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研究成果の概要（和文）： 
我々は肝硬変状態にしたマウスに GFP 陽性骨髄細胞を投与し,肝線維化と肝機能が改善する
GFP/CCl4 モデルを開発し,関与するサイトカインの同定のため, BioPlex サスペンジョンアレ
イシステムを用いて検討した。その結果 G-CSF と IL1b の発現の関与が骨髄細胞投与後の肝機
能改善に重要であることがわかった。また GFP 陽性骨髄由来細胞の定着・細胞の形態的変化
をとらえ,小型の Liv2 陽性細胞・A6 陽性細胞と類円形の CD44/Liv8 陽性細胞・MMP9 陽性細
胞・Maid 陽性細胞の二つの骨髄細胞集団を検出することができた。また持続肝障害での骨髄
細胞増殖に ER stress である XBP1,GRP78 の発現が関わっていることも明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have previously reported the effects of autologous bone marrow cell (BMC) infusion (ABMi) 
therapy in liver cirrhosis patients.The results showed that cell therapy using autologous BMC 
has the potential to become an effective treatment for patients with liver failure due to advanced 
liver cirrhosis.To analyze the cellular phenomena of involved in this process and the mechanism  
of dissolve in fibrosis, we checked the damaged liver using electron microscopy and estimated 
some kind of serum cytokines. We showed that G-CSF and IL1b is important and concerned 
about the proliferation of BMC in damage liver. We showed continuous high XBP1 and GRP78 
expression might be essential for the survival and proliferation of BMC in liver damage 
environment. 
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１．研究開始当初の背景 
わが国における肝疾患の大半はウイルス肝
炎によるものであり、現在数百万人に及ぶと
される。インターフェロンによるウイルス排
除は多く見積もっても５０％であり、肝炎は
やがて肝硬変と進展してゆき、現在３０万人
を超えている。また、毎年、約４万人近い人
が肝癌で亡くなっているが、大半は肝硬変を
合併している。進展した非代償性硬変では、
肝性脳症・腹水・食道胃静脈瘤破裂といった
ことが起こり極度にＱＯＬも低下する。一旦
肝硬変に至り線維化で硬化した肝臓の線維
溶解剤は現在存在せず、いかに線維化の進展
を阻止・遅延させるかといった消極的な治療
法しか存在しない。このような患者には生
体・脳死肝移植しか根本的な治療法はなく、
生体・脳死肝移植が保険適応になったとは言
え、ドナー不足の問題は解決から程遠い。こ
のような観点からも、細胞移植は臓器移植と
ともにその研究・臨床応用が重要である。
我々は臨床的には肝線維化抑制・肝線維化溶
解・肝再生の３つが同時に起こることが重要
と考えており、証明するために、マウスに四
塩化炭素(CCl4)を週に２回４週間投与し、肝
硬 変 を 作 成 し 、 同 種 同 系 の Green 
Fluorescent Protein(GFP)トランスジェニッ
クマウスの骨髄細胞（全分画ないし間葉系分
画）を肝硬変マウスに尾静脈より移植し、そ
して CCl4 をさらに４週間投与すると、炎症
のある肝内にのみ移植した骨髄細胞が浸潤
し肝機能を改善することを報告した。 

肝硬変内に浸潤した骨髄細胞が既存の線維
を溶解し、線維化の改善がもたらされるとい
うことを世界で初めて報告した（Sakaida I, 
et al. Hepatology. 2004;40:1304-11.）また 
16 症例の肝硬変患者に自己骨髄細胞を移植
し、基礎実験と同様に肝機能改善により血清
アルブミン値が上昇することや肝線維化マ
ーカー低下による線維化改善効果を確認し
て い る (Terai S.et al.Stem Cells.2006 
Oct;24(10):2292-8.) 
しかし炎症を察知して肝内にどのような機
序で骨髄細胞が浸潤してくるのか、肝臓内に
定着するのに必要な因子（接着因子など）の
解明や線維化溶解に必要な詳しい分子の解
明（何種類のコラゲナーゼやマトリックスメ

タロプロテイナーゼの発現が必要か、またそ
の発現順序など）等解明されていないことが
多い。 
２．研究の目的 
・骨髄細胞がどうして壊死・炎症のある肝内

のみに特異的に浸潤してくるのか。 
（骨髄細胞を引き寄せる分子の解明と肝内
接着機構の解明） 

・癌細胞の肝内浸潤転移機構との相違点 
・既存の線維溶解メカニズムの解明。 
・肝硬変に合併する前癌性病変と肝細胞癌に

対する移植骨髄細胞の影響と内因性骨髄
細胞の影響。 

・移植骨髄細胞の Epithelial Mesenchymal 
transition(EMT)発生の解明と線維肝から
の発癌における Epithelial Mesenchymal 
transition(EMT)発生の解明。 

３．研究の方法 
GFP/CCl4モデルにおける移植骨髄細胞遊走
因子と定着因子の解析と線維溶解機序の解
明 
 GFP/CCl4モデルを作成し,肝障害持続群と
正常群と肝障害持続群に骨髄細胞投与群の
三群の解析を行う。採取した血清・肝組織を
BioPlex サスペンジョンアレイシステムを用
いて、網羅的に骨髄細胞の肝内浸潤・定着に
重要なサイトカインなどの因子を測定する。
また骨髄細胞投与後 1,2,3,4 週後の肝組織中
の MMP2,9,13,14 などのタンパクの発現を
検討する。 
GFP/CCl4モデルにおける骨髄細胞中の肝幹
細胞の同定 
FEI社製透過型電子顕微鏡Tecnai12BTを使用
して、実際の骨髄細胞から Liv2 抗体陽性細
胞への分化の経時的変化・関連を検証する。
またαSMA抗体やMMP9抗体を使用した免疫電
顕を行い肝星(伊東)細胞を同定し,GFP 陽性
骨髄細胞との関連や MMP9の発現,線維との関
連を明らかにする。 
肝硬変からの発癌における Mesenchymal 
Epithelial transition(ＭＥＴ)発生の解明 
コリン欠乏アミノ酸置換食モデルは肝障
害・脂肪肝から、線維化の強い肝硬変を経て
肝細胞癌を発生する。線維化を引き起こす細
胞は間葉系の伊東（星）細胞であり、肝硬変
時には著明に増加している。コリン欠乏アミ
ノ酸置換食でラットを６ヶ月飼育し、進行し
た肝硬変を作成する。その後、毎月ラットを
犠牲死させ、beta・catenin 及びＥ－
cadherin と伊東細胞のマーカーである平滑
筋アクチン染色と肝細胞癌のマーカーであ
るＡＦＰ染色を行い、間葉系の伊東細胞から
の発癌が実際に存在するかを検討する。グル
タチオンーＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ
Ｐ）免疫染色にて、陽性領域として認識でき
る前癌性病変の数や大きさに変化が起こる
かを検討する 



 

 

４．研究成果 
我々が開発した GFP/CCl4モデルの解析では、
免疫電顕法を用いて GFP陽性骨髄由来細胞の
持続炎症下の定着,形態的変化について検討
したところ投与した骨髄細胞は類円形の大
型細胞と核 N/C比の高い小型の細胞の二種類
の細胞集団にわかれていることを証明した。
また肝芽細胞マーカーの Liv2 抗体陽性細胞
や幹細胞 marker といわれる A-6,EpCAM-1 陽
性細胞, 研究協力者の寺井がクローニング
した（Gastroenterology 2005）Maid 陽性細
胞や MMMP9陽性細胞を免疫電顕でとらえるこ
とに成功し,各陽性細胞の形態の解析と GFP
陽性骨髄細胞の形態・細胞内器官の変化の解
析を行った。また Liv2 陽性細胞・A-6 陽性細
胞は N/C比の高い小型の細胞で肝細胞周囲と
線維化領域に存在し,MMP9 陽性細胞・Maid 陽
性細胞は類円形の大型細胞で肝障害領域に
入り込んでいた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
またこの GFP/CCl4モデルの解析で,持続肝障
害環境での骨髄細胞の増殖において ER 
stress である XBP1,GRP78 の発現が関わって
いることも明らかにした  
また肝硬変症が改善する際に関与するサイ
トカイン群の同定と細胞外マトリックスと
の接着分子の同定のため,骨髄細胞投与後に
変化する血清サイトカイン群を,骨髄細胞投
与群と非投与群で比較検討した。サイトカイ
ンは BioPlexサスペンジョンアレイシステム

を用い,網羅的に変動するサイトカインを測
定した。その結果多数のサイトカイン群の中
で G-CSF と IL1b の発現の関与が骨髄細胞投
与後の肝硬変状態の肝機能の改善に重要で
あることが明らかになった。 
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