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研究成果の概要（和文）：非代償性肝硬変の多くは進行性である。自己骨髄細胞投与療法 (ABMi療法) は本邦で
最も多く行われている細胞療法であるが、骨髄細胞はヘテロであり、有効な細胞とそのメカニズム、細胞投与後
の動態など未解明であった。我々は今回マウスで骨髄由来間葉系幹細胞と培養マクロファージを肝硬変モデルマ
ウスに混合投与を行うと効果的に線維化改善、再生促進が起こることを明らかにした。投与細胞は協調的に働
き、またライブイメージにて肝臓内で多くのM2マクロファージが集積していることが確認でき、更にホストの細
胞とも共同で線維化改善、再生促進をしていた事実を確認した。この事実は、肝硬変の新規治療開発に重要な知
見と考える。

研究成果の概要（英文）：Decompensated liver cirrhosis often progresses even after treatment. 
Autologous bone marrow cells infusion (ABMi) therapy was developed for liver cirrhosis, however the 
most effective cells in the heterogeneous bone marrow cells, detail behavior of administrated cells,
 and detailed mechanism of improvement of liver fibrosis and promotion of liver regeneration have 
not been elucidated. In this study we elucidated that mesenchymal stem cells (MSCs) and induced bone
 marrow derived macrophages (id-BMMs) combination therapy effectively regressed liver fibrosis and 
promoted liver regeneration. Combination therapy using both id-BMMs and MSCs had synergistic 
effects, affecting the host cells in a liver cirrhosis mouse model. We also elucidated that a large 
number of id-BMMs, which had M2 phenotype and phagocytized hepatocyte debris, and few MSCs migrated 
to the fibrotic area in the liver. We believe that this fact is important for future cell therapy 
for decompensated liver cirrhosis.

研究分野：肝臓病学
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者寺井は山口大学にて、肝硬変に対
する線維化改善、再生促進を目的とした自己
骨髄細胞投与療法(Autologous Bone Marrow 
Cell infusion, ABM i 療法)を開発してきた。
しかし、骨髄は間葉系幹細胞 (Mesenchymal 
stem cells; MSCs)、血球細胞、血管内皮な
どがヘテロに存在する。世界的には MSCs と
マクロファージが有用な細胞と考えられて
いたが効果の差違や両者の協調関係などに
関しては一切知られていなかった。 
 
２．研究の目的 
上記のような背景があり、骨髄由来間葉系幹
細胞、あるいはマクロファージの差異を明ら
かにし、単独投与、混合投与の効果の違い、
そして効果が得られた際にはそのメカニズ
ム解析を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)マウスの MSC とマクロファージを骨髄か
ら培養しそれぞれの持つ性質をマイクロア
レイや real-time PCR にて解析した。 
(2)マウスの MSC とマクロファージにそれぞ
れ四塩化炭素(CCl4)による肝硬変モデルマ
ウスからの血清を加えた際の性質の変化を
解析した。 
(3)MSC とマクロファージを共培養した際に
生じる変化を解析した。 
(4) マウス肝硬変モデルに MSC 単独、マクロ
ファージ単独、MSCとマクロファージを50:50
にしてそれぞれ合計 1x106個の細胞を尾静注
した際の治療効果の違いを検証した。 
(5)マウス肝硬変モデルに GFP 陽性マクロフ
ァージ、DsRed 陽性 MSC を投与した際の細胞
動態をライブイメージにて観察した。 
(6)細胞投与後の肝臓でのmRNAの変化を経時
的に観察した。 
(7)細胞投与後のホスト細胞の、特に単球、
好中球の肝臓内への集積を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)マクロファージと MSC の純化培養に成功
しそれぞれの細胞の特性を明らかにした。 
 
我々はマウスの骨髄からMSCおよびマクロフ
ァージを純化培養することに成功した。 

 
培養したそれぞれの細胞をマイクロアレイ
にて網羅的な解析を行ったところ両者は性
質が極めて異なる細胞であることがわかっ
た。 
 

 
我々は抗線維化に関わる因子、細胞遊走に関
わる因子、再生に関わる因子、抗炎症に関わ
る因子などにわけ解析を行ったが、マクロフ
ァージでは特に強く抗線維化に関わる因子
Mmp-8, 12, 13 や 再 生 に 関 わ る 因 子
Oncostatin M (Osm), そして抗炎症に関わる
Il-10 が発現していることが注目に値した。 
 
(2)マクロファージおよび MSC 培養に肝障害
血清を加えると性質が劇的に変化した。 
次にマクロファージ、MSC 培養それぞれに
CCl4 により誘導した肝硬変モデルマウスか
ら得た血清を加えそれぞれの細胞がどのよ
うな変化をきたしたかを解析した。そうした
ところ、マクロファージでは Mmp 群の上昇に
加えて、再生に関わる Osm、マクロファージ
や好中球の遊走に関わる Cxcl1、Cxcl2、Ccl2、
などの発現レベルが上昇したのに加えマク
ロファージの極性が M2 方向に変化すること
もわかった。一方、MSC では Mmp-13、細胞遊
走に関わる Sdf-1、抗炎症に関わる Il-10 な
どの上昇に加えマクロファージの極性を M2
方向に変化させるのに関与するIl-13やPge2
の上昇が起こることがわかった。このことか
ら両者は肝障害血清を加えると性質が変化
し、お互いの相互作用する可能性も示唆され
た。 



(3)MSC と培養マクロファージを共培養する
とマクロファージの極性が M2 に変化する。 
マクロファージとMSCの相互作用を調べるた
めに、トランスウェルを用いて両者を共培養
しそれぞれがどのような変化をきたすかを
解析した。そうしたところ、MSC ではマクロ
ファージを M2 方向に誘導する Pge2 や Tsg6
が上昇した。一方マクロファージは極性が M2
方向に変化した。このことからマクロファー
ジは MSC と共培養することで M2 方向に性質
を変化させることがわかった。 
 
(4) MSC とマクロファージを 50:50 で投与す
ると最も線維化改善が見られる。 
次にマウス肝硬変モデルに MSC 単独、マクロ
ファージ単独、MSCとマクロファージを50:50
にしてそれぞれ合計 1x106個の細胞を尾静注
した際の線維化改善の治療効果を検証した。
その結果 MSCとマクロファージを 50:50 にし
て投与したグループが最も効果を及ぼした。
このことから、効果的な治療効果を得るため
には、両細胞が必要なことがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(5)投与した MSC は肺に多く行き、マクロフ
ァージは多数肝臓に遊走していた。 
次に投与した細胞の動態を観察するために
マウス肝硬変モデルにGFP陽性マクロファー
ジ、DsRed 陽性 MSC を投与し二光子顕微鏡を
用いて Live imaging を行った。その結果 MSC
はほとんどが投与後肺にトラップされて数
日のうちに肺、脾臓、肝臓からなくなること
がわかった。一方マクロファージは約半数が
肺に、約半数が肝臓に行き、肝臓では特に障
害部位に遊走し、肝細胞のデブリを貪食する
様子が確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(6) MSC とマクロファージを 50:50 で投与す
ると投与後３日で Mmp の発現が上昇し、７日

目で再生因子の増加が見られる。 
続いて MSCとマクロファージを 50:50 で投与
した際の肝臓内でのmRNAの変化を解析した。
その結果細胞投与後 3 日目に Mmp-8, 9, 13
などが最も上昇し、７日目には再生関連因子
である Hgf, Osm, Vegf などの因子が上昇し
ていた。これらの事実から細胞投与後ますは
線維化改善がおき、その後再生促進がおきる
ことを示している。 
 
(7) MSC とマクロファージを 50:50 で投与す
るとホスト側の好中球とマクロファージが
より肝臓に集積する。 
最後に我々は細胞投与後のホスト側の細胞
の肝臓への集積状況を解析した。その結果
MSC とマクロファージを 50:50 で投与すると
最もホストの好中球とマクロファージが集
積していることが確認できた。この結果から
投与細胞はホストの細胞とともに、線維化改
善、再生促進に関わっている可能性が示され
た。 
 
上記のようにMSCとマクロファージは混合投
与を行うと、より線維化改善、再生促進が起
こることがわかり、その機序としてお互いの
相互作用に加え、ホストの細胞も巻き込むこ
とで効果を発揮することがわかった。本研究
結果は今後の肝硬変の再生医療を考える上
で重要な知見と考えている。 
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