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研究要旨： 
【目的】 肝線維化あるいはその改善に関わる骨髄中の細胞種および因子の解析 
【方法】 骨髄中で存在比率の高い単球、好中球に着目し、それらの細胞群を単離して、
遺伝子発現解析を行う。また、遊走した単球や好中球が反応する因子を推測して、その因
子と各種免疫細胞の表面マーカーとの共染刺激を行い、その因子を認識する細胞種を特定
する。さらに、各種免疫細胞をその因子で刺激し、線維化の改善に寄与すると考えられる
遺伝子の発現変化を解析する。 
【成績】 遺伝子発現解析の結果、線維を溶解すると考えられるMMP-8, 9, 13の発現量は、
単球より好中球の方が高いことが明らかとなった。一方で炎症抑制性サイトカインである
IL-10の発現量は好中球より単球で高いことがわかった。また、単球や好中球を DAMPsの
一つである HMGB1 で刺激すると、単球は炎症性サイトカインやケモカインを産生し、好
中球はMMP13を高発現することが明らかになった。 
【考案】 本実験により、骨髄投与療法による治療効果には単球によるサイトカイン産生、
及び好中球の MMP によるコラーゲンの溶解が寄与している可能性が示された。また、遊
走した肝臓内で単球や好中球が反応する物質として DAMPsの一つである HMGB1が候補
の一つであることが示された。 
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A. 研究目的 
 ABMi 法による肝硬変の治療効果を示す

細胞種の候補としては、骨髄球系細胞が示

唆されている。しかし、骨髄球系細胞は非

常にヘテロな細胞集団であり、どの細胞種

が肝硬変治療効果を示すかは特定されてい

ない。今後 ABMi法による治療効果を高め

たり、その治療メカニズムを明らかにした

りする上で、細胞種の特定は不可欠である。 

 そこでまず、フローサイトメーターによ

り、マウスの骨髄中に多く存在する細胞種

を特定する。そして、各細胞種で線維化の

改善に寄与すると考えられる遺伝子の発現

量の比較検討を行う。次に、肝臓内に遊走

した各細胞種が反応する因子を推測して、

その因子と各種免疫細胞の表面マーカーと

の共染色を行い、その因子を認識する細胞

種を特定する。さらに、各種免疫細胞をそ

の因子で刺激を行い、線維化の改善に寄与

すると考えられる遺伝子の発現変化を解析

する。 

 

B. 研究方法 

 骨髄中に多く存在する細胞種を特定する

ため、フローサイトメーターを用いてマウ

スの骨髄中の細胞種の比率を解析した。次

に各細胞種のmRNAから cDNAを作製し、

線維を溶解すると考えられる MMP-8, 9, 

13の発現量、及び、炎症抑制性サイトカイ

ンである IL-10の発現量を定量的PCRによ

り解析した。 

 四塩化炭素投与では、肝細胞がネクロー

シスを起こすことが知られている。ネクロ

ーシスを起こした細胞からは DAMPs の一

つであるHMGB1が放出され、広く免疫細

胞を活性化することが知られている。そこ

で, 四塩化炭素投与により傷害を与えたマ



ウスの血清から、HMGB1 の存在量を

ELISA法により定量した。また、その肝臓

内でHMGB1と各種免疫細胞のマーカーを

抗体により共染色して、HMGB1 を認識す

る細胞種を特定した。次に、単球や好中球

を HMGB1で刺激を行い、線維化の改善に

寄与すると考えられる遺伝子の発現変化を

解析した。 

 

C. 研究結果 

骨髄中の細胞種の特定 

 マウス骨髄中の細胞種を特定するため、

フローサイトメトリー解析を行った結果、

CD11b+/Ly-6G+の好中球が約 40%と最も

多く存在し、続いて CD11b+/Ly-6C+の単球

が約 15%存在することが明らかになった。

骨髄中に多く存在するこれらの細胞が、線

維化の改善に対して、何らかの機能を持つ

ことが示唆された。 

 

線維化改善関連遺伝子の発現比較 

 好中球と単球間で線維化の改善に寄与す

ると考えられる遺伝子発現を比較解析した。

その結果、線維を溶解すると考えられる

MMP-8, 9, 13の発現量は、単球より好中球

の方が高いことがわかった。一方で炎症抑

制性サイトカインである IL-10 の発現量は

好中球より単球で高いことがわかった。こ

のことから、好中球は繊維を溶解し、単球

は炎症を抑制することで線維化の改善に寄

与することが示唆された。 

 

血清中のHMGB1の定量解析、及び肝臓内

におけるHMGB1の蓄積 

 四塩化炭素投与により傷害を与えたマウ

スの血清から、HMGB1の存在量を ELISA

法により定量した。その結果、四塩化炭素

投与後 24時間から 72時間の間、つまり肝

細胞の傷害が見られる時間帯に、血清中の

HMGB1 レベルが高くなることが明らかに

なった。さらに、肝臓の免疫染色の結果、

その時期には肝臓内でもHMGB1が傷害部

位に広く蓄積していることがわかった。そ

して、その蓄積したHMGB1には単球や好

中球、好酸球などの免疫細胞が隣接してお

り、HMGB1 を認識して活性化している可

能性が示唆された。 

 

HMGB1による単球、好中球への刺激 

 次 に 単球 や好中球を in vitro で

HMGB1(1000 ng/ml) 24時間刺激したとこ

ろ、単球では TNFαや IL-6などのサイトカ

イン、MIP1や MIP2、MCP-1などのケモ

カインの発現量が上昇することが明らかに

なった。一方好中球では、サイトカインの

分泌はほぼ見られなかったが、MMP-13の

発現量が上昇することが明らかになった。 

 

D. 考察 

 肝硬変の治療効果を示す細胞種や遊走し

た細胞が反応する因子を特定することは、

ABMi 法による治療効果を高めたり、その

治療メカニズムを明らかにしたりする上で

不可欠である。本研究結果により、骨髄中

の単球や好中球が重要であることを示唆す

る結果が得られた。近年では単球や好中球

は炎症の抑制にも働く細胞であると考えら

れており、治療効果が期待できる細胞種で

ある。 

 また、単球はサイトカインの分泌、好中

球は MMP を高発現するなど、その役割の

違いを示唆する興味深い結果が得られた。



今後は、投与する細胞数やそのタイミング、

刺激の有無など様々な条件を検討し、より

よい治療方法を模索していく。 

 

 

 

E. 結論 

 本研究により、骨髄中の単球や好中球が

線維化の改善に重要であることが示唆され

た。しかし、その具体的なメカニズムの解

明や、どのような方法がよりよい治療効果

を示すかは未だ明らかでない。今後は、上

記の点に留意して研究を進め、実際のヒト

への治療法の改善につなげたい。 
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