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研究成果の概要（和文）：骨髄細胞投与後の肝臓組織を浮遊切片法による高感度免疫電顕と透過型電子顕微鏡と
走査型電子顕微鏡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
形態学的特徴を評価し、トモグラフィーによる微細構造・３Ｄ立体構造構築解析でさらに核N/C比の高いEpCAM陽
性細胞とCXCR4陽性細胞、類円形のMMP9陽性細胞との関連を評価した。
GFPTGマウスからMSCを分離、継代培養してGFP陽性骨髄由来MSCを確立した。このMSCを持続肝障害モデルに
Passage1～4の培養細胞群を静脈投与と脾臓投与で肝線維化改善効果を評価し脾臓投与の方が肝線維化抑制効果
を認めた。

研究成果の概要（英文）：Liver tissue after bone marrow cell administration was subjected to 
high-sensitivity immunoelectron microscopy with floating section technique and transmission electron
 microscopy and scanning electron microscopy to evaluate morphological characteristics of two types 
of bone marrow-derived liver repair cells: small cells with high nuclear N/C ratio and large cells 
of similar shape, and tomographic microstructure and 3D structure construction analysis to further 
evaluate nuclear We further evaluated the association between EpCAM-positive cells with high nuclear
 N/C ratio,CXCR4-positive cells, and MMP9-positive cells of similar round shape.
MSCs were isolated from GFPTG mice and passaged to establish GFP-positive bone marrow-derived MSCs. 
We evaluated the effects of intravenous and splenic administration of MSCs on liver fibrosis in a 
model of persistent liver injury.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の基礎研究の成果から、我々が再生医療研究で実施している自己骨髄細胞の中から重要で有効な肝臓修復細
胞の特徴を確定させて、その細胞集団を分離し培養したり保存可能な方法を確立することが可能となった。また
この再生医療でエクソソーム等重要な因子の解明に結びづけることで、我々が行っている現在の臨床研究をさら
に効率的で効果ある自己骨髄細胞での肝臓再生療法を確立し発展させることができ、そのための知識と情報を獲
得できたと考える。今後自己骨髄細胞投与療法の幅広い疾患への適応拡大に発展する可能性があり、副作用のな
い自己幹細胞による再生医療研究の発展に寄与すると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
難治性腹水・肝不全・肝性脳症・食道胃静脈瘤破裂等を引き起こす肝硬変症に対しての治療方法
は未だに肝移植と対処療法しかないのが現状である。研究代表者の山本らは難治性肝硬変に対
し自己骨髄細胞を利用して有効な治療方法となることを証明するための骨髄細胞の肝線維化修
復評価モデル(GFP/CCl4モデル)を開発し、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(特 2003-70377)、MMP9などを産生して肝機能・生存率・肝線維化を改善させるこ
とを明らかにした(Hepatology 2004、2006)。また基礎研究成果から難治性肝硬変症患者に対し
肝移植に代わる治療方法として、平成 15年より世界初の臨床研究『肝硬変症に対する自己骨髄
細胞投与療法 Autologous Bone Marrow Cell infusion (ABMi) therapy』を開始し、骨髄細胞投
与により肝硬変患者の肝機能改善を認めたことを報告した(Stem Cells 2006)。また培養骨髄由
来間葉系細胞(MSC)で肝機能,肝線維化の改善効果を明らかにし(CellTissueRes 2013)、平成 26
年より培養自己骨髄細胞による低侵襲な肝臓再生療法の臨床研究を開始した。これらの基礎・臨
床研究成果から骨髄細胞中に肝臓を修復させる機能を持つ細胞(肝臓修復細胞 Liver Repair cell)
が存在しており、GFP/CCl4モデル肝組織の高感度免疫電顕による解析では、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
在しており、骨髄由来類円形の MMP9 陽性細
胞が直接肝線維化領域に遊走・修復して、骨髄
由来 EpCAM 陽性細胞・A6 陽性細胞も遊走・
貪食している事を報告した(論文作成中)。しか
し自己骨髄細胞のどのような細胞が肝臓修復に
本当に重要なのか、肝臓内でどんな特異的因子
があるのか,どのようにしてこの骨髄由来肝修
復細胞が肝障害線維化状態を改善させるのか、
培養自己骨髄細胞と非培養自己骨髄細胞の肝臓
修復細胞の形態の違いや修復過程の違い等未だ
に解明されてない部分が多い。 

２．研究の目的 
本研究では、今までの研究成果で骨髄細胞中で重要な機能を行っている類円形骨髄由来細胞
(MMP9陽性)と小型骨髄由来細胞(EpCAM陽性)に着目して、これらの細胞の特徴と動態・機能
を解明することで、どのようにして肝臓修復を行っているのかを明らかにする。また培養自己骨
髄細胞と非培養自己骨髄細胞投与による肝臓内での二種類の修復細胞の形態の違い・修復過程
の違いを明らかにする。また二種類の肝臓修復細胞の特異的なマーカーや発現している遺伝子
や効率的に肝臓修復細胞を遊走・定着させる因子を探索して、分離培養方法を確立させる。また
実際の臨床研究で増加している肝硬変＋脂肪化(NASH)や肝硬変＋動脈硬化進行症例の場合に
この二種類の肝臓修復細胞の動態と修復機能の解析を基礎研究での動物モデル解析を行うこと
で治療の仕組みやメカニズム解析を行って、臨床研究の考察としていく 
 
 
３．研究の方法 
1)CCl4による肝線維化モデルと2)我々が開発した肝脂肪化悪化モデル(AK4KOマウス)にCCl4に
よる肝線維化合併モデルと 3)動脈硬化モデル(LDLRKO マウス)に CCl4 による肝線維化合併モデ
ルの三系統のマウスモデルを使用して研究を進める。 
＜骨髄由来 MMP9 陽性類円型肝修復細胞の特徴と機能解析と特異マーカー探索＞ 
MMP9 陽性細胞の sorting は非常に困難なため、我々は既に MMP9 発現細胞標識トランスジェニッ
ク(MMP9/LacZ-DsRed Tg)マウスを開発して繁殖に成功しているので,このマウスの骨髄細胞を採

取して、上記の 3 系統モデルに静脈投与して、肝
組織をMMP9等各種免疫染色と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 3D 構築し,共焦点レーザー
顕微鏡システム(Zeiss LSM510META)を使用して線
維化・脂肪化等肝組織環境の違う場合や動脈硬化
の場合の MMP9 陽性骨髄由来細胞を観察する。また
投与後の肝組織をコラゲナーゼ還流して、DsRed に
よる FACS 解析で、DsRed 陽性 MMP9 陽性骨髄由来細
胞が肝組織内での存在の割合や肝臓環境における
相違点を解析する。また DsRed 陽性 MMP9 陽性骨髄



由来細胞を BeckmanCoulter MoFlo Astrios と AutoMACS で高純度分離・培養して、細胞の形態の
特徴や培養や凍結保存可能かどうか解析を行い、DNA アレイで網羅的に特異的な遺伝子発現の解
析を行う。また MMP9/LacZ-DsRed Tg マウス全骨髄細胞から MSC を分離して、培養 MMP 陽性骨髄
由来間葉系細胞(MSC)を確立して,この培養骨髄由来間葉系細胞も同様に各マウスモデルに静脈
投与して、肝組織の解析を行う。これら肝臓組織の解析から培養 MSC と全骨髄細胞の場合の MMP9
陽性骨髄由来細胞の動態や治療効果の相違点等を明らかにする。 
＜骨髄由来 EpCAM 陽性小型肝修復細胞の特徴と機能解析と特異マーカー探索＞ 
GFPTg マウスの骨髄細胞を採取し上記の 3系統モデルに静脈投与して、肝組織を EpCAM 等各種免
疫染色や浮遊切片法による高感度免疫電顕法を行い、EpCAM 陽性細胞の形態・動態の評価を行う。
また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かを

解析する。またこの EpCAM 陽性 GFP 陽性骨髄由来
細胞をBeckmanCoulter MoFlo AstriosとAutoMACS
で高純度分離して、細胞の形態の特徴や培養や凍
結保存可能かどうか解析を行い、DNA アレイで網羅
的に特異的な遺伝子発現の解析を行う。また GFPTg
マウス全骨髄細胞から MSC を分離して継代し、培
養 GFP 陽性骨髄由来間葉系細胞(MSC)を確立させ、 
同様に上記の各マウスモデルに静脈投与して肝組
織の解析を行う。これら肝臓組織から培養 MSC と
全骨髄細胞中の EpCAM 陽性小型肝修復細胞の動態
や治療効果の相違点を明らかにする。 
 
 

４．研究成果 
骨髄細胞投与後の肝臓組織を浮遊切片法による高感度免疫電顕と FEI 社製の透過型電子顕微鏡
Tecnai12BT と走査型電子顕微鏡 Qunta3D FEG DualBeam 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特徴を解析評価し、ト
モグラフィーによる微細構造と３Ｄ立体構造構築による解析で核 N/C 比の高い EpCAM 陽性細胞
と CXCR4 陽性細胞、類円形の MMP9 陽性細胞の形態と特徴の解析を行った。 
GFPTG マウス全骨髄細胞から MSC を分離して、継代培養して、FACS で MSC の特徴である CD105、
CD73、CD90 等のマーカーの発現を解析し、GFP 陽性骨髄由来間葉系細胞(MSC)を確立した。この
GFPTGからのMSCを持続肝障害(CCL4)モデルにPassage1～4までのそれぞれの培養細胞群を尾静
脈から投与した場合と脾臓投与した場合で肝組織での Sirius Red 染色での肝線維化改善効果の
比較検討を行い、脾臓投与の方が肝線維化抑制効果を認めた。 
新規開発した代謝系異常の AK5KO マウスを作成して、GFP 陽性骨髄由来間葉系細胞(MSC)を投与
し、肝臓内での投与した細胞の動態と機能解析を行った。 
新規開発した肝脂肪化悪化モデル(AK3KO マウス)に GAN 特殊飼料投与＋CCL4 による肝線維化合
併モデルを作成し、肝組織線維化・脂肪化環境下で肝細胞や星細胞等の変化を電子顕微鏡等で評
価を開始し、このモデルに MSC を脾臓投与し、線維化・脂肪化抑制効果の評価と動態解析を行っ
た。 新規開発した代謝系異常の AK3KO マウスと AK5KO マウスに GAN 食投与を開始して MAFLD モ
デルを作成し、そのモデルに GFP 陽性骨髄由来間葉系細胞(MSC)を脾臓投与あるいは静脈投与し
て肝臓内での投与した細胞の動態と肝線維化と脂肪化に対する効果解析を行った。 
しかし研究期間中の 2019～2022 年まで新型コロナ感染が蔓延したため、マウスの搬入～交配や
様々な各種試薬等の搬入が遅れたため研究速度が遅くなり、研究期間を延長せざるを得ない事
態になった。現在も研究解析は継続している。 
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Int J Mol Sci. 9931-9941

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ４．巻
Tamitani M, Yamamoto T, Yamamoto N, Fujisawa K, Tanaka S, Nakamura Y, Uchinoumi H, Oda T, Okuda
S, Takami T, Kobayashi S, Sakaida I, Yano M.

23:100787.
 １．著者名

10.1089/scd.2020.0123.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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 オープンアクセス  国際共著
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 １．著者名



2020年

2020年

2019年

2019年

オープンアクセスとしている（また、その予定である） 該当する

10.1016/j.transproceed.2019.03.011.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 ４．巻
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 ４．巻
Fujisawa K, Takami T, Fukui Y, Nagatomo T, Saeki I, Matsumoto T, Hidaka I, Yamamoto N, Okamoto
T, Furutani-Seiki M, Sakaida I.

7(11).
 １．著者名

10.4254/wjh.v10.i9.571.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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オープンアクセスとしている（また、その予定である） 該当する

 ４．巻
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肝非実質細胞の細胞間相互作用に関連する抗線維化核酸治療薬の開発に向けた検討

培養自己骨髄間葉系幹細胞投与療法に対するexosomeを用いた補助療法の開発

肝線維化研究Revisited-肝臓学のBiologyからTranslationalへ 肝星細胞とマクロファージの細胞間相互作用におけるmiR-142-3pの役割

骨髄間葉系幹細胞の細胞外小胞を介した肝臓再生機序の解明と効果増強に向けた検討
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 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

培養自己骨髄間葉系幹細胞投与療法に対するmicroRNAを用いた補助療法の開発

骨髄間葉系幹細胞肝動脈投与による「自己完結型肝硬変再生療法」の開発と併用療法に向けた作用機序の解明

Infused bone marrow derived cells have important capacities that repair of fibrosis and phagocytosis of damaged cells
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改良コリン欠乏食マウス脂肪肝炎モデルにおける培養骨髄間葉系幹細胞投与の有効性評価と投与経路の検討

Infused bone marrow derived cells have important capacities that repair of fibrosis and phagocytosis of damaged cells

非代償性肝硬変に対する自己完結型肝硬変再生療法の開発
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非代償性肝硬変に対する自己完結型肝硬変再生療法の開発

Arterial infusion of cultured autologous bone marrow mesenchymal stem cells has a stronger therapeutic effect on liver
cirrhosis in our established canine model

Nonclinical proof-of-concept for "hepatic artery infusion of cultured autologous bone marrow mesenchymal stem cells" in a
canine liver fibrosis model
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骨髄間葉系幹細胞によるmicroRNAを介した肝線維化改善機序の検討
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