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研究成果の概要（和文）：本研究では、Rho family GTPaseを介したマクロファージ（Mφ）の表現型制御による
肝線維溶解療法の開発研究を行った。四塩化炭素誘導肝線維化マウスにおいて、Rac1/Cdc42阻害剤R-Ketorolac
投与は肝線維化改善効果を認めず。一方、Rac1阻害剤NSC23766投与でMMP9陽性細胞数増加と肝線維化改善を認め
た。Rac1を含むRho family GTPaseを標的とするmiR142-3pの導入は、ヒトMφのMMP12発現、ヒト肝星細胞の
MMP1、BAMBI発現を増加した。これらの結果は、Rho family GTPaseが肝線維化の治療標的となり得る可能性を示
唆する。

研究成果の概要（英文）： Liver fibrosis is regulated by interaction between macrophage (Mφ) and 
hepatic stellate cell (HSC). We hypothesized that alterations in cell shape via actin remodeling may
 modulate the phenotype of Mφ and HSC in fibrotic liver. We therefore examined the effects of Rho 
family GTPase inhibitors, which regulate actin remodeling, on MMPs expression of Mφ and activation 
of HSC, with the aim of developing future anti-fibrotic therapies. 
 Treatment with the Rac1/Cdc42 inhibitor, R-Ketorolac, inhibited actin remodeling, while it had no 
impact on MMPs expression of murine Mφ in vitro and in vivo. The Rac1 inhibitor, NSC23766-treated 
mice showed a higher number of MMP9 positive cells in the liver and reduced liver fibrosis. 
Transfection of miR142-3p, which targets Rho family GTPase genes including Rac1, increased MMP12 
expression in human Mφ, while it increased MMP1 and BAMBI expression in human HSC. 
 These results suggest that Rho family GTPases may be a target for anti-fibrotic therapy.

研究分野： 消化器病学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
(1)肝線維溶解療法の必要性 
肝硬変は肝臓が線維化によって硬化・再生

不良を来した状態で、肝不全への進行や食道
胃静脈瘤破裂、肝癌の合併により致命的とな
る。肝線維化の根本的な治療は原因疾患であ
るウイルス性肝炎等の完治であるが、進行し
た肝硬変症例では肝機能低下のために治療
適応とならないことも多く、原因疾患の治療
とは別に肝内の線維を溶解する治療法の開
発が急務である。  
 
(2)肝線維溶解とマクロファージ  
肝線維化・線維溶解の双方にマクロファー

ジが関与することが知られている。肝障害に
伴い、肝に浸潤した炎症性マクロファージは、
線維産生細胞である肝星細胞の活性化と増
殖を維持し、肝線維化を促進する。一方、肝
障害が収束すると、炎症性マクロファージが
線維溶解性マクロファージへと変化し、線維
溶解酵素 matrix metalloproteinase (MMP9, 
MMP12, MMP13)により線維を溶解すると
ともに、肝星細胞のアポトーシスを誘導する
（文献①）。 
 
(3)マクロファージの形態制御と表現型 
従来、マクロファージの表現型はサイトカ

インなどの液性因子によって制御されると
考えられてきたが、鋳型によってマクロファ
ージの細胞形態を矯正するのみで表現型が
変化することが報告された（文献②）。細胞
形態は、細胞骨格のアクチン重合とアクトミ
オシンの収縮運動のバランスで規定される
ため、これらを介するシグナルがマクロファ
ージの表現型に関与している可能性がある。 
 
(4)アクチン重合阻害剤によるマクロファー
ジの表現型変化 
独自の検討で、①コラーゲン上で培養され

た in vitro 骨髄細胞由来マクロファージは小
型で類円形の形態を呈し、in vivo 肝線維化モ
デルマウスの肝内線維化領域のマクロファ
ージと酷似すること、②コラーゲン上で培養
された小型のマクロファージでは活発なア
クチン重合を認め、MMP9, 12, 13 発現が低
下 す ること 、 ③アク チ ン重合 阻 害 剤
Cytochalasin D 添加によりマクロファージ
の MMP9, MMP12, MMP13 発現が増加する
こと、④マクロファージにおけるアクチン重
合は Rho family GTPase (Rac1, Cdc42)によ
っ て 制 御 さ れ 、 選 択 的 Rac1 阻 害 剤
NSC23766 添加で MMP9 発現が、選択的
Cdc42 阻害剤 ML141 添加で MMP13 発現が
増加することを確認した。 
 
２．研究の目的 
 
肝硬変の主病態は肝臓が線維化により硬

化・再生不良をきたすことであり、改善する

ためには肝内線維の溶解が必須であるが、現
時点で臨床的に有効な薬物療法はない。近年、
肝線維溶解の過程でマクロファージの表現
型が炎症性からMMP高発現の線維溶解性に
変化することが報告され、マクロファージの
表現型を制御することが肝線維溶解療法の
開発につながると着想した。そして、マクロ
ファージの表現型はサイトカインなどの液
性因子だけでなく、細胞形態の変化でも制御
される。そこで本研究では、細胞形態を規定
するアクチン重合に着目し、臨床的に実用可
能なアクチン重合制御剤を用いることで、肝
内の炎症性マクロファージをMMP高発現の
線維溶解マクロファージに誘導する新規肝
線維溶解療法を開発することを目的とした。
具体的には、アメリカ食品医薬品局(FDA)で
認可されており、近年 Rac1/Cdc42 阻害作用
が報告された R-Ketorolac（図 1）、核酸医薬
品と実用化が期待される microRNA(miR)の
うち、Rac1を含む複数のRho family GTPase
を標的遺伝子とする miR142-3p を用いて、
マクロファージを標的とした抗線維化療法
を開発することを目的とした。 

図 1  S-ketorolac と R-ketorolac 
 
３．研究の方法 
 
(1) Rac1/ Cdc42 共阻害のマクロファージ表
現型に対する作用の検討 

Rho family GTPase Rac1/Cdc42 阻害作用
を有する R-Ketorolac のマクロファージに対
する作用を検討するにあたり、より選択性が
高い Rac1 阻害剤 NSC23766、Cdc42 阻害剤
ML141 を用いた共阻害実験を行った。in 
vitro マウス骨髄由来マクロファージの培地
中に、先行研究での条件を参考に Rac1 阻害
剤 NSC23766 200uM、Cdc42 阻害剤 ML141 
40uM、または両者を添加し、細胞形態の変
化および線維溶解酵素（MMP9, 12, 13）発現、
炎症性サイトカイン(TNFα, IL-1β, MCP-1, 
MIP-1α)発現を real-time PCR 法で検討した。 
 
(2) R-Ketorolac のマクロファージのアクチ
ン重合と MMP 発現に対する作用の検討 

in vitro マウス骨髄由来マクロファージの
培地中に、Rho family GTPase Rac1/Cdc42
阻害作用を有する R-Ketorolac 1uM, 10uM, 



100uM を添加し、細胞形態および phalloidin
蛍光染色で評価したアクチン重合の変化と、
real-time PCR 法で評価した MMP9, 12, 13
発現との関連を検討した。 

 
(3)肝線維化モデルマウスにおけるRac1 阻害
剤 NSC23766 および Rac1/Cdc42 阻害剤
R-Ketorolac の肝線維化改善効果の検討 

in vivo 四塩化炭素誘導肝線維化モデルマ
ウスに対して、Rac1 阻害剤 NSC23766 
50ug/body または R-Ketorolac 40ug/body を
週 2 回腹腔内投与し、6 週後に肝線維化改善
効果について評価した。評価項目は、血液生
化 学 検 査 に よ る 肝 酵 素 (ALT, AST) 、
SiriusRed 染色およびαSMA 免疫組織化学
染色による肝線維化面積比率、免疫組織化学
染色による MMP9 陽性細胞数とした。 
 
(4)miR142-3p のヒト単球由来マクロファー
ジ及びヒト肝星細胞に対する作用の検討 
 in vitro で、顆粒球単球コロニー刺激因子
(GM-CSF)を用いてヒト末梢血単球からマク
ロファージを誘導し、miR142-3p mimic を導
入したマクロファージにおける MMP 発現
(MMP1, MMP9, MMP12)を評価した。また、
ヒト肝星細胞(HHSteC)に miR142-3p mimic
を導入し形態、増殖能、線維化関連遺伝子発
現(αSMA, collagens, MMPs, TIMP1, TGF
β1, TGFβreceptors 等)について real-time 
PCR 法で検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) Rac1/ Cdc42 共阻害のマクロファージ表
現型に対する作用の検討 
 先行研究と同様に Rho family GTPase 阻
害剤無添加の control 群と比較し、Rac1 阻害
剤 NSC23766 および Cdc42 阻害剤 ML141
添加群でマクロファージは類円形で小型の
形態となった。NSC23766+ML141 添加群で
その傾向はさらに顕著となり、4 群間で最も
小型の類円形を呈した（図 2）。以上より
NSC23766+ML141 群におけるアクチン重
合阻害作用の増強を確認した。 
 
図 2 Rac1/Cdc42 阻害による細胞形態変化 

 

 
MMP および炎症性サイトカイン発現につい
ては、先行研究で NSC23766 添加により
MMP9 発現が、ML141 添加により MMP13
発現が増加することを確認していたが、
NSC23766+ML141 群では MMP9, 13 発現
に有意な変化を認めなかった（図 3）。一方、
炎症性サイトカインについては、TNFα, 
IL-1β, MCP-1, MIP-1α の著明な発現増加を
認めた。（図 3） 
 

図 3 Rac1/Cdc42 阻害による MMP と炎症性
サイトカインの発現変化 
 
(2) R-Ketorolac のマクロファージのアクチ
ン重合と MMP 発現に対する作用の検討 
 in vitro マウス骨髄由来マクロファージの
培地中にRho family GTPase Rac1/Cdc42阻
害作用を有する R-Ketorolac 1uM, 10uM, 
100uM を添加したところ、用量依存性に細
胞の小型化を認め、phalloidin 蛍光染色によ
り葉状仮足と糸状仮足の減少に伴う蛍光強
度の減少を認めた。これにより、R-ketorolac
によるアクチン重合阻害作用を確認した（図
4）。一方、MMP 発現については、MMP9, 12, 
13 ともに変化を認めなかった（図 5）。 
 

図 4 R-ketorolac によるアクチン重合阻害 
 
 



図 5 R-ketorolac の MMP 発現に対する作用 
 
(3)肝線維化モデルマウスにおけるRac1 阻害
剤 NSC23766 および Rac1/Cdc42 阻害剤
R-Ketorolac の肝線維化改善効果の検討 
 四塩化炭素誘導肝線維化モデルに対する
Rac1 阻害剤 NSC23766 腹腔内投与により、
control 群と比較して肝 αSMA 陽性面積に変
化を認めなかったが、MMP9 陽性細胞数が増
加し、Sirius red 染色による肝線維化面積は
有意に減少した（図 6）。一方、R-ketorolac
投与群では、肝線維化改善効果を認めなかっ
た。 

図 6 NSC23766 による肝線維化改善効果 
 
(4)miR142-3p のヒト単球由来マクロファー
ジ及びヒト肝星細胞に対する作用の検討 
 ヒト末梢血単球由来マクロファージに
miR142-3p を導入すると、MMP12 発現が有
意に増加した（図 7）。 
 

図 7 miR142-3pのヒトマクロファージMMP
発現に対する作用 

また、miR142-3p 導入ヒト肝星細胞では、
negative control miR(NC miR)導入ヒト肝星
細胞と比較し、細胞形態が紡錘形から類円形
に変化し、増殖が有意に低下した。また、線
維 化 関 連 遺 伝 子 発 現 で は 、 TGF β
receptor(TGFBR)1 の発現低下、BMP and 
activin membrane-bound inhibitor 
(BAMBI)、MMP1 の発現増加を認めた（図 8）。 
 

図 8 miR142-3p のヒト肝星細胞に対する作
用 
 
(5) 結論 
本研究では、Rac1/Cdc42 阻害作用を持つ

R-Ketorolac を線維溶解療法に応用すべく検
討を開始した。しかし、in vitro でマウス骨
髄由来マクロファージに R-Ketorolac を添加
したが、MMP9, 12, 13 発現の有意な変化を
認めなかった。in vivo でも、四塩化炭素誘導
肝線維化モデルマウスに R-Ketorolac の腹腔
内反復投与を行い、肝線維化改善効果を評価
したが、肝線維化の改善は得られなかった。
R-Ketorolac が Rac1/Cdc42 の両者を阻害す
ることが改善効果不十分の原因であると考
えられた。一方、in vivo で Rac1 阻害により
肝線維化改善効果を認めたため、以後、Rac1
を含む Rho family GTPase を標的とした
miR142-3p について検討した。in vitro で、
ヒト末梢血単球由来マクロファージの
MMP12 発現増加、ヒト肝星細胞の増殖抑制
と線維化関連遺伝子 TGFBR1 の発現低下と
BAMBI、MMP1 の発現増加を認めた。これ
らの結果は、miR142-3p が肝線維化改善に働
く可能性を示唆しており、in vivo で四塩化炭
素誘導肝線維化マウスモデルに miR142-3p
を導入し、引き続き解析を行っていく。 
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