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研究成果の概要（和文）： 
肝硬変合併肝癌に対し，肝切除治療は有効な治療であるが，肝硬変による肝機能低下により適
応外となることも多く，また，切除治療後も肝硬変状態は存在するため，長期生存を目指すた
めには，肝硬変に対する治療（再生治療）が必要である．本研究においては，細胞分化能促進・
障害組織に対する抗アポトーシス作用・抗線維化作用など，肝再生を促進させるさまざまな生
理活性を有する肝細胞増殖因子（hepatocyte growth factor; HGF）を用いて，薬剤起因性肝硬
変モデルおよびその肝切除モデルに対する治療実験を行い，肝線維化の改善・切除後生存率の
改善を認め，HGF を用いた肝硬変への治療の可能性が示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）： 
In a cirrhotic liver, the hepatic functional reserve are impaired, therefore 

administration of hepatectomy are limited.  Moreover, in order to elongate the survival 
outcome, therapeutic strategy against cirrhosis is needed.  In this study, we 
demonstrated the administration of the hepatocyte growth factor (HGF) which were 
recognized as a promoter of cellular proliferation and as an anti-apoptotic or 
anti-fibrotic factor for injured tissue to drug inducing cirrhosis model and hepatectomy 
model and revealed improvement of fibrotic status and survival outcome after hepatectomy. 
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１．研究開始当初の背景 

本邦において肝細胞癌は死亡率第 4位の悪
性腫瘍疾患であり，多くの症例が背景に肝硬

変を有しており，長期生存を得るためには肝



硬変の克服が必須である．  

 1989 年に肝細胞増殖因子（Hepatocyte 

Growth Factor（以下 HGF））が，培養肝細胞

に対し著しい増殖活性を持つタンパクとし

て発見され，その後に，細胞分化能促進や，

細胞遊走能促進などの生理活性を有するこ

とが判明し，さらには，障害組織に対する抗

アポトーシス作用や線維化組織に対する抗

線維化作用など，肝再生を促進させるさまざ

まな生理活性を有することが分かってきた．

また，組織レベルでの検討では，肝硬変状態

の肝組織では，間質細胞である星細胞が活性

化され，TGFβの発現が亢進した状態となっ

ており，コラーゲン増生が促された状態とな

っていることが分かっている．HGF は，TGF

βの発現抑制作用を有していることが分か

っており，肝硬変状態において投与すると，

活性型星細胞が減少し，コラーゲン増生が抑

制されることになる．さらに，HGF は，MMP-9

の発現誘導作用も認められており，直接コラ

ーゲンを分解することで，線維化が抑制され

ることが証明されており，肝硬変に対する有

力な治療アイテムとなる． 

一方，肝再生治療のもう一つのリソースと

して，骨髄細胞が注目されている．骨髄の単

核球分画を肝硬変モデルに対する細胞移植

にて，線維化抑制が認められ，間質系骨髄細

胞の肝硬変モデルへの細胞移植では，肝間質

組織へ分布することが確認されている．また，

それらの細胞は matrix metalloproteinase

を発現し，組織の修復再生に関与していると

考えられる． 

 
２．研究の目的 

これまで障害肝に対する再生治療に有用

とされてきた HGF 遺伝子治療，及び骨髄細胞

移植治療を融合させることで，新たな再生医

療の局面を展開する．特に以下の点を明らか

にすることを目標とする． 

(1)骨髄間質細胞の肝組織への分布の程度．

及び，HGF 遺伝子を導入した際の肝組織への

分布の変化． 

(2)肝組織に分布した骨髄間質細胞の機能解

析．及び，HGF 遺伝子を導入することによる

機能発現の変化． 

(3)周辺肝組織への影響．及び，HGF 遺伝子を

導入することによる変化． 
 
３．研究の方法 

(1)マウス肝硬変モデルの作成 

6週齢のBalb/cマウスに対し，四塩化炭素（以

下 CCl4）50％溶液を Kg 体重あたり 10mg の腹

腔内投与を週 2回×6週間行い作成する． 

 (2)骨髄（間質）細胞の準備 

6週齢のBalb/cマウスの大腿骨より骨髄細胞

を採取．これを約 14 日間の培養により，接

着細胞を得る（これが骨髄間質細胞）． 

(3)HGF プラスミドの準備 

RIKEN バイオリソースセンターより供与を受

ける．当施設の P1,P2 実験室にて，増幅・精

製を行う． 

(4)骨髄間質細胞への遺伝子の導入効率の検

討 

得られた骨髄間質細胞に対し，in vitro にお

いてベクター量を段階的に決め，導入実験を

行い，viability を観察，及び HGF 発現量を

ELISA にて測定し，導入最適量を決定する． 

(5)骨髄間質細胞の障害肝への治療効果の検

討 

得られた骨髄間質細胞に lacZ 遺伝子を導入

したうえで，CCl4 障害肝マウスに対し，静脈

投与による細胞移植を行い，移植後も CCl4

投与により肝障害を維持した後に犠死させ，

以下の項目について検討する． 

①障害肝組織への骨髄細胞の分布の程度を，

lacZ 染色下に顕微鏡にて観察・定量化する． 

②分布した骨髄細胞に関する機能解析（肝臓

特異的遺伝子の PCR 解析）を行う． 



③移植マウスの生化学所見（albumin，

AST,ALT，ヒアルロン酸の測定）を検討する． 

④移植マウスの肝組織学的所見(fibrosis 

index の算出による肝線維化程度の測定，

PCNA index の算出による肝細胞分裂能の測

定)を検討する． 

(6)HGF 遺伝子導入された骨髄間質細胞の障

害肝への治療効果の検討 

(5)と同様の実験系で HGF 遺伝子導入された

骨髄間質細胞の細胞移植を行い，以下の項目

について検討する． 

①障害肝組織への骨髄細胞の分布の程度を，

顕微鏡にて観察・定量化する． 

②分布した骨髄細胞に関する機能解析（肝臓

特異的遺伝子の PCR 解析）を行う． 

③移植マウスの生化学所見（albumin，

AST,ALT，ヒアルロン酸の測定）を検討する． 

④移植マウスの肝組織学的所見(fibrosis 

index の算出による肝線維化程度の測定，

PCNA  index の算出による肝細胞分裂能の測

定)を検討する． 

⑤lacZ 遺伝子を導入した骨髄間質細胞移植

との比較を行い，HGF 遺伝子導入による肝再

生の上乗せ効果を検討する． 

(7)障害肝/肝切除モデルにおける HGF遺伝子

導入骨髄間質細胞移植の肝再生効果の検討 

障害肝モデルを作成した後に，70%肝切除術

を施行．直ちに lacZ 遺伝子導入骨髄細胞（或

いは HGF 遺伝子導入骨髄細胞）を移植し，そ

の後の肝再生への影響を以下の項目につい

て，非移植群をコントロールとして検討する． 

①残肝重量/体重比の変化を検討する． 

②残肝組織中における，骨髄細胞の分布を顕

微鏡にて観察・定量化する． 

③分布した骨髄細胞に関する機能解析を行

う. 

④肝組織学的所見(fibrosis index の算出に

よる肝線維化程度の測定，PCNA index の算出

による肝細胞分裂能の測定)を検討する． 
 
４．研究成果 

四塩化炭素（10mg/g）の腹腔内反復投与に

よる肝硬変マウスを作成し，投与終了後の肝

組織像より肝硬変状態になっていることを

確認した． 

その後，骨髄移植用のドナーマウスより骨

髄細胞を採取し，１４日間の培養により接着

細胞（骨髄間質細胞）を得ることが出来た．

更に，LacZ 発現アデノウイルスベクター接種

による導入実験にて，この接着細胞にアデノ

ウイルスベクターが導入できることを確認

し，アデノウイルスベクターの最適投与量を

同定した．これにより，アデノウイルベクタ

ー系における各種遺伝子導入の可能性が展

開できるようになった．続いて， HGF 発現ア

デノウイルスベクターを作成して，同様の実

験を施行．培養液よりの HGF の ELISA 測定を

行い，十分量の HGF タンパク発現があること

を確認し，HGF を長期的に発現できる骨髄間

質細胞を確立した． 

次いで，四塩化炭素障害肝マウスに対し，

lacZ 遺伝子が導入された骨髄間質細胞の投

与実験を行い，レシピエントマウスの摘出肝

組織の lacZ 染色にて，lacZ 陽性細胞の散在

を確認することが出来た．ただし，移植細胞

はコロニーを形成するには至っていない．組

織像としては，肝硬変の状態を維持しており，

各種血液データ所見も肝硬変を支持するも

のであった．次に， HGF 発現アデノウイルス

ベクターが導入された骨髄間質細胞の投与

実験を行った．レシピエントマウスの摘出肝

組織を砕片し，タンパクを抽出．HGF の ELISA

測定にて，コントロール群と比較して HGF タ

ンパク発現に有意な差を確認した．肝障害に

ともなう肝線維化の程度は，NIH image を用

いて半定量的に測定し，HGF 発現骨髄移植群

は，コントロール群と比較して，線維化の程



度が有意に改善していた．また血液生化学検

査においてでは，線維化マーカーである血清

ヒアルロン酸値とアルブミン値の有意な改

善を HGF発現骨髄間質細胞移植群において認

めた．また，顕微鏡観察にて，移植した細胞

は肝臓内に分布することを確認できた．しか

し，コロニーを形成するには至らず，移植細

胞の機能解析を行うには至らなかった． 

 70％肝切除モデルにおいてでは，HGF 発現

骨髄間質細胞移植群は，PCNA 染色による細胞

増殖活性の測定にて，有意に多くの PCNA 陽

性細胞を観察した．また，残肝重量の増加も

認め，生存率の向上に寄与した．しかし，PCNA

陽性細胞のすべてが移植細胞によるものと

は限らず，もともとも肝細胞の分裂能が移植

細胞から発現される HGFにより促進されたも

のと考えられた． 

一方，HGF 遺伝子発現アデノウイルスベク

ター単独投与による実験系でも同様に，線維

化の改善，血清ヒアルロン酸・アルブミン値

の改善を認めたが，HGF 発現骨髄間質細胞移

植の実験系と比較して同等の結果であり，よ

って，HGF 発現骨髄間質細胞移植による肝再

生に関わる効果の上乗せを証明するには至

らなかった． 
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