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研究成果の概要（和文）：線維化を伴う障害肝においては、元来M2 macrophageが肝内に多く存在し更なる肝障
害時に特異的な反応を呈した。具体的には肝阻血再灌流障害48時間後の肝再生開始時に炎症性サイトカイン発現
が低く急性炎症の遷延が軽減されるとともに、96時間後のmacrophageとhepatic stellate cellの集積が亢進し
壊死領域の貪食が進み、さらに血管新生とductular reactionの亢進も加わり肝障害後の肝修復が促進されたこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：There are originally remarkable accumulation of M2 macrophage observed in 
the fibrotic liver caused by chronic liver injury, suggesting that fibrotic liver may show specific 
immunological response after further insults. Indeed, the inflammatory cytokines level in the liver 
at the onset of liver regeneration decreased in the fibrotic liver. During liver repair and 
regeneration, there were more macrophage accumulation which phagocyte necrotic tissue in the 
fibrotic liver than in the normal liver. Furthermore, increase in  hepatic stellate cell 
accumulation, micro vessel density, and liver regeneration caused by ductular reaction were observed
 in the fibrotic liver. As a result, fibrotic liver showed prompt liver recovery after acute liver 
injury.

研究分野： 肝再生

キーワード： 肝再生　肝修復　マクロファージ　肝阻血再灌流障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
障害肝における急性肝障害に対する肝再生・肝修復機構は未だ明らかとされていなかったが、本研究ではその肝
修復の概要とメカニズムを炎症細胞浸潤やcytokine/chemokine発現などの観点からin vivoで解明したことに学
術的意義がある。社会的意義として、これらの成果は臨床的に慢性肝炎・肝硬変例における手術や外傷に伴う肝
障害後の肝再生機構に応用できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肝切除術において、術後肝不全は致命的となりうる重大な合併症であり、残肝の肝障害と肝再生
低下が原因となる。脂肪肝・脂肪肝炎や肝線維化を伴う肝臓においては、肝阻血再灌流障害など
の手術に伴う急性肝障害が強く惹起され術後肝不全の頻度が高いことが報告されており、手術
適応が限定されている(①, ②)。肝移植においても同様で、脂肪肝グラフトは移植後肝不全のリ
スクファクターである(③)。近年、生活習慣病の増加ならびに術前化学療法の普及などにより脂
肪肝や脂肪肝炎を伴う肝悪性腫瘍症例が増加している。また、肝細胞癌は慢性肝炎・肝硬変を背
景として発癌する。今後の肝悪性腫瘍疾患の予後向上のためには、これら障害肝症例に対して術
後肝不全を回避する肝臓手術の安全な施行と手術適応の拡大が急務である。炎症を伴わない肝
切除後の生理的な肝再生機序は広く研究されてきたが、障害肝における急性肝障害後の肝再生
メカニズムは明らかでなく、また肝再生を促進させる画期的な治療法は確立されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、障害肝における肝再生促進療法の開発を念頭に、障害肝における急性肝障害後の肝
再生機構が正常肝とどのように異なるかを研究課題の核心をなす学術的「問い」とした。よって、
障害肝の中でも特に肝線維化を伴う肝臓の急性肝障害後の肝再生メカニズムの解明とその治療
介入の可能性の追及を研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス肝線維化モデルの解析 
マウスに対して carbon tetrachloride(CCl4)を 2回/週の頻度での腹腔内投与を6週間継続す

ることにより構築される肝線維化モデルを使用する。Control 群には vehicle を同様の頻度と量
で投与している。線維化肝における炎症細胞など非肝実質細胞の浸潤様式や肝内の炎症性サイ
トカインレベルを解析する。 
(2) 肝線維化モデルにおける急性肝障害後肝再生メカニズムの解析 
肝線維化群と control 群に対して、急性肝障害の一つである肝阻血再灌流障害(I/R)を惹起さ

せたマウスモデルを解析する。具体的には片葉のグリソンの 90 分間阻血による部分肝阻血再灌
流障害モデル(④)を作成して、それぞれの肝再生・肝修復メカニズムを特に肝内炎症性サイトカ
インレベルやマクロファージを代表とした炎症細胞など非肝実質細胞浸潤や肝再生形式に着目
して検討する。 
(3) 肝線維化マウスモデルにおける macrophage の役割 
肝線維化マウスモデルに I/R を惹起した後に chrodronate liposome を I/R 24 時間後と 72時

間後に投与する macrophage 欠損モデルを作成し、線維化を伴う肝臓における macrophage の機
能解析を肝再生・肝修復に関わるサイトカインレベルの評価を中心として施行する。 
 
４．研究成果 
(1) マウス肝線維化モデルの解析 

CCl4 を 6 週間投与したマウスにおいて Sirius Red 染色を施行するとグリソンを架橋する
bridging fibrosis の所見を認め、肝線維化マウスモデルとして適切と判断した。rPCR では
Fibrosis model は control 群と比較して肝内の TNF-, IL-1, IL-10 と炎症性サイトカインな
らびに抗炎症性サイトカインが高く発現していた。
また Fibrosis model の F4/80 免疫染色で bridging 
fibrosis に沿った CD163 陽性 macrophage の集積を
認める(Figure 1A)とともに、rPCR では Fibrosis 
model の肝内で Ccl2 が高発現し、MARCO・CD206 の発
現上昇を認める一方で iNOS の発現上昇は認めなか
った(Figure 1B)。これらの結果から、肝線維化を伴
う障害肝(臨床的には慢性肝炎・肝硬変に該当)にお
いては繰り返す慢性炎症により M2 macrophage が集
積しており、急性肝障害に対してならびにその後の
肝再生や肝修復に対して特異的な反応を示す可能性



が示唆された。 
(2) 肝線維化モデルにおける急性肝障害後肝再生メカニズムの解析 

肝線維化マウスモデルと control 群に I/R を惹起させ、
その後の肝修復・肝再生機構を比較検討した。肝線維化マウ
スモデルにおいて、necrotic area が正常肝に比して早く減
少し肝修復がより促されており、そのメカニズムを解析し
た。 
まず肝再生時のサイトカインレベルを rPCR にて解析し

た。肝再生が開始される I/R 後 48 時間の肝内 TNF・IL-1・
IL-6 発現は肝線維化マウスモデルにおいて control 群より
有意に低かった一方で、IL-4・IL-10 発現には有意差を認め
なかった(Figure 2)。次に免疫染色で非肝実質細胞に着目す
ると、F4/80陽性のmacrophage集積とdesmin陽性のhepatic 
stellate cell 集積が肝線維化マウスにおいて肝再生時(I/R
後 96 時間)に顕著に認めた(Figure 3)。また、CD31 の免疫染
色では肝線維化マウスで肝再生時の障害部における micro 
vessel density が有意に高かった(Figure 4)。これらの結
果から、線維化を伴う障害肝においては肝再生開始時に炎症
性サイトカイン発現が低く急性炎症の遷延が軽減されると
ともに、肝再生時に創傷治癒に関わる細胞浸潤が顕著となり
壊死組織の貪食や血管新生が亢進し肝修復が促進されたと
考えられた。肝再生に関しては、肝線維化マウスモデルにお
いては免疫染色で PCNA 陽性肝細胞数に増加は認められなか
った一方で、CK7 陽性の reactive ductules と CK8/18 染色
によるその周囲の肝細胞の増加を認めていた(Figure 5, 
serial section による免疫染色像)。これらの結果から、線
維化を伴う障害肝の肝再生にductular reactionに伴う肝細
胞増殖が関わっている可能性が示唆された。 
(3) 肝線維化マウスモデルにおける macrophage の役割 
Chrodronate liposome による macrophage depletion モデルを用いて、肝線維化マウスモデル

の肝再生における macrophage の機能を解析した。chrodronate liposome 群において F4/80 染色
で肝再生時の macrophage 集積の低下を認めるとともに、肝組織の再生低下と障害組織の修復の
遅延を認めた。Macrophage は cytokine や chemokine を分泌することで血管新生や ductular 
reaction に影響を及ぼす可能性があり、肝内の HGF・EGF・TWEAK・VEGF 発現を rtPCR で解析し
たが、chrodronate liposome 群において control 群と比較してそれら cytokine の発現に有意差
は認めなかった。これらの結果より、肝線維化マウスモデルにおいて macrophage が壊死組織の
貪食をすることで肝修復を促す可能性が示唆されたが、その他の現象への影響を解明すること
はできなかった。 
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