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研究成果の概要（和文）： 
我々は四塩化炭素による肝傷害時に造血幹細胞由来の細胞が肝星細胞に分化しうることを明ら

かにしたが、どの細胞系列のどの分化段階の細胞が真の肝星細胞の前駆細胞であるかは不明で

あった。四塩化炭素により肝傷害を与えたマウスに、EGFP マウスの骨髄や脾臓から分離した

好中球、単球、好酸球、B 細胞、T 細胞を輸注するモデルを用いて EGFP 陽性肝星細胞の出現

を検討したところ、単球を輸注したマウスの肝臓でのみ EGFP 陽性肝星細胞を検出した。この

ことから単球が肝星細胞の前駆細胞と考えられる。単球の傷害肝への侵入に関連する分子とし

てケモカインの MCP-1 がある。CCR2 は単球に発現している MCP-1 の受容体であるが、その

antagonist が単球からの肝星細胞への分化に与える効果を検討したところ、傷害肝において

EGFP 陽性肝星細胞は減少し、線維化も抑制された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We previously clarified that hematopoietic stem cell-derived cells were abele to 
differentiate into hepatic stellate cells (HpSCs) during carbon tetrachloride (CCl4)-induced 
liver injury. Which lineage of cells are true precursors of HpSCs remains unknown. We 
adoptively transferred neutrophils, monocytes, eosinophils, B cells, or T cells, which were isolated 
from enhanced green fluorescent protein (EGFP)-transgenic mice, into CCl4-injured non-transgenic 
mice. In the livers of mice given monocytes, EGFP+ HpSCs were detected. This suggest that a 
proportion of monocytes are precursors of HpSCs. Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) is 
thought to be associated with the invasion of monocytes into injured liver. CCR2, a receptor for 
MCP-1, is expressed on monocytes. We examined the effect of CCR2 antagonist against the 
differentiation of monocytes into HpSCs and found that the antagonist suppressed the number of 
EGFP+ HpSCs and the area of fibrosis in injured liver. 
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１．研究開始当初の背景 
肝星細胞は肝線維化の進展において重要な
役割を演ずることが知られている。我々は
EGFP マウスから分離した単一造血幹細胞
を移植して骨髄を EGFP 細胞で再構築した
キメラマウスを作成後、四塩化炭素による肝
傷害を与えた。このマウスの肝臓の解析から
造血幹細胞に由来する細胞が肝星細胞に分
化することを確認した。しかし、造血幹細胞
自身が骨髄から末梢血に動員後、傷害肝に侵
入して肝星細胞に分化するのか、それとも成
熟分化したどれかの系列の細胞が肝星細胞
に分化するのかは不明であった。 
２．研究の目的 
本研究において、（１）その系列のその分化
段階の細胞が肝星細胞の真の前駆細胞であ
るのかを明らかにするとともに、（２）その
前駆細胞はどのような機序で傷害肝に侵入
し肝星細胞に分化するのかその機序を明ら
かにすることである。この機序解明により、
肝線維症に対する新規治療法の開発が期待
される。 
３．研究の方法 
（１）各種分化段階の細胞の分離 
まず、造血幹細胞からの分化段階に沿って、
commmon myeloid precursor (CMP), common 
lymphoid precursor (CLP), 
granulocyte-macrophage precursor (GMP)を
フローサイトメーターを用いて分離を試み
たが、十分量の細胞の分離が難しかった。そ
こで、成熟細胞に着目して、好中球、単球、
好酸球、B細胞、T細胞を EGFPマウスの骨髄
や脾臓から分離し、それぞれを四塩化炭素
（週 2回腹腔内投与）により傷害を与えた
C57BL/6J-Ly5.1マウス(Ly5.1マウス)に計 4
回輸注する実験系を計画した（図１）。 
図１ 
 

（２）肝臓内の EGFP陽性細胞の同定 
Ly5.1マウスから摘出した肝臓は 4% PFAにて
固定後、OCT compoundに包埋し薄片を作成。
蛍光免疫組織染色を行い、confocal 
microscopeにて EGFP陽性細胞に着眼して、
肝星細胞の各種抗原の発現を観察する。 
（３）CCR2 antagonistを混じた餌の投与 
MCP1/CCR2 pathwayは単球が炎症部位に移動
する際に重要であることが知られている。そ
こで、EGFPマウスからの全骨髄細胞を移植し
た Ly5.1マウスに、CCR2 antagonistを混じ
た餌と通常の餌を与え、末梢血中の血液細胞
数、肝臓内の EGFP陽性細胞数・EGFP陽性肝
星細胞数・線維化の面積を検索する。 

４．研究成果 
（１）各系列細胞からの肝星細胞への分化 
EGFPマウスから分離した好中球、単球、好酸
球、B細胞、T細胞を肝傷害マウスに輸注後、
肝臓を摘出して EGFP 陽性細胞の存在を検討
したところ、全ての系列の細胞が肝臓内に検
出された。しかし、単位投与細胞数当たりの
肝臓内の EGFP 陽性細胞数は、好中球を輸注
したマウスで少なかった（図２）。肝星細胞
は血液細胞の特異的マーカーである CD45 が
陰性であるので、EGFP+CD45-細胞（☆）の存
在を検討したところ(図３)、単球を輸注した
マウスでのみ、肝星細胞が検出された(図４)。 
図２ 

図３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 



（２）単球は肝星細胞の前駆細胞か？ 
肝星細胞は glial fibrilary acidic protein 
(GFAP), desmin, CD146, vimentin, ADAMTS13, 
procollagen type I, α -smooth muscle 
actin (SMA)を発現することが知られている
ので、単球を輸注したマウスの肝臓内に EGFP
陽性の肝星細胞が存在するかを、上記抗原に
対する抗体を用いて検討した。 
EGFP 陽性細胞の内、30%の細胞が GFAP, 
desmin, CD146, vimentin, ADATS13, α-SMA
陽性であることが判明した（図５、図６）。 
図５ 

図６ 

また、これらの抗原と CD45 の同時染色を行
ったところ、EGFP 陽性 CD45 陰性がこれらの
抗原を発現していることが判明した。 
 

（３）MCP1/CCR2 経路と肝星細胞への分化
CCR2 antagonist を混じた餌を食べさせたマ
ウスではコントロールに比して図７のよう
に、肝臓の線維化が減少することが判明した。 
図７ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、図８のように肝臓内への細胞浸潤の
程度には差はなかった。 
図８ 

 
蛍光免疫組織染色法を用いて肝臓内に浸潤
した細胞の種類を検討したところ、EGFP陽性
vimentin 陽性 の 肝 星 細 胞の 数 は CCR2 
antagonist を混じた餌を食べたマウスとコ
ントロール餌を食べたマウスではそれぞれ
2.6 cells/HPF、5.1 cells/HPF 検出された。
肝星細胞の総 EGFP 陽性細胞に占める割合も
それぞれ 10%と 23%であり、CCR2 antagonist
により肝星細胞が減少することが判明した。
このような造血細胞由来の肝星細胞の減少
が肝線維化の軽減と関連していることが推
測された。 
 以上のことから、四塩化炭素による肝傷害
時には、（１）単球の一部の細胞が肝星細胞
に分化しうること、（２）四塩化炭素により
傷害された肝臓から産生された MCP-1に反応
し、単球は MCP-1/CCR2 経路を通して骨髄か
ら末梢血に動員され、さらに傷害肝に侵入し
て肝星細胞に分化すると考えられることが
判明した。また、この経路をブロックしうる
CCR2 antagonist は肝線維症の軽減に有用で
あると考えられた。 
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