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CLiP 細胞由来の細胞外小胞による新規肝線維化修復治療の開発 

 

 

1．研究の目的 

(1) 背景 

① 肝線維化治療薬開発の重要性 

肥満、飲酒、喫煙など生活習慣に起因する臓器の慢性炎症は、慢性腎臓病、慢性閉塞性

肺疾患、脂肪性肝炎・肝硬変、慢性膵炎など、罹患臓器の線維化が特徴として挙げられる。

人類は未だこの臓器の線維化を制御する効果的な手段を有しておらず、この解決は医療に

飛躍的な進歩をもたらすものと期待できる。 

 

② 低分子化合物誘導性肝前駆細胞 (Chemically-induced Liver Progenitors: CLiPs) 

我々の研究グループでは、低分子化合物(A-83-01, CHIR99021)を用いたケミカルダイレ

クトリプログラミングによって、成熟肝細胞から肝前駆細胞(CLiPs)へ誘導しうることを見

出した (Cell Stem Cell 20:41, 2017)。CLiPsは自己複製能および肝細胞と胆管細胞のい

ずれの細胞にも分化しうる多分化能を有する。さらにヒト成熟肝細胞より樹立したhuman 

CLiPs (hCLiPs)を、急性肝障害モデルマウス (TK-NOGマウス)に経脾的肝移植すると、肝障

害によって脱落したマウス肝細胞がhCLiPsより分化したヒト肝細胞に効率よく置換され、

マウス血清より高濃度のヒトアルブミンを検出することができた (eLife 8:4, 2019)。 

 

③ human CLiPs (hCLiPs)による肝線維化抑制効果 

hCLiPsの肝線維化改善効果の有無を調べるため、四塩化炭素(CCl4)の少量長期投与によ

る肝線維化モデルマウスに移植したところ、hCLiPsの肝内生着はほとんど起こらないにも

関わらず肝線維化改善効果がみられることを見出した。 

 

(2) 細胞外小胞(extracellular vesicle; EV)治療の創出 

① EV治療の潮流 

全身のあらゆる細胞は、エクソソームなど細胞外小胞(extracellular vesicle; EV)と

呼ばれる脂質二重膜構造の小胞を分泌している。これには蛋白質やmiRNAなどが内包されて

おり、細胞間情報伝達の役割を担う機能性微粒子である。新潟大学の寺井崇二教授らの研

究グループでは肝硬変を対象とした他家脂肪組織由来幹細胞製剤ADR-001の治験を進めて

おり、研究分担者の落谷孝広も分担した共同研究で、脂肪由来間葉系幹細胞が分泌するEV

が肝硬変改善活性の本態であることを実証した (NPJ Regen Med 6:19, 2021)。EV治療は、

細胞移植治療と異なり、免疫抑制下でなくとも投与可能と想定される点や、ドナー不足の

問題が少ない点など多くの利点を有していると考えられ、新たな創薬モダリティとして世

界的に研究開発が加速している。 

 

② 3年以内に何をどこまで明らかにしようとするのか 

hCLiPsによる肝線維化改善効果もhCLiP由来細胞外小胞 (hCLiP-EV)によって説明でき

るか評価するため、肝線維化における病態形成の中心を担う肝星細胞 (肝臓の線維芽細胞)

とhCLiPsの共培養実験、およびhCLiP-EVの曝露実験を実施したところ、肝星細胞の活性化

指標であるαSMA (α-smooth muscle actin)の発現抑制がみられることを確認し得た。 

そこで本研究では、hCLiP-EV投与によって肝線維化が改善することをin vivoで実証す

る。hCLiP-EVの内包物の分析から、EVがその標的細胞へ与える影響を説明しうる分子群を

同定し、いかにして肝線維化改善に寄与するのか、そのメカニズムを解明する。これによ

り新たなEV創薬開発に必要なProof of Conceptを取得し、今後の臨床応用へ向けた取り組

みを加速させる。 

 

 



2．研究の計画 

前年度までに、hCLiPsの不死化株(im-hCLiPc2)を取得し、肝星細胞との共培養実験より、

im-hCLiPc2が分泌する液性因子の中に肝星細胞の活性化を著名に抑制する因子が存在する

ことが明らかになったが、これにどの程度hCLiP-EVが影響しているのかを定量的に把握す

る。さらに肝星細胞の細胞内RNAプロファイルおよびhCLiP-EV中のmiRNAプロファイルを次

世代シーケンサーによって網羅的に解析し、hCLiP-EV曝露で生じる変化を網羅的に明確化

する。これによりhCLiP-EVに含まれる線維化抑制性miRNAの絞り込みも可能になる。得られ

た候補miRNAのmimicを肝星細胞へトランスフェクションし、αSMAの減少等の不活化現象が

再現されるmiRNAを同定する。またmiRNA下流のシグナル伝達を検討し、いかにして肝線維

化改善に寄与するのか、そのメカニズムを解明する。 

 

3．研究の成果 

hCLiP-EV曝露による肝星細胞の活性化抑制効果(αSMA発現抑制効果)の機序を解明する

ため、hCLiP-EVよりRNAを抽出し、そのRNAをトランスフェクション試薬を用いて肝星細胞

に導入した場合と、EV曝露をした場合とで、肝星細胞におけるαSMAの発現変化を比較した。

結果、RNAの細胞内導入によってEV曝露と同等の効果が得られ、当該in vitroアッセイ系に

おける機能中心はhCLiP-EV内のRNAであることが示された。そこでhCLiP-EVに内包される

small RNAを次世代シーケンサーを用いて網羅的に解析した (smRNA-seq)。hCLiPの不死化

を行う前後で、EVに含まれるmiRNAのプロファイルに目立った変化は生じていなかった。興

味深いことに、hCLiP-EVには肝細胞特異的miRNA (miR-X)が顕著に多く含有されていた。肝

星細胞にmiR-Xの阻害核酸(antimiR-X)を導入した上でhCLiP-EVに曝露させると、EVによる

αSMA発現抑制効果が低減された。すなわちmiR-Xは、hCLiP-EVの肝線維化抑制効果を説明

する重要なmiRNAであると推察された。 

 

4．研究の反省・考察 

現在、EVの生理活性に注目して治療薬としての臨床応用を目指す取り組みが世界的に活

性化しており、本邦では本年1月に医薬品医療機器総合機構(PMDA)で「エクソソームを含む

細胞外小胞(EV)を利用した治療用製剤に関する報告書」が公表され、非臨床試験における

考え方が示された。EVは、内包される蛋白質とmiRNAなどの核酸が複合的に標的細胞内で作

用することで生理活性を発揮すると考えられ、従来の低分子化合物や抗体製剤といった創

薬では成し得なかった治療効果に期待が寄せられている(Nature 621:462, 2023)。 

 

線維化改善効果を有する細胞外小胞の研究は、間葉系幹細胞を用いた研究が先行してい

たが、我々の研究チームでは、障害臓器の修復には当該臓器に存在する細胞由来のEVを用

いたほうが高い活性を得やすいものと考えている。実際、研究分担者の落谷らは最近、肺

上皮細胞が分泌するEVを特発性肺線維症マウスに経気道投与することによって、その改善

効果が得られることを見出し、更にその効果が間葉系幹細胞由来のEVよりも高かったこと

を報告している(J Extracell Vesicle 10:e12124, 2021)。この仮説は、2023年度での研究

進捗で、hCLiP-EVの主要な有効成分が肝細胞特異的に発現するmiRNAであったことが判明し

たことで、益々強固なものとなった。 
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