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研究成果の概要（和文）：我々は、培養自己骨髄間葉系幹細胞(骨髄MSC)を肝動脈から投与する肝臓再生療法を
実施している。今回の研究により、1）選定された凍結法であれば凍結保存骨髄MSCは非凍結細胞と同等の肝機能
改善効果があること、2）マウス高発癌肝硬変モデル系への骨髄MSC頻回投与で肝発癌が促進されないこと、3)ル
シフェラーゼ陽性骨髄MSCを末梢静脈または脾臓投与し、肝臓直接投与がより有効であること、4)マウス改良コ
リン欠乏食モデル（非アルコール性脂肪肝炎モデル）で、培養骨髄MSC投与が有効であることを確認した。今
後、これらの成果を肝臓再生療法の開発に活かしていく。

研究成果の概要（英文）：To develop liver regeneration therapy with higher therapeutic effects using 
cultured autologous bone marrow derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs) on decompensated liver 
cirrhosis, we have been conducting translational research. In this study, we have revealed follows; 
1) the hepatic arterial infusion of cryopreserved cultured autologous BM-MSCs have equivalent 
effects on liver cirrhosis model, 2) although BM-MSCs have an immunosuppressive effect, the frequent
 infusion of cultured autologous BM-MSCs did not accelerate the early stages of hepatocarcinogenesis
 in highly oncogenic liver cirrhotic murine model, 3) using luciferase-positive BM-MSCs, direct 
infusion into the liver via portal vein was more effective than peripheral intravenous infusion, 4) 
the infusion of BM-MSCs showed effects on liver fibrosis and steatosis in a modified murine 
non-alcoholic steatohepatitis (NASH) model. Therefore, we will develop the next liver regeneration 
therapy based on these findings.

研究分野：肝臓病学

キーワード： 肝硬変症　再生療法　間葉系幹細胞

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで非代償性肝硬変に対する抗線維化や再生療法の開発が多く実施されているが、肝移植が根治療法である
ことに変わりはない。これまで我々は「培養自己骨髄間葉系幹細胞を用いた低侵襲肝臓再生療法」を開発し、安
全性評価目的の臨床研究を実施している。今回の研究成果は、より治療効果を高めた肝臓再生療法の開発につな
がることから、肝硬変治療の実現に寄与するだけでなく、他の臓器線維症にも波及効果がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) B 型肝炎ウイルスに対する核酸アナログ製剤や、C 型肝炎ウイルス排除を目的とした直接
作用型抗ウイルス薬が開発され、これらの医療費は公的助成されている。このように国の肝炎対
策事業の整備は進んでおり、B型または C型肝炎においては、その後の肝硬変や肝癌といった重
篤な病態への進展を防ぐことができるようになった。しかし、すでに進行した非代償性肝硬変の
現時点における根治療法は肝移植しかないのが現状であり、ドナー不足や手術侵襲、医療経済面
などの問題から対症療法で対応せざるをえない症例も多く存在するため、肝臓再生療法の開発
は社会的にも急務といえる。 
 
(2) 当科では、肝硬変に対する再生療法として自己骨髄細胞（非培養・全骨髄単核球分画）を末
梢静脈から投与する「自己骨髄細胞投与療法」を世界に先駆けて開発し、国内外でその安全性と
有効性を確認した。しかし、この療法は全身麻酔下に自己骨髄液を約 400mL 採取するため、全身
麻酔可能例に適応が制限される。そこで、より重症な肝硬変患者を救命するため、これまでこの
療法で証明した自己骨髄細胞単核球分画を用いた肝臓再生療法を低侵襲なものへと発展させ、
局所麻酔下に採取した少量の自己骨髄液から肝機能改善効果のある骨髄間葉系幹細胞（骨髄 MSC）
を体外で培養して再投与する「低侵襲肝臓再生療法」を AMED「再生医療の実現化プロジェクト・
再生医療の実現化ハイウェイ」プログラムとして開発した。そして AMED 再生医療実用化研究事
業として「非代償性肝硬変に対する培養自己骨髄 MSC を用いた低侵襲肝臓再生療法」を安全性評
価目的に開始した。 
 
(3) 中大型動物による肝線維化評価モデルで培養自己骨髄 MSC を肝動脈投与した結果、末梢静
脈投与と比べて、より高い治療効果を認めた（引用文献①）。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 中大型動物による肝線維化評価モデルで、培養自己骨髄 MSC を肝動脈投与した方が末梢静
脈投与よりも有効であったことを踏まえて、「凍結保存した培養自己骨髄 MSC 肝動脈投与による
肝臓再生療法」を臨床応用するための非臨床 Proof of Concept (POC)を取得する。 
 
(2) 投与経路の違いによる骨髄 MSC 体内動態を肝硬変モデルマウス in vivo イメージングで評
価する。また骨髄 MSC の肝発癌動態への影響や、骨髄 MSC の肝臓再生機構を microRNA 含めて解
明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 中大型動物による肝線維化評価モデルによる凍結保存培養自己骨髄 MSC 肝動脈投与 
中大型動物による肝線維化評価モデルは、全身麻酔下に留置したポート付き中心静脈留置カ
テーテル（先端：胃内，ポート：背中皮下に埋込）から四塩化炭素（CCl4）を反復投与して作出
した(引用文献②)。このモデルに対して、培養自己骨髄 MSC を非凍結または生物由来原料基準に
準拠した細胞凍結液で凍結保存したものを肝動脈から投与し、経時的にインドシアニングリー
ン試験と肝組織生検を実施した。 
 
(2) 投与経路の違いによる培養自己骨髄 MSC 体内動態評価 
 CCl4反復投与により作出した肝線維化モデルマウスに、Luciferase 陽性同種同系培養骨髄 MSC
を、尾静脈投与（末梢静脈投与）または脾臓投与（経門脈経由で肝臓へ移行することを想定）を
行い、IVIS Spectrum BL を用いて投与細胞の発光を経時的に検出することで体内動態を比較し
た。 
 

(3) 培養自己骨髄 MSC 頻回投与による肝硬変合併肝発癌モデルによる肝発癌機構への影響評価 
 生後 2週オスマウスに N-nitrosodiethylamine (DEN)を腹腔内単回投与し、生後 6週より CCl4
反復投与することで高発癌肝硬変マウスモデルを作成し、10 週からマウス同種同系培養 GFP 陽
性骨髄 MSC を 2 週に 1 回、計 5 回投与し、培養自己骨髄 MSC 頻回投与が肝発癌に与える影響を
組織学的に評価した。 
 
(4) マウス非アルコール性脂肪肝炎モデルにおける培養自己骨髄 MSC 投与評価 
 マウス改良コリン欠乏食アミノ酸置換（CDAA）食モデルを作出し、CDAA 食飼育 3 ヶ月の時点
で、Luciferase 陽性同種同系培養骨髄 MSC を脾臓投与し、IVIS Spectrum BL で培養自己骨髄 MSC



が肝臓に生着したことを確認する。これらのマウスに対して細胞投与後 1 ヶ月における肝線維
化、肝予備能、肝脂肪化を組織学的および血液生化学的に、細胞非投与群と比較した。 
 
(5) 培養骨髄 MSC と肝星細胞の細胞間相互作用評価 
 ヒト培養骨髄 MSC とヒト活性化肝星細胞（HHSteC）を非接着共培養し、HHSteC 培養上清中Ⅲ
型プロコラーゲン N末端ペプチド（P-Ⅲ-P）の濃度変化を ELISA で検討した。また、特定 microRNA
投与後の HHSteC 肝線維化関連遺伝子の変化をリアルタイム PCR およびウエスタンブロッティン
グにより評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 凍結保存培養自己骨髄 MSC 肝動脈投与の肝機能改善効果は非凍結細胞と遜色ない 
 非凍結および凍結保存のいずれも培養自己骨髄 MSC 肝動脈投与後は、肝線維化（シリウスレッ
ド染色陽性面積）および血中インドシアニングリーン値半減時間の改善を認め、これらの効果は
投与 12 週間にわたって持続していた。また凍結保存細胞の治療効果は、非凍結細胞と同等であ
った。 
 
(2) 培養自己骨髄 MSC は肝臓へ直接投与すると生着率が高く生存期間が長い 
尾静脈投与群では、直後から肺に補足され、肝臓への分布はほとんど確認されることなく、投
与約 2日で肺の発光も消失した。一方、脾臓投与群では、肺に補足されることなく経門脈的に肝
臓に直接集積し、投与 1週間後でも肝臓での発光は持続していた。 
 
(3) 培養自己骨髄 MSC 頻回投与はマウス肝発癌を促進させることはない 
培養自己骨髄 MSC 頻回投与群には、GFP 陽性腫瘍は認めなかった。培養自己骨髄 MSC 頻回投与
群は非投与群と比べて、組織学的な担癌率、平均腫瘍サイズ、単位面積当たりの腫瘍数、単位面
積当たりの腫瘍面積、いずれにも有意差を認めなかった。また、両群間の AFP に有意差を認めな
かった (引用文献③)。 
 
(4) 培養自己骨髄 MSC 投与はマウス非アルコール性脂肪肝炎モデルを改善させる 
 培養自己骨髄 MSC 脾臓投与後に肝臓に生着したマウスでは、有意に血清総ビリルビンは低下
し血清アルブミン値は上昇した。また有意に、シリウスレッド染色で定量した肝線維化面積も低
値で、肝脂肪化も改善していた。 
 
(5) 特定 microRNA は肝星細胞の細胞外基質産生抑制作用を有する 
ヒト培養骨髄 MSC とヒト HHSteC の非接着共培養で、培養上清中 P-Ⅲ-P 濃度は有意に低下し
た。また特定 miR-A 導入 HHSteC では、細胞増殖は有意に低下し、Collagens および Elastin の
発現減少を確認した。 
 
以上のように、培養自己骨髄MSC投与経路としては標的臓器である肝臓へ直接移行できる経
路がよく、凍結保存培養自己骨髄MSCであっても非凍結細胞と同等の治療効果があることが確
認された。また培養自己骨髄MSCには免疫抑制効果があるものの肝発癌を促進させることはな
いこともマウスモデルで確認された。さらには今後増加することが懸念されている非アルコー
ル性脂肪肝炎に対する培養自己骨髄MSC治療効果も確認された。今後は、これらの研究成果を
治療効果の高い肝臓再生療法の開発に活かしていく。 
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