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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウス非培養脂肪組織由来間質細胞群の細胞分画を解析し、その特性を
検討した。また、マウス肝疾患モデルを用いて、肝疾患状態に対する効果を検討した。非培養脂肪組織由来間質
細胞群には、約10～20%のCD45陽性細胞が存在した。CD45陽性細胞は、表面抗原発現解析、遺伝子発現より、M2
フェノタイプマクロファージ様の特性を有することを明らかとした。急性肝炎マウスに対する非培養脂肪由来間
質細胞群、間質細胞群のCD45陽性細胞分画の投与による治療効果を確認した。非培養脂肪組織由来間質細胞群の
CD45陽性細胞分画の炎症修飾能における重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the cellular fractions of murine uncultured 
adipose tissue derived stromal cells and assessed their characteristics. In addition, we 
investigated their effect on the liver disease condition using murine liver disease models. We found
 that the 10-20% of uncultured adipose tissue-derived stromal cells expressed CD45 antigen. CD45+ 
cells were disclosed to be characteristics of M2 phenotype macrophage in view of surface antigen 
analysis as well as gene expression analysis. Administration of the entire ulcutred adipose tissue 
derived stromal cells and their CD45+ fraction were effective to acute murine hepatitis. Thus, these
 results indicated that the relative importance of CD45+ cellular fraction of the uncultured adipose
 tissue derived stromal cells in the context of their immunomodulatory effect.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 肝臓学　肝再生　脂肪組織由来間質細胞
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１．研究開始当初の背景 
肝臓は、生体で最大の代謝機能を担い、生

命活動の維持に極めて重要な臓器である。

慢性肝疾患には、B 型・C 型の慢性ウイル

ス性肝炎、非アルコール性脂肪肝炎、自己

免疫性肝炎、原発性胆汁性肝硬変等がある。

我が国における慢性肝疾患の人口は大きく、

C型肝炎ウイルス感染者およびB型肝炎ウ

イルス感染者は、約 180 万人および約 130
万人、また、現在の国民的健康課題である

生活習慣病に多くみられる非アルコール性

脂肪性肝炎の患者数は、約 100 万人と推測

される。慢性肝疾患は、持続する肝内炎症

に伴い肝線維化が進展し、肝硬変に至る。

我が国における肝硬変の患者数は約 40～
50 万人と推定され非常に大きい。肝硬変は、

末期的には代謝機能が破綻し、致命的な肝

不全に至る。また肝硬変状態は、予後を悪

化させる肝癌発生の高危険状態であり、C

型肝硬変の場合の肝癌発症率は、年率 7%

にのぼる。肝硬変の唯一の根治的治療は肝

移植であるが、肝移植実施数は待機患者数

に比し著しく少ない。2011 年の改正臓器移

植法全面施行後も脳死肝移植数増加は限定

的であり、健常者ドナーへの侵襲の問題が

ある生体肝移植が現在も主に行われている。

また、移植レシピエントは免疫抑制剤の継

続投与が必要であり、QOL が低下する。よ

って肝移植を回避すべく、進行した慢性肝

疾患、肝硬変に対して、肝臓の慢性炎症の

抑制、線維化の改善、肝予備能を改善する

新たな治療法の確立が切望されている。 

 
２．研究の目的 
脂肪組織の間質細胞は、多分化能、炎症

修飾能を有する間葉系幹細胞を含有する多

様な細胞群である。脂肪組織は、骨髄組織

とともに、培養せずに自己由来の間葉系幹

細胞を比較的豊富に含む間質細胞を獲得で

きる組織である。アクセス採取が比較的容

易な脂肪組織由来間質細胞を用いた臓器修

復再生療法の基礎研究・臨床研究が国内外

で行われている。これまでに申請者は、肝

疾患に対する脂肪組織由来間質細胞を用い

た肝修復再生療法開発の基礎研究および臨

床研究を行ってきた。基礎研究では、非ア

ルコール性脂肪性肝炎による肝硬変マウス

モデルおける脂肪組織由来間質細胞投与に

よる肝修復再生治療効果とその機序

（Hepatology 2013 vol.58, p.1133-42）、お

よびマウス急性肝炎モデルにおける脂肪組

織由来間質細胞投与による治療効果とその

抗炎症効果の機序を解明し、報告した（Eur 
J Immunol 2013 in press）。また、肝再生

療法実用化にむけた安全性臨床試験として、

「肝硬変に対する自己脂肪組織由来間質細

胞の経肝動脈投与による肝再生療法の臨床

研究」を厚生労働省ヒト幹審査委員会の承

認を得て実施した(Regenerative Therapy 
2017)。脂肪組織由来間質細胞を用いた肝

再生療法実現のため、これらの研究に加え、

脂肪組織由来間質細胞群の細胞分画の修復

再生効果における特性を解明し、治療効果

を促進する細胞群調製法の開発促進に重要

である。本研究では、脂肪組織由来間質細

胞群の細胞分画を分類し、その細胞群の特

徴を解析した。また、マウス肝疾患モデル

を用いて生体での治療効果を解析し、肝修

復再生療法に有用な細胞分画を同定し、肝

修復再生効果向上のための細胞群調製法開

発への基盤的知見を得ることを目指した。 

 
３．研究の方法 
C57BL/6JマウスあるいはGFPトランスジェニ

ックマウス (10-12 週齢、雄) の鼠径部より

脂肪を採取し、Collagenase type I 処理に

より間質細胞を分離し、非培養脂肪組織由来

間質細胞群を獲得した。Flow Cytometry
にて細胞表面抗原発現を解析した。獲得し

た脂肪組織由来間質細胞群のCD45 陽性細

胞とCD45 陰性細胞をセルソーターにて分

離し、RNA を抽出、DNA マイクロアレイ

により遺伝子発現解析を実施した。獲得し

た脂肪組織由来間質細胞とマウス脾細胞を

ConA 刺激下に共培養し、脾細胞の遺伝子

発現をリアルタイム定量 PCR にて評価し

た。非培養脂肪組織由来間質細胞群につい

て、急性肝炎マウスモデルに対する治療効

果を検討した。急性肝炎マウスモデルは、

C57Bl/6 マウス（10-12 週齢、雌）に



Concanavalin A 300 μg を尾静脈投与し

て作成した。Concanavalin A 投与後 3 時

間後に、非培養マウス脂肪組織由来間質細

胞を 1x10^5 個投与したマウスについて、

Concanavalin A 投与後 24 時間において血

清を採取、血清 AST、ALT、LDH 活性を

測定した。また、C57Bl/6J マウスの腹腔

内に Dimethylnitrosamine を 2 回/週、4
週間投与したマウスへ、4x10^5 個の獲得

した非培養 GFP トランスジェニックマウ

ス脂肪組織由来間質細胞群を、経脾的に投

与し、血清 ALT、LDH を経時的に測定し

た。また、細胞投与 7 日後に肝組織を採取

し、GFP に対する免疫染色を行った。 
 
４．研究成果 

獲得した非培養脂肪組織由来間質細胞群

において、間葉系幹細胞に関連する抗原

CD105、CD44、CD90、CD73 はそれぞれ

15.4%、6.5%、40.3%、16.1%の細胞が発

現、また、白血球全般に発現する CD45 は

14.3%、血管内皮細胞に発現する CD31 は

21.6%、未成熟血液細胞において発現する

CD34 は、11.4%の細胞に発現を認めた。

Concanavalin A 投与後 3 時間後に、非培

養マウス脂肪組織由来間質細胞を投与した

マウスにおいて、細胞を投与しないマウス

に比較して、血清 AST、ALT、LDH 活性

は 有 意 に 低 値 を 示 し た 。

Dimethylnitrosamineを 4週間投与したマ

ウスへ、4x10^5 個の非培養マウス脂肪組

織由来間質細胞を投与後 1 日、11 日後にお

いて、血清 ALT、LDH 活性値の上昇は認

めず、非培養マウス脂肪組織由来細胞群の

慢性肝疾患状態での投与の安全性が確認さ

れた。細胞投与 7 日後の肝組織において、

炎症細胞集簇部位にGFP 陽性細胞を認め、

投与非培養マウス脂肪組織由来細胞の炎症

部位への集積が示された。非培養脂肪組織

間質細胞群の CD45 陽性細胞では、約 50%
に CD68 が発現し、さらにその 90%が

CD206 を発現し、M2 フェノタイプマクロ

ファージ様特徴が示唆された。リアルタイ

ム定量 PCR による遺伝子発現解析では、

非培養脂肪組織間質細胞群のCD45 陽性細

胞で、CD45陰性細胞に比較して、Il1b, Tnf, 

Il23a, Cd80, Il6, Nos2, Il12a, Il12bの発現

が低下し、CD206、Ccl22, Ccl24 の発現が

亢進し M2 マクロファージの遺伝子発現型

が示唆された。非培養脂肪組織間質細胞群

の CD45 陽性細胞と CD45 陰性細胞での

DNA マイクロアレイによる遺伝子発現解

析では、CD45 陽性細胞で 2884 遺伝子が

発現上昇、3838 遺伝子が発現減弱を示した。

発現上昇した遺伝子は、免疫制御に、発現

減弱した遺伝子は発生形成に関連を示した。

非培養脂肪組織由来間質細胞とマウス脾細

胞を ConA 刺激下に共培養したところ、

Ccl3、Tnf、Ifng の発現が低下した。ConA

急性肝炎マウスに非培養脂肪組織間質細胞

群の CD45 陽性細胞を投与したところ、血

清 ALT 値の低下を認めた。 

これらの結果より、非培養の脂肪組織由

来間質細胞は、炎症部位へ集積し抗炎症作

用能があること、細胞群中の CD45 陽性細

胞は、免疫制御作用のある M2 マクロファ

ージ様の効果があり、本分画の重要性が示

唆された。 
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