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研究成果の概要：本研究では障害肝に浸潤するマクロファージに発現するオステオアクチビン

の障害肝の再生・修復から発癌に及ぼす影響を検討した．四塩化炭素で誘導した急性肝障害モ

デルにおいて，オステオアクチビンは肝障害の修復期に浸潤したマクロファージに発現し，オ

ステオアクチビン陽性マクロファージは高い貪食能を有していた．一方，マクロファージを欠

損させると肝障害が遷延化した．また，オステオアクチビンの欠損は肝障害の程度には影響し

なかったが，線維形成とその吸収を抑制した．以上より，オステオアクチビン陽性マクロファ

ージは障害肝の再生・修復に重要な役割を果たしていることが推測された．さらに，四塩化炭

素を腹腔内投与して急性肝障害を誘導した後に syngeneic な肝癌細胞を脾臓に接種すると，肝

癌結節の生着が促進され，肝癌結節数も増加した．以上の結果から，障害肝に浸潤したマクロ

ファージに発現するオステオアクチビンは障害肝の再生・修復および肝障害を背景とした肝癌

の発育，進展に重要な役割を果たしていることが示唆された． 

 
研究成果の概要：In this study, we investigated an involvement of osteoacitivin, which 
is expressed in infiltrating macrophages, in repair of injured livers and 
hepatocarcinogenesis. In mice with CCl4-induced liver injury, osteoactivin was expressed 
in macrophages infiltrating in injured livers during repair process, and macrophages 
positive for osteoactivin exhibited enhanced ability of phagocytosis. When macrophages 
were depleted, repair of injured livers was suppressed. Additionally, mice lacking 
osteoactivin expression showed inhibition of both fibrosis and its resolution. When 
hepatoma cells were inoculated, following induction of liver injury, enhanced development 
of hepatic tumors was observed. These results suggest that osteoactivin play an important 
role in repair of injured livers and also in development of hepatocellular carcinoma 
occurring in the context of liver injury.  
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１．研究開始当初の背景 
傷害組織の修復過程では，残存した有害物質
や壊死組織の除去および欠損した組織の修
復といった二つのメカニズムが存在する．マ
クロファージは傷害部位周囲に集簇し，サイ
トカインなどの産生や有害物質および壊死
組織の貪食などを介して，傷害組織の修復過
程において重要な役割を果たしている． 
オステオアクチビンは大理石骨症ラットか
ら単離された膜貫通ドメインを持つ糖タン
パクである．我々はコリン欠乏アミノ酸置換
食飼育ラット肝において肝発癌よりも早期
に発現亢進する遺伝子群からオステオアク
チビン遺伝子を単離したが，同遺伝子はヒト
肝硬変および肝細胞癌組織においても発現
している．最近，オステオアクチビンは急性
肝障害モデルの肝マクロファージにおいて
発現しており，さらにマクロファージなどの
抗原提示細胞で発現されるオステオアクチ
ビンは炎症のフィードバック調節因子とし
て作用していることが報告された．以上の知
見から，オステオアクチビンは傷害組織に浸
潤した抗原提示細胞に発現し，炎症の持続，
傷害組織の再生・修復に関与していることが
推測される． 
一方，肝細胞癌は慢性肝炎あるいは肝硬変を
背景に発生する．すなわち，持続する炎症と
組織傷害と繰り返される障害肝の再生・修復，
さらに肝線維化の進展が，肝発癌および肝細
胞癌の発育，進展に有利な微小環境を提供し
ていることが推測される．しかし，これらの
肝発癌および肝細胞癌の進展に関わる微小
環境の詳細は明らかになっていない． 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は，障害肝の再生・修復過程
の微小環境で作動している炎症性および抗
炎症性サイトカイン，増殖因子，線維化関連
分子の動態とその役割を，マクロファージ，
特にオステオアクチビン陽性マクロファー
ジに着目して明らかとし，障害肝の再生・修
復の微小環境における肝癌の発育，進展を促
進する分子メカニズムを明らかにすること
である． 
 
３．研究の方法 
1. 急性肝障害の修復過程における肝マクロ

ファージの解析 
8 週齢の C57BL/6 マウスに四塩化炭素 1 
ml/kg を単回腹腔内投与し，下記の検討を
行った． 

(1) 血清 ALT 値および組織学的所見 
(2) 肝組織におけるサイトカイン，ケモカイ

ンの発現：RT-PCR 法 
(3) F4/80 免疫組織化学染色および FACS によ

る浸潤マクロファージの解析 
 
2. 急性肝障害モデルのおけるオステオアク
チビン発現マクロファージの解析 
8 週齢の C57BL/6 マウスに四塩化炭素 1 
ml/kg を単回腹腔内投与し，下記を検討し
た． 

(1) オステオアクチビンの発現：RT-PCR，ウ
ェスタン法，免疫蛍光染色 

(2) 肝障害誘導 4日目に単離した肝マクロフ
ァージの FACS 解析 

(3) 蛍光標識ラテックスビーズを用いた肝
障害誘導 4日目に単離した肝マクロファー
ジの貪食能の解析 

 
3. 浸潤マクロファージの肝障害およびその
修復に及ぼす影響 
8 週齢の C57BL/6 マウスに四塩化炭素 1 
ml/kg を単回腹腔内投与し，その 48 時間後
に Clodronate 200μL を腹腔内投与して下
記の検討を行った． 

(1) 血清 ALT 値および組織学的所見 
(2) 免疫組織化学染色によるCD68陽性マク
ロファージの解析 

 
4. オステオアクチビン欠損マウスを用いた
検討 
オステオアクチビン発現を欠損した
DBA/2J（D2）マウスおよび野生型オステオ
アクチビン遺伝子を持った DBA/2J-gpnmb+
（D2+）マウスに四塩化炭素肝障害を誘導
し，下記について検討した． 

(1) 血清 ALT 値および組織学的所見 
(2) TGF-β，MMP9 および MMP13 の発現：RT-PCR 
(3) αSMA，Ki-67 の発現：免疫組織化学染色 
 
5. 肝障害/肝癌モデルの解析 
(1）8週齢の C57BL/6J マウスに四塩化炭素 1 
ml/kg を単回腹腔内投与し，その 2日後に
マウス肝癌細胞株 Hepa1-6 (5×105 cells/
匹)を脾注した．脾注 14 日後に犠死させ，
腫瘍生着率，肝重量/体重比，腫瘍結節数
を検討した．また，肝組織の CD68 免疫染
色も行った． 

(2）8週齢の C57BL/6J マウスに四塩化炭素 1 
ml/kg を単回腹腔内投与し，経時的に肝マ
クロファージを単離してサイトカインお
よび増殖因子の発現を RT-PCR 法で解析し
た． 

(3）CCl4投与 4日後の肝組織および肝障害/
肝癌モデルの肝組織における CD68 と VEGF
の発現を蛍光二重免疫染色で検討した． 

 
４．研究成果 
1. 急性肝障害の修復過程における肝マクロ



ファージの解析 
(1) 血清ALTは四塩化炭素投与2日後に2526 

IU/L (range 1190-3690 IU/L)に上昇し，4
日後には 55 IU/L (range 39-73 IU/L)と低
下した．組織学的には 2日後に炎症細胞浸
潤と，中心静脈，門脈周囲に壊死およびア
ポトーシスが著明に認められたが，4日後
には改善していた． 

(2) 肝組織における IL-1βおよび IL-6 の発
現は 2日および 4日後に低下したが，
TNF-α の発現はいずれも増強していた．一
方，IL-10 発現は 2日および 4日後に徐々
に増強した．また，CCL2 発現は 2日後に増
強したが，4日後には低下した． 

(3) F4/80 を用いた免疫染色では，肝障害誘
導 2日後の肝組織において，マクロファー
ジは障害部位周囲に集積していた（図１）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ マクロファージは傷害部位周囲に集

簇する 
 
また，肝障害誘導 48 時間後の肝臓から単
核球を単離し FACS 解析を行ったところ，
浸潤したマクロファージ（F4/80 陽性）の
ほぼ全てが CD68または CD11b陽性であり，
CD68 陽性細胞はその 95％を占めていた． 
 
障害肝にはサイトカイン産生を主たる機
能とするCD11b陽性マクロファージと貪食
能を主たる機能とする CD68 陽性マクロフ
ァージが浸潤する．以上の結果から，急性
肝障害のピークに遅れて組織傷害周囲に
浸潤するマクロファージの 90％超が貪食
主体の CD69 陽性マクロファージであるこ
とが明らかとなった． 

 
 
2. 急性肝障害モデルのおけるオステオアク

チビン発現マクロファージの解析 
(1) オステオアクチビンは，投与 2日後の血

清 ALT上昇のピークに遅れて発現誘導され，
4日後以降にも強い発現が持続した． 
免疫組織化学染色では，組織学的に改善を
認めた 4日後に，門脈域および壊死巣周囲
に集族しているマクロファージにオステ
オアクチビンの発現を認め，オステオアク

チビン陽性マクロファージには貪食像が
認められた． 
また，蛍光二重染色では，肝障害部位周囲
に浸潤した CD68 陽性マクロファージの一
部にオステオアクチビンが発現しており，
オステオアクチビン発現細胞はほぼ全て
が CD68 陽性であった． 

(2) 傷害肝より単離した単核細胞の FACS 解
析では，オステオアクチビン陽性細胞 90％
以上が CD68 陽性/CD11b 陰性であり，CD68
陽性細胞ではその約 50％にオステオアク
チビンが発現していた． 

(3) マクロファージの貪食能を microsphere 
-FITC を用いて検討したところ，CD68 陽性
マクロファージは CD11bマクロファージよ
りも高い貪食能を有しており，CD68 陽性マ
クロファージのうち，オステオアクチビン
陽性マクロファージは，オステオアクチビ
ン陰性マクロファージに比して有意に高
い貪食能を有していた． 
 
肝組織におけるオステオアクチビンの発
現は肝障害のピークに遅れて発現し，その
局在は貪食能を有した CD68 陽性マクロフ
ァージであることを見出した．さらに単離
マクロファージの解析では CD68 陽性マク
ロファージの中でも CD68 陽性かつオステ
オアクチビン陽性マクロファージには有
意に高い貪食能があることが明らかにな
った． 

 
 
3. 浸潤マクロファージの肝障害およびその
修復に及ぼす影響 

(1) 四塩化炭素投与 48 時間後に Clodronate
にて浸潤マクロファージを欠損させると，
四塩化炭素投与 96 時間後も ALT が優位に
上昇していた．組織学的にも広範な壊死巣
が残存していた（図２）． 

(2) マクロファージ欠損マウスでは CD68 陽
性マクロファージの浸潤が欠損している
ことが確認された（図２）． 
 
障害肝に浸潤するマクロファージの 90％
超が CD68 陽性で，その約半数がオステオ
アクチビン陽性である．これらのマクロフ
ァージを欠損させたところ，肝障害が遷延
化したことから，CD68 およびオステオアク
チビン陽性マクロファージは障害肝組織
の再生・修復に重要な役割を果たしている
ことが推測された． 

 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ マクロファージの欠損は肝障害を遷
延化する 

 
4. オステオアクチビン欠損マウスを用いた

検討 
(1) D2 および D2+マウスにおいて，血清 ALT

値および肝組織学的所見に明らかな差異
は認めなかった． 

(2) D2 マウスにおいて，四塩化炭素投与 4日
目の TGF-β 発現，8日後の MMP9 発現およ
び 6日後の MMP13 の発現が有意に低下して
いた．  

(3) αSMA の免疫組織化学染色では D2マウス
において αSMA 陽性領域が有意に縮小し，
αSMA および Ki-67 の蛍光二重染色では D2
マウスにおいてαSMA陽性の活性化星細胞
の増殖が有意に抑制されていた． 

 
オステオアクチビン陽性マクロファージ
を欠損させると肝障害の程度には影響を
及ぼさなかったが，TGF-β，MMP9，MMP13
の発現が低下し，一方，活性化星細胞の増
殖が促進されたことから，オステオアクチ
ビン陽性マクロファージは障害肝の修復
過程において細胞外マトリックスの産生
と吸収の両者に関与していることが示唆
された． 

 
 
5. 肝障害/肝癌モデルの解析 
(1）肝障害を誘導した後に肝癌細胞を接種す

ると，肝障害のないマウスに比して，肝臓
内への腫瘍の生着率が有意に上昇し（63％ 
vs 10％），肝重量/体重比および腫瘍結節
数も有意に増加した．また，肝障害群の
CD68 免疫染色では腫瘍結節周囲に CD68 陽
性マクロファージが集簇していた． 

(2）障害肝に浸潤したマクロファージを経時
的に単離して種々のサイトカインおよび
増殖因子の発現を解析したところ，四塩化
炭素投与 2日後に単離したマクロファージ
において VEGF が有意に発現増強し，その
強い発現は投与 8日後まで持続した． 

(3）蛍光二重染色では，四塩化炭素投与 4日
後の肝組織で，中心静脈周囲の壊死巣に集

簇した CD68 陽性マクロファージに VEGF 発
現が認められた．また肝障害/肝癌モデル
では，肝臓内の腫瘍結節近傍に集簇した
CD68 陽性マクロファージに VEGF 発現が認
められた． 

 
障害肝の再生・修復時に肝癌細胞を接種す
るとその生着および肝癌結節の発育が促
進され，結節周囲にはマクロファージが浸
潤し VEGF を発現していた．これらの結果
から，障害肝の再生・修復に需要な役割を
果たしているマクロファージが肝癌結節
の発育，進展にも関与していることが示唆
された． 
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