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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝炎では細胞死に陥った肝細胞をマクロファージが取り囲む構
造（hepatic crown-like structure (hCLS))が多数認められる。本研究ではhCLSは常在性マクロファージが中心
となって形成され、線維化の起点となることを明らかにした。またhCLSを構成するCD11c陽性マクロファージは
他の散在性マクロファージとは異なり、特徴的な遺伝子発現プロファイルを有する亜集団であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We have reported a histological structure, termed hepatic crown-like 
structure (hCLS), in which CD11c-positive macrophages surround dead hepatocytes, a prominent feature
 of NASH using murine model of non-alcoholic steatohepatitis. In this study, we demonstrated that 
hCLS-constituting macrophages could be a novel macrophage subset that drives hepatocyte 
death-triggered liver fibrosis. We also showed that resident macrophages are a major cellular source
 of CD11c-positive macrophages constituting hCLS, which exhibited gene expression profiles distinct 
from CD11c-negative macrophages scattered in the liver. Moreover, depletion of CD11c-positive 
macrophages abolished hCLS formation and fibrogenesis in NASH. This study sheds light on the role of
 resident macrophages, in addition to recruited macrophages, in the pathogenesis of NASH.

研究分野：代謝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性炎症を基盤とする様々な生活習慣病の病態形成においてマクロファージが重要な役割を果たすことが知られ
ているが、マクロファージは非常に多様性の高い細胞集団であり、最近では病態形成に直接的な役割を果たす
「疾患特異的マクロファージ」と理解が求められている。NASHの肝臓におけるCD11c陽性マクロファージは病理
学的構造に基づく疾患特異的マクロファージと考えられ、その活性化機構および病態生理的意義の解明により、
新規バイオマーカーや治療標的の開発に繋がることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
メタボリックシンドロームの基盤病態として全身の軽度の慢性炎症が注目されており、持続
的なストレスによって実質細胞（脂肪細胞や肝細胞など）と間質細胞（マクロファージ、血管
内皮細胞、線維芽細胞など）の複雑な相互作用の結果、ダイナミックな形態学的変化（組織リ
モデリング）から組織機能不全に至る。これまでに、肥満の脂肪組織における慢性炎症が精力
的に研究されており、特にマクロファージの病態生理的意義が注目されている。肥満の脂肪組
織には CD11c 陽性活性型 M1 マクロファージの浸潤が増加し、脂肪細胞との相互作用によってア
ディポサイトカイン産生調節障害を引き起こす。特に細胞死に陥った脂肪細胞をマクロファー
ジが取り囲む構造は Crown-like structure（CLS）と呼ばれ、脂肪組織 CLS 数はインスリン抵
抗性や異所性脂肪蓄積、血管機能障害との相関が指摘されており、肥満脂肪組織における慢性
炎症の中心になっていることが示唆される。 
申請者らは摂食調節に重要なメラノコルチン 4型受容体（MC4R）を欠損するマウスが、高脂
肪食負荷によりヒト肥満症患者と同様の表現型に加え、脂肪肝から NASH、さらに肝細胞癌を発
症することを独自に明らかにした。さらに、NASH を発症した MC4R-KO マウスの肝臓、およびヒ
ト NASH において、脂肪を蓄積し、細胞死に陥った肝細胞をマクロファージが取り囲む像が多数
認められ（hepatic CLS: hCLS）、hCLS 数は肝線維化面積と正の相関を示すことを見出した。hCLS
は脂肪組織 CLS と同様に、細胞死を起点として活性化したマクロファージが、線維芽細胞との
相互作用により組織線維化を促進する「場」と捉えられ、肝臓における慢性炎症が組織リモデ
リングに至る分子機構の理解と、新たな治療標的の探索につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
マクロファージは機能的に不均一な細胞集団であることが知られ、肝線維化発症に重要なサ
ブセットは不明である。申請者らはメラノコルチン 4型受容体（MC4R）欠損マウスに対する 20
週間の高脂肪食負荷モデル（慢性モデル）に加えて、短期間に hCLS 形成、肝線維化を観察可能
な誘導性 NASH モデルを確立している。これらのモデルを用いて、hCLS という病態に直結する
構造を形作るマクロファージの動態、および機能的意義を明らかにすることで、肥満を背景と
して単純性脂肪肝から肝繊維化にいたる分子機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) NASH マウスモデルの作成 
MC4R欠損マウスに対して高脂肪食負荷を20週間負荷することでNASHを誘導する（慢性モデル）。
誘導性モデルでは MC4R 欠損マウスに対す
る4週間の高脂肪食負荷によって単純性脂
肪肝を誘導し、四塩化炭素 0.01ml/kg を単
回投与によって、肝細胞死・hCLS 形成・肝
線維化が1週間の経過で観察される（図1）。 
 
(2)骨髄移植実験 
8 週齢の雄性 MC4R-KO に 7.5Gy のγ線を照射し、GFP-Tg マウスあるいは CD169 プロモーター下
にジフテリア毒素受容体を発現するマウス（CD169-DTR）の骨髄細胞を尾静脈より投与した。4
週間の回復期間をおき、骨髄が 90%以上置換されていることを確認後に、高脂肪食負荷を開始
し、誘導性モデルを作成した。DTR マウスの骨髄移植では、四塩化炭素投与 5日後の hCLS が形
成される時期にそれぞれジフテリア毒素を投与し、マクロファージを消去して肝線維化に対す
る影響を検討した。 
 
(3)肝非実質細胞(NPC)分画の FACS 解析およびソーティング 
マウスを麻酔下に腹部を切開し、門脈より PBS にて灌流後に肝臓を採取し、gentleMACS
（Miltenyi）を用いて肝臓を分散した。30% Percoll にて debris を除去し、溶血処理を行った
後に得られた NPC 分画を用いて抗体処理を行った。7-AAD 陽性の死細胞、doublet を除去し、CD45
陽性、Ly6G 陰性分画において F4/80 と CD11b 発現レベルに応じて常在性マクロファージ（F4/80
高発現）、浸潤性マクロファージ（CD11b 高発現）を識別した。常在性マクロファージは CD11c
の発現レベルに基づき、ソーティングにて採取し、マイクロアレイ解析を行った。 
 
(4)PKH26 による貪食細胞ラベリング 
蛍光色素 PKH26（Sigma）を尾静脈注射によって貪食細胞に取り込ませた後に誘導性モデルを作
成し、PKH26 陽性細胞の追跡実験を行った。 
 
(5)組織学的解析 
肝臓サンプルを 10%中性緩衝ホルマリンで固定し、パラフィン切片を作成後、Sirius red 染色、
F4/80 染色、TUNEL 染色を行った。線維化の程度は画像解析ソフト Winroof（Mitani Co.）を用
いてSirius red陽性面積を測定し、hCLS数は目視にてカウントし、単位mm2当たりに換算した。
凍結切片を用いて F4/80 および CD11c, Clec4f 免疫染色を行った。 
 



(6)遺伝子発現解析 
肝臓より抽出した RNA から cDNA を合成し、real-time PCR 法により mRNA レベルを測定した。
内因性コントロールとして 36B4 を使用した。 
 
４．研究成果 
(1)hCLS 構成マクロファージの動態 
肝臓には常在性マクロファージ（クッパー細胞）と浸潤性マクロファージが存在し、NASH の肝
臓ではケモカイン MCP-1/CCR2 系を介して浸潤性マクロファージが増加するが、CCR2 欠損によ
って浸潤性マクロファージが減少しても hCLS 形成や肝線維化には影響がないことを確認して
いる。そこで、誘導性モデルにおいて常在性マクロファージを蛍光標識し、hCLS 形成における
寄与を検討した。GFP-Tg マウスの骨髄移植し、血球系を GFP にて可視化し、高脂肪食負荷 2週
目に PKH26 を投与してマクロファージをラベリングした。高脂肪食負荷 4週目の時点で常在性
マクロファージのみが PKH26 陽性であることを確認し、四塩化炭素を投与 7日後に解析したと
ころ PKH26 陽性 hCLS が観察された（図 2）。また、誘導性モデルにおいて hCLS の CD11c 陽性率
が増加していくことから、死細胞との相互作用によってマクロファージの形質が変化すること
が示唆された（図 3）。 

 
(2)常在性マクロファージマーカーの検討 
肝臓より常在性・浸潤性マクロファージをそれぞれ分離し、遺伝子発現解析を行った。常在性
マクロファージではF4/80や常在性マクロファージマーカーとして知られているClec4fの他に、
CD169 が高発現し、浸潤性マクロファージでは CD11b, CCR2, Ly6C の発現が高かった（図 4A）。
組織学的解析において hCLS は Clec4f, CD169 陽性であった（図 4B）。 

(3)常在性マクロファージ消去実験 
CD169-DTR の骨髄を移植した MC4R-KO マウスを用いて短期モデルを作成した。hCLS が出現する



時期（四塩化炭素投与 5 日後）にジフテリア毒素を投与し、その 2 日後に解析した。F4/80 染
色にて散在性マクロファージは残存していたが、hCLS は消失しており、組織学的に線維化面積
の抑制も確認された。 
 
(4)マクロファージを用いたマイクロアレイ解析 
野生型マウスの正常肝および MC4R 欠損マウスの NASH 肝から CD11c の発現レベルに応じてマク
ロファージを採取し、マイクロアレイ解析を行った。NASH 肝の CD11c 陽性マクロファージは
CD11c 陰性マクロファージや正常肝のマクロファージ（CD11c 陰性）と比較して特異的な遺伝子
発現プロファイルを有することが明らかとなった（図 5）。 

 
以上より、hCLS は常在性マクロファージが中心となって形成され、死細胞との相互作用によっ
て形質変化すること、機能的に線維化発症に重要であることが示された。CD11c 陽性 hCLS はヒ
ト NASH にも認められ、このような疾患特異的マクロファージの本態を明らかにすることで、こ
れまで不明であった NASH・肝細胞癌の発症機構が明らかになることが期待される。 
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