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研究成果の概要（和文）：　肝細胞増殖因子（HGF）は傷害に応じてその産生が高まる一方で、炎症性細胞由来のプロ
テアーゼに消化されHGFβ鎖（HGF-β）を生じる。本研究では、HGF-βがマンノース受容体（MR）を介して、マクロフ
ァージ（Mφ）からのIL-10産生をIL-4依存的に高めることを明らかにした。HGF-βはJAKタンパク質の活性化を高めSTA
T3チロシンリン酸化を増強するほか、p44/p42 MAPKの活性化亢進を介したSTAT3セリンリン酸化によりSTAT3の核内移行
を助けることでIL-10産生を誘導した。本研究の結果、HGF-βはMφに作用し、IL-10産生を介して炎症制御をもたらす
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：　Production of hepatocyte growth factor (HGF) is induced by tissue damage, 
while, in the tissues with inflammation or damage, HGF is degraded by proteases from inflammatory cells 
such as neutrophils. Digestion of HGF by proteases yields HGF β-chain remnant (HGF-β) that binds to 
mannose receptor (MR) expressed on macrophages. Herein, we showed that HGF-β induces IL-10 production by 
macrophages, which is dependent on the presence of IL-4. HGF-β promoted IL-4-mediated activation of JAK 
proteins and downstream STAT3 tyrosine phosphorylation. In addition, HGF-β increased STAT3 serine 
phosphorylation and its nuclear translocation through p44/p42 MAPK pathway. Enhancement of IL-4-mediated 
STAT3 activation by HGF-β was required for the induction of IL-10 production by Mφ. These findings 
raise the possibility that HGF-β generated through fragmentation of HGF in damaged tissues induces 
IL-10-producing Mφ with immunoregulatory phenotype.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 組織が傷害を受けると、炎症反応として好
中球プロテアーゼによる組織破壊やマクロ
ファージ (Mφ) による不要物の貪食除去が
行われる。炎症反応は組織傷害を増悪する一
方で、組織再生の場を提供するための生体反
応と考えられている。しかし、炎症反応を終
結させ組織再生へとつなぐ分子機構の詳細
については未解明な点が多い。 
 HGF（Hepatocyte growth factor: HGF）は α
鎖と β 鎖からなる増殖因子であり、c-Met 受
容体に結合することで多様な活性を示し、組
織を再生へと導く。HGFは好中球などの炎症
性細胞が分泌するプロテアーゼによって、大
きく α鎖および β鎖（HGF-β）に断片化され
る。研究代表者は HGF-βの受容体として、Mφ
が発現するマンノース受容体  (Mannose 
Receptor, MR) を同定した。さらに、HGF-β
をMR陽性のMφに作用させると、アポトー
シスに陥った好中球の貪食が高まることを
明らかにした。このことは、HGFの消化産物
である HGF-βが、Mφの機能に影響し組織修
復を促す可能性を示している。 
 近年、Mφ には細胞表面抗原の発現やサイ
トカイン産生能の違いから様々な亜集団が
存在し、異なる免疫機能を担うことが明らか
にされてきている。例えば M1 は iNOS 誘導
性のNO産生や Th1サイトカイン産生を介し
て炎症を拡大し、M2 は Arginase や IL-10 を
産生し炎症反応を抑制する。近年、M2 には
細胞表面抗原の発現やサイトカイン産生能
の違いからM2a〜M2cの亜集団が存在し、異
なる免疫機能を担うことが明らかにされて
きている。しかし、HGF-β/MR系がどのよう
な機能を有するMφを誘導するのか、またそ
のメカニズムについては明らかにされてい
ない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、炎症組織における HGF の断
片化で生じた HGF-βがMφに作用し、積極的
に免疫応答を調節している可能性について、
in vitro で研究を行った。具体的には、
HGF-β/MR系が Mφのサブタイプ制御機構に
どう影響し、どのような機能を持つMφを誘
導するのかを in vitroの実験系で解析した。 
 
３．研究の方法 
（１）HGF-βの調製と分離精製 
 組換え HGF をエラスターゼで 5 時間処理
後、ヘパリンカラム及びベンザミジンカラム
を用いた液体クロマトグラフィーによって
HGF-βを生化学的に精製した。 
 
（２）HGF-βによって誘導されるMφのサブ
タイプの特定 
 ラット骨髄由来 Mφ（BMM）を培養し、
HGF-β で 24 時間刺激した。同時に M1 刺激
として LPS刺激、M2刺激として IL-4刺激を
与えた BMMも用意した。またM1、M2刺激

条件下で HGF-β刺激した BMMも用意した。
刺激後に細胞を回収し、タンパク質および
mRNAを抽出した。c-Metおよび MRの発現
をウエスタンブロット及びリアルタイム
PCRで解析し、HGF-βが標的とする BMMの
同定を行った。またM1マーカーとして iNOS、
M2 マーカーとして Arginase-1 を用いたウエ
スタンブロットを行い、HGF-β刺激によって
どのような Mφが誘導されたかを解析した。 
 
（３）HGF-βがMφのサイトカイン産生に及
ぼす影響 
 （２）によって刺激した BMMの培養上清
を回収し、含まれる IL-10、IL-12 p40、IL-6、
IL-1β、TNF-αタンパク質の量を ELISA法に
よって解析した。また、（２）の刺激 6 時間
後にBMMからmRNAを抽出し、IL-10、IL-12b、
IL-6 mRNA発現をリアルタイム PCR法によ
って解析した。また、MR 発現をノックダウ
ンしたBMMを用意してHGF-β刺激を 6時間
行い、IL-10、IL-12b mRNA発現をリアルタイ
ム PCR法で解析した。 
  
（４）HGF-βが発揮する IL-10産生促進活性
の分子メカニズム解析 
 各種シグナル伝達阻害剤の存在下あるい
は非存在下で HGF-β刺激を行った。刺激後の
BMM からタンパク質を抽出し、STAT3、
STAT6、Janus kinsase（JAK）、p44/p42 MAPK
の活性化状態について、リン酸化特異抗体を
用いたウエスタンブロット法で解析した。ま
た、STAT3の細胞内局在について、抗体を用
いた免疫細胞染色によって観察した。さらに、
各種阻害剤の IL-10 産生への影響について、
IL-10 ELISAによって評価を行った。 
 
４．研究成果 
（１）HGF-βの調製 
 組換え HGF をエラスターゼで消化し、液
体クロマトグラフィーを用いて、本研究に充
分な量の HGF-βを精製した。 
 
（２）HGF-βが誘導するMφのサブタイプ 
① HGF-βが標的とするMφの同定 
 BMMに M1刺激として LPS、M2刺激とし
て IL-4 刺激を 24 時間行い、c-Met 及び MR
の発現を解析したところ、c-MetはM1-BMM
に強く発現する一方で、MR は M2-BMM で
発現が増加した。このことから、HGF-βの標
的となる Mφ は主として M2-BMM であると
考えられた。 
② HGF-βが誘導するMφサブタイプの特定 
 次に、HGF-β 刺激によってどのような
BMM が誘導されるかについて、 iNOS と
Arginase-1をM1、M2の指標として解析した。
LPS刺激を行ったM1-BMMでは iNOSが誘導
され、IL-4 刺激 M2-BMM では Arginase-1 発
現が増加した。HGF-β 刺激によって、iNOS



や Arginase-1の発現に変化は認められなかっ
た。 
 
（３）HGF-βがMφのサイトカイン産生に及
ぼす影響 
 M2刺激である IL-4存在下でHGF-β刺激を
行い、代表的な抗炎症性サイトカインである
IL-10 産生を観察した。IL-4 単独及び HGF-β
単独刺激群において、IL-10 産生は mRNA、
タンパク質ともに認められなかった。これに
対し、IL-4と HGF-βの同時刺激群では IL-10 
mRNA発現が顕著に増加し、培養上清中にも
IL-10 タンパク質が放出された。IL-4 共存下
におけるHGF-βの IL-10産生誘導はMRをノ
ックダウンした BMMでは認められなかった
ことから、MR を介した生物活性であること
が示された。HGF-βは他の炎症性サイトカイ
ン（TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-12b）の発現に
関しては、IL-4存在下、非存在下のどちらに
おいても影響しなかった。炎症性サイトカイ
ンの産生には影響せず、IL-10 産生を増加さ
せるという HGF-βの活性は、他のMRリガン
ド（Biglycan、Thyroglobulinおよび HGF）で
は認められず、HGF-β特異的な活性であるこ
とが判明した。 
 
（４）HGF-βが発揮する IL-10産生促進活性
の分子メカニズム解析 
 IL-4存在下でのみ、HGF-β刺激によりBMM
からの IL-10 産生が高まることから、
HGF-β/MR 系は IL-4 シグナルに影響を与え
IL-10 産生を高めていると考えられた。そこ
で IL-4細胞内シグナル伝達経路について、そ
の活性化をウエスタンブロットで解析した。
そのところ、HGF-βは IL-4が誘導する JAK1-3
タンパク質のリン酸化（活性化）を促進し、
結果として STAT3活性に必要な Y705リン酸
化を増強することが明らかとなった。逆に
IL-4のもう一つの主要なシグナル経路である
STAT6の活性化に関しては、HGF-βはむしろ
減弱させていた。HGF-β刺激によってMRが
IL-4受容体と複合体を形成し、独自のシグナ
ルを伝達する可能性があると考えたが、IL-4
受容体とMRの複合体形成は免疫沈降実験で
は観察することはできなかった。IL-4シグナ
ルの修飾を HGF-β がどのようなメカニズム
によって行っているのかについて詳細な解
析を現在進めている。さらに、HGF-β は
p44/p42 MAPKの活性化を促進し、STAT3の
S727 リン酸化を誘導することによって
STAT3の核内移行を促進していることが免疫
細胞染色と p44/p42 MAPK阻害剤 PD98059を
用いた実験から明らかとなった。HGF-β の
IL-10 産生促進活性は STAT3 特異的阻害剤
S3I-201 及び PD98059 で阻害された。以上の
結果から、HGF-βは IL-4存在下において、JAK

タンパク質のリン酸化の亢進による STAT3
活性化増強及び p44/p42 MAPK活性化を介し
たSTAT3核内移行促進の 2つの経路によって
IL-10産生を誘導することが明らかとなった。 
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