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研究成果の概要（和文）：これまで私たちは血管内皮前駆細胞(EPC)を用いた肝硬変症に対する治療効果を報告してき
た。ヒト臨床応用を考慮しEPCの表面マーカーのひとつであるCD34に注目し、CD34+細胞を用いた肝硬変症モデルラット
に対する治療効果を検証した。ラット肝硬変症モデルにおいて移植したCD34+細胞は肝内で血管内皮細胞、肝類洞内皮
細胞、血管平滑筋細胞へ分化し、移植細胞数依存性に肝線維化の抑制のみならず、肝再生の促進、予後の改善を認めた
。増幅EPCを用いた実験では肝線維化率は増幅EPC投与群で有意に低値であり、線維化の進展が阻止できた。肝再生率は
増幅前EPC移植群と比較し増幅後EPC投与群で明らかに増加していた。

研究成果の概要（英文）：We already reported that transplantation of rat endothelial progenitor cells (EPCs
) markedly improve hepatic regeneration and promotion of fibrolysis in state of established liver fibrosis
 enhancing liver function and survival rate. Recently, human peripheral CD34+ cells were reported to conta
in a population enriched in EPCs. We investigated whether transplantation of purified human peripheral CD3
4+ cells could reduce established liver fibrosis and up-regulate therapeutic regeneration. The transplante
d cells differentiated into vascular and sinusoidal endothelial cells, and vascular smooth muscle cells. C
D34+ cell transplantation reduced liver fibrosis in a dose-dependent fashion. Expanded CD34+ cell transpla
ntation reduced liver fibrosis. The transplantation of expanded CD34+ cells significantly up-regulated the
 number of Ki67-positive hepatocyte compared with the transplantation of freshly isolated CD34+ cells in a
 dose dependent manner.
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１．研究開始当初の背景 

肝線維症は、コラーゲンを中心とした細胞

外マトリックスが肝臓に異常に沈着した状

態であり、肝線維化が進行すると肝硬変症へ

と進む。B 型肝炎ウイルスや C 型肝炎ウイル

ス(HCV)に起因する肝硬変症患者の多くは肝

細胞癌を発症する。日本のウイルス性肝炎の

多くを占めるHCV感染による肝硬変症例では

年率 7％前後と高率に肝細胞癌が発症する。

2001年国民衛生の動向をみると年間約5万人

の肝疾患死亡者があり、その約 3分の 2が肝

細胞癌で、残りの大半が肝硬変による死亡と

いう現状である。また、肝硬変症は肝細胞癌

の発生母地となるだけでなく、肝予備能の低

下から手術や化学療法を行う際に十分な治

療を行うことができない場合が多い。さらに

進行した肝硬変症/肝不全に対する治療法は

肝移植以外に有効な治療法がない。しかし、

その肝移植も絶対的なドナー不足であり、外

科的侵襲など克服すべき課題は多く、慢性肝

不全患者に対する有効な治療法といえるま

で普及していない。 

近年、骨髄由来細胞の一部に赤血球・白血

球などの血球系細胞以外に、筋肉細胞・脂肪

細胞・線維芽細胞・骨芽細胞など他の種類の

細胞へも分化することが可能であることが

明らかとなったが、それ以降、骨髄由来細胞

を用いた再生医療の基礎的研究が精力的に

なされ、その一部はすでに臨床応用されてい

る。 

骨髄に由来する血管内皮前駆細胞(EPC)は

1997 年、浅原らにより末梢血中の単核球成分

の一部(CD34 陽性細胞分画)として存在する

ことが証明され、この細胞の特徴として炎症、

虚血、障害部位へ特異的に取り込まれること

が証明された。さらに血管内皮前駆細胞は、

既存隣接血管の血管内皮細胞による増殖、遊

走により成立する血管新生のみならず、胎児

期のみに存在するとされた血管発生の機序

が成人でも成立していることが証明された。

これまでに申請者らは、急性肝不全モデルマ

ウスに対し、健常人末梢血由来 ex vivo 増幅

血管内皮前駆細胞を経脾的に投与すると、死

亡率が著明に低下することを明らかにし、さ

らに肝硬変症モデルラットに対しラット骨

髄由来 ex vivo 増幅血管内皮前駆細胞を経静

脈的に投与すると、肝内の血管形成の促進と

血管内皮前駆細胞より産生される各種増殖

因子の周囲組織への供給により、肝線維化の

抑制、肝再生の促進、予後の改善が認められ

ることを明らかにした。 

 

２．研究の目的 

血管内皮前駆細胞投与による肝硬変症を

含めた肝疾患への有効性が動物実験レベル

で明らかにされたわけだが、申請者らがこれ

までに報告してきた ex vivo 増幅血管内皮前

駆細胞(培養 EPC)では動物血清や脳下垂体抽

出液を使用していたため、臨床応用に際して

は人畜感染症のリスクを有する。臨床応用を

考慮するに、今後は無血清培地を用いた培養

法の確立が必要になる。血管内皮前駆細胞は、

広義では CD34 陽性細胞と定義されているこ

とより、培養せずに早期に実現可能な血管内

皮前駆細胞としての細胞材料は CD34 陽性細

胞と考えられる。そこで、(1) 我々は末梢血

より採取可能な健常人末梢血由来 CD34 陽性

細胞を用いた肝硬変症モデルラットに対す

る治療効果を検証することにした。 

さらに、臨床応用における技術的な問題点

として、十分な数の血管内皮前駆細胞をいか

に確保するかを検討する必要がある。(2) 前

述の研究成果をもとに、さらに発展させた培

養CD34陽性細胞(培養EPC)(細胞数を確保し、

機能強化されている)を肝硬変症モデルラッ

トに投与し、通常をしのぐ治療効果が確認で

きるかを明らかにしたい。 

 

３．研究の方法 

(1) 健常ヒト末梢血より単核球分画を分



離し、さらに磁気細胞分離システムを用いて

CD34 陽性細胞を分離した。肝硬変症モデルは、

免疫不全ラット腹腔内に週 2回 3週間四塩化

炭素(CCl4)を投与し作製した。その後、脾臓

より生食水あるいは CD34 陽性細胞を低・中・

高用量群と 3群に分けて投与した。その後も

CCl4は投与し続け、CCl4投与開始後 43 日目に

屠殺し、肝線維化・再生の評価を行った。 

(2) 健常人 CD34 陽性細胞は AllCells 社より

購入した。CD34 陽性細胞は VEGF, SCF, IL-6, 

Flt-3 ligand, TPOを添加したStemSpan-SFEM

培地にて 7日間培養した。培養前後の EPC の

血管再生能の評価を FACS 解析、colony assay

法、real-time PCR 法により評価した。肝硬

変症モデルは、上述(1)と同じ動物実験モデ

ルを用いた。増幅前後の EPC を低・中・高用

量群と 3群に分けて投与し、生食水を対照群

として用いた。CCl4投与開始後 43 日目に屠殺

し、肝線維化・再生の評価を行った。 

 

４．研究成果 

(1) ラット肝硬変症モデルにおいて、移植し

た CD34 陽性細胞は肝内で血管内皮細胞、肝

類洞内皮細胞、血管平滑筋細胞へ分化し、移

植細胞数依存性に肝線維化の抑制のみなら

ず、肝再生の促進、予後の改善を認めた。 

(2) 増幅により健常人由来 EPC 数は約 12 倍

に、血管再生能は約 3倍に改善（強化）され

た。FACS 解析では VE-cadherin, KDR, Tie2

の発現が、Real-time PCR 法では VEGF, HGF, 

Angiopoietin-2 などの増殖因子が増幅後有

意に増加した。移植した細胞は生体内で血管

内皮細胞、血管平滑筋細胞へ分化した。Azan

染色による肝線維化率は増幅EPC投与群で有

意に低値であり、線維化の進展が阻止された。

Ki67陽性肝細胞率は増幅後EPC投与群で明ら

かに増加し、増幅前 EPC 移植群と比較しても

強い細胞増殖活性作用を示した。 

 肝臓領域において CD34 陽性細胞をヒト肝

硬変症治療に用いた報告があり、少人数の肝

線維症あるいはアルコール性肝障害患者に

対し G-CSF 動員自己 CD34 陽性細胞を門脈あ

るいは肝動脈より投与すると、肝機能・肝予

備能の改善を認めたと報告された。しかし、

その治療効果のメカニズム、移植細胞の生体

内評価等は全くなされておらず、移植細胞が

癌化する可能性を秘めているだけに十分な

研究成果とは言い難い。そのため、我々は将

来のヒト臨床応用に沿ったCD34陽性細胞(非

培養 EPC)を用いた前臨床研究を行い、2012

年、世界に対し詳細に論文報告できた。(2)

の研究についてはまだ完了していないが、現

時点で我々が目指している肝硬変症に対す

る培養 CD34 陽性細胞 (培養 EPC)を用いた肝

臓再生治療の報告は基礎・臨床ともに国内外

にない。 
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