葉系幹細胞を TAA 投与免疫不

全肝硬変症モデルマウスに尾静脈（末梢静

脈）投与し、肝線維化及び酸化ストレスに対

する制御能を解析評価する。 

 

４．研究成果 

(1)通常法で培養した市販イヌ骨髄細胞は

（CD90 陽性かつ CD11b/CD45 陰性)であり、

骨・脂肪細胞への分化能を有していたため骨

髄間葉系幹細胞を含む細胞群であった。この

培養細胞と GFPトランスジェニックマウスか

ら分離した初代肝細胞とを TAA誘導酸化スト

レス下に共培養し、GFP 陽性細胞由来の

Reactive oxygen species (ROS) 産 生 を

CellROX 試薬にて定量した。その結果、肝細

胞由来 ROS 産生は抑制され、 Nuclear 

erythroid-2 related factor (Nrf2)発現は

亢進していた(p<0.05)。 

(2)同様に培養した市販イヌ骨髄間葉系幹細

胞を TAA腹腔内反復投与により作出した免疫

不全肝硬変症モデルマウスに尾静脈から計 3

回投与したところ、肝シリウスレッド染色面

積の抑制(p<0.05)、血清ヒアルロン酸の低下

(p<0.05)、肝 MMP9 発現の亢進(p<0.05)、血

清 抗 酸 化 能 の 亢 進 (p<0.001) や 、 肝

Malondialdehyde (MDA) 含 有 量 の 低 下

(p<0.05)を確認した。 

このように「TAA で酸化ストレスを誘導し

た初代肝細胞との共培養系」で探索したとこ

ろ、骨髄間葉系幹細胞分画には酸化ストレス



抑制効果があることを確認し、肝硬変モデル

マウスへの培養骨髄間葉系幹細胞投与でも

肝臓中の脂質過酸化や線維化が抑制されて

いたことから、骨髄間葉系幹細胞はレドック

ス制御能があり、肝再生修復療法の有用な細

胞源となり得ることが示された。 
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