
研 究 成 果 報 告 書

肝線維化への造血幹細胞の関与 :

単一細胞移植法を用いた肝星細胞起源の解明

18591055

平成 18年度～平成 19年度科学研究費補助金

(基盤研究 (C))研 究成果報告書

平成 20年 5月

研究代表者 桝 屋正浩

二重大学大学院医学系研究科 准教授

研 究 成 果 報 告 書
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研究の概要

近年､骨髄細胞が神経､肝臓､腎臓､心臓､血管などの非造血細胞-分

化する可塑性を有していることがマウスのみならずヒトの骨髄移植例でも

示されるようになった｡研究代表者は EGFPマウスの骨髄から分離した1個

の造血幹細胞を移植 (単一細胞移植法)して作成 した singleEGFP+sea-

l+C-kit+cI)34~celltransplantedmice(SCTPmice)の解析から､腎臓の

glomerularmesangialcellや脳梗塞巣に出現する血管 pericyteが造血幹

細 胞 由 来 で あ る こ と を 報 告 した (別oo°,101:2215,2003､ Exp

Neurol,186:134,2004)｡また､これまでは創傷治癒や線維化に関連する

fibroblastや myofibroblastは間葉系幹細胞由来であるとされてきた｡し

かし､我々はこれらの細胞も骨髄中に存在する造血幹細胞由来であること

を報告した (ExpHematol,34:208-218,219-229,2008)｡骨髄中に可塑性

を有する細胞が存在すると判明したことは､再生医療という治療の展開に

おいて非常に意義深いことである｡

ところで､肝炎ウイルスやアルコール､自己免疫による慢性肝炎の患者
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は年々増加 している｡ウイルス性肝炎は抗ウイルス薬 とインターフェロン

療法の併用により病状の軽快が期待できるが､それ以外の疾患では肝線維

化の連行により次第に肝機能が障害され､肝不全に至る｡インターフェロ

ンや肝細胞増殖因子が肝線維化軽減に有効であるとのヒ トやマウスでの報

告があるものの､未だ画期的な治療法は確立されていない｡肝線維化には､

コラーゲンなどの細胞外マ トリックスとこれを分解するマ トリックスメタ

ロプロテアーゼやそのインヒビターが関与している｡その中で最も大切な

のが細胞外マ トリックスであるが､これを産生する細胞がHepaticstellate

cell(肝星細胞)である｡従って､肝線維化の病態解析においては､この

細胞の動態を知ることが極めて重要であり､その制御機構の解明はウイル

ス性肝炎をはじめとする多くの慢性肝炎 ･肝硬変患者における肝線維症治

療法開発に寄与することとなり､肝疾患患者にとって福音となりうる｡

本研究において､我々は単一造血幹細胞移植法と肝傷害モデルを駆使 して､

肝線維化において中心的役割を演じる肝星細胞の起源が造血幹細胞由来である

ことを明らかにした｡

研究の方法と成果

1.EGFPマウスと単一細胞移植

大阪大学岡部教授より供与されたEGFPマウスから骨髄細胞を採取後､

Ly叫pholiteMを用いて単核球を得る｡CD4,CD8,B220,Mac-1,Gr-1,TERl19

抗体反応後､Dynabeadsにより Lineagenegative(Lin-)cellsを回収する｡

次に､PE-conjugatedanti-Sea-1antibody(Ab),PI,APC-conjugatedant卜

C-kitAb,Biotin-conjugatedanti-CD34AbfollowingApe/Cy7-conjugated

Streptavidinにて染色する｡FACSAriaを用いてLin-Sea-1十C-kit+CD34-cell

を1個ずつ 96-wellplateに singlecellsortする｡

各 wellの細胞を SCFと ⅠLllを含む液体培養系で 7日間培養し､培養 7日

目に20個以下の細胞を有するwellから全細胞を回収する｡そして､Ly-5.1マ

ウスの骨髄単核球からSca-1ビーズを用いて得た Sca-1陰性単核球と一緒に､

950cGy照射後の Ly-5.1マウスの尾静脈から移植する｡対照として､EGFPマウ

スの全骨髄細胞を移植 した Ly-5.1マウスと (TNC-TPmice)も作成する｡ 2ケ

月後に末梢血を採取し､ドナー由来のmult卜lineageengraftmentが高率に(50%

以上)認められたマウスのみ飼育を継続する｡
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2.肝俳書モデル

まず､TNC-TPmiceに対して､四塩化炭素及び対照としてオリーブオイルを

過 2回 3ケ月にわたり腹腔内投与した｡オリーブオイル投与マウスの肝臓はほ

ぼ正常で､組織内には EGFP陽性細胞はほとんど罷められなかったが､四塩化

炭素投与マウスの肝臓は表面に凹凸があり､組織学的にも線維化が認められ､

多数の EGFP陽性細胞を検出した｡これを受けて､骨髄移植2ケ月後に multi-

1ineageengraftmentが認められたSCTPマウスにも四塩化炭素による傷害を3

ケ月間与えた｡血液還流後に取りだした肝臓を 4%パラフォルムアルデヒドで固

定後､凍結標本を作成し､免疫蛍光染色を行い､EGFP陽性細胞の特性を詳細に

検討した｡

3.成果

① TNC-TPmiceに肝傷害を与えた実験では､肝臓内に EGFP陽性細胞を多数静

めた.肝臓内にはhepatocyteの他にKupffercell,liver-associatedNKcell,

sinusoidalendothelialcell, hepatic stellate cell な どの norr

parenchymalcellと呼ばれる細胞が存在する.この内､Kupffercellは単

球/マクロファージ系細胞とされ､CD45やcD16などを発現している｡また､

1iverassociatedNKcellも血液細胞でありCD45陽性である0匹Ⅰ塩化炭素

による傷害により肝臓内に浸潤する好中球､単球や リンパ球といった炎症

性細胞も当然 cD45陽性である｡EGFP陽性細胞が血液細胞なのかどうかを抗

cD45抗体を用いて検討したところ､50%の細胞は陽性であったが､残り 50%

は陰性であり非血液細胞になっていることが判明した｡骨髄には造血幹細

胞以外に間葉系幹細胞も存在するので､その細胞に由来する可能性が疑わ

れた.そこで､次に､SCTp-miceを用いて同様の検討を行ったが､TNC-mice

での結果とほぼ同じ結果が得られた｡従って､四塩化炭素による傷害下で

は､造血幹細胞に由来する非血液細胞が傷害肝に出現することが証明でき

た｡しかし､これらの細胞が ovalcellでないことはこれまでの研究 (平

成 16-17年度科研費)でわかっていた.肝線維化と関連する細胞として注

目されるのが肝星細胞であるが､VitaminA貯留細胞､脂肪貯留細胞等とも

呼ばれ､oil-red-0(ORO)鞄色で赤く陽性に染まる特徴を有する｡そこで､

まず､ORO染色を行い EGFP陽性細胞が脂肪滴を貯留しているかどうか検討

したところ､ORO陽性の細胞が静められた｡ORO染色と各種抗体を用いた免
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疫組織染色との同時解析により､EGFP陽性 ORO陽性細胞は間葉系細胞に発

現する Vimentinや神経外肱菓系細胞に発現する Glialfibrillaryacidic

protein(GFAP)が陽性であることが判明した｡この表現型は肝星細胞のそ

れに一致するものである｡また､肝星細胞が産生することが知られている

ADAMTS-13も陽性であった (Figurei)｡一部の EGFP陽性細胞はα-Smooth

muscleactinが陽性であり､活性化した肝星細胞と考えられた｡また肝傷

害を施した SCTPマウスの肝臓を掃出し､比重遠沈法にて肝星細胞を含む分

画を分離後培養し､培養細胞を collagen-Ⅰ､ADAMTS-13に対する抗体を用

いた染色を行い､造血幹細胞由来の EGFP陽性細胞が線維化の原因となる

collagen-Ⅰを産生していることが示された (Figure2)0

② 肝傷害マウスの肝臓に認められた肝星細胞が真にドナーの造血幹細胞から

の分化によるものなのか､それともドナーの造血幹細胞に由来する血液細

胞とレシピエン ト細胞の細胞融合なのかを明らかにするためにY染色体

FISHを行った｡我々はオスEGFPマウス由来の造血幹細胞 1個をオスLy-5.1

マウスに移植するモデルを作成したので､Y 染色体が1個であれば分化に

よるもの､2個であれば細胞融合によるものであると結論付けられる｡肝

臓組織と培養細胞の2種類の検討を行ったが､観察した細胞全てで1個の

Y染色体を確認したことから､傷害肝に存在するEGFP陽性の肝星細胞は造

血幹細胞からの分化によるものあると証明された (Figure3)0

③ 以上の結果は 2∝姑年 12月 9-12日に米国 Orlandoにて開催されたアメリカ

血液学会で発表 (示説)し､さらにBlood誌 (111:2427-2435,2008)に受理

された｡

④ 骨髄中の造血幹細胞に由来する細胞が肝星細胞に分化しうることは証明し

たものの､真の意味での肝星細胞の前駆細胞を同定した訳ではない｡造血

幹細胞に始まる血液細胞系譜のどの段階の細胞がどのような機序で傷害肝

に生著し､肝星細胞に分化するのかは不明のままである｡そこで､分化段

階の異なる造血前駆一細胞 (corrmonmyeloidprogemitors,corrmonlymphoid

progenitors,granulocyte/macrophageprogenitors)をソーティングして移植した

キメラマウスを作成するとともに､骨髄から分離した Lin~細胞を液体培養

して得た単球 ･マクロファージや末梢血から分離したfibrocyte(線維細胞)

の移植を行うことを計画し､現在遂行中である｡
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EGFP/OFAP/ORO

Flgure I

EGFPMmedn/ORO

△は EGFP陽性 ORO陽性で、かつ、Vimentin,、GFAPまたはADAMTS-13陽性の細

胞であり、▲は EGFP陽性だが ORO陰性の細胞であり、活性化された細胞と考

えられる。VimentinとADAMTS-13は活性化細胞にも発現している。

Fi"e2

ORO/EQFP/mm:

-

傷害肝より分離後に培養した細胞を用いて、ORO(blue)と Collagen I(red)

の発現を検討した。多くのECFP(green)陽性細胞がORO陽性であり、Collogaen I

を産生していることがわかる。

EGFP/ADAM「 S100RO



Figure3

鮮 P/,I,JErTD=1.側 門 EP /Vh:JYaL,-.FTiiiimjJtW

肝臓組織 培養細胞

肝臓組織の解析 (A)では､全てのEGFP陽性細胞が1個のY染色体を有 してい

る (☆)ことがわかる｡傷害肝より分離後に培養した細胞の解析 (B)では､

EGFP陽性vimentin陽性細胞に1個のY敗色体が存在する (△)ことがわかる｡
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