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研究成果の概要（和文）：人工肝補助装置の開発にあたって、いかなる病態肝に適応があるかを、その病態の機
序を解明らかにすることは極めて重要である。肝細胞癌、肝炎、肝再生の3つの病態につき検討した。肝細胞癌
に関してはIL-17Aが炎症を通じた酸化ストレスによるDNA損傷によりDEN化学発癌を増強すること、さらに、
M-CSFが肝内のクッパー細胞を活性化することにより誘導される血管新生を通じて癌の増殖に関与することが明
らかになった。肝炎に関しては、IL-17AがLPS/GalN誘発劇症肝炎を重症化することが明らかになった。肝再生に
関しては、CLEC-2が血小板と肝類洞との相互作用により、肝再生を促進することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：It is very important to clarify the mechanism of the liver diseases for 
considering an indication of artificial liver support system to the liver diseases such as HCC, 
hepatitis and liver regeneration. As HCC, IL-17A plays a pivotal role in chemically induced hepatic 
carcinogenesis, which is most likely through inflammation-initiated oxidative DNA damage and cell 
proliferation. And M-CSF increases hepatocarcinogenesis, most likely by enhancing an angiogenic 
factor derived from hepatic MΦ. As hepatitis, IL-17A is a key regulator in hepatic injury caused by
 neutrophil-induced inflammatory responses after LPS/GalN injection. As liver regeneration C-type 
lectin receptor-2 (CLEC-2) accelerates the liver regeneration after hepatectomy.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 人工肝補助装置　肝クッパー細胞　肝細胞癌　肝炎　肝再生　IL-17A　M-CSF　CLEC-2

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 肝機能補助を必要とする肝機能不全の病
態には、薬剤性肝炎、原発性胆汁性肝硬変な
どとともに、申請者らが専門とする慢性肝疾
患を背景にした外科手術後、あるいは大量肝
切除を余儀なくされる悪性腫瘍手術後の急
性肝不全があり、これらはいまだ頻度の高い
また致命的な病態であり、早急な治療法の確
立が望まれる。血漿交換療法、近年では生体
肝移植などが施行されるが、前者の有効性は
確定されておらず、後者ではドナー不足など
の問題は解決されていない。このような現状
を背景に人工肝臓システムの開発とその臨
床応用が期待される。海外では分離肝細胞を
工学装置に組み込んだハイブリッド型人工
肝臓が開発され臨床応用されているが、いま
だ充分には普及していない。一方、肝臓は蛋
白合成や糖質、鉄の貯蔵などの多くの働きを
もつ肝臓の 85％を占める肝細胞と、残る
15％を占める肝臓の炎症、免疫の中枢を担う
肝類洞壁細胞からなっている。肝臓そのもの
の機能を考えるとき、この 15％を占める肝類
洞壁細胞の機能を有効に利用することがき
わめて重要なことと考えられる。一方で iPS
細胞の発見により、この人工肝臓補助システ
ムの作成に当たっては発想を新たにする必
要性が生じてきた。しかしながらどのような
方法で人工肝補助システムが作成されよう
と、逆にどのような病態肝に適応されるべき
かの決定が極めて重要になってくるものと
考えられる。そこで本邦では頻度の高くかつ
重 要 な 肝 疾 患 で あ る 、 肝 細 胞 癌
（hepatocellular carcinoma: HCC）劇症肝
炎（fulminant hepatitis）、そして治療効果
の判定に重要な肝再生（liver regeneration）
の病態解明が必要と考えたのが背景である。 
 
２．研究の目的 
 背景にも既述したように、研究の目的は肝
細胞癌、劇症肝炎、肝再生の病態解明である。
以下、個別に記述する。 
 
（１） 肝細胞癌の発生、増殖に関する検討： 
肝類洞に存在する肝マクロファージが刺激
されることによって肝炎から肝発癌に到る
ことをすでに明らかにしているが、肝マクロ
ファージを刺激する因子を特定し、新規治療
法を開発する。その候補として macrophage 
colony-stimulating factor (M-CSF) と
interleukin 1７A(IL-17A)の肝細胞癌の発生
進展に及ぼす影響を明らかにすることを目
的とした。   
 
（２） 劇症肝炎の機序解明： マウスの劇症
肝炎モデルを lipopolysaccharide/D-galactos
amine (LPS/GalN)投与にて作成し, 種々の
サイトカインの動態、特に IL-17A の関与を
解明することを目的とした。   
 
（３） 肝再生の機序解明： 肝再生に肝クッ

パー細胞の関与が重要であることを、これま
で明らかにしてきた。一方、脾臓摘出により
肝再生が促されることが他グループの研究
で明らかになっている。血小板に発現されて
いる C-type lectin receptor-2 (CLEC-2)が肝
類洞内でどのように作用しているのかを明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）肝細胞癌の発生、増殖に関する検討：    
① M-CSF 欠損マウス（op/op）とコントロー
ルマウスに diethylnitroamine (DEN)を投与
し、28 週目の肝細胞癌の発生頻度と血清
M-CSF の関係を検討する。併せて活性化マク
ロファージの肝臓内での分布を、さらには、
vascular endothelial growth factor (VEGF)
の発現をELISAで検討し腫瘍内の血管新生の
程度を検索した。 
 ② ヒト肝細胞癌の検体を使用し、肝臓内の
腫瘍部、非腫瘍部の M-CSF の発現、M2 マクロ
ファージの分布、血管新生の程度を検討し、
肝細胞癌切除後の予後との相関をみた。マウ
スでは、分離した肝マクロファージを M-CSF
と共培養し、培地中の VEGF の濃度を測定す
る。さらに、肝マクロファージを M-CSF で培
養し、血管内皮（vascular endothelial cell: 
VEC）の増殖を検討した。 
 ③ IL-17A ノックアウトマウスと野生型マ
ウスに DEN を投与し 38 週目の肝細胞癌発生
率を検討する。さらに DEN の急性肝障害の影
響を検討するために、経時的に発癌も含めた
肝臓の状況を検討した。 
 
（２）劇症肝炎の機序解明： LPS/GalN を 3
種のマウスモデル、野生型（WT）、IL-17A ノ
ックアウトマウス（IL-17A KO）、recombinant 
mouse IL-17A homodimer で 処 理 さ れた
IL-17A ノックアウトマウス（KO+rmIL-17A)
を投与し、s4時間後の生存率を検討した。さ
らに、好中球浸潤の程度、肝細胞のアポトー
シスの程度を病理組織学的に観察した。また、
種々の血清中の炎症性サイトカインである、
TNF- α , IL-6, monocyte chemotactic 
protein 1(MCP1)、 IL-17A, high-mobility 
group box 1(HMGB1)、soluble intracellular 
adhesion molecule 1 (ICAM1)を ELISA で検
討した。   
 
（３）肝再生の機序解明： 野生型マウス（WT）
の胎児肝細胞を移植したのちに放射線を照
射したキメラマウス、CLEC-2 ノックアウトマ
ウス(KO)、特異的に血小板のみに CLEC-2 を
欠損しているマウス(flKO)の 3種類のマウス
を作成し,それぞれに 70％肝切除を施行した。
免疫組織学的に CLEC-2 の内因性のリガンド
である podoplanin の発現を検討した。また、
肝内での血小板の集積状態も評価した。さら
に肝臓での IL-6gp130、STAT3、Akt、ERK1/2
の発現も検討した。 
 



４．研究成果 
（１）肝細胞癌の発生、増殖に関する検討： 
① 肝腫瘍の頻度はコントロール群に比較し
て、M-CSF 欠損マウスで明らかに低率であっ
た。また血清中の MCSF のレベルは肝腫瘍発
生の頻度が高いコントロール群で高値であ
った。肝マクロファージはコントロール群で
は癌部、悲癌部ともに認められたが、M-CSF
欠損マウスでは癌部のみに認められた。炎症
性サイトカインの mRNA の発現は M-CSF 欠損
マウスでコントロール群に比較して有意に
低値であった。腫瘍のアポトーシスはコント
ロール群に比較して、M-CSF 欠損マウスで有
意に高率であった。腫瘍内の血管新生の程度
は、M-CSF 欠損マウスに比較してコントロー
ル群で有意に高かった。また肝マクロファー
ジを MCSF 添加培養すると、無添加培養に比
較して有意に VEGF 賛成が増加した。この結
果、MCSF は肝細胞癌の発癌ならびに増殖・進
展に大きく関与していることが明らかにな
った。  
② ヒト肝細胞癌では、癌の周囲の領域では
M-CSFとCD163の間に強い相関が認められた。
そして M-CSF、CD163、CD31 の免疫染色で強
染される症例は、染色度が弱い症例より、肝
切除後の再発までの期間が有意に短かった。
多変量解析では、癌周囲の M-CSF の発現と肝
マクロファージの浸潤が最も有効な肝切除
後再発のマーカーであり、また予後不良因子
であった。VEGF の培養中の濃度は、肝マクロ
ファージの培養でのほうが、単球の培養でよ
りも有意に高値であった。 
③発癌率は野生型で 65％、IL-17A ノックア
ウトマウスで 20％であり、腫瘍の個数もノッ
クアウトマウスで有意に少なかった。DEN 投
与 7日目の血清 ALT 値は野生型で高値で、浸
潤好中球、クッパー細胞、TNF-α、IL-6 も野
生型で高値で、炎症の程度が野生型で強いこ
とが明らかになった。また酸化ストレスによ
る DNA 損傷のマーカーである 8-OHdG はノッ
クアウトマウスで抑制されていた。さらに
Ki-67 による免疫染色では、細胞分裂は野生
型で増加していた。このことから、IL-17A は
肝細胞癌の発生に中心的な役割をになって
おり、炎症によって誘発される酸化ストレス
を介したDNA損傷を促進させることが明らか
になった。   
 
（２）劇症肝炎の機序解明： LPS/GalN 投与
による生存率は IL-17A ノックアウトマウス
で高かった。さらに好中球浸潤、アポトーシ
スの程度は野生型で高かった。また、炎症性
サイトカインである、TNF-α, IL-6、MCP1、
IL-17A、HMGB1、ICAM1 はすべて野生型で高発
現していた。これらのことから、IL-17A が、
LPS/GalN 投与後の好中球に誘発される炎症
反応を介した肝障害を制御する重要な因子
であることが明らかになった。 
 
（３）肝再生の機序解明： 肝切除後の肝・

体重比ならびに肝細胞増殖の程度はキメラ
マウス群に比較して、特異的に血小板のみに
CLEC-2 を欠損しているマウス(flKO)群で低
値であった。また、リン酸化(p)Akt、リン酸
化(p)ERK1/2にはキメラマウス群とflKO群と
の間に差は認められなかった。一方、リン酸
化(p)STAT3 ならびに IL-6 の発現はキメラマ
ウス群がflKO群に比較して強発現していた。
ポドプラニンの発現はキメラマウス群、flKO
群の双方で肝類洞に認められた。しかしなが
ら、肝類洞に集積している血小板数はキメラ
マウス群で、flKO 群に比較して有意に多かっ
た。これらの結果から、CLEC-2 は肝切除後の
肝再生に強く関与していることが明らかに
なり、この機序には血小板と肝類同内皮との
相互作用が考えられた。 
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