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Stem cell-based therapy has received attention as a possible alternative to organ transplantation, owing to the ability
of stem cells to repopulate and diŠerentiate at the engrafted site. We transplanted bone marrow-derived mesenchymal
stem cells (BMSCs) into liver-injured rats to test the therapeutic eŠect. Rat bone marrow cells were cultured in the
presence of hepatocyte growth factor (HGF). RT-PCR and immunocytochemical analysis indicated that the BMSCs ex-
pressed the albumin mRNA and the production of protein after cultivation with HGF for 2 weeks. The BMSCs appeared
to diŠerentiate into hepatocyte-like cells in response to the culture with HGF. After labeling with a ‰uorescent marker,
the BMSCs were transplanted into CCl4-injured rats by injection through the caudal vein. The liver was excised and
blood samples were collected 4 weeks later. Engraftment of the transplanted BMSCs was seen with signiˆcant ‰uores-
cence in the injured liver. Transplantation of the BMSCs into liver-injured rats restored their serum albumin level and
suppressed transaminase activity and liver ˆbrosis. Therefore, BMSCs were shown to have a therapeutic eŠect on liver
injury. Recently, we have been trying to use mesenchymal stem cells isolated from dental papilla of discarded human
wisdom teeth. Autologous transplantation of mesenchymal stem cells from bone marrow and dental papilla could be
ethically and functionally promising for stem cell-based therapy.
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1. 緒言

現在，重篤な肝不全患者に対する有効な治療法は

肝臓移植とされているが臓器移植はドナー不足，拒

絶反応，高額医療という極めて深刻な問題を抱えて

いる．そこで肝臓移植に替わる新たな肝疾患治療法

の開発が期待されている．細胞移植はレシピエント

に対する負担が臓器移植に比べ軽く，免疫学的な問

題も少ないと言われている．肝臓移植用のドナー肝

の約 50％がなんらかの理由で使用されず廃棄され

ている現状を考慮すると，未使用肝を凍結保存後複

数のレシピエントに細胞移植を行うことが可能であ

り，肝疾患治療への適用が期待されている．現在ま

で肝細胞移植は劇症肝炎，肝酵素疾患の治療に臨床

で試験的に試みられている．13)さらには肝細胞に

治療用遺伝子を導入後，移植した例も報告されてい

る．4)しかし成熟肝細胞は生体外で増殖させること

は困難であり，臓器移植と同様ドナー不足の問題は

解消し得ない．そこでわれわれは生体に存在する組

織幹細胞に着目し in vitro で増殖させ治療に必要な

細胞数を確保したのちに，目的の細胞へ分化させ移

植を行うことを試みている．この方法は患者自身の

細胞を増殖させて移植用の細胞とするため拒絶反応

はなく，理想的な肝疾患治療法となる可能性を秘め

ている．Terai らは増殖はさせていないが肝硬変患

者に対して自己の骨髄細胞を移植する臨床試験を開

始し，肝機能が向上したことを報告している．5)本

稿においては有望な組織幹細胞の候補として間葉系
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幹細胞を取り上げ，その特性，肝細胞への分化能，

肝傷害モデル動物に対する治癒効果について紹介す

る．

2. 間葉系幹細胞とは

これまで様々な幹細胞が再生医療用の細胞源とし

て検討されてきた．胚性幹細胞（Embryonic stem

cells; ES 細胞）は無限増殖能を有し，あらゆる細胞

に分化が可能であるため注目を集めてきた．6)また

成体に存在する組織幹細胞は多分化能と有限ではあ

るが増殖能を有し，自己細胞を使用することもでき

ることから有用であると考えられている．骨髄由来

の造血幹細胞（hematopoietic stem cells; HSC），7)

多能性体性前駆細胞（multipotent adult progenitor

cells; MAPC），8)間葉系幹細胞（mesenchymal stem

cells; MSC)9)の多分化能がこれまで多数報告され，

テラトーマ形成や倫理的な問題が懸念される ES 細

胞に比べ臨床での使用がより早期に実現するものと

期待されている．

原腸陥入において上皮性の原始外胚葉細胞から上

皮間葉移行により移動性の高い非上皮性の中胚葉

細胞が分化してくる．MSC は中胚葉細胞に由来す

る間葉系組織前駆細胞へ分化する幹細胞であり，胎

生期において組織と組織の間を充填する間充織と呼

ばれる間葉系細胞群の中に存在し，骨，軟骨，脂

肪，筋に分化するものとして認識されていたが，最

近胚葉を超えて，外胚葉系の神経細胞，内胚葉系の

肝細胞へと分化することが報告された．8,10,11) MSC

は成体においては骨髄中で造血細胞の生存，分化を

支持する間質細胞中に存在しており培養により容易

に細胞数を増やすことが可能である．最近では骨髄

以外に脂肪組織，歯髄，臍帯血などから MSC が単

離され注目を集めている．1215)産業技術総合研究所

の大串らは既に変形性関節症の患者に生体外で増殖

させた自己の MSC を移植しその有効性を報告して

いる．16)本稿においては骨髄及び親知らず由来の

MSC の肝細胞への分化と細胞移植の細胞源として

の有用性について筆者らの結果を中心に紹介する．

3. 骨髄由来間葉系幹細胞（bone marrow-der-

ived MSC; BMSC）

3-1. BMSC の肝細胞への分化誘導 肝臓には

肝幹細胞が存在すると予想され卵形細胞，17)肝上皮

細胞，18)小型肝細胞19)などが報告されている．しか

し肝疾患を持つ患者から肝幹細胞を分離することは

現実的ではないことからほかの組織由来の幹細胞を

用いることが望ましいと考えられる．そこで肝不全

時にも採取が可能である骨髄に着目し，分離後培養

により細胞数を増加させ移植を行うことを目指し基

礎的な検討を行った．筆者らは培養した BMSC を

そのまま移植するのではなく in vitro で肝細胞への

分化誘導を行い肝細胞への“方向付け”を行ったの

ちに移植する方が効果が出易いと考えた．

フィッシャー 344 系雄性ラットの大腿骨より骨髄

細胞を採取し，培養用プレートに 2×104 cells/cm2

の密度で播種した．接着性細胞に MSC が含まれて

入るか否かを検討するため骨分化能の評価を行っ

た．骨分化に必要とされる b- グリセロリン酸，ア

スコルビン酸，デキサメタゾンを添加して培養を行

い，骨分化による石灰化を観察した．その結果，カ

ルシウムと親和性のある蛍光色素カルセインを添加

すると石灰化部に蛍光が観察され骨基質の形成が確

認されたことから，MSC の存在と培養系で増幅が

可能であることが示された．続いて肝細胞への分化

誘導条件の検討を行った．基本培地に ITS (insulin-

transferrin-selenium），デキサメタゾン，そして肝

細胞への分化に重要と考えられている肝細胞増殖因

子（hepatocyte growth factor; HGF)20)を添加し培

養を行った．HGF，デキサメタゾンを添加してい

ない群と比較し，2 週間の培養後，添加群では細胞

が大型になるなど明らかな形態変化が観察された．

次に reverse transcriptase-polymerase chain reaction

(RT-PCR）により肝細胞への分化誘導が起きてい

るか否かの検討を行った（Fig. 1）．培養 2 週間，3

週間後にそれぞれ細胞を回収し肝細胞の初期分化

マーカーである a- フェトプロテイン（AFP），成熟

肝細胞のマーカーであるアルブミンの遺伝子発現を

観察した．培養 2 週間後に誘導因子添加群で AFP

の発現があり，3 週間後には AFP は消失し，添加

群の細胞でアルブミン遺伝子の発現が確認された．
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Fig. 1. RT-PCR of Hepatocyte DiŠerentiation Marker Genes
Expressed in Cultured BMSCs

Bone marrow cells were cultured in the presence or absence of HGF for
3 weeks. On the 14th and 21st days of culture, the cells were harvested and
RT-PCR was performed using primers for AFP, albumin, and b-actin.

Fig. 2. Albumin Secretion from CCl4-injured Hepatocytes
Cocultured with BMSCs

BMSCs were cultured in the absence or presence of HGF for 2 weeks,
and cocultured with hepatocytes treated or non-treated with CCl4. The
amount of secreted albumin was measured 24 h after the coculture. Open bar
indicates albumin secretion from non-injured hepatocytes. Values are the
means ± S.E. from three experiments. Asterisk indicates a signiˆcant diŠer-
ence from the values of injured hepatocyte monoculture (p＜0.05).
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またラットアルブミン抗体を用いた蛍光免疫染色の

結果，アルブミンタンパクが合成されていることが

明らかとなった．これらの結果より，HGF，デキ

サメタゾン，ITS 添加培地で BMSC を肝細胞様に

方向付けできることが示された．

3-2. 傷害肝細胞に対する治癒効果 次にこの

BMSC が傷害を受けた肝細胞に対して治癒効果を

もたらすか否かを in vitro で検討を行った．コラゲ

ナーゼ灌流法21)を用いてラット肝細胞を単離し 6 穴

のプレートに播種した．培養 6 時間から 24 時間に

1 mM の四塩化炭素を添加して肝細胞に傷害を与え

た．その傷害肝細胞と分化誘導処理をした MSC あ

るいは未処理の BMSC との共培養を 24 時間行い培

地中に分泌されるアルブミン量を定量した（Fig.

2）．四塩化炭素処理により肝細胞のアルブミン分泌

能は顕著に低下したが BMSC との共培養により有

意な分泌能の回復が観察された．その効果は分化誘

導の有無には関係なく BMSC が分泌する治癒因子

によるものと考えられる．データには示さないが傷

害肝細胞と BMSC を共培養することにより BMSC

から HGF が分泌されることが示されており，治癒

効果をもたらしたと考えている．したがって in

vitro の検討においては分化誘導を行わない BMSC

においても肝再生，肝保護に有用である可能性が示

唆された．

3-3. 肝傷害ラットへの移植 4 週齢の Fish-

er344 系雄性ラットの腹腔内に四塩化炭素（0.5 ml/

kg body weight）を週 2 回，4 週間投与し肝傷害を

与えた．BMSC は分化誘導培地あるいは非誘導培

地で培養後蛍光色素である PKH26 で染色し，四塩

化炭素初回投与 2 日後に尾静脈より 3×106 個の細

胞を移植した．移植 4 週間後に肝臓の凍結切片を作

成し蛍光イメージアナライザーを用いて蛍光強度を

測定した（Table 1）．培地のみを尾静脈から注入し

たコントロールも自家蛍光を発していたが，コント

ロール及び非誘導培地で培養した BMSC（－）に

比べ誘導培地で培養した BMSC（＋）を移植した

群では有意に高い蛍光強度が観察された．したがっ

て機構は明らかではないが，分化誘導処理により

BMSC が傷害肝臓により生着し易くなることが示

された．

肝傷害のマーカーである血清アスパラギン酸アミ

ノトランスフェラーゼ（AST）とアラニンアミノ

トランスフェラーゼ（ALT）値の正常値は 100 以

下であるが四塩化炭素を与えたコントロールは非常

に高い値であり，肝傷害が惹起され炎症が起きてい

ることが明らかとなった．両酵素とも BMSC（－）

移植群ではコントロールに比べ，顕著な差は得られ

なかったが，BMSC（＋）移植群では有意に低下し

ていた（Table 1）．この結果は移植した BMSC（＋）

が四塩化炭素の慢性毒性から肝細胞の壊死を抑制し

ていることを示している．血清アルブミン値を測定

したところ障害を与えたコントロール群では正常値

3.9 g/dl から顕著に低下していた．BMSC（－）移

植群では効果がみられなかったが BMSC（＋）移

植群では正常値までアルブミン濃度が回復してい

た．この効果は移植した細胞が増殖してアルブミン
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Table 1. EŠect of BMSC Transplantation into Rats with Chronic Liver Injury

Control
not transplanted

Non-induced BMSC
transplantation

Induced BMSC
transplantation

Engraftment (arbitrary unit) 18250±1915 20643±1661 35624±1964

AST (KU) 4089±605 3968±499 1973±478

ALT (KU) 2418±342 1987±392 1459±369

Albumin (g/dl) 3.27±0.23 3.44±0.27 3.98±0.11

Fibrosis ratio (％) 0.916±0.063 0.802±0.292 0.649±0.053

p＜0.05 vs Control.
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産生を維持したのか，あるいはレシピエントの肝細

胞が保護されかつ再生が促進された結果なのか明ら

かではないが分化誘導の有用性が示された．

肝臓において持続的な炎症が続くと肝星細胞が活

性化されコラーゲンなどのマトリックスが過剰産生

され肝線維化が起こる．そして肝硬変から肝がんへ

進行するケースが多いと言われている．そこで線維

化の程度をアザン染色によって評価し BMSC の有

効性を検討した．染色によって青く染まった領域を

数値化し効果の判定を行った（Table 1）．その結果

BMSC（＋）の移植により，線維化が有意に抑制さ

れることが示された．

本実験は骨髄細胞を分離し接着系の細胞を培養し

たものを使用している．したがって BMSC のみで

なく造血系の細胞を維持する働きをする骨髄間質細

胞と呼ばれているものも含まれており，BMSC 単

独の効果であることを証明するためにはシングルセ

ルクローニングを行い効果を判定する必要がある．

4. 親知らず由来間葉系幹細胞

4-1. MSC の単離 再生医療用の細胞源とし

てこれまで ES 細胞，骨髄細胞などが主に検討され

てきたがわれわれは通常廃棄される組織から有用な

幹細胞を単離することができれば倫理的な問題も回

避でき有用であると考えた．歯科領域では歯髄から

MSC が単離されたことが報告されており，13,14)抜

歯され廃棄される歯に着目した．虫歯の場合，病原

菌が含まれ再生医療に適用することは困難であるた

め，歯科矯正時に抜歯される第 3 大臼歯，通称“親

知らず”を用いることとした．矯正時に抜歯される

ものは埋伏した状態であり，未分化な歯胚組織が維

持されている可能性が高く，分化が進むと象牙質，

歯髄となる歯乳頭組織には有用な MSC が存在する

ことが予想された．そこでインフォームドコンセン

トを得たのち，破棄された親知らずより歯乳頭組織

を採取し MSC のクローン単離を試みた（Fig. 3）．

歯乳頭組織をハサミで細かく切断し，コラゲナー

ゼにより細胞を分散後組織培養用ディッシュに播種

し a-MEM を用いて培養を行った．接着性の細胞を

回収し ‰uorescence activated cell sorting (FACS）を

用いて 96 穴プレートの 1 ウェル当たり 1 つの細胞

が入るように播種した．単一細胞からコロニー形成

したものを継体しさらに増殖させ，2×104 cells を

分化能の評価に使用し，残りの細胞を凍結保存し

た．カルセインを利用した骨分化能を指標として幹

細胞としての特性を有するクローンの選択を行った

結果，コロニー形成能を有するものの約 30％が骨

分化能を発現した．その中から特に高い骨分化能を

示したクローンを用いて以下の検討を行った．表面

抗原の発現パターンをほかの MSC と比較するた

め，造血幹細胞マーカー CD34，血球系マーカー

CD45，接着細胞マーカー CD29, CD44, MSC マー

カー SH2, SH3, SH4 の発現について解析した．そ

の結果 CD34, CD45 は陰性でほかはすべて陽性と

なった．これまで報告のある歯髄，脂肪組織，臍帯

血，骨髄由来 MSC と発現パターンが一致したため

本クローンは MSC であることが明らかとなった．

以下本クローンを歯胚由来前駆細胞（tooth germ

progenitor cell; TGPC）と略す．

4-2. 肝細胞への分化誘導 ES 細胞から肝細

胞への分化誘導を試みた Hamazaki らの方法22)に準

じ，HGF，デキサメタゾン，ITS に加えて線維芽

細胞増殖因子（FGF），オンコスタチン M (OSM）

を用いた．FGF は肝発生のイニシエーションにお

いて前腸に隣接する心臓中胚葉から分泌される必須

因子である．23)また OSM は造血細胞が産生し肝細

胞の機能的成熟を促進するとの報告がある．24)

DMEM 培地に上記の因子，2％ウシ胎児血清を添

加して培養を行うと誘導因子無添加のものに比べ著
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Fig. 3. Clonal Isolation of Mesenchymal Stem Cell Having High DiŠerentiation Ability from Dental Papilla

Fig. 4. Morphological Change of MSC Derived from Dental
Papilla during the Induction Culture

MSCs were cultured in basal (A and B) and induction (C and D)medi-
um. Pictures were taken at 7 (A and C) and 14 (B and D) days.

7No. 1

しい形態変化が観察された（Fig. 4）．培養初期に

は細長い線維芽細胞用の形態であるが分化誘導を継

続するにつれ，2 週間後にはサイズの大きい多角の

形態へと変化した．RT-PCR による解析の結果，

分化誘導 10 日でアルブミン遺伝子の発現が観察さ

れ，逆に初期分化マーカーである AFP 遺伝子発現

は減少する傾向にあった．肝芽細胞は肝細胞及び胆

管上皮細胞へ分化するが胆管上皮細胞のマーカーで

ある CK19 遺伝子発現も同時に減少していた．さら

に蛍光免疫染色，ウエスタンブロッティングによる

解析によりアルブミンタンパクの産生が確認され

TGPC が肝細胞様に分化していることが示された．

4-3. TGPC 移植の効果 ヒト細胞を移植する

ため拒絶反応を起こさない免疫不全のヌードラット

を使用した．9 週齢のフィッシャー 344 系ヌードラ

ットの腹腔内に四塩化炭素（1 ml/kg body weight）

を週 2 回，4 週間投与し肝傷害を与えた．TGPC は

分化誘導培地あるいは非誘導培地で培養後蛍光色素

である PKH26 で染色し，四塩化炭素初回投与 2 日

後に門脈より 1×107 個の細胞を移植した．コント

ロールとしては四塩化炭素の替わりにオリーブオイ

ルを腹腔内投与したもの，及び四塩化炭素を投与し

細胞の替わりに生理食塩水を門脈から投与したもの

（sham operation）を用意した．凍結肝臓切片を作

成し蛍光観察を行った．細胞移植群においては誘導

培地，非誘導培地で培養した双方で生着が確認され

た．BMSC を移植した際には個々の蛍光が散在し

ていたが TGPC 移植の場合はコロニー状の像が観

察されたことから生着後に増殖したものと思われる．

In vitro の培養において TGPC は BMSC に比べ旺

盛な増殖能を有しており，生着後の増殖を可能にし

たものと思われる．ヒト特異的な DNA の配列であ



hon p.6 [100%]

88 Vol. 128 (2008)

る alu 配列の有無を PCR で確認したところ細胞移

植群の肝臓でその存在が確認された．ほかの臓器，

及び sham operation したラットの肝臓では PCR 産

物は検出されなかった．これらの結果よりヒト歯胚

由来の TGPC が確かに肝傷害を惹起したヌードラ

ットの肝臓に生着したことが示された．

分化誘導した細胞の移植群では有意に血清 AST,

ALT 値の低下，肝線維化の抑制が観察された．非

誘導培地で培養した細胞を移植した群は肝臓内に生

着していたにも係わらず有意な治癒効果は現われな

かった．これらの結果より肝細胞への方向付けを行

うことが重要であることが示された．このように破

棄される組織から再生医療に有用な幹細胞が得られ

ることは重要であり，自己の親知らずを抜歯した際，

TGPC を細胞バンクに保存しておけば自身の細胞

を肝疾患の治療に利用することが可能となる．また

データは示さないが TGPC は骨，肝臓以外に神経

細胞への分化能も確認されており，多様な疾患に対

して利用可能な能力を有している．

5. MSC に対する機能性付与

MSC は培養が可能であり造血幹細胞などと比較

し遺伝子導入がし易い細胞である．われわれはこれ

までアデノウイルスベクターを利用し肝細胞にチオ

レドキシン，C/EBP-b などの遺伝子を導入し酸化

的ストレスやアポトーシスに対する抵抗性を付与す

ることに成功している．25,26) MSC に対しても細胞

死に抵抗性を付与する遺伝子あるいは治癒を促進す

る因子の遺伝子を導入できれば最小限の移植細胞数

で治癒効果を発現することが可能となる．そこで現

在医薬基盤研究所の水口裕之博士と共同で MSC に

対する最適な遺伝子導入法の検討を開始している．

アデノウイルスベクターは受容体（coxsakievirus

and adenovirus receptor; CAR）を発現する肝細胞

などに非常に高い感染効率で遺伝子導入が可能であ

るが，MSC にはほとんど感染しない．Mizuguchi

らはアデノウイルスのファイバー部分に RGD ペプ

チドやポリリジン配列を付加することにより CAR

を発現しない細胞にも効率よく遺伝子導入が可能で

あることを報告している．2729)そこで改変型アデノ

ウイルスベクターに LacZ 遺伝子を挿入し BMSC

に感染させたところ良好な遺伝子発現が観察され

た．現在，種々の遺伝子を改変型アデノウィルスベ

クターに連結し，BMSC に対して機能性を付与す

ることを試みている．そして最終的には組織特異的

なデリバリー機能を有した「細胞性医薬品」として

育種することを目的として検討を続けている．

6. 結語

2006 年，京都大学の Yamanaka らにより ES 細

胞の多能性維持に係わる因子が解析され Oct3/4,

Sox2, c-Myc, Klf4 の遺伝子をレトロウイルスベク

ターでマウス皮膚細胞に導入することにより ES 細

胞類似の induced pluripotent stem (iPS）細胞を樹

立したことが報告された．30) ES 細胞同様テラトー

マを形成するなど解決すべき点も多いが自己の細

胞，例えば皮膚の細胞を無限増殖能，多分化能を有

する幹細胞に変身させる技術が確立できれば理想的

であろう．本総説において成体に存在する BMSC

と TGPC を利用した肝疾患治療の可能性を紹介し

たが今後，ES 細胞，iPS を含め様々な幹細胞が日

常的に臨床使用される日が 1 日も早く訪れることを

期待している．
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