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研究要旨： 

＜臨床研究＞我々は C 型・B 型肝炎ウイルス、アルコールに起因する「肝硬変症に対する自己

骨髄細胞投与療法(ABMi療法)」を世界に先駆け開発し、欧文報告してきた。今までの知見より

この治療法の本質は、肝線維化改善と肝臓組織幹細胞活性化による肝機能改善効果をもたらす

抗線維化・再生修復療法と考えられ、その安全性・有効性は、国内外の追試でも確認報告され

た。さらに 2011年 12月 6日に「ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する指針」の承認を得た「C

型肝炎ウイルスに起因する肝硬変患者に対する ABMi療法」の「ランダム化比較試験」は 2013

年 6 月 1 日付で「先進医療 B」として承認された。また多施設共同研究の支援を行い、国立国

際医療研究センター及び山形大学は 2014年 9月 17日に厚生労働省ヒト幹細胞臨床研究審査委

員会を経て大臣承認を得た。これに伴い山口大学では、同年 9 月に先進医療 B における変更手

続きを完了し、12月 12日に第 1例目を自己骨髄細胞投与群として実施し、2015年 1月 30日

に 2例目を標準的治療群として登録した。 

＜基礎研究＞この治療法の作用機序は、これまでの基礎研究により、骨髄細胞中の間葉系細胞

の作用だけでなく、マクロファージ系細胞の抗線維化作用の可能性も示唆された。そこで、マク

ロファージの抗線維化メカニズムの解明や、脂肪肝炎モデルマウスの解析を推進する。また、細

胞ソースとしての脂肪組織由来間葉系細胞の可能性も継続追求する。 
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A. 研究目的 

肝硬変患者に対する肝臓再生療法として、

患者自身から自己骨髄細胞液を 400mL採

取して洗浄後に骨髄単核球分画を分離濃縮

し、同じ患者に末梢静脈から再投与する方

法「自己骨髄細胞投与療法（ABMi療法：

Autologous Bone Marrow cell infusion 

therapy）」を世界に先駆けて開発し、その

臨床的安全性・有効性を報告した（Stem 

Cells. 2006;24:2292-8）。さらに ABMi療法

の技術移転を行った山形大学及び韓国延世

大学でも同様の安全性・有効性が改めて確

認、報告された（Cell Transplant. 

2010;19:1237-46、Stem Cells Dev. 

2011;20:1503-10）。また国立国際医療研究

センターでは、HIV合併 C型肝硬変症に対

する ABMi療法を、「ヒト幹細胞を用いる

臨床研究に関する指針」の承認後の 2011

年 3月より開始し、現在までに 5例実施し

ている。この ABMi療法では、骨髄単核球

分画の細胞が肝硬変症の線維を溶解し、肝

組織幹細胞などを活性化することで肝機能

が修復・改善すると考えられている（特許

第 4752058号「肝再生用骨髄細胞画分」、

登録日：平成 23年 6月 3日）。このように

ABMi療法は臨床的に安全性が確認され、

有効性が証明されているが、保険適応され

るには質の高いエビデンスを明らかにする

必要がある。そこでまず、「C型肝炎ウイル

スに起因する肝硬変患者に対する ABMi療

法のランダム化比較試験」を計画した。本

計画はすでに「ヒト幹細胞を用いる臨床研

究に関する指針」への承認申請を行い、2011

年12月6日にその承認を得ている。この後、

先進医療 Bへの申請を行い、2013年 6月 1

日付で承認を得た。また多施設共同研究の

支援を行い、国立国際医療研究センター及

び山形大学は 2014年 9月 17日に厚生労働

省ヒト幹細胞臨床研究審査委員会を経て大

臣承認を得た。これに伴い山口大学では、9

月に先進医療 Bにおける手続きを完了し、

同年 12月 12日に第 1例目を自己骨髄細胞

投与群として実施し、2015年 1月 30日に 2

例目を標準的治療群として登録した。また

基礎研究では、肝線維化マウスモデルや脂

肪肝炎(NASH)モデルマウスの解析から、骨

髄または脂肪組織由来細胞の抗線維化メカ

ニズムや NASH病態を解明し、これらモデ

ルマウスへの ABMi療法の治療効果を検討

することで、B型肝炎ウイルスや非アルコ

ール性脂肪肝炎に起因する肝硬変症への

ABMi療法の適応拡大を目指す。さらに間

葉系細胞だけでなくマクロファージ系細胞

の肝硬変に対する治療効果がマウス基礎研

究から示唆されたため、培養マクロファー

ジ系細胞投与による新規肝臓再生修復療法

の開発のための基礎研究を行う。 

 

B. 研究方法 

(1)「C型肝炎ウイルスに起因する肝硬変患

者に対する自己骨髄細胞投与療法の有効性

と安全性に関する研究」の推進 

 「C型肝炎ウイルスに起因する肝硬変患

者に対する自己骨髄細胞投与療法の有効性

と安全性に関する研究」のランダム化比較



試験を先進医療 Bとして山口大で実施する

ための体制整備を完成させる。 

(2)多施設共同研究のため、国立国際医療研

究センターおよび山形大学内への支援 

 ランダム化比較試験は、山口大で先行実

施するが、その後、国立国際医療研究セン

ターや山形大を含む多施設で実施する予定

である。そのため、これら実施予定施設の

支援を行う。 

(3)MMP9発現解析のための

MMP9-LacZ/DeRed Tgマウス作出 

 骨髄由来細胞による肝線維化改善メカニ

ズムを解明するため、MMP9発現に注目し、

MMP9プロモーター下に標識蛋白

LacZ/DeRedを発現する遺伝子改変マウス

を作出し、その発現動態を解析する。 

 

C. 研究結果 

(1)「C型肝炎ウイルスに起因する肝硬変患

者に対する自己骨髄細胞投与療法の有効性

と安全性に関する研究」の推進 

 ABMi療法をより早く多くの肝硬変症患

者に提供するためには、質の高いエビデン

スを創出することが不可欠である。そこで

研究代表者坂井田の統括のもと、「C型肝炎

ウイルスに起因する肝硬変患者に対する自

己骨髄細胞投与療法の有効性と安全性に関

する研究」のランダム化比較試験を山口大

で実施する（その後、国立国際医療研究セ

ンターや山形大を含む多施設で実施する）。

なお対象は、「90日以上離れた 2点におい

て Child-Pugh スコアが 7点（Child-Pugh 

B）以上の C型肝炎ウイルスに起因する肝

硬変の状態で現行の内科的な治療法では改

善が見込めない症例」で、全 34例（ABMi

群 17例、標準的治療群 17例）であり、ABMi

群は細胞投与後（標準的治療群は登録後）

24週の Child-Pughスコアが 1点以上改善

する割合を主要評価項目としている。なお

平成 25年度からは、先端医療振興財団の西

村 勉が新規分担研究者となりデータ管理

等を行う。このランダム化比較試験は、2013

年6月1日付での先進医療Bの承認を得た。

同年 12月 12日に第 1例目を実施し、2015

年 1月 30日に 2例目を標準的治療群とし

て登録した。 

(2)多施設共同研究のため、国立国際医療研

究センターおよび山形大学内への支援 

 国立国際医療研究センター及び山形大学

は 2014年 9月 17日に厚生労働省ヒト幹細

胞臨床研究審査委員会を経て大臣承認を得

た。今後先進医療 Bへの申請支援を行って

いく。 

(3)MMP9発現解析のための

MMP9-LacZ/DeRed Tgマウス作出 

 これまでのマウス GFP/CCl4モデル研究

で、投与骨髄細胞がMMP9を発現し肝線維

化を抑制することを確認している。

GFP/CCl4モデルのMMP9発現細胞を同定

しMMP9発現メカニズムを解明するため、

MMP9プロモーター下に標識蛋白

LacZ/DeRedを発現する遺伝子改変マウス

を作出した。 

 

D. 考 察 

 平成 26年度より、研究代表者坂井田の統

括のもと、山口大で先行して「C型肝炎ウ

イルスに起因する肝硬変患者に対する自己

骨髄細胞投与療法の有効性と安全性に関す

る研究」を先進医療 Bとして開始した。国

立国際医療研究センター及び山形大は

2014年 9月 17日に厚生労働省ヒト幹細胞



臨床研究審査委員会を経て大臣承認を得て

おり、今後先進医療 Bへの申請を行う予定

である。これらの実施により、質の高いエ

ビデンスを創出し、ABMi療法の普及に努

めていく。その一方、基礎研究では、骨髄由

来細胞や脂肪組織由来細胞による肝線維化

改善メカニズムの解明を進める。 

 

E．結 論 

 平成 24～26年度に「C型肝炎ウイルスに

起因する肝硬変患者に対する自己骨髄細胞

投与療法の有効性と安全性に関する研究」

のランダム化比較試験を山口大で先進医療

Bとして先行して実施した。また、マウス

基礎研究ではMMP9発現メカニズムの解

析を行った。 
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ィコ横浜) 

2. Takami T, Terai S, Maeda M, Sakaida 
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The 29th International Society for Heart 
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Bethesda, USA. 

5. Terai S, Takami T, Sakaida I. Invited 
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cirrhosis.” The 20th Yonsei International 
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6. Terai S, Takami T, Sakaida I. 

Development of new cell therapy for 

fibrosis. The 8th JSGE & AGA Joint 

Meeting: Liver Fibrosis and Cirrhosis、

Pathogenesis and Treatment. 2013年 3月

22日, Kagoshima, Japan. 

7. Terai S. Development of new cell 

therapy using bone marrow derived cell 

for liver cirrhosis patient. The 16th 

US-Japan Cellular and Gene Therapy 

Conference Agenda, Potential 

Applications of Mesenchymal 

Multipotent Stromal Cells. 2013年 2月 28

日, Bethesda, USA. 

8. 寺井崇二. 肝硬変症患者に対する細胞療

法、現状と今後の課題. Bio Japan 2012 現

実化しつつある細胞治療・遺伝子治療. 

2012年 10月 11日, 神奈川県横浜市 

9. 高見太郎、寺井崇二、前田雅喜、廣瀬恵

一、藤澤浩一、山本直樹、坂井田功. 肝硬

変に対する自己骨髄細胞投与(ABMi)療法

における肝発癌への影響の基礎的検討. 第

11回日本再生医療学会総会. 2012年6月12

日～6月14日, パシフィコ横浜（神奈川県横

浜市） 

10. 高見太郎、寺井崇二、坂井田功. 骨髄細

胞投与による酸化ストレス制御を介した肝
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bone marrow derived cell for lover 

cirrhosis patients. The 16th US-Japan 
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16. Terai S, Sakaida I. Development of 
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The 23rd Conference of APASL. 2013 Jun. 

Singapore. 

17.Takami T, Terai S, Sakaida I. The 

development of a less-invasive liver 

regeneration therapy using cultured bone 

marrow derived cells for cirrhotic 

patients. 2nd International Conference 

on Gastroenterology & Urology. 2013 Jun. 

Northbrook, IL, USA. 

18.Takami T, Terai S, Quintanilha LF, 

Tanimoto H, Murata Y, Fujisawa K, 

Yamamoto N, Sakaida I. Basic studies 

using human and canine bone marrow 

derived mesenchymal stem cells for the 

development of a less invasive liver. 11th 

Annual meeting of ISSCR.2013 Jun. 

Boston, MA, USA. 

19.Takami T, Terai S, Quintanilha LF, 

Fujisawa K, Yamamoto N, Sakaida I. 

Basic studies for a less invasive liver 

regeneration therapy for liver cirrhosis 

using cultured autologous bone 

marrow-derived mesenchymal stem cells 

with stabilization of redox homeostasis. 

The 20th Annual Meeting of the 

Japanese Society for the Research of 

Hepatic Cells (20th JSRH). 2013 Sep. 

Osaka, Japan. 

20. Terai S, Takami T, Sakaida I. The 

development of a less-invasive liver 

regeneration therapy using cultured bone 

marrow derived cells for cirrhotic patient. 

JDDW2013. 2013 Oct. Kobe, Japan. 

21.Takami T, Terai S, Quintanilha LF,  

Fujisawa K, Yamamoto N, Sakaida I. 

Basic studies for a less invasive liver 

regeneration therapy for liver cirrhosis 

using cultured autologous bone 

marrow-derived mesenchymal stem cells 

with stabilization of redox homeostasis. 

The liver meeting 2013, AASLD. 2013 

Nov. Washington D.C., USA. 

22. Takami T, Terai S, Sakaida I.  Liver 

regeneration therapy for liver cirrhosis 

using cultured autologous bone 

marrow-derived mesenchymal stem cells 

with stabilization of redox homeostasis. 

Choshu International Liver Symposium 

2014. 2014 Jan. Ube, Yamaguchi, Japan. 

23. 高見太郎、寺井崇二、村田泰彦、坂井

田功. ヒト骨髄由来および脂肪組織由来間

葉系幹細胞における組織因子および IL-8の

発現検討. 第 49回日本肝臓学会総会. 2013

年 6月. 京王プラザホテル,東京. 

24. 高見太郎、寺井崇二、村田泰彦、廣瀬

恵一、藤澤浩一、山本直樹、坂井田功. 肝

再生修復療法としての培養ヒト骨髄間葉系

細胞投与療法のメカニズム解析. 第 49回日
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ホテル, 東京. 

25. 高見太郎、寺井崇二、坂井田功. 自己骨

髄細胞による肝臓再生療法の取り組み. 第

40回日本肝臓学会西部会. 2013年12月. 長

良川国際会議場, 岐阜. 



26. Takami T, Terai S, Sakaida I. Our 

liver regeneration therapies using 

autologous bone marrow derived cells for 

liver cirrhosis. 29th International College 
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27. Takami T, Terai S, Quintanilha LF, 
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Less invasive liver regeneration therapy 
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autologous bone marrow-derived 
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31. 白築祥吾、寺井崇二、村田泰彦、松田

崇史、石川剛、高見太郎、山本直樹、坂井
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分担研究報告書 
 

「C 型肝炎ウイルスに起因する肝硬変患者に対する自己骨髄細胞投与療法の 

有効性と安全性の検討」 
 

研究分担者氏名：柳瀬 幹雄 
所属機関：独立行政法人国立国際医療研究センター病院 消化器内科  職名：医長 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

共同研究者 野崎 雄一 独立行政法人国立

国際医療研究センター病院 消化器内科医師 

 

A.研究目的 

線維化の進展した慢性肝疾患に対する根

本的治療法はいまだ確立されていない。肝

移植に与る患者は一部に限られ、その侵襲

性や医療経済的な問題は大きい。再生医療

の一環として、今回 C 型肝炎ウイルスに起

因する肝硬変患者に対する自己骨髄細胞投

与療法の有効性と安全性を検討する多施設

ランダム化比較試験に参加するにあたりそ

の研究体制の整備、ならびに該当疾患患者 

 

に関する調査を行った。 

 

B.研究方法 

1、自己骨髄細胞投与療法に関するプロトコ

ル 

肝硬変を有する 20 歳から 75 歳の肝硬変

患者のうち、現行の内科的な治療法では改

善が見込めない C型肝炎ウイルスに起因す

る 肝硬変症に限定した症例で、本研究へ

の参加に同意が得られ、除外基準のいずれ

にも該当しない症例を登録する。 

登録された症例をランダムに、細胞投与

群、標準的治療群に割り付ける。 

研究要旨： 

【目的】C型肝炎ウイルスに起因する肝硬変患者に対する自己骨髄細胞投与療法の有効性と 

安全性の検討を目的とする。 

【方法】主研究機関（山口大学）による当療法の多施設ランダム化比較試験への参加：現行

の内科的な治療法では改善が見込めない C型肝炎ウイルスに起因する肝硬変症で、組み入れ

基準を満たす同意症例をランダムに細胞投与群、標準的治療群に割り付ける。細胞投与群は、

入院のうえ治療前評価と全身麻酔下での自己骨髄細胞採取・投与を行う。治療効果の判定は

臨床所見、血液所見ならびに画像所見により行う。標準的治療群では、登録から 24 週後ま

で標準的治療を実施する。併せて当試験参加対象となりうる C型肝硬変患者に関する当試験

への適格性ならびに血小板値に着目した調査を行った。 

【成績】当研究に関し厚生労働省ヒト幹細胞臨床研究に関する審査委員会を経て厚生労働大

臣承認を得、先進医療 B施設認定に向け申請手続きを進めている。また対象となる C型肝硬

変患者に対する調査では、肝予備能の変動への留意や血小板値に関する他疾患関連肝硬変と

の違いが示唆された。 

【考案】自己骨髄細胞投与療法開始に向けた手続きならびに体制整備を進めた。次年度の実

施を目指し準備を継続する。 



細胞投与群は、入院のうえ治療前評価と全

身麻酔下での自己骨髄細胞採取・投与を 

 

行う。術後1週間は原則として入院下で厳

重な観察を行い、以後定期的に経過を追跡

する。規定された時期以外でも担当医が必

要と認めた場合は調査を行う。治療効果の

判定は臨床所見、血液所見ならびに画像所

見により行う。 

標準的治療群では、登録から24週後まで

標準的治療を実施する。細胞投与治療を実

施した場合には，投与後24週時までの安全

性を確認する。 

2、C 型肝炎ウイルスに起因する肝硬変患者 

に関する調査 

１）平成 24 年度～26 年度において継続通

院している非代償期 C 型肝硬変患者の一部

に関して、上記プロトコルにおける適格性

をみた。 

２）2000 年～2013 年に当院で診断された肝

硬変患者に関し、非アルコール性脂肪性肝

炎(NASH)関連肝硬変と C型肝炎関連肝硬変

患者群において、血小板値ならびに CT 画像

を基に脾体積の算出を行い比較検討した。 

 

C. 研究結果 

１、当研究について平成24年7月院内倫理委

員会承認後、同年 9 月厚生労働省ヒト幹細胞

臨床研究に関する審査委員会を経て継続審

議となった。その後当研究を先進医療B として

実施するための多施設間調整を経て、平成26

年5月同審査委員会にて審議、同年9月厚生

労働大臣承認を得た。現在先進医療 B 施設

追加に関する申請準備を行っている。 

２、1) 調査対象患者8名の内訳はChild-Pugh 

スコア 7 点 2 名、8 点 2 名、9 点 2 名、10 点 1

名、11 点 1 名。経過中、総ビリルビン値が 3.0 

mg/dl 以上になったことのある患者は 2 名、肝

細胞がん発生にて調査対象から除外された患

者が 1名いた。 

2) 619 例の肝硬変患者のうち NASH 関連 32

例、C 型肝炎関連 342 例。NASH 関連肝硬変

患者の血小板値は 13.4±5.9 万/μL、C型肝

炎関連肝硬変では 11.2±5.6 万/μL で両群

間に有意差をみとめた(p<0.05)。Child 分類別

で層別化したところChild分類Aにおいて両群

間の血小板値に有意差をみとめた（14.8±5.9

万/μL vs 11.5±5.3 万/μL, p<0.01）。脾体

積に関しては両群間で有意差をみとめなかっ

た（128±61 cm3 vs 155±117 cm3）。 

 

D. 考察 

自己骨髄細胞投与療法開始に向けた先進

医療 B 施設追加手続きならびに体制整備に

関しては、来年度の実施を目指し引き続き

作業準備に傾注する。 

同療法に関する対象患者の組み入れに関

しては、潜在候補者のなかにプロトコル基

準から逸脱する経過をとる患者が少なから

ずみられ、安全性を担保する観点から慎重

な観察を要すると思われた。 

肝硬変患者における成因背景別の血小板

値に関しては、B 型肝硬変患者において C

型肝硬変患者より有意に高値であるとの報

告がある。今回当院における後ろ向き検討

ではNASH肝硬変患者群とC型肝硬変患者群

間では C 型肝硬変患者群での血小板値が低

いことが示唆された。血小板値を規定する

因子として、循環プールとしての脾体積の

他、トロンボポエチンなどの産生因子、血

小板関連 PA-IgG などの免疫機序など多岐

に亘る因子が挙げられる。C 型肝硬変にお



いて他の成因背景と画した血小板減少機序

が存在するのか関心がもたれる。 

 

E． 結  論 

C 型肝炎ウイルスに起因する肝硬変患者

に対する自己骨髄細胞投与療法開始に向け

た体制整備を行った。 

本療法の対象となる C 型肝炎関連肝硬変

患者に関し、プロトコル適格性の検討なら

びに血小板値に関する他疾患由来肝硬変と

の比較検討を行った。 

 

研究発表 

1. 論文発表 

本研究に関する発表はなし。 

2.  学会発表  

1. 三島 沙織、野崎 雄一、正木 尚彦、

青木 智則、大武 優希、藤澤 真理子、

小森 寛之、櫻井 恵、三神 信太郎、小

島 康志、今村 雅俊、柳瀬 幹雄 

非アルコール性脂肪性肝炎由来の肝硬変患

者の血小板値の検討 

JDDW 2014 神戸 2014.10 

 

H． 知的財産権の出願・登録状況（予定を含

む。） 

1.特許取得 

特記事項なし。 

2．実用新案登録 

特記事項なし。 

3．その他 

特記事項なし。 
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研究分担報告書 
 

ABMi療法における血清アルブミン値と生命予後の検討、およびＣ型肝硬変に対する 
多施設対照化比較試験の実施に向けた取り組み 

 
研究分担者 ： 上野 義之 
所属機関 ： 山形大学医学部消化器内科学  職名 ： 教授 

 
研究要旨： 
【目的】アルコール性肝硬変患者に対する自己骨髄細胞投与（Autologous Bone Marrow Cells 
Infusion: ABMi）療法を行い、治療後 24週間ならびに 72週間に亘る持続的な肝機能改善効果
（血清アルブミン、総蛋白、プロトロンビン活性）について報告してきた。今回、更に長期間の
経過観察を行うことで、ABMi療法施行後の患者の生命予後を明らかにする。また、C型肝硬変
患者に対する多施設対照化比較試験に参加するための準備を進める。 
【方法】1.当科で先行研究として ABMi療法を施行したアルコール性肝硬変患者 5例について、
生命予後ならびに血清アルブミン値と予後の関係を検討した。 2.ヒト幹細胞に関わる臨床研究
の開始に必要な申請を行った。 
【成績】1.アルコール性肝硬変患者 5例について、ABMi療法施行後の平均観察期間は 5.05年
(range:2.42年-7.25年)であった。患者の生命予後は 死亡 2例、生存 3例であった。2例の死
因は肝細胞がん、および肝不全・腎不全であった。2.血清アルブミン値を、ABMi直前値、最新
値（死亡例は死亡前値）を用いて検討した。生存例（3例）では、全例、血清アルブミン最新値
が ABMi直前値に比較し上昇していたが、死亡例（2例）では血清アルブミン死亡直前値は ABMi
直前値に比較し低下していた。ABMi 療法施行 4 週後の血清アルブミン値は、生存例 3 例、肝
細胞がん発病までは経過良好であった死亡例 1例で、ABMi直前値に比較して上昇していた。一
方、肝不全・腎不全で死亡した症例では、ABMi 療法施行 4 週後の血清アルブミン値は ABMi
直前値と差が認められなかった。3．C型肝硬変患者に対する多施設対照化比較試験について、
平成 26年 4月に厚生労働省「ヒト幹細胞臨床研究に関する審査委員会」へ研究申請を行い、同
年 9 月に研究許可に関する大臣意見を得た。山口大学先進医療（Ｂ）協力医療機関として申請
手続きを進めている。 
【考案】アルコール性肝硬変に対する ABMi 療法では、長期生存例では血清アルブミン値の改
善が見られることが確認された。また ABMi 療法施行 4 週後の早期の血清アルブミン値の反応
が、その後の血清アルブミン値の改善および生命予後を予測する上で有用なマーカーとなり得る
可能性がある。今後の臨床研究において検討する価値があるものと思われた。 
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A.目的 

生体肝移植に代わる次世代の肝再生療法の

開発は、肝硬変患者の生命予後の改善のため

喫緊の課題である。骨髄内には multipotent 

progenitor cellの存在が知られており、肝再

生を目的とした肝硬変患者に対する自己骨髄

細胞移植（Autologous Bone Marrow Cells 

Infusion: ABMi）療法が、主にＣ型肝炎ウイ

ルスによる非代償性肝硬変患者に対して施行

され、24週間の術後経過においてChild-Pugh 

スコアや血清アルブミン値などの肝機能検査

値全般の改善が報告されている(Terai S et al. 



Stem Cell 2006)。  

私達は、2006年から 2009年にかけて、ア

ルコール性肝硬変患者に対する ABMi療法を、

山口大学チームとともに当大学医学部附属病

院で施行した。ABMi 療法を施行されたアル

コール性肝硬変 5 症例の症例対照研究では、

24 週間にわたり臨床データの改善がみられ

ることを報告した（Stem Cells Dev 2011; 

20: 1503-1510）。肝炎ウイルス慢性持続感

染のない、アルコール性肝硬変症では、本療

法の肝機能改善効果がウイルス性肝疾患より

も期待出来るものと考え、72週間（2年間）

の長期間にわたる肝機能検査値の変動を評価

した結果、肝機能改善効果（血清アルブミン、

総蛋白、プロトロンビン活性）が持続するこ

とを確認している。今回、ABMi 療法施行患

者の生命予後を明らかにするとともに、血清

アルブミン値と予後との関係を検討した。ま

た、C 型肝硬変患者に対する多施設対照化比

較試験に参加するため、ヒト幹細胞に関わる

臨床研究を行うための研究組織の整備を行い、

厚生労働省へ臨床研究の申請を行った。 

 

B.方法  

当科では、ABMi 療法施行前に 6 か月間以

上の禁酒を確認できた 6 例（男性）のアルコ

ール性肝硬変患者に対し ABMi療法を施行し

た。肝生検にて肝硬変（F4）が確認され、か

つ、総ビリルビン値 3.0 mg/dl未満, 血小板数

50,000/μl以上、画像検査で肝細胞がんがなく、

腹水や脳症がコントロールされ心肺機能良好

で全身麻酔が可能な患者、を対象とした。自

己骨髄細胞は、全身麻酔下で 400ｍｌの骨髄

液を採取し、洗浄後に静脈内投与を行った。

平成 22年度までに 6例（男性）に施行した。

ABMi療法施行後の24週間の経過観察中に飲

酒により脱落した 1 例を除外し、5 例を解析

対象とした。平成 27年 1月 15日現在におけ

る、患者の生命予後を明らかにした。観察期

間のエンドポイントは、生存例は平成 27年 1

月 15日、死亡例は死亡時とした。また、血清

アルブミン値について、ABMi 療法直前値、、

ABMi 療法施行 4 週後、最新値（死亡例は死

亡前値）を用いて、生命予後との関係を検討

した。 

 

C. 結果 

１．ABMi療法施行患者の生命予後 

ABMi 療法施行症例（5 例）の、生命予後を

表 1 に示す。ABMi 療法施行後の平均観察期

間は 5.05年(range:2.42年-7.25年)であった。

患者の生命予後は 死亡 2例、生存 3例であ

った。2 例の死因は、肝細胞がん、および肝

不全・腎不全であった。肝機能検査値の最新

値（死亡例は死亡前値）の検討では、生存例

（3 例）では血清アルブミン値の高値と

child-pugh スコアの改善が認められるのに

対し、死亡例（2 例）では低アルブミン血症

および child-pugh スコアの増悪が認められ

た、 

2. 血清アルブミン値と生命予後の検討 

血清アルブミンの ABMi療法直前値、最新値

（死亡例は死亡前値）を用いて、予後との関

係を検討した（図 1）。生存例（3例）では、

全例、血清アルブミン最新値が ABMi療法直

前値に比較し上昇していたが、死亡例（2例）

ではいずれも血清アルブミン死亡前値は

ABMi 直前値に比較し低下していた。ABMi

療法施行 4 週後の早期の血清アルブミン値を

加えて、予後との関係を検討した（図２）。

ABMi療法施行4週後の血清アルブミン値は、

生存例 3 例、肝細胞がん発病までは経過良好



であった死亡例 1例（肝細胞がん症例）では、

ABMi 療法直前値に比較して上昇していた。

一方、肝不全・腎不全で死亡した症例では、

ABMi 療法施行 4 週後の血清アルブミン値は

ABMi直前値と差が認められなかった。 

 

D. 考察 

アルコール性肝硬変患者に対する ABMi療

法では、治療後 24週間ないしは 72週間の肝

機能改善に関わる有効性が確認されている。

ウイルス持続感染の影響がないアルコール性

肝硬変において、ABMi 療法は、禁酒が守ら

れた場合には良好な肝機能の持続的改善が得

られ、良い適応であると思われる。 

今回、ABMi 療法を受けた患者の生命予後

を検討した結果、死亡例の死因は肝細胞がん、

および肝不全・腎不全であった。死亡例では、

死亡前の肝機能検査値において、低アルブミ

ン血症が顕著であり、child-pugh スコアの増

悪も見られた。一方、アルコール性肝硬変に

対する ABMi 療法における長期生存例では、

血清アルブミン値と child-pugh スコアの改

善がが確認された。そして、ABMi 療法施行

4 週後の早期の血清アルブミン値を ABMi 療

法直前値と比較検討すると、肝不全・腎不全

による死亡例では、早期のアルブミン上昇が

認められなかった。ABMi 療法施行 4週後の

早期の血清アルブミン値の反応性が、ABMi

による肝再生効果を反映し、その後の血清ア

ルブミン値の改善および生命予後を予測する

上で有用なマーカーとなる可能性がある。 

今後、実施を予定しているＣ型肝硬変に対

する多施設対照化比較試験において、血清ア

ルブミン値の早期反応と予後の関係を更に検

討する価値があるものと思われた。 

 

E． 結 論 

ABMi 療法により、生命予後の良好な例で

は、血清アルブミン値の改善が認められる。

また、ABMi 療法施行後 4 週目の早期の血清

アルブミン値の反応が、本治療法の有効性を

予測する上で有用なマーカーとなり得る可能

性がある。今後の更なる検討を要する。 
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表 １ アルコール性肝硬変に対する ABMi療法施行症例の生命予後 

 
 

図 １ 血清アルブミン値の長期経過と生命予後 

 

 

Ｐａｔｉｅｎｔ １ Ｐａｔｉｅｎｔ 2 Ｐａｔｉｅｎｔ 3 Ｐａｔｉｅｎｔ 4 Ｐａｔｉｅｎｔ 5

ABMi施行時年齢 59 61 60 75 69

観察期間 2年5ヶ月 7年3ヶ月 5年3ヶ月 5年2ヶ月 5年2ヶ月

生命予後 死亡 生存 生存 生存 死亡
(2015.1.15) （ＨＣＣ） （肝・腎不全）

最新（死亡例は死亡前）臨床データ

Albumin (g/dl) 2.4 5.2 4.9 3.8 2.6

T.bilirubin (mg/dl) 2.5 1.1 1.3 2.2 1.9

PT (%) 62 101 107 63 71

Ascites moderate none none none minimal

Coma none none none none grade Ⅱ

Child-Pugh score 11 (8) 5 (7) 5 (5) 7 (8) 8 (6)
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図 ２ 血清アルブミン値の早期反応と長期経過・生命予後 

 

 
 
 
 

0

1

2

3

4

5

6

patient1 patient2 patient3 patient4 patient5

生存 生存 生存死亡
(HCC)

死亡
(肝腎不全)

ABMi 施行前 最新値（or 死亡時）ABMi施行４週後Albumin
(g/dl)



平成 24～26年度厚生労働科学研究費補助金  
(肝炎等克服実用化研究事業（肝炎等克服緊急対策研究事業)） 

分担研究報告書 
 

「肝硬変に対する細胞治療法の臨床的確立とそのメカニズムの解明」 
 

研究分担者氏名 ： 宮島 篤 
所属機関 ： 東京大学分子細胞生物学研究所  職名 ： 教授 

 
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。 
 
共同研究者 
榎本豊、田中稔、伊藤暢 
 
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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研究要旨： 
【目的】肝臓内に障害・老化・形質転換した不適切な細胞が生じた場合、これら不適切な
細胞を除去し肝臓の恒常性を保つ機構が存在すると考えられるが、その実体は不明な点が
多い。我々は免疫系とは独立した異常細胞の排除機構が存在することを発見したので、こ
の機構の解析を目的とした。 
【方法】肝臓のサイズと肝がん抑制を制御する Hippo シグナル伝達経路とその標的分子
YAPに注目した。ROSAマウスや免疫不全 NOGマウス等の尾静脈から hydrodynamic tail 
vein injection (HTVi)法でプラスミド DNAを導入し、活性型 YAPを発現誘導しモザイク
状に異常肝細胞を誘導した。肝臓サイズの測定と共に誘導された異常肝細胞の運命を追跡
した。さらに本細胞応答に関与する遺伝子発現を cDNAアレイによって解析した。 
【成績】活性型 YAP を発現する異常肝細胞が、遺伝子導入後３〜７日で排除されることを
見出した。免疫不全 NOGマウスでも同様の排除現象が観察されたことから、本現象は免疫
非依存的な現象であることが判明した。cDNA アレイ解析の結果、細胞移動や細胞増殖に
関与する遺伝子発現の誘導が観察された。 
【考案】これまで老化した肝細胞が免疫系によって排除されることが報告されていたが、
免疫非依存的な異常肝細胞の排除現象の報告はない。本現象は、肝臓が本来持つ恒常性維
持機構だと推察される。本機構を高める方法は、新たな肝疾患に対する療法に繋がること
が期待される。自己骨髄細胞を用いた療法による効果と関連しているかの検討が重要と考
える。 
 
A. 研究目的 
自己骨髄細胞を用いた療法はその有効性が
示されつつあるが、その作用点は複数ある
と考えられる。肝臓自身が持つ恒常性維持
機構を高める作用もその一つであると考え
られる。それ故、 
肝臓内に障害・老化・形質転換した不適切
な細胞が生じた場合、これら不適切な細胞
を除去し肝臓の恒常性を保つ機構を明らか
にすることは重要である。また、恒常性維
持機構の増強ができれば、予防医学に貢献
できる。それ故、本研究では、我々が新た
に見出した免疫系とは独立した異常細胞の
排除機構の解析を目的とした。 

 

B. 研究方法 
各種のヒトがんに器官サイズを制御する
Hippo シグナル伝達経路および標的分子
YAPが関与することが国内外の研究者から
報告されている。そこで活性化型 YAPをモ

ザイク状に正常肝臓に導入することで、異
常肝細胞を正常肝細胞集団の中に誘導した。
モザイク発現を可能にする hydrodynamic 
tail vein injection (HTVi)法を用いて、マウ
スの尾静脈からプラスミド DNA を導入し
た。野生型 B6 マウスや免疫不全マウス
NOGマウス、細胞運命を追跡可能な ROSA
マウスを用いて、異常肝細胞の運命を解析
した。さらに本細胞応答に関与する遺伝子
発現を cDNAアレイによって解析した。 

 

C. 研究結果 

活性型 YAP を発現する異常肝細胞が、免

疫系の有無に関わらず、遺伝子導入後７日

以内に排除されることを見出した。細胞死

による排除ではなく、管腔側への突き出し

が原因であった。興味深いことに、抜けた

空間を埋めるように代償性増殖も観察され



た。これら誘導された細胞応答は cDNAア

レイの結果からも支持された。 

 

D. 考察 
本研究で、免疫依存性の異常細胞排除機構
に加えて、免疫非依存性の異常細胞排除機
構が存在することが明らかになった。本現
象は、肝臓が本来持つ恒常性維持機構だと
推察される。本機構を高める方法は、新た
な肝疾患に対する療法に繋がることが期待
される。自己骨髄細胞を用いた療法の有効
性の一端はこの機構の能力向上であるかを
検討することは今後の重要な課題であると
考えられる。肝疾患に対する療法のみなら
ず、予防医学への貢献も期待できる。 
 

E. 結論 
成体肝臓が内包する免疫非依存性異常細胞
排除機構を発見した。正常肝細胞集団の中
に異常な肝細胞が生じると作動する恒常性
維持機構と考えられる。本機構に関与する
分子機構の解明が期待される。また、自己
骨髄細胞を用いた療法による効果との関連
が興味深い。 
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研究要旨： 
【目的】肥満の脂肪組織では細胞死に陥った脂肪細胞をマクロファージが取り囲んで貪食
する組織像として crown-like structure（CLS）が良く知られており、CLSを構成するマク
ロファージはmonocyte attractant protein-1 (MCP-1)/C-C motif chemokine receptor 2 
(CCR2)系を介して浸潤するものと考えられている。我々は、独自に開発した NASHモデル
であるメラノコルチン 4 型受容体欠損マウス（MC4R-KO）を用いて、NASH に特徴的な
病理組織マーカーである hepatic crown-like structure（hCLS）が炎症・線維化の起点とな
ることを報告した。本研究では NASH発症過程におけるマクロファージの動態・hCLS形
成におけるMCP-1/CCR2系の機能的意義を検討した。 
【方法】MC4R-KO マウスに野生型あるいは CCR2-KO マウスの骨髄を移植し、4 週間の
回復期間の後に 20週間の高脂肪食負荷により NASHを誘導した。 
【成績】CCR2-KO マウスの骨髄を移植した MC4R-KO マウスでは脂肪組織におけるマク
ロファージ浸潤と CLS 形成が減少した。肝非実質細胞分画を用いた FACS 解析により
CD11bhi浸潤性マクロファージの消失が確認されたが、肝組織学的解析では対照群と同程度
に hCLSが観察され、炎症性マーカーの発現にも変化は認められなかった。肝線維化面積・
αSMA陽性面積および線維化マーカーの発現にも変化はなかった。 
【考案】脂肪組織 CLS とは異なり、hCLS は MCP-1/CCR2 系非依存的に形成されると考
えられた。脂肪を蓄積して細胞死に陥った肝細胞と常在性マクロファージの相互作用によ
りマクロファージの機能的変化が誘導され、炎症・線維化機転が促進されることが示唆さ
れた。 
 
研究協力者氏名 : 菅波 孝祥、伊藤 美智子 

 

A. 研究目的 

非アルコール性脂肪性肝炎（NASH: 

non-alcoholic steatohepatitis）はメタボリ

ックシンドロームの肝臓における表現型と

考えられており、栄養性に肝硬変や肝癌を

発症する病態として注目されている。肥満

の程度が比較的軽度の本邦においても成人

の約 30%に脂肪肝が認められ、NASHの有

病率は約 1％にのぼると想定されている。

今後、NASHを原因とする肝硬変・肝癌の

増加が予測されるため、病態の理解と予防

あるいは早期の治療が喫緊の課題である。 

 従来、肥満に合併する糖脂質代謝障害を

背景とし、NASHを経て肝細胞癌を発症す

る動物モデルが存在しないことが、NASH

研究の障壁となってきた。我々は、摂食調

節に重要なメラノコルチン 4 型受容体欠損

マウス（MC4R-KO マウス）が、高脂肪食

負荷により脂肪肝から NASH・肝細胞癌を

発症することを報告し（Am. J. Pathol. 

179: 2454-2463, 2011）、本モデルを用い

て NASHの病態解明に取り組んできた。 

 近年、全身の軽度の慢性炎症がメタボリ

ックシンドロームの基盤病態を形成するこ

とが明らかになってきた。肥満の脂肪組織

では細胞死に陥った脂肪細胞をマクロファ

ージが取り囲む crown-like structure（CLS）

がよく知られており（J. Lipid Res. 46: 

2347-2355, 2005）、CLS を構成するマク

ロファージは CD11c 陽性であることが報



告されている（ J. Clin. Invest. 117: 

175-184, 2007）。昨年度までに我々は

NASHを発症したMC4R-KOマウスの肝臓

では細胞死に陥った肝実質細胞をマクロフ

ァージが取り囲む組織像（hCLS: hepatic 

crown-like structure）が多数認められるこ

と、hCLS 数は肝線維化面積と正の相関を

示すこと、hCLS 近傍にコラーゲンの沈着

および αSMA陽性筋線維芽細胞が認められ

ることを見出した（PLoS ONE 8: e82163, 

2013 ） 。 さ ら に 、 hCLS は ヒ ト

NAFLD/NASH においても認められること

を確認している。本年度は、hCLS を構成

するマクロファージの動態を解析した。 

 

B. 研究方法 

1. マウス骨髄移植 

骨髄ドナーとしてGFPおよびCCR2-KOマ

ウスの大腿骨、脛骨を採取し、周辺の筋肉

を除去後に両端を切断した。3%FBS/PBS

にて骨髄細胞をフラッシュし、ACKバッフ

ァーを用いて溶血処理を行った。骨髄細胞

を PBS にて洗浄し、1x10^7 個/ml になる

ように調整した。レシピエントである野生

型およびMC4R-KOマウスに 7.5Gyの γ線

照射を行い、骨髄液を 0.3ml ずつ尾静脈よ

り投与した。4 週間の回復期間を置き、骨

髄が 90％以上置換されていることを確認

し、高脂肪食負荷を行った。 

2. 肝非実質細胞分画の FACS解析 

麻酔下にマウスの腹部を切開し、門脈から

PBS15ml を灌流した。1 個体につき 5ml

の Hanks’ Balanced Salt Solution (Ca, Mg 

(+)) / type IV collagenase 1mg/ml / 

DNaseI 50μg/ml）を使用し、GentleMACS  

(Miltenyi社)を用いて細胞を分散した。30% 

Percollに懸濁して1800rpm, 4℃, 15min遠

心し、沈殿した細胞を肝非実質細胞分画と

して使用した。1x106 個の細胞を 50μl の

FACSバッファーに懸濁し、Fc block後に

CD45, CD11b, F4/80抗体を各0.5μlずつ加

え、氷上で 10min反応させた。細胞をバッ

ファーで洗浄し、死細胞除去のため 7-AAD

を加えて FACS解析に供した。 

3. 組織学的解析 

脂肪組織および肝臓を 10%中性緩衝ホルマ

リンで固定し、パラフィン切片を作成した。

Sirius red 染色および F4/80・αSMA 免疫

染色を行い、画像解析ソフト Winroof

（Mitani Co.）を用いて Sirius red・F4/80・

αSMA 陽性面積を測定した。脂肪組織にお

ける F4/80陽性細胞数、CLS数、および肝

臓における hCLS 数は目視にてカウントし、

単位mm2当たりに換算した。 

 

C. 研究結果 

1. 脂肪組織の解析 

精巣上体周囲脂肪組織の F4/80 染色を行っ

たところ、野生型マウスと比較して

MC4R-KOマウスでは F4/80陽性マクロフ

ァージが増加しており、CLS数も著明に増

加していた（図 1）。骨髄の CCR2 を欠損

すると浸潤マクロファージ数、CLS数は有

意に減少した（図 1）。 

2. 肝臓におけるマクロファージ分画の変

化 

肝臓の非実質細胞分画の FACS解析におい

て、CD45陽性細胞を F4/80、CD11bにて

展開すると、F4/80 を高発現するマクロフ

ァージ（F4/80hi）と、CD11bを高発現する

マクロファージ（CD11bhi）が存在するこ

とが知られている。NASH の発症により



F4/80hi マクロファージの割合に変化は認

められなかったが、CD11bhi マクロファー

ジ分画が著明に増加し、骨髄の CCR2を欠

損することによりこの変化が消失すること

が明らかになった（図 2）。 

3. 肝臓における炎症・線維化変化 

F4/80染色では骨髄の CCR2を欠損しても

対照群の MC4R-KO マウスと同程度に

F4/80 陽性細胞が認められ、hCLS の数に

も変化はなかった（図 3）。また、炎症性

マーカーである TNFα や CD11c の発現に

も変化は認められなかった（図 3）。HE染

色では NASH に特徴的とされる肝細胞風

船様変性や炎症細胞浸潤も同等に認められ、

線維化・αSMA 陽性面積、線維化マーカー

（COL1A1, TIMP1）の発現にも変化はな

かった（図 4）。 

 

D. 考察 

MC4R-KOマウスにおいて骨髄の CCR2を

欠損させると脂肪組織へのマクロファージ

浸潤、CLS形成が抑制されたことから、既

報と同様に脂肪組織 CLS は MCP-1/CCR2

系を介して浸潤したマクロファージが寄与

していると考えられた。一方、肝臓では

FACS 解析において認められる CD11bhiマ

クロファージは MCP-1/CCR2 系依存的と

考えられ、hCLSは F4/80hiマクロファージ

が中心となり、MCP-1/CCR2系非依存的に

形成されることが示唆された。 

 これまでの検討において hCLSが炎症・

線維化の起点となって NASH の病態形成

に寄与することが示唆されている。hCLS

の形成機序や機能的変化には不明な点も多

いが、hCLSの詳細を明らかにすることで、

これまで原因が不明であった NASH の発

症機序を解明する重要な手がかりとなり、

新規バイオマーカーの探索や新しい治療法

の開発に繋がると期待される。 

 

E. 結論 

脂肪組織 CLS とは異なり、hCLS は

MCP-1/CCR2 系非依存的に形成されるこ

とが示唆された。脂肪を蓄積して細胞死に

陥った肝実質細胞と常在性マクロファージ

の相互作用によりマクロファージの機能的

変化が誘導され、炎症・線維化機転が促進

されることが示唆された。 
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研究要旨： 
【目的】わが国では慢性ウイルス性肝炎や非アルコール性脂肪肝炎の進行に伴う肝硬変や
肝細胞癌の発生が高頻度に見られ、その対策が急務となっている。肝硬変症例に対する次
世代型自家骨髄細胞移植療法の確立を目的として、本研究者らが独自に同定した骨髄細胞
に由来する新規の線維肝再生促進因子 Opioid growth factor receptor-like 1 (OGFRL1) に
ついて、その組織発現分布と機能解析を行った。 
【方法】C57BL/6の雄性および雌性マウスから各臓器を摘出し、RNAを抽出した上で、内
因性 OGFRL1の発現を Real time RT-PCR法により定量解析した。また、CRISPR/Cas9
ゲノム編集技術を用いて OGFRL1遺伝子の欠損 (KO) マウスを作製し、その表現型につい
て肝再生の面から検討した。 
【成績】内因性 OGFRL1の発現は、脳神経系組織において最も高く、次いで肺、脾臓、骨
髄、肝臓の順に認められた。CRISPR/Cas9ゲノム編集技術を用いて、数塩基対から最長で
数百塩基対の欠損を示す、複数系統の OGFRL1 KOマウスを得た。その表現型の検討では、
同マウスは正常に誕生・発育し、未処理状態の肝組織には明らかな組織学的異常は認めら
れなかった。しかしながら、野生型マウスに比較して、70%部分肝切除後の肝細胞の DNA
合成の低下と細胞分裂の遅延が認められ、OGFRL1 が肝再生に密接に関連する因子である
ことが証明された。 
【考案】OGFRL1 発現レンチウイルスを骨髄間葉系幹細胞に感染させた上で経脾臓的に投
与した先行実験では、部分肝切除後の線維肝の再生促進とともに、cyclin B1/B2/A2をはじ
めとする細胞回転・細胞分裂に関わる遺伝子群発現がいずれも１０倍程度増加していた。
今回の OGFRL1 KOマウスを用いた実験結果はこれを裏付けるもので、OGFRL1を用いた
線維肝再生治療法の開発を目指す上で重要な所見が得られた。 
 
A. 研究目的 

我が国では、Ｂ型ならびにＣ型肝炎ウィ

ルスの持続感染による慢性肝炎から肝硬

変・肝癌への進展が、大きな社会問題とも

なっている。加えて近年では、メタボリッ

ク症候群の肝病変として、線維化の進展と

ともに肝硬変から肝癌を合併する非アルコ

ール性脂肪肝炎(NASH)の対策が重要とな

っている。進行した肝硬変症例に対しては

肝移植が唯一の治療法だが、ドナー数の圧

倒的不足により実施例は今なお限定的であ

る。したがって、肝線維化のメカニズムを

解明し、肝移植に代わる新たな治療法を確

立することは、臨床的また社会的にも重要

かつ喫緊の研究テーマである。 

近年、肝硬変症例に対する自家骨髄細胞

移植が積極的に試みられている。しかしな

がら、細胞治療に際してどのような細胞分

画を用いるのが最も効果的であるかという

点は、充分に解明されていない。加えて、

自家骨髄細胞に対して、線維肝の再生を促

進するような ex vivo処理を行い、高機能化

した上で患者体内に投与するような次世代

型の細胞治療戦略も確立されていない。 

 そこで本事業の最終年度となる 2014 年

度は、骨髄間葉系幹細胞の体外修飾に基づ

く次世代型の細胞治療法を臨床応用に結び

つけるため、本研究者らが自ら同定した骨

髄細胞に由来する新規の線維肝再生促進因
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 OGFRL1は、四塩化炭素の反復投与によ

り作製した実験的肝硬変症からの回復過程

において、線維肝組織へと浸潤した骨髄細

胞が産生する新規の再生促進因子として、

本研究者らによって独自に同定された。実

際、OGFRL1を発現する組換え型レンチウ

イルスを骨髄間葉系幹細胞 (MSC)に感染

させた上で経脾臓的に投与した先行実験で

は、線維化の改善とともに部分肝切除後の

線維肝の再生促進が認められた。この際、

OGFRL1発現MSCを投与した肝組織にお

いては、cyclin B1/B2/A2をはじめとする細

胞回転・細胞分裂に関わる遺伝子群発現が

いずれも１０倍程度増加していた。今回の

OGFRL1 KO マウスを用いた実験結果は、

これを裏付ける所見であり、OGFRL1が肝

再生に密接に関連する因子であることが証

明された。 

肝硬変症例に対する自家骨髄細胞移植に

おいて、どのような細胞分画を用いるのが

最も効果的であるかという点は、充分に解

明されていない。MSCはその有力な細胞ソ

ースの１つとされているが、本研究者ら昨

年度までに行った検討では、培養に伴って

MSC が 有 す る matrix 

metalloproteinase-13 産生能は極端に低下

し、移植に必要な充分数の MSC を得る際

にその機能低下が問題となっていた。自家

MSC に対して、OGFRL1 発現を誘導する

など線維肝の再生を促進するような ex 

vivo 処理を行い、高機能化した上で患者体

内に投与することは、次世代型の細胞治療

法として有用な手段となることが期待され

る。 

 

E. 結論 

 本研究者らが独自に同定した、新規の線

維肝再生促進因子 OGFRL1について、その

組織発現分布と KO マウスを用いた機能解

明に着手した。OGFRL1は組織特異的発現

分布を示すユニークな因子であり、その機

能を解明し肝再生に対する促進機序を明ら

かにすることは、肝硬変症に対する安全か

つ効率よい再生治療法の開発を目指す上で

重要な情報をもたらすものと思われる。 
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研究要旨： 
【目的】 
皮下脂肪組織由来間葉系幹細胞の投与による肝硬変モデルマウスに対する効果の検討 
【方法】 
マウスに高脂肪食を投与し、NASH 肝硬変モデルを作成した。このモデルに GFP マウス皮下脂肪
組織由来の間葉系幹細胞(ASC)に MMP2 を強制的に発現させたものを作製し、2x105個の細胞を
門脈経由で投与した。１週間後に肝臓組織を採取して、組織学的検討を行った。 
【成績】 
ASCにMMP2を強制的に発現させると、in vitroではコラーゲンを分解できることを確認した。NASH
肝硬変モデルに移植して組織学的に検討したところ、一部の細胞の生着は認めたが、明らかな線
維化の改善は認められなかった。 
【考案】 
これまでの検討で、投与細胞数を多くすると塞栓像が認められたために、今回は投与細胞数を減
らしたので、塞栓自体は抑制できたが、一方で生着細胞数も少なくなり、線維化の改善につながら
なかった可能性が示唆された。 
 

A. 研究目的 

 生体肝移植に代わる次世代の肝再生療法の

開発は、肝硬変症患者の救命のために喫緊の

課題である。肝硬変患者に対する自己骨髄細

胞を用いた細胞移植療法の効果が報告されて

おり、特に骨髄細胞の抗線維化作用が注目さ

れている。骨髄には造血幹細胞以外に多能性

をもつ間葉系幹細胞の存在が知られている。一

方脂肪組織にも骨髄と同様に多分化能をもつ

間葉系幹細胞が存在するので、肝硬変の治療

に使えるのではないかと考えた。これまでに

我々は脂肪由来の間葉系幹細胞はマウスの急

性肝炎モデルに投与をすると効果があることを

確認している。そこで今回はマウスの肝硬変モ

デルを作成して、脂肪由来の間葉系幹細胞を

移植した場合の効果を検討することを目的とし

た。 

 

 

B. 研究方法 

脂肪組織由来の間葉系幹細胞(ASC)の分離 

 GFP マウス (C57BL/6 由来, ♀ 10 週齢) 

の鼠径部の脂肪塊を摘出して phosphate 

buffered saline (PBS) で 洗浄 し て 、 control 

medium [Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM, low-glucose;  GIBCO) + 10% fetal calf 

serum (FCS; GIBCO) + 1% 

penicillin-streptmysin (SIGMA)]の入った dish 

に移した後、メスで 2-3 mm まで細かく刻み、

CO2 incubator 内で 1 時間培養した。脂肪塊を

遠心 (1,300 rpm , 6 min , room temperature) 

し、液体を吸引し、0.12 % type1 collagenase 

( Wako ) を加え、37 ℃で振盪 ( 30 min )し、細

胞を解離した。解離した細胞に  control 

medium を加え、遠心 (1300 rpm , 6 min , room 

temperature) し、上清及び沈まなかった細胞を

吸引したものを SVF(stromal vascular fraction)と

した。 



細胞培養

 SVF

線維芽細胞増殖因子：

で resuspend 

× 10

日に 

て再播種した。細胞を

けた後、

sulphoxide (DMSO) (SIGMA) 

素中で凍結保存するか、または実験に使用し

た。 

 

ASC に

 レトロウイルス（

耐性遺伝子を導入したものを作製し、

ASC に

択培養した。

細胞抽出液と培養上清を採取し、その

の活性はゼラチンザイモグラフィーアッセイキッ

トを使用して

 

肝硬変モデルマウスの作製と移植実験

 C57/BL6

を多く含む

を３ヶ月間にわたって投与し、

デルを作製した。このマウスに同系

の MMP2

回盲部の腸間膜静脈から門脈に注入した

（n=4）。

学的検討を行い、細胞移植をしなかった群と比

較した。

い、KEYENCE

を用いて、肝臓の各葉（内側右葉、外側左葉、

外側右葉、尾状葉）の総面積に対して赤く陽性

に染まる面積の割合を求めた。

細胞培養 

SVF を control medium 

線維芽細胞増殖因子：

resuspend し、

106 / 10 cm dish

 1 回行い、 

て再播種した。細胞を

けた後、 control medium + 10 % dimethyl 

sulphoxide (DMSO) (SIGMA) 

素中で凍結保存するか、または実験に使用し

 

に MMP2 遺伝子を強制発現

レトロウイルス（pMY

耐性遺伝子を導入したものを作製し、

に transfection

択培養した。  

細胞抽出液と培養上清を採取し、その

の活性はゼラチンザイモグラフィーアッセイキッ

トを使用して in vitro

肝硬変モデルマウスの作製と移植実験

C57/BL6 マウスに離乳直後より

を多く含む高脂肪食

を３ヶ月間にわたって投与し、
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較した。線維化の程度はシリウスレッド染色を行
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control medium または

線維芽細胞増殖因子：10ng/ml)

し、40 μm filter 

/ 10 cm dishに播種した。培地交換は

 1 週間後にトリプシン処理し

て再播種した。細胞を Passage 5 
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GFP

性をもつ二次抗体で赤く発色させた。

 

C. 研究結果

ASC

 レトロウイルスで

後、puromycin

液と培養上清を採取し、

ーアッセイを行った。

図１のごとく、細胞抽出液と培養上清ともに

MMP2

図１ 

ASC

コラーゲンの分解を検討した。

置で最もコラーゲンが分解された。

 

NASH

 培養した

図２に移植後１週間の組織像を示す。

性細胞が赤く染まっており、移植細胞の生着が

認められた。

 

GFP陽性細胞は抗

性をもつ二次抗体で赤く発色させた。

研究結果 

ASC に MMP2 遺伝子を強制発現

レトロウイルスで

puromycin で生き残った細胞から細胞抽出

液と培養上清を採取し、

ーアッセイを行った。

図１のごとく、細胞抽出液と培養上清ともに

MMP2 の酵素活性があることを確認した。

 ゼラチンザイモグラフィーアッセイ

ASC の細胞抽出液と培養上清を電気泳動して

コラーゲンの分解を検討した。

置で最もコラーゲンが分解された。

NASH モデルへの移植実験

培養した ASC 2

図２に移植後１週間の組織像を示す。

性細胞が赤く染まっており、移植細胞の生着が

認められた。 
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ゼラチンザイモグラフィーアッセイ
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置で最もコラーゲンが分解された。
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20 万個を門脈から移植した。

図２に移植後１週間の組織像を示す。
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所属機関 ： 金沢大学  職名 ： 准教授 

 
研究要旨： 
【目的】間葉系幹細胞は，骨細胞，軟骨細胞，脂肪細胞への分化能に加え，肝細胞への分化能も
報告されている．また，強力な抗炎症効果を有する．脂肪組織には間葉系幹細胞が豊富に含ま
れ、脂肪組織由来間質細胞（ADSC）を用いた肝疾患に対する再生療法への応用開発が期待され
るが、その治療効果機序には不明な点が多い。本研究では Concanavalin A (ConA)誘導肝炎モデ
ルマウスを用いて，ADSC による炎症についての治療効果機序を検討した． 
【方法】C57BL/6マウスに対しConcanavalin Aを経尾静脈的に投与し、ConA誘導肝炎モデルマウ
スを作成した。脂肪組織由来間質細胞をC57BL/6マウスの皮下脂肪組織より分離、培養継代し獲
得した。ConA 誘導肝炎モデルマウスに対して、ADSC を経尾静脈的に投与し、血液生化学所見、
および肝組織における免疫染色、遺伝子発現解析による検討を行った。 
【成績】ConA 誘導肝炎モデルマウスにおいて投与後 6～24 時間後の血清 ALT 活性値および
LDH活性値上昇を確認した。一方、ADSC投与により血清ALT活性値およびLDH活性値は有意
な改善を認め、ADSC による治療効果を確認した。ConA 誘導肝炎モデルマウス肝組織内におい
て CD4+、CD11b+、Gr-1+、F4/80+炎症細胞の浸潤が確認されたが、肝組織内 CD11b+、Gr-1+、
F4/80+細胞集簇は、ADSC投与により著明に抑制された。また、ADSC を投与した ConA 肝炎マウ
スの肝組織の遺伝子発現解析により、ADSC による肝炎抑制効果は、ミエロイド系炎症細胞の抑制
によることが示唆された。 
【考案】ADSC 投与による ConA 肝炎の治療効果は、ミエロイド系細胞の抑制によることが示され、
ADSC 投与による肝再生修復効果、機序に関する知見が得られた。 
 

A. 研究目的 

脳死肝移植の件数が伸び悩むなか、細胞

移植による再生医療は大きく注目されている。

特に間葉系幹細胞は多分化能および抗炎症

作用の報告があり、また自己由来の細胞を用

い、遺伝子操作を行わないことから再生療法

への応用・開発が強く期待されている。一方で

治療効果機序には不明な点が多い。本研究

では Concanavalin A (ConA)誘導肝炎モデル

マウスを用い，ADSC による治療の効果と機序

の詳細を検討した． 

 

B. 研究方法 

C57BL/6 マウスに対し Concanavalin A を経

尾静脈的に投与し、ConA 誘導肝炎モデルマ

ウスを作成した。脂肪組織由来間質細胞を

C57BL/6 マウスの皮下脂肪組織より分離、培

養継代し獲得した。ConA 誘導肝炎モデルマ

ウスに対して、ConA投与 3時間後にADSCを

経尾静脈的に投与した。ConA投与24時間後

に血液を採取し、血清 ALT 活性値および

LDH活性値を確認した。肝組織を採取し CD4, 

CD11b, Gr-1, F4/80 抗体を用いた免疫染色

を行い検討した。また、肝組織より RNA を抽出

しDNAマイクロアレイにより遺伝子発現解析に

よる検討を行った。 

 

C. 研究結果 

ConA 誘導肝炎モデルマウスにおいて投与

後 6～24 時間後の血清 ALT 活性値および

LDH 活性値上昇を確認した。血清 ALT 活性

値および LDH 活性値は ConA 投与 3 時間後



にADSC投与を投与したところ、ConA投与24

時間後において有意に低下しており、ADSC

による治療的効果を確認した。ConA誘導肝炎

モデルマウス肝組織に対する免疫組織化学染

色をおこない CD4+、CD11b+、Gr-1+、F4/80+

炎症細胞の浸潤が確認した。ConA 肝炎にお

ける肝組織内において CD11b+、Gr-1+、

F4/80+細胞集簇は、ADSC 投与により著明に

抑制された。また肝組織より RNA を抽出し

DNAマイクロアレイにより遺伝子発現解析を行

った。ADSC 投与により発現変化が生じた 309

遺伝子に関する階層クラスタリングで、細胞投

与群とコントロール群に判別され、NCBI より公

開されている造血系細胞の遺伝子発現データ

(GSE27787)と比較したところ、Gr-1陽性細胞、

Mac1 陽性細胞と主に関連することが示され、

これらの細胞が治療標的であることが示唆され

た。 

 

D. 考察 

ADSC 投与による肝炎の予防および治療効

果機序として、ミエロイド炎症細胞の抑制が重

要であることが示された。 

 

E. 結論 

脂肪組織由来間質細胞投与による肝再生

修復効果、機序に関する知見が得られた。 
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研究要旨： 
【目的】 肝硬変症に対する自己骨髄細胞投与[Autologous Bone Marrow Cell Infusion (ABMi)]療
法は患者本人の骨髄細胞を採取して再注入する治療である。本邦における肝硬変患者の 8 割以
上が B 型肝炎ウイルス(HBV)もしくは C 型肝炎ウイルス(HCV)の感染が原因であり、実際に採取さ
れた骨髄細胞中にこれら肝炎ウイルスの感染が認められるのかを明らかにすることは重要である。
今回、既に確立されたHBV DNA と HCV RNAの定量系を用いて、ABMi 療法の際に採取・保存さ
れた骨髄細胞にHBV DNA または HCV RNA が検出されるか検討し、検出される場合はその定量
を行う事を目的とした。 
【方法】  
山口大学・山形大学附属病院において ABMi 療法を施行された 15 名の患者（HBs 抗原陽性・
HCV抗体陽性：1名、HBs抗原陰性・HCV抗体陽性：9名、HBs抗原陰性・HCV抗体陰性：5名）
から採取され、保存された骨髄細胞を用いて HBV DNA と HCV RNA をそれぞれ定量した。 
【成績】 
1 例の HBs 抗原陽性者では HBV DNA 量が 1.8 log copies/106PBMCs と陽性であった。しかし、
HBs抗原陰性・HCV抗体陽性者、HBs抗原陰性・HCV抗体陰性者は全てHBV DNAとHCV RNA
はともに検出感度以下であった。 
【考案】 
B 型肝炎患者の骨髄細胞中には HBV DNA が検出されたがその量は極めて低値であった。C 型
肝炎患者では HCV RNA は検出感度以下であり、存在しないか、存在したとしてもごく少量である
可能性が示唆された。 
 
共同研究者  
田中榮司 信州大学医学部内科学第二・教授 

 

A. 研究目的 

肝硬変症に対する自己骨髄細胞投与

[Autologous Bone Marrow Cell Infusion 

(ABMi)]療法は患者本人の骨髄細胞を採取し

てこれを再注入する治療であり、施行後に肝

機能予備能の改善が認められる。本邦におけ

る肝硬変患者の 8 割以上が B型肝炎ウイルス

(HBV)または C 型肝炎ウイルス(HCV)の感染

が原因である。患者自身の骨髄細胞を注入す

るとはいえ、実際に骨髄細胞中にこれらの肝

炎ウイルスが感染しているのかは重要な問題

である。しかし、これまで充分な検討はなされ

ていない。 

ABMi 療法の際に採取・保存された骨髄細

胞を用い、HBV DNA と HCV RNAの存在を確

認した。 

 

B. 研究方法 

山口大学医学部附属病院、山形大学医学

部附属病院で ABMi 療法を施行された計 15

名の患者（HBs抗原陽性・HCV抗体陽性：1名、

HBs 抗原陰性・HCV 抗体陽性：9 名、HBs 抗

原陰性・HCV 抗体陰性：5 名）から採取され、

保存された骨髄細胞を用いて HBV DNA と

HCV RNA をそれぞれ定量した。 

 

C. 研究結果 

ABMi 療法で採取された骨髄細胞中の肝炎

ウイルスの定量： HBs 抗原陽性であった１例



では、骨髄細胞中に HBV DNA が検出され、

その量は 1.8 log copies/106PBMCs であった。

この他の 14 例、すなわち、HBs 抗原陰性・

HCV 抗体陽性の 9 例と HBs 抗原陰性・HCV

抗体陰性の 5例は、全例でHBV DNA と HCV 

RNA がともに検出感度以下であった。 

 

D. 考察 

今回の検討では、15例のABMi療法施行患

者の保存骨髄細胞を用いてHBV DNAとHCV 

RNAの測定を行ったが、HBs抗原陽性の 1例

では HBV DNA が骨髄細胞中に検出された。

実 際 の 定 量 範 囲 は 1.7 ～ 5 log 

copies/106PBMCs であるので高感度の測定系

を用いても検出感度ぎりぎりの量であった。C

型肝炎患者においても、骨髄細胞中の HCV 

RNA はいずれの検体でも検出感度以下であり、

存在しないか、存在してもごく少量と考えられ

た。考慮しなければいけない点として骨髄細

胞の採取時に PCR 阻害物質であるヘパリンを

使用している事である。使用量はごく少量であ

る点、骨髄細胞から核酸を抽出する前にも洗

浄をしている点からヘパリンの PCR への影響

は少ないと考えられる。 

 

E. 結論 

B型肝炎患者の骨髄細胞中にはHBV DNA

が極少量存在することが示された。C 型肝炎

患者の肝細胞中にはHCV RNA は存在しない

か、存在しているとしても極少量である可能性

が示唆された。ただし、少数例での検討であり、

今後、症例を増やして検討をすることが必要で

ある。 
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平成 24～26年度厚生労働科学研究費補助金  
(肝炎等克服実用化研究事業（肝炎等克服緊急対策研究事業)） 

分担研究報告書 
 

「肝線維化における CTGFの意義と新規治療標的としての可能性」 
 

平成 24年度研究分担者氏名 ： 竹原 徹郎 
所属機関 ： 大阪大学大学院医学系研究科 職名 ： 教授 
平成 25～26年度研究分担者氏名 ： 疋田 隼人 
所属機関 ： 大阪大学大学院医学系研究科 職名 ： 特任助教 
 
研究要旨： 
【目的】 
肝線維化は慢性肝炎/肝硬変の中心的病態であるが、その制御機構は複雑で未だ不明な点が
多い。我々は以前、肝線維化が自然発症する P53 が持続活性化したマウスの肝組織を用い
てマイクロアレイ発現解析を行った結果、線維化の進行したマウスにおいて

CTGF(connective tissue growth factor)の著しい上昇が認められた。そこで本研究では肝線
維化における CTGFの意義と新規治療標的としての可能性について検討した。 
【方法・成績】 
野生型マウスに総胆管結紮術(BDL)や四塩化炭素(CCl4)投与により肝線維化を誘導し、肝組
織中 CTGFの発現を検討すると、いずれの線維化モデルでも CTGFの上昇が認められた。
またヒト肝細胞癌切除例における非腫瘍部肝組織中の CTGF の発現量を評価すると、線維
化の進展とともにCTGFの発現上昇を認めた。次にCTGFの産生源について検討するため、
線維化刺激後のマウス肝臓から肝細胞と肝非実質細胞を単離すると、BDL/CCl4 いずれの
モデルにおいても、肝細胞、肝非実質細胞両者とも CTGF の発現上昇を認めた。そこで肝
細胞特異的 CTGF欠損マウス(Alb-Cre CTGFflox/flox：CTGFΔhepマウス）、肝星細胞特異的
CTGF欠損マウス(GFAP-Cre CTGFflox/flox：CTGFΔHSCマウス）、polyI:C誘導性肝細胞・
肝非実質細胞 CTGF欠損マウス(Mx1-Cre CTGFflox/flox：CTGFΔhep+NPCマウス）を作成
し、BDL/CCl4 による線維化刺激後の肝組織中 CTGF 発現レベルを評価すると、いずれの
線維化モデルにおいても CTGFΔhep+NPCマウスでのみコントロールマウスに比し有意な
発現低下を認めた。肝線維化形成における CTGF の意義について検討するため、肝星細胞
株 LX-2細胞に対し recombinant CTGFを添加すると、α-SMA、Col1a1の発現が上昇し、
肝星細胞の活性化を認めた。また CTGFΔhep マウス、 CTGFΔHSC マウス、
CTGFΔhep+NPC マウスにおいて BDL 後の線維化レベルについて評価すると、
CTGFΔhep+NPCマウスにおいてのみ線維化の軽減を認めた。 
【考案】 
CTGF は肝細胞と肝非実質細胞の両者から協調して産生され、線維化の進展とともに発現
上昇し、肝星細胞を活性化して線維化に対し促進的に作用していることが示唆された。

CTGFは肝線維化に対する有効な治療標的になり得ると考えられ、今後 CTGFを標的とし
た治療の開発が期待される。 

 

H24年度；研究協力者：疋田隼人、小玉

尚宏、川口司 

H25年度以降；研究協力者：竹原徹郎、

川口司、牧野祐紀 

 



A. 研究目的 

肝線維化は慢性肝炎/肝硬変の中心的病

態であるが、その制御機構は複雑で未だ不

明な点が多い。我々は以前、肝線維化が自

然発症する P53が持続活性化したマウスの

肝組織を用いてマイクロアレイ発現解析を

行った結果、線維化の進行したマウスにお

い て CTGF(connective tissue growth 

factor)の著しい上昇が認められることを見

出している。CTGF は肝線維化への関与も

想定されているが、未だ十分な解析は行わ

れていない。そこで今回、マウス肝線維化

モデルを用いて肝線維化進展における

CTGF の意義検討し、肝線維化抑制を目指

した新規治療法の開発につなげることを目

的とした。 

 

B. 研究方法 

マウス肝線維化モデルとして、総胆管結紮

術(BDL)及び四塩化炭素(CCl4)投与モデル

を検討した。BDL モデルでは BDL 施行後

3 週間の時点で、四塩化炭素投与モデルで

は、0.5mg/kgを週 2回合計 6週間投与して、

最終投与後 24 時間の時点で評価を行った。

各線維化モデルマウスにおいて肝組織中の

CTGF 遺伝子発現、線維化の程度について

評価したほか、線維化刺激後のマウスより

初代培養肝細胞を採取し、コラゲナーゼ・

プロナーゼ潅流法を用いて肝実質細胞・非

実質細胞を単離し、各々の CTGF発現量に

ついて評価した。 

 マウスは、CTGFflox/floxと各 Creトランス

ジェニックマウスを交配し、肝細胞特異的

に CTGF を欠損するマウス（Alb-Cre 

CTGFflox/flox：CTGFΔHEP）、polyI:C 誘導

性に肝細胞及び肝非実質細胞でCTGFを欠

損するマウス（MX1-Cre CTGFflox/flox：

CTGFΔLIV）及び肝星細胞特異的に CTGF

を 欠 損 す る マ ウ ス （ GFAP-Cre 

CTGFflox/flox：CTGFΔHSC）を作成した。

これらのマウスに BDL や四塩化炭素投与

を行い、肝組織中の CTGFおよび線維化関

連遺伝子発現、線維化の程度(Sirius Red染

色/ヒドロキシプロリン定量)について検討

した。 

 細胞実験として肝癌細胞株 HepG2 およ

び肝星細胞株 LX-2 を用いて、肝細胞およ

び肝星細胞に対して recombinant TGF-β

や recombinant CTGFで刺激した際の遺伝

子発現の変化について検討した。 

 臨床検体を用いた検討として、ヒト肝細

胞癌切除 93例における背景肝組織(正常肝/

慢性肝炎/肝硬変)と非腫瘍部 CTGF 発現レ

ベルとの関連について検討した。  

遺伝子組み換え実験は、大阪大学遺伝子

組換え安全委員会の承認のもと行った。 

（倫理面への配慮） 

臨床検体を用いた実験は、大阪大学医学

部附属病院の倫理委員会の承認もと、イン

フォームドコンセントを得た上で行った。

すべての動物実験は、大阪大学医学部動物

実験委員会承認のもとで、愛護的に行った。 

 

C. 研究結果 

まず肝線維化とCTGFとの関連について

検討するため、BDL及び CCl4投与による

マウス線維化モデルで、線維化とともに

CTGF が上昇するかを検討した。両モデル

とも線維化刺激によりコラーゲン遺伝子

（Col1a1及びCol1a2）の発現増強を伴い、

シリウスレッド染色による検討で強い線維

化の形成を認めたと同時に、肝組織中の



CTGF の発現上昇を認めた。またヒト肝細

胞癌切除 93例における背景肝組織(正常肝/

慢性肝炎/肝硬変)と非腫瘍部 CTGF 発現レ

ベルとの関連について検討すると、肝線維

化の進展に伴いCTGFの発現上昇を認めた。 

次にCTGFの産生源について検討するた

め、線維化刺激後のマウス肝臓から肝細胞

と肝非実質細胞を単離すると、BDL/CCl4

いずれのモデルにおいても、肝細胞、肝非

実質細胞ともCTGFの発現量はコントロー

ルマウスに比し有意に上昇した。肝細胞お

よび肝非実質細胞がCTGFを産生すること

を確認するため、肝癌細胞株 HepG2 およ

び肝星細胞株 LX-2 を用いて、CTGF の誘

導因子である TGF-β を添加し刺激すると、

HepG2・LX-2いずれも CTGF の発現上昇

を認め、肝細胞・肝星細胞ともに CTGFを

産生することが示唆された。 

そこで肝細胞特異的 CTGF 欠損マウス

(Alb-Cre CTGFflox/flox：CTGFΔhepマウス）、

肝星細胞特異的 CTGF 欠損マウス

(GFAP-Cre CTGFflox/flox：CTGFΔHSCマウ

ス）、polyI:C 誘導性肝細胞・肝非実質細胞

CTGF欠損マウス(Mx1-Cre CTGFflox/flox：

CTGFΔhep+NPC マウス）を作成し、

BDL/CCl4投与後の肝組織中CTGF発現量

についてコントロールマウス(Cre-)と欠損

マウス(Cre+)で比較した。その結果、いず

れの線維化モデルにおいても、CTGFΔhep

マウス、CTGFΔHSCマウスでは CTGFの

発現は低下せず、CTGFΔhep+NPCマウス

でのみ有意な発現低下を認め、CTGF の発

現抑制のためには肝細胞・非実質細胞両者

においてCTGFを抑制する必要があること

が示唆された。 

最後に肝線維化形成におけるCTGFの意

義について検討した。肝星細胞株 LX-2 細

胞に対し recombinant CTGFを添加すると、

α-SMA、Col1a1の発現が上昇し、肝星細胞

の活性化を認めた。また CTGFΔhepマウス、

CTGFΔHSC マウス、CTGFΔhep+NPC マ

ウスにおいて BDL 後の線維化レベルにつ

いてコントロールマウス(Cre-)と比較する

と、各系統ともコントロールマウスと比較

し、血清肝胆道系酵素値は同様に上昇を認

め、胆汁うっ滞刺激は同程度負荷されたが、

CTGFΔhep+NPCマウスにおいてのみ肝組

織中 Col1a1、Col1a2 発現量、シリウスレ

ッド染色陽性領域、ヒドロキシプロリン含

有量が有意に減少し、線維化が軽減した。 

 

D. 考  察 

今回の結果から、CTGF は線維化の進展

とともに肝細胞と肝非実質細胞の両者から

協調して産生され、肝星細胞を活性化して

線維化に対し促進的に作用していることが

示唆された。肝細胞・非実質細胞の両者に

おいてCTGFを阻害することで線維化改善

効果が得られ、CTGF は肝線維化に対する

有効な治療標的になり得ると考えられた。 

 

E. 結  論 

CTGF の抑制は線維化を抑制し、CTGF

は肝線維化に対する有効な治療標的となり

得る。 
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