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研究成果の概要（和文）： 

 敗血症病態では HGF は炎症の場となるマクロファージに直接作用し、NF-κB 活性化制御とと

もに炎症性サイトカインの産生を転写レベルで抑制する事が判明した。この際、HGF は抗炎症

因子であるヘムオキシゲナーゼ１の発現を介して、急性腎不全、肺傷害、肝炎の発症を顕著に

抑制する事がマウス敗血症モデルを用いた解析から明らかとなった。今回の検討から、マクロ

ファージでの HGF-ヘムオキシゲナーゼ１経路の活性化が敗血症の病態改善に有効な治療戦略

になる事が期待される。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 We demonstrated that direct effects of HGF on macrophages during leads to inhibition 

of the NF-b actiation and subseuent transcription of pro-inflammatory cytokines. 

Furthermore, we found, using a mouse model of sepsis, that HGF-mediated up-regulation 

of hemeoxygenese-1 is reuired for HGF to inhibit the onset of septic acute renal failure, 

lung injury and hepatitis. Based on the present data, we conclude that enhancement of 

the HGF-hemeoxygenase-1 pathway in macrophages can be a reasonable strategy to improe 

the sepsis-related pathological conditions. 

 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００８年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

２００９年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

２０１０年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度  

  年度  

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科細目：基礎医学実験病理学 

キーワード：HGF, c-Met, 多臓器不全, 敗血症, 炎症性サイトカイン, マクロファージ 

 



1. 研究開始当初の背景 
 心筋梗塞をはじめとする急性致死性疾患
では、救命医療技術の向上により一次救命率
が大幅に改善された反面、細菌感染から多臓
器不全に至る患者が相加の一途を辿ってい
る。米国の 2003 年統計では敗血症による年
間死亡は実に 70 万人を超えており、とりわ
け急性腎機能障害、呼吸器不全を合併した症
例では予後は極めて悪い（死亡率 80％以上）。
したがって敗血症の発症予防、病態改善は救
命医学の最重要課題といえる。今までの研究
では、主に敗血症の進展増悪に関わる分子機
構の解析に精力が注がれた。その結果、tumor 
necrosis factor- NF- や
inerleukin-6 IL-6といった炎症性サイト
カインが敗血症での初期病態、特に全身性炎
症反応性症候群SIRSを誘起する責任分子
であることが解明され、これらの増悪因子の
産生や機能の制御が多臓器不全初期病態改
善につながることが実証された。感染症→
SIRS→多臓器不全の進展は自然免疫を介し
た過剰な炎症応答に基づくと考えられるが、
生体には過剰炎症を制御する内在性機構 
self-defense mechanismが存在すると考え
られる。このような生体防御機構を駆動する
液性因子の同定とその分子基盤の解明はこ
れまで有効な治療法がなかった敗血症多臓
器不全の新しい治療法確立に向けて大きな
意味を持つ。しかしながら、SIRS→多臓器不
全に至る過程で病態進展を制御する、防御機
構の解析は海外、国内ともに立ち後れていた。 
 肝細胞増殖因子HGFは初代培養肝細胞の
DNA 合成を指標に私達の研究室で精製、遺伝
子クローニングされた増殖因子である。申請
者はこれまでに急性腎不全や肺炎、肝炎の動
物モデルを用いて、虚血再灌流傷害により急
性腎不全を惹起したマウスや糖尿病性腎症
を誘起した高血糖マウスに HGF中和抗体を投
与すると、尿細管細胞のアポトーシス亢進、
間質線維化に一致して好中球やマクロファ
ー ジ の 浸 潤 が 高 ま る こ と を 見 出 し た 
[Mizuno-S et al.,Am J Pathol 166: 1895 
2005; Am J Physiol 286: F134 2004; 
Kidney Intl 59: 1304 2001] 。このよう
な内因性 HGFによる臓器保護の重要性は胆汁
性肝炎や抗がん剤を投与した消化器呼吸器
障害のマウスモデルでも再現される事を明
らかにして来た[Li-Z, Mizuno-S et al., Am 
J Physiol 292: G639 2007; Nakahira-R, 
Mizuno-S, et al., BBRC 341: 897 2006; 
Hattori-N, Mizuno-S et al., Am J Pathol 
164: 1091 2004]。一方、慢性炎症初期で
は HGFはマクロファージなどの間質細胞によ
って産生されるが、進行期線維形成期には
マクロファージでの HGF産生が枯渇しており、
このことが組織線維化の進展に直結という

新しい病理発生論を提唱した[Mizuno-S et 
al., FASEB-J19: 580 2005; Mizuno-S & 
Nakaura-, Regener. Med. 2: 161 2007; 
Mizuno-S & Nakamura-, Diabetic Kidney 
pp225-253 Humana Press, otawa 2006]。
このように申請者は過去 10 数年間、各種病
態における HGFの生体機能解析について深い
背景を有して来た。 
 
 
２．研究の目的 
 敗血症、多臓器不全の患者では血中 HGF レ
ベルが上昇することが報告されている。実際、
リポポリサッカライドLPSを投与した敗血
症マウスでも各臓器において HGF産生が一過
性に亢進していることを申請者らは確認し
ている。しかしながら、SIRS 初期から多臓器
不全に至る過程での内因性 HGFの生理的機能
に関する研究は皆無であり、また HGF が標的
とする細胞ならびにその生物活性、シグナル
経路についても不明な点が多い。 
 一方、近年の研究により SIRS／敗血症を始
めとする様々な炎症性疾患において自然免
疫を規定するマクロファージの重要性が着
目されている。マクロファージには LPS を始
めとするエンドトキシンに対する受容体
oll-lile receptor などが発現しており、
この下流で NF-kappB 活性化を介した炎症反
応が起こるとされている。またマクロファー
ジは敗血症の後期炎症を司り、敗血症死のメ
ディエーターとされる HMGB1を放出する細胞
としても重要である。その一方で、マクロフ
ァージはヘムオキシゲナーゼ１HO-1を供
給する事で IL-6 などの産生を制御し、様々
な炎症反応を抑制することが知られている。
興味深い事に敗血症患者や動物モデルにお
いて、血中および組織中のマクロファージに
おける c-Met/HGF受容体の発現が著しく亢進
することが報告されている。この事から
SIRS/敗血症の病態では HGF が何らかの機能
を獲得している可能性が示唆される。そこで
今回、（１）HGF による敗血症病態改善は主に
マクロファージを標的とした経路に依存す
る事を実証する、（２）SIRS 病態下でマクロ
ファージが産生する防御因子HO-1、IL-10 な
ど、増悪因子NF-α,IL-6 などに対して
HGF/c-Met 系がそれぞれ促進的、抑制的に働
くことを示す、（３）以上により敗血症に対
する生体防御機構、特に HGF によるマクロフ
ァージを標的とした過剰免疫応答制御の分
子基盤解明を目指す。さらにリコンビナント
HGF の注射によって敗血症の病態が改善され
ることをモデルにより実証し、HGF 補充療法
が敗血症の生体防御機構に根を降ろした合
理的な治療戦略になることを提案する。 
 



３．研究の方法 

【第１段階】エンドトキシン投与または盲腸

穿孔による敗血症マウスを作成し、敗血症初

期 SIRS 相の自然経過中に誘導される HGF

の産生亢進ならびにマクロファージでの

c-Met/HGF 受容体チロシンリン酸化の発現量

とそのピーク時期を明らかにする。 

1 一般臨床検査：血中 BUN 値,GP 値,サ

ーファクタント蛋白,自発運動,体重の測

定. 

2 HGF/c-Met 発現推移の検討： 

 *蛋白レベル：免疫組織化学,ELISA,ウエ

スタン解析, フローサイトメトリー. 

 *mRNAレベル：real-time PCR, in situ ハ

イブリダイゼーション、ノーザン解析. 

3 NF-α,IL-6, HMGB1 などの炎症増悪因

子、IL-10, HO-1 などの炎症制御因子の 

  動態解析：ELISA,ウエスタンブロット,

リアルタイム PCR,ノーザンブロット解析. 

4 各臓器での炎症／傷害の評価： 

①肝臓、腎臓、肺における NF-κB 活性

化ゲルシフトアッセイ/ELISA. 

②上記組織中の好中球／マクロファー

ジ定量ミエロペルオキシダーゼ活性. 

③上記組織中のアポトーシス定量

ULEL 染色、DNA ラダー,一般病理解

析. 

 

【第２段階】エンドトキシンなどにより敗血

症を惹起したワイルドタイプのマウスにリ

コンビナント HGF 製剤を投与し、マクロファ

ージでの c-Met リン 酸化に一致して、炎症

性サイトカインの産生放出が抑制され、多

臓器不全の病態が改善されることを実証す

る。以上により HGF 補充が敗血症改善を実現

する治療戦略になることを提唱する。 

 特にマクロファージが産生する炎症刺激

因子IL-6,HMGB1 などおよび炎症制御因子

HO-1, IL-10 の発現が HGF/Met シグナル消

失により修飾を受けるのかについてポイン

トを絞る。以上の解析により敗血症初期相で

はマクロファージに対する HGF /c-Met シグ

ナルが炎症制御機構を駆動していることを

立証する。 

 

【最終段階】野生型マウスまたは KO マウス

より腹腔マクロファージを採取し、primary 

culture に供する。また LPS 刺激による炎症

反応がよく解析されているマウス Mφ株化細

胞Raw.264.7細胞についても同様の解析を行

う。このような In Vitro Assay 系を用いて、

LPS 刺激による炎症性サイトカインの産生誘

導に対する、HGF の抑制効果とそのメカニズ

ムを分子生物学的手法により詳細に調べる。 

 1 サイトカイン,酵素の測定：IL-6, IL-10, 

HO-1 の産生量→real-time PCR 法,ELISA 法. 

 2 細 胞 の 活 性 状 態 評 価 ： CD11b, 

eat-me-signal などの発現分子→フローサイ

トメトリー. 

 3 転 写 因 子 の 解 析 ： NF-E2-related 

factorNrf2, AP-1→ルシフェラーゼ法. 

 4シグナル系：MAPK 系,PI3K 系,COX-2 系の

各種阻害剤またはsiRNAを用いて炎症制御に

必要な HGF/c-Met 下流シグナルを決定する。 
 
 
４．研究成果 
1 平成20年度: 
 様々な感染症により惹起される敗血症は近
年増加しており、多臓器不全に至る症例では
致死率が高い。以上の病態はIL-1,IL-6,IL-18
などの炎症性サイトカインを介した全身性炎
症反応症候群SIRSによって惹起される。一
方、生体には敗血症の進展を阻害する生体防
御機構が備わっており、たとえば炎症時に誘
導されるヘムオキシゲナーゼ１HO-1はSIRS
病態を制御することで多臓器不全の進行を遅
延させることが知られている。そこで今回、
エンドトキシンLPSにより敗血症を惹起し
たマウスを用いて、炎症病態におけるHGFによ
るHO-1誘導促進の可能性と、その意義につい
て解析を行った。 
 健常マウスにLPSを投与したところ、血中
IL-1,IL-6, IL-18濃度が著しく上昇した。LPS
投与後腎臓、肺、肝臓を組織学的に精査した
ところ、各臓器ともに炎症像、血栓形成とい
った所見が顕著に観察され、これに一致して
多臓器不全が進行した。そこで、LPS処置マウ
スにHGFを投与したところ，LPS投与後尿細管
上皮、肺肝のマクロファージでのHO-1発現
が高まること、HGFはLPSによるHO-1発現をさ
らに数倍に高める事が明らかとなった。以上
に一致して、LPSによる血中IL-1,IL-6,IL-18
濃度の上昇はHGFにより顕著に抑制された。そ
の結果、各臓器のinjury scoreはHGF投与群で
は有意に低下していた。最後にHGFによるHO-1
産生促進の意義を明らかにする目的でLPS投
与マウスに、HGFとともにHO-1阻害剤 SnPP
を皮下投与した。その結果、HGFによる
IL-1,IL-6,IL-18産生阻害効果はHO-1阻害剤
により解除される事が明らかとなった。HGF
はLPSマウスに必見される腎肺肝の組織傷
害を強く抑制するが、このような臓器保護作
用はHO-1阻害剤によって減弱されていた。 
 今回の解析から、HGFはLPSが標的とするマ
クロファージに作用してIL-1,IL-6,IL-18産
生を抑制することが浮きぼりとなった。即ち、
HGFは敗血症初期相ではHO-1と連携して、SIRS
を特徴づける高サイトカイン血症そのものを
阻止する事により、来るべき多臓器不全の発
症を事前にブロックしていると考えられる。 
 



2 平成21年度: 
細菌感染などによる敗血症は近年増加の一途
を辿っており、米国では年間７０万人以上が
敗血症経過中の多臓器不全によって死亡して
いる。私達は肝細胞増殖因子（HGF）による多
臓器不全症の発症予防効果を敗血症のマウス
モデルを用いて明らかにしていた（前年度）。
本年度はその分子機構を明らかにすべく、敗
血症病態における生体防御機構、とりわけ
IL-1,IL-6,IL-18などの炎症性サイトカイン
の産生を制御する事が知られているヘムオキ
シゲナーゼHO-1に注目し、その発現に対す
るHGFの効果を調べた。 
 HO-1研究で汎用されているマクロファージ、
Raw264細胞を用い、HO-1産生に対するHGFの機
能を調べた。その結果、HGFはLPS刺激後12時
間以内に、HO-1 mRNAのレベル修飾なしに蛋白
レベルを数倍に上昇させることが判った。そ
こでLPS刺激したRaw264細胞にリボゾーム阻
害剤シクロヘキシミドを添加したところ、
HGFによるHO-1産生誘導が阻害されたのに対
し、転写阻害剤アクチノマイシンDでは変化
が認められなかった。次にHGFの抗炎症作用に
対するHO-1の貢献度を明らかにすべく、
Raw264細胞にHO-1阻害剤SnPPを添加した。
その結果、LPS刺激マクロファージではHGF添
加によりIL-6産生抑制とIL-10産生亢進が促
されたのに対し、HGFにSnPPを併用すると、
IL-6発現低下の解除、IL-10発現上昇の制御が
認められた。以上の結果はLPS処置マウスに
HGF単独またはHGF+SnPPを投与したin io系
でも再現された。 
 今回の結果から、炎症病態では1HGFはマ
クロファージを直接標的とし、翻訳後修飾を
介してHO-1発現を高める、2 HGFによるHO-1
発現促進を介したIL-6産生制御、IL-10産生促
進が肝炎や肺傷害の改善に寄与する、以上の
作用機序が明らかとなった。 
 
3 平成22年度： 
敗血症病態において腎傷害は致命的な病態イ
ベントとなりうる。そこで本年度は敗血症病
態における腎傷害に着目し、マウス疾患モデ
ル動物を用いてHGFによる腎保護機構を下記
の通り解析した。 
 
 敗血症病態における蛋白尿発症機序につい
て解析を行った。その結果、炎症性サイトカ
インであるIL-1βの産生亢進がLPS投与後12
時間目にマクロファージを中心に観察され、
投与後24〜36時間にかけて糸球体ポドサイト
においてスリット分子であるネフリンの産生
抑制が認められた。この時、ネフリンの転写
促進因子であるW1の核内発現は減弱してい
た。これに一致してアルブミン尿の排泄が顕
著となった。以上の成果はBiomed Research 
31: 363-369 2010に公表した。 
  次いで敗血症病態における蛋白尿漏出に
対するHGFの効果を検討した。LPS処置マウス
にHGFを投与すると、マクロファージでのIL-1
産生が抑制され、ネフリンの産生抑制が軽減
された。さらにポドサイト自身にHGFシグナル
伝達を示すc-Metチロシンリン酸化が認めら

れた。その結果、HGF投与群では炎症時に惹起
される炎症性酵素、カテプシンLの誘導は抑制
され、その基質であるシナプトポディンの分
解も緩和される事が判明した。以上の成果は
Nephrology 16: 310-318 2011に報告した。 
  その一方で、ヒトHGFを動物に反復投与す
ると、蛋白尿が惹起されるという知見も相次
いでおり、HGFによる蛋白尿抑制効果を疑問視
する報告も見受けられる。私達はヒトHGFがラ
ットに対して抗原性を持つ事に注目し、免疫
介在性糸球体腎炎によるpeudo-toxicな効果
である事を実証した。実際、抗原性を持たな
いラットHGFをラットに長期間投与しても免
疫複合体の沈着は認められず、重篤な蛋白尿
も惹起されない事を実証した。以上の成果は
Clin Exp Pharmacol Physiol 38: 192-201 
2011に報告した。 
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