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研究成果の概要（和文）：ヒト乳歯歯髄幹細胞無血清培養上清（SHED-CM）には、炎症抑制や再生促進に関わる
蛋白を含む多数の液性因子が含まれる。本研究では、SHED-CMをNASH肝線維化モデルマウスに投与することで、
腸管上皮のtight junctionを保護し、腸管バリア機能を維持することを示した。更にin vitroでのSHED-CM処理
は、Caco-2単細胞層モデルにおける腸管上皮の透過性の機能を維持することを示した。SHED-CMが、肝細胞保護
作用や炎症性マクロファージ活性化抑制に加えて、腸肝相関を介してNASHモデルの線維化を抑制することを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：Serum-free conditioned medium from stem cells derived from human exfoliated 
deciduous teeth  (SHED-CM) contains numerous humoral factors, including proteins involved in 
suppressing inflammation and promoting regeneration. This study showed that SHED-CM improved liver 
fibrosis in a mouse model of NASH by protecting the tight junction of the intestinal epithelium and 
maintaining the intestinal barrier function. Furthermore, in vitro, SHED-CM treatment was shown to 
maintain the permeability function of the intestinal epithelium in the Caco-2 single-cell layer 
model. In addition to its hepato-protective effects and inhibition of inflammatory macrophage 
activation, SHED-CM can suppress fibrosis in the NASH model via the gut-liver axis.

研究分野：消化器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アジア、欧米諸国において肥満や2型糖尿病罹患頻度の増加とともにNAFLD/NASHが急速に増加している。しか
し、NAFLD/NASHが強い炎症・線維化を来した場合、根本的な治療は現在存在しない。SHED-CM による様々な動物
モデルに対する抗炎症・組織再生効果は、これまでマクロファージの極性転換が主な作用点だと考えられてきた
が、本研究においてNASHマウスモデルにおいてはそれに加えて腸肝相関を介して炎症・線維化を抑制することを
明らかとなった。NAFLD/NASHの病態は複雑であるが、SHED-CMはNASH に対して多面的な治療効果を発揮するた
め、有望な治療薬となり得る可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 C−１９、F−１９−１、Z−１９（共通） 

１、研究開始当初の背景 

アジア、欧⽶諸国において肥満や2型糖尿病罹患頻度の増加とともにNAFLDが急速に
増加している。⽇本におけるNAFLDの有病率に関するメタアナリシスおよびシステマ
ティックレビューでは、⼀般⼈⼝における有病率は25.5％であり、1983年から2012年
まで毎年0.64％ずつ増加し、2030年には39.3％に、2040年には44.8％に達すると予測
されている。NAFLDの病態が進⾏した場合は肝硬変や肝癌を合併するが、現在NASH
に対しては実臨床で使⽤可能な根本的治療は存在しない。NASHの発症機序としては
メタボリックシンドロームに伴う全⾝慢性炎症によるʼʼmultiple parallel hit theoryʼʼが
提唱されているものの、核となる仮説として、i) 脂肪蓄積による直接的な肝内炎症
や、ii) 腸内細菌由来のエンドトキシンが⾨脈を通じて肝内へ流⼊することによる肝内
マクロファージ(クッパー細胞)の刺激による肝星細胞の活性化が挙げられる。申請者
の研究グループは、これまでにヒト乳⻭⻭髄幹細胞無⾎清培養上清（SHED-CM）を
四塩化炭素(CCl4)による肝線維化マウスモデルに静脈投与することで、炎症や線維化
が改善することを報告した。更にこれまでにSHED-CMは肝内環境を炎症性M1型マク
ロファージから抗炎症・抗線維化・再⽣M2型マクロファージへ形質転換することによ
り病態改善効果を発揮することを⾒出してきた。 
 
２、研究の目的 

本研究ではこれらの成果を発展させ、SHED-CMによる抗炎症・抗線維化効果が
NASHに伴う肝線維化動物モデルでも応⽤可能か、肝臓のみならず腸管環境まで影響
を与えうるか、またNASH肝硬変の有望な治療薬となり得るかどうかの基礎的検討を
⾏った。 
 
３、研究の方法 

（１） NASH肝線維化モデルにおけるSHED-CM投与の病態改善効果・メカニズムの解析 

NASHマウスモデルは，Western Dietおよび⾼濃度糖⽔の経⼝投与と少量のCCl4腹 
腔内投与を併⽤して作成した。このモデルは12 週でヒトNASHと類似した肝の脂肪 
化と線維化をきたす。10週⽬から12週⽬まで、SHED-CM(0.5 mL)またはコントロー
ルとして無⾎清DMEM(0.5 mL)を週に1回尾静注した。肝組織の病理学的評価やトラ
ンスアミナーゼ、中性脂肪・⾎糖・遊離脂肪酸などの採⾎評価を⾏い、肝病理組織に
おける脂肪量・線維化⾯積はBZ-9000解析ソフトを⽤いて⽐較検討した。 
（２） 腸管透過性亢進と腸内細菌叢の変化を含めたメカニズム解析 

SHED-CM投与による肝内遺伝⼦発現の変化について、qPCRを⽤いて解析をした。更
に蛍光標識デキストラン(FITC-dextran)により腸管上⽪の透過を評価するin vivoアッ
セイを⾏った後に屠殺し、回腸、盲腸内容物、および⾎清サンプルを収集し、組織学
的、⾎清学的、および遺伝⼦発現分析を⾏った。 



 
 

（３） in vitroにおける腸管上皮細胞に対するSHED-CM投与の影響 

腸管上⽪のin vitroモデルであるCaco-2 単細胞層をIFN-γおよびTNF-αで傷害し、そ
の後SHED-CMあるいはDMEMを添加し24時間培養、FITC-dextranの透過性を評価す
るとともに、免疫染⾊および遺伝⼦発現解析を⾏った。 
 
４、 研究成果 

① NASHマウスモデルに対するSHED-CM投与は、末梢⾎中のアラニンアミノトラン
スフェラーゼおよびアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼレベルの上昇を抑制し
た。さらに、TGおよび遊離脂肪酸レベルは、DMEM群よりもSHED-CM群で有意に
低かった。肝組織のSirius Red染⾊による肝線維化領域は、DMEM群
（7.43±1.57％）よりもSHED-CM群（2.75±0.31％）で有意に低いことが明らかとな
った。NAS scoreは、DMEM群(5.14 ± 0.99)よりもSHED-CM群 (3.50 ± 0.63) で有
意に低かったが、肝組織中の脂肪滴の量、TG蓄積は両群で有意差を認めなかった（図
１）。肝組織におけるqPCR分析では、SHED-CM投与によりI型コラーゲン（Col1a1
およびa2）およびα-Smaの発現を有意に抑制することが⽰された。さらにCcl-2、
Tnf-α、およびTgf-β発現もSHED-CM投与によって抑制された（図２）。 
② 肝臓におけるLPSの受容体であるTlr4の発現は、DMEM群よりもSHED-CM群で有
意に抑制されていた（図２）。SHED-CMによって⾎中LPS-binding protein濃度の低
下も確認された。さらに、FITC-dextranを⽤いた腸管透過性評価によって、SHED-
CM治療は腸管バリア機能を保護することが確認された。回腸におけるZO-1の発現は
SHED-CM群で有意に増強しており、tight junctionを保護する作⽤が⽰唆された。⼀
⽅で、次世代シークエンサーを⽤いた腸内細菌解析においては、SHED-CM による変
化は認めなかった（図３）。 
③ Caco-2単細胞層に対して、SHED-CM投与により遺伝⼦発現解析においては、
SHED-CM処理によってZo-1の有意な発現上昇を認め、免疫染⾊においてもSHED-
CMでZO-1 陽性細胞の増加を認めた。つまりSHED-CMは腸管バリア機能を改善させ
る作⽤があることが⽰された（図４）。 
 
本研究では、SHED-CMが腸管上⽪のtight junctionを保護し、腸管バリア機能を維持
することを⽰された。この結果、⾨脈のLPS濃度を反映する⾎清LPS binding protein 
濃度が低下し、肝臓でのTlr-4の発現が抑制されたと考えられる。SHED-CMによる
LPS/TLR-4シグナル経路の抑制効果の⼀部は、腸管バリアの保護を介している可能性
があると考えられた。実際、in vitroでのSHED-CM処理が、Caco-2単細胞層モデルに
おける腸管上⽪の透過性の機能を維持することを⽰した。SHED-CMが、肝細胞の保
護作⽤や炎症性マクロファージの活性化の抑制に加えて、腸肝相関を介してマウス
NASHモデルの線維化を抑制することを明らかにした（図５）。 
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