
様式Ｃ－１９ 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書
平成２５年 ６月 １日現在

研究成果の概要（和文）：ヌード（CCl4/nude）マウスおよびシクロスポリン A 免疫抑制

（CCl4/CSA）マウスを用いて四塩化炭素（CCl4）誘発性慢性肝障害に対するイヌ BMSCs 異

種移植効果を検討した。重度肝障害モデルである CCl4/CSA マウスの BMSCs 移植群で炎症

細胞と肝線維化領域の有意な減少が認められたが、CCl4/nude での効果は軽微であった。

培養イヌ BMSCs は MMP 産生能を有し、炎症性サイトカイン刺激に対して発現増強すること

から、BMSCs 移植による肝線維症の改善には，線維化領域における炎症性サイトカイン刺

激および MMP-9 発現が関与している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：To evaluate canine BMSCs transplantation for regenerative liver 

therapy, we used two different models; nude mice and cyclospoline A (CSA) 

immunosuppressive mice for xenotransplantation. Transplanted canine BMSCs migrate 

effectively only into a persistently injured liver of CCl4/CSA mice, which in turn canine 

BMSCs may be effective to resolve inflammatory fibrosis lesions. Since cultured canine 

BMSCs produce matrix metalloproteinases (MMPs), therapeutic potential of canine BMSCs 

therapy may be associated with MMPs expression. 
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１．研究開始当初の背景 
難治性疾患である肝不全罹患犬に対する有
効な治療法はなく、臓器の再生が期待できる
再生医療の確立が望まれている。骨髄間質細
胞（BMSC）は、肝細胞に分化する能力を持つ
だけでなく、障害を受けた肝臓臓器内の肝線
維化を改善する能力を持つことが示唆され
ている。自己の BMSC 移植治療は、生命倫理
やドナー不足などの問題が無く、人の肝硬変
の有効な治療法であると期待されている。し
かしながら、獣医領域における利用可能な情
報は乏しく、障害を受けた肝臓に対する犬
BMSC 移植の効果についての情報は皆無であ
る。申請者は、マウス肝炎モデルに対する犬
BMSC 移植の効果を検討し、肝不全罹患犬に対
する自己骨髄細胞を用いた治療法の可能性
を検討した。 

２．研究の目的 
本研究の目的は、マウス肝炎モデルに対する
犬骨髄間質細胞移植の治療的効果を検討し、
有効細胞数および移植経路を決定し、肝不全
罹患犬に対する自己骨髄細胞を用いた治療
法の基礎的データを蓄積することである。 
３．研究の方法 
イヌBMSCsの慢性肝障害モデルへの移植効果
を確認するため、四塩化炭素（CCl4）誘発性
慢性肝障害マウスへのイヌBMSCs異種移植実
験を行った。供試動物として，重症免疫不全
（SCID）マウスを用いた CCl4誘発性慢性肝障
害モデルの作製を試みたが、SCID マウスは長
期的な CCl4投与に耐えることが出来ず，本実
験のモデル動物としては不適切であった。そ
のため，ヌード（CCl4/nude）マウスおよびシ
クロスポリン A免疫抑制（CCl4/CSA）マウス
を用いモデル動物を作製した。軽度肝障害モ
デルである CCl4/nude マウスは，ヌードマウ
スに，コーンオイルで 1:4 に希釈した CCl4

を 0.6ml/kg で週 2回，計 4週間皮下投与し
作製した。重度肝障害モデルである CCl4/CSA
マウスは，ICR マウスに移植前日からサンプ
ル採取日までシクロスポリン Aを 10mg/kg/
日で皮下投与し免疫抑制を行い、CCl4/nude
マウスと同様にコーンオイルで1:4に希釈し
た CCl4を 1.0ml/kg に増量し週 2回、計 4週
間皮下投与して作製した。8回目の CCl4投与
翌日に，イヌ BMSCs（1×106個/頭）を経脾的
門脈移植し、移植 2週間後に安楽死してサン
プルを採取し、移植から安楽死までの期間は、
週2回のCCl4投与を継続し肝障害を持続させ
た。 

次に、イヌ BMSCs の Matrix 
metalloproteinase （MMP）発現能力および
炎症性サイトカイン刺激に対する反応を評
価した。イヌ BMSCs を培養し、上澄中の MMP
についてゼラチンザイモグラフィーを実施
し、残された細胞から total RNA を抽出し、
定量的 RT-PCR を実施し、炎症性サイトカイ
ンに対する MMP 発現を評価した。 

４．研究成果 
血液生化学検査では、BMSCs 移植による肝パ
ネル（TP，ALB，ALT，AST，NH3，ALP，T-Bil）
の改善は認められなかったが、病理組織学的
検査において重度肝障害モデルである
CCl4/CSA マウスの BMSCs 移植群で顕著な炎
症細胞（図 1）と肝線維化領域の有意な減少
が確認された（図 2）。 

（図 1） 炎症細胞は CCl4/CSA において顕著
に認められた。 

軽度肝障害モデルである CCl4/nude マウスで
は，肝線維化領域の減少は認められなかった。
また、レシピエントの肝臓組織の PCRにおい
て、ドナー由来のイヌ SRY 遺伝子は CCl4/CSA
マウスのみで確認された。これらの結果から
も過去の報告と同様に，BMSCs の肝臓への遊
走・生着と治療効果の発現には、重度で持続
的な肝障害が必要である可能性が示唆され
た。 

A: CCl4/nude B: CCl4/CSA

Inflammatory cells (% of nuclear cells)

A: CCl4/nude B: CCl4/CSA

25.8±6.1 38.0±9.7



図 2  CCl4 誘導肝障害を起こした免疫抑
制マウスにおける肝線維化のＨＥ染色（Ａと
Ｂ）およびマッソントリクローム染色（Ｃと
Ｄ）。イヌ骨髄間質細胞（BMSCs）投与前（Ａ）
に比べて投与後（Ｂ）では炎症細胞が減少し
ていた。肝線維化の範囲は投与前（Ｃ）に比
べて投与後（Ｄ）で減少していた。 

 図 3 肝線維化領域の数値化。マッソント
リクローム染色標本を用いて定量化した。
CCl4/CSA マウスにおいてのみイヌ BMSC 移植
治療の効果が認められた。 

ゼラチンザイモグラフィーにおいて、イヌ
BMSCs は proMMP-2 および proMMP-9 を発現し
ていることが確認された。proMMP-2 および
proMMP-9 領域のバンドの輝度解析を行った
ところ、proMMP-2 領域の輝度は対照群と比較
し IL-1β刺激時にのみ増強されていた。それ
に対して、proMMP-9 領域のバンドは TNF-α
および IL-6 刺激時に輝度が顕著に増強され
ており、IL-1β刺激時にはバンド輝度の増強
は認められなかった。 

図 4 ゼラチンザイモグラフィー。 
Ｃａイオン除去によってバンドは消失せ

ず、ＭＳＰ阻害剤によってもバンドの輝度に
変化は認められなかったことから、ゼラチン
を溶出した物質は Matrix 
metalloproteinase （MMP）であることが確
認された。 

IV 型コラゲナーゼ活性測定においても、
MMP-2 および MMP-9 発現が確認された。さら
に、定量 RT-PCR において MMP-2 mRNA および
MMP-9mRNA 発現が確認された。MMP-2mRNA 発
現は、IL-1β刺激時に増強される傾向が認め
られたが対照群と比較して有意な差は確認
されなかった。一方、MMP-9 mRNA 発現は、TNF-
αおよび IL-6 刺激時に対照群と比較し、有
意に増強されることが確認された。 

図 5 イヌＢＭＳＣにおける Matrix 
metalloproteinase （MMP）ｍＲＮＡの定量。 
炎症性サイトカイン刺激によって、発現量が
変化している。 

ＭMP-9はBMSCs移植時の肝線維症の改善に
関与しているという報告がり、さらに IL-6
は肝臓の再生に深く関与する因子であるこ
とが知られている。IL-6 は炎症が存在する肝
臓において発現レベルが上昇し、STAT-3 など
といった転写因子を活性化させる。STAT-3 は，
抗アポトーシス効果，抗酸化作用を有し，肝
再生において重要な働きをしている。BMSCs
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移植による肝線維症の改善には、線維化領域
での IL-6 による刺激および MMP-9 発現が関
与している可能性が考えられた。 
以上の結果から、in vivo で重度肝障害モ

デルマウスに移植されたイヌ BMSCs は、肝線
維化領域を減少させることが確認された。さ
らに、in vitro においてイヌ BMSCs は MMP 産
生能を有しており、その発現は炎症性サイト
カイン刺激により増強されることが確認さ
れた。本結果より、イヌ BMSCs の肝臓への遊
走・生着には重度の炎症が関与しており、さ
らに肝臓に生着したBMSCsに対する持続的な
炎症性の刺激が線維化領域でのMMP産生を増
強させ線維化を減少させたという過程が推
測された。これらのことから、イヌ BMSCs は
肝線維症治療において有用な細胞源となり
うる可能性が示唆された。 
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