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研究成果の概要（和文）：　骨髄間葉系幹細胞（骨髄MSC）は、肝臓を含む各種臓器の再生療法における有望な
細胞源として期待されており、その臨床応用も広く進められている。全骨髄細胞を活用した新規調整培地によ
り、培養骨髄MSCの細胞形態の変容や増殖能の低下を抑制するとともに、ミトコンドリア酸化的リン酸化活性を
抑制し、TNF-stimulated gene 6産生能を亢進させ、肝硬変モデル動物への投与実験で肝線維化を改善させるこ
とを確認した。以上のように、骨髄由来の液性因子を活用した新規培養法を開発し、これが肝臓再生療法に用い
る骨髄MSCの品質を向上させることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Bone marrow derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs) are a promising source 
of cells for regenerative medicine and clinical trials have been widely performed to explore their 
potential. In this study, we created a conditioned medium with whole BM cells (BM cells-conditioned 
medium; BMC-CM) to reproduce the BM microenvironment. As a result, BMC-CM suppressed morphological 
deterioration, proliferative decline, and mitochondrial oxidative phosphorylation activity in 
cultured BM-MSCs. Furthermore, BMC-CM upregulated TNF-stimulated gene 6 in BM-MSCs and the infusion 
of cultured BM-MSCs with BMC-CM improved liver fibrosis in rat carbon tetrachloride-induced liver 
cirrhosis. Thus, our developed method to culture higher-quality BM-MSCs using whole BM-derived 
factors might contribute to develop the higher therapeutic effects of liver regenerative therapy on 
liver cirrhosis.

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　細胞外小胞　エクソソーム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　治療効果と安全性を高めた肝臓再生療法を開発するには「高機能・高品質な骨髄MSC」の新規培養法の開発が
必要であったが、今回の研究により、全骨髄細胞の培養上清を活用した新規培養法を開発した。また、この培養
法は肝臓再生療法に用いる骨髄MSCの品質を向上させることを確認したため、より治療効果の高い骨髄MSCを用い
た再生療法の開発につながる。さらに肝臓以外の線維症に対する治療への応用も可能となる。

※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) 非代償性肝硬変症になると、たとえ肝炎ウイルスが制御できたとしても肝線維化や肝発が
ん等のため十分な生命予後の改善が得られないことが報告されている。そのため、抗線維化及び
発がん抑制効果を兼ね備えた肝臓再生療法の開発が社会的にも急務である。これまでに我々が
実施している非代償性肝硬変症に対する自己骨髄細胞を用いた再生療法（先進医療 B「自己骨髄
細胞投与療法」と臨床研究「培養自己骨髄間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cell：MSC）を用い
た低侵襲肝臓再生療法」の知見から、さらに治療効果と安全性を高めた肝臓再生療法を開発する
には「高機能・高品質な骨髄 MSC」が必要であると考えた。 
 
(2) 我々は、ヒト全骨髄細胞から高い細胞増殖活性とコラゲナーゼ活性を持つ骨髄 MSC を培養
可能な培養皿を開発した（特許第 5935477 号）。また、この培養上清に骨髄 MSC 増殖を促進させ
る液性因子が存在することを見出した。 
 
２．研究の目的 
(1) 全骨髄細胞の培養上清に含まれる「骨髄 MSC 増殖を促進させる因子」を活用して、高品質
な骨髄 MSC の予期的培養法を確立し、この培養骨髄 MSC の肝硬変改善効果を肝硬変モデルで検
証する。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット骨髄 MSC の初代培養と全骨髄細胞培養上清（BMC-CM）の作成 
雄性 Wistar ラットの大腿骨と脛骨から分離した細胞ペレットを培養皿に播種し、通常培地
（10％FBS 含有 DMEM）で培養することにより、骨髄 MSC を培養した。全骨髄細胞培養上清（BMC-
CM）は、骨髄内腔洗浄懸濁液を 72 時間培養し、得られた培養上清を遠心し、220nm フィルター
で処理して得た。 
 
(2) 骨髄 MSC の細胞形態と増殖能の評価と CFU-f アッセイ 
各培地（通常培地または BMC-CM 添加培地）による第 1、3、及び 5 継代の培養骨髄 MSC を 96
穴プレートに低密度で播種し、生細胞イメージングシステムで培養観察し、細胞数を計測した。
また各培養細胞を 100mm 培養皿に 100 個/皿で播種し、7日間培養したうえで 10％ホルマリン固
定、ギムザ染色を行い、線維芽細胞様コロニー数を計測した（CFU-f アッセイ）。 
 
(3) ミトコンドリア酸化的リン酸化（OXPHOS）活性の評価 
細胞外フラックスアナライザーを用いて各培養細胞の酸素消費速度（Oxygen consumption 
rate：OCR）の測定を行った。各培地で第 1継代の培養骨髄 MSC を専用 96穴プレートに播種し、
培地をアッセイ培地に交換した。1μg/mL の oligomycin、300nM の carbonyl cyanide-p-
trifluoromethoxyphenylhydrazone（FCCP）、2μM の rotenone を順に添加し OCR 測定を行った。
OCR 値を細胞数で補正し、機器マニュアルに従って予備呼吸能（spare respiratory capacity）
と最大呼吸能（maximal respiration）を算定した。 
 
(4) 骨髄 MSC の定量的リアルタイム PCR 解析 
 第 1、3、及び 5継代の培養骨髄 MSC から total RNA を抽出し cDNA への逆転写反応を行った。
その後、リアルタイム PCR システムを用いて、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase、
hypoxia-inducible factor 1-alpha、Sirtuin 3、Sirtuin 4、Sirtuin 5、TNFα-stimulated gene 
6 を解析した。Gapdh を内因性コントロールした。 
 
(5) ラット肝硬変モデル 
 山口大学の動物実験ガイドラインや各規則・基準、ならびに申請・許可された動物使用計画（No. 
21-044）に従った。1週間の馴化の後、8週齢雄性 Wistar ラットに対して、コーン油で 2倍希釈
した 0.5 mL/体重（kg）の四塩化炭素（CCl4）を週 2回、8週間にわたって腹腔内投与し、肝硬
変モデルを作出した。その時点でラットを無作為に 3群（細胞非投与群、通常培地群、BMC-CM 添
加培地群）に分け、細胞非投与群には 1mL の PBS を、通常培地群と BMC-CM 添加培地群にはそれ
ぞれ通常培地とBMC-CM添加培地で培養した106個の第1継代骨髄MSCを懸濁した1mLのPBSを、
第 5、6、7週に尾静脈投与した。8週時点で動物実験ガイドラインに則り検体を採取した。肝組
織は 10%ホルマリン固定、パラフィン包埋、3μm に薄切、脱パラフィンを経て、ヘマトキシリ
ン・エオジン（Hematoxylin-eosin：HE）染色、シリウスレッド染色、TUNEL 染色等を行い、それ
ぞれ定量評価した。 
 



４．研究成果 
(1) 全骨髄細胞培養上清（BMC-CM）は培養骨髄 MSC の viability を向上させる 
 通常培地および全骨髄細胞培養上清（BMC-CM）添加培地で培養したラット初代骨髄 MSC の表面
抗原発現パターンと分化能（脂肪、骨、軟骨系の 3 系統）には差を認めなかった（引用文献① 
Fig.1B, 1C）。培養骨髄 MSC の細胞形態は、通常培地培養では継代培養に伴い大型で扁平になっ
たのに対し、BMC-CM 添加培地培養では紡錘形の形態は長期にわたって保たれた（引用文献① 
Fig.1F）。CFU-f アッセイでは、通常培地培養では次第にコロニー形成能が低下し、第 5 継代に
はほぼコロニーがみられなくなったのに対し、BMC-CM 添加培地培養ではコロニー形成数と大き
さは長期にわたって保たれた（引用文献① Fig.1G）。 
 
(2) BMC-CM は培養骨髄 MSC の OXPHOS 活性を抑制し TSG-6 産生を亢進させる 
 培養骨髄 MSC の幹細胞性の指標とされるミトコンドリア OXPHOS 活性を評価した。細胞外フラ
ックスアナライザーを用いた OCR 測定では、BMC-CM 添加培地培養において最大呼吸能（0.52-
fold, p<0.001）と予備呼吸能（p<0.001）が有意に低下していた（引用文献① Fig.2A）。次に
OXPHOS 活性関連遺伝子群の mRNA 発現を定量的リアルタイムで解析した。Hif1a 発現は通常培地
培養で継代に伴って次第に低下したのに対し、BMC-CM 添加培地培養では継代培養しても発現は
維持された。次にミトコンドリアに局在して OXPHOS 制御に関わるとされる Sirt3、Sirt4、Sirt5
は、通常培地培養では第 3 継代をピークに減少したが、BMC-CM 添加培地培養ではこれらの発現
は維持された（引用文献① Fig.2B）。また肝障害に対する治療機序の観点から骨髄 MSC の品質指
標とも報告されている TSG-6 について評価したところ、Tsg6 発現はいずれの培地においても第
3 継代をピークに減少したが、第 1、第 3 継代においては BMC-CM 添加培地培養で有意に発現は
亢進していた（引用文献① Fig.2B）。ウエスタンブロット法で評価した第 1継代細胞の TSG-6 蛋
白量は、通常培地培養に比して BMC-CM 添加培地で有意に増加していた（4.08-fold, p=0.013）
（引用文献① Fig.4D）。 
 
(3) BMC-CM 添加培地で培養した骨髄 MSC は肝障害に対しより高い治療能を有する 
 CCl4肝障害に対する in vivo 治療実験において、BMC-CM 添加培地による培養骨髄 MSC はより
高い治療能を示した。血清 AST（0.62-fold, p=0.038）ならびに ALT（0.65-fold, p=0.048）値
は、通常培地群に比して BMC-CM 添加培地群で有意に低下していた（引用文献① Fig.3B）。シリ
ウスレッド染色で評価した線維化面積（0.72 fold, p=0.017）は、通常培地群に比して BMC-CM
添加培地群で有意に縮小しており、TUNEL 陽性細胞数（0.18 fold, p=0.016）も有意に減少した
（引用文献① Fig.3C）。 
 
(4) 培養骨髄 MSC の品質改善効果には細胞外小胞が関与している 
 20nm フィルターによってエクソソームを含む 20～220nm の細胞外小胞を除去することによっ
て（filtered BMC-CM）、培養骨髄 MSC の OXPHOS 活性は亢進し、Hif1a、Sirt3、Sirt4、Sirt5 の
発現は低下し、また TSG-6 産生能も低下した（引用文献① Fig.4B, 4C, 4D）。 
 
以上のように、全骨髄細胞培養上清を活用した新規培養法を開発し、この培養法は肝臓再生
療法に用いる骨髄MSCの品質を向上させることを肝硬変モデルで確認した。 
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