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研究成果の概要（和文）：非代償性肝硬変症になると、たとえ肝炎ウイルスが制御できたとしても肝線維化や肝
発がん等のため十分な生命予後の改善が得られないことが報告されている。そこで我々は、非代償性肝硬変に対
する培養自己骨髄間葉系幹細胞(MSC)を用いた低侵襲肝臓再生療法を開発し、安全性評価目的の臨床研究を実施
している。今回、コラゲナーゼ活性とレドックス制御能を有する高機能骨髄MSCの安定培養法を開発するため、
高コラゲナーゼ活性を有するナノマテリアル培養骨髄MSCを用いて骨髄MSC増殖促進因子を同定した。

研究成果の概要（英文）：For many liver cirrhosis (LC) patients, anti-viral therapy has enabled 
control and elimination of hepatitis virus, but substantial improvements in vital prognosis for 
decompensated LC have been prevented by liver fibrosis and hepatocellular carcinoma. To overcome 
these issues, we have been conducting clinical research to assess the safety of a less-invasive 
liver regeneration therapy that uses cultured autologous bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) 
for decompensated LC. In this project, to develop a culture method for higher-functioning BMSCs that
 show both collagenase activity and the regulation of redox homeostasis, we finally identified 
specific factors to promote the proliferation of BMSCs through the analysis of cultured BMSCs that 
showed higher collagenase activity on a nanomaterial-coated dish that we developed.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 肝硬変症に対する再生療法として自己
骨髄液から分離濃縮した非培養骨髄単核球
細胞を末梢静脈から点滴投与する「自己骨髄
細胞投与療法」を開発し、これは先進医療 B
として認可された。この治療法で明らかとな
った作用機序は、硬変肝に生着した投与骨髄
細胞からの Matrix metalloproteinase-9 
(MMP9)等のコラゲナーゼが肝線維化を溶解
し、それに引き続く肝前駆細胞の活性化や肝
細胞の増殖が肝機能を改善し、肝再生を誘導
することである。また次世代型の肝臓再生療
法として、局所麻酔下に採取した少量骨髄液
中の肝線維化改善効果のある骨髄間葉系幹
細胞(MSC)を培養して点滴投与する「培養ヒ
ト骨髄 MSC を用いた低侵襲肝臓再生療法」を
開発し、安全性評価目的の臨床研究を開始す
る段階であった。 
(2)投与骨髄細胞によるMMPs発現と肝内レド
ックス制御により肝線維化と肝発癌は抑制
されること、「Thioacetamide(TAA)添加肝細
胞と骨髄間葉系幹細胞(MSC)の共培養実験」
で骨髄 MSC には肝細胞由来 Reactive oxygen 
species 抑制作用があること、肝硬変モデル
マウスへの培養骨髄 MSC 投与により肝
Malondialdehyde 量や肝線維化が抑制される
ことから、骨髄 MSC がレドックス制御に寄与
していることを論文報告した。 
(3) ヒト全骨髄細胞から効率よく MSC 分画
(CD73/CD105 陽性かつ CD45 陰性)を選択培養
できる「ナノマテリアル培養皿」を開発し（特
許第 5935477 号）、この培養皿で選択培養さ
れたヒト骨髄 MSC には高 MMPs 活性があるこ
とを確認した（図 1）。

 
図 1 ナノマテリアル培養皿で培養した骨髄
由来細胞 (a)ザイモグラフィーMMPs 活性 
(b)細胞性状 
 

２．研究の目的 
ナノマテリアル培養骨髄 MSC の細胞増殖亢
進メカニズムを明らかにすることにより、
「高 MMPs 活性とレドックス制御能を併せ持
つ高機能骨髄 MSC」の安定培養法を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) ナノマテリアル培養骨髄MSCの培養上清
に骨髄 MSC 増殖促進作用を評価するため、市
販骨髄 MSC に培養上清を添加し、培養細胞数
を比較評価する。ナノマテリアル培養骨髄
MSC の培養上清に高濃度で含まれる蛋白質を
解析し、それらの骨髄 MSC 増殖促進作用を評
価する。 
(2) 培養骨髄MSC投与肝硬変モデルマウスの
解析から肝硬変改善機序を解明する。 
 
４．研究成果 
(1) ナノマテリアル培養皿と通常培養皿で
市販ヒト骨髄細胞を通常培養したところ、培
養 13 日目の培養骨髄由来細胞数はナノマテ
リアル培養皿で有意に多かった(図 2a)。また
ナノマテリアル培養皿の培養上清のみでも
骨髄MSC増殖が亢進することを確認したこと
から、骨髄 MSC 増殖を促進させる因子が培養
上清中に存在することが明らかとなった。そ
こで培養上清の蛋白質解析により 19 因子を
同定し、これら 19 因子添加培地でも骨髄 MSC
増殖を亢進させることを確認した（図 2b）。
さらに 19 因子から最重要の 2因子を絞り込
んだ。なお、これら 2因子添加培地培養骨髄
MSC の脂肪細胞への分化能が維持されている
ことも確認した。 

 
図 2 (a)ナノマテリアル培養骨髄由来細胞数 
(b) 19 因子添加培地による骨髄 MSC増殖亢進 



(2) 培養骨髄MSC投与肝硬変モデルマウスの
肝組織中には貪食したマクロファージが多
く観察され、これらマクロファージには MMP9
発現が亢進していることを免疫組織学検査
により確認した。そのため骨髄 MSC は、直接
的な骨髄 MSC 由来 MMPs 発現だけでなく、間
接的なマクロファージに対する MMPs 発現誘
導作用により肝線維化改善に寄与している
ことが明らかとなった。 
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