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研究成果の概要（和文）：成体肝臓は代謝の中心的な器官で生体の恒常性維持に必須の役割を果たすが、各種の免疫細
胞を多数擁する免疫応答の場でもある。また、肝臓は胎生期における主要な造血組織であるが、造血の場は出生後には
骨髄に移行する。本研究では、胎児肝臓および成体骨髄における造血環境および成体肝臓における炎症反応／再生の機
構を解析した。マウス胎児肝臓の辺縁部が赤血球造血のニッチとして機能することを明らかにした。Oncostatin Mが骨
髄の間葉系幹細胞の分化能と造血支持能を制御している様子を明らかにした。IL-4により誘導されるNK細胞集団の存在
や肝障害による線維化におけるM2マクロファージの機能を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The liver is a central organ for homeostasis by playing a major role for 
metabolism and also a tissue for immune response by holding various immune cells. In fetus, the liver 
functions as a major hematopoietic tissue, while hematopoieis occurs in the bone marrow in adult. In this 
study, we studied the environment that supports hematopoiesis in fetal liver and adult bone marrow and 
showed that the periphery of fetal liver functions as a niche for erythropoiesis and that Oncostatin M 
plays an important role for bone marrow hematopoiesis by regulating differentiation of bone marrow 
mesenchymal cells to adipocytes and osteoblasts. We also studied inflammation and regeneration of the 
liver and showed that M2 macrophages play a role for liver fibrosis induced by injury and that 
overexpression of IL-4 in the liver induced a novel class of NK cells with strong cytotoxic activity.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 成体型の造血幹細胞はマウスでは胎生 8.5

日に大動脈／生殖隆起／中腎（AGM）領域お

よび胎盤で発生し、胎生中期の肝臓に移行し

て大量の血球を産生する。肝臓は、胎生期に

おける最大の造血組織であるが、造血の場は

出生後には骨髄に移行し、出生後に急激に代

謝器官として分化成熟する。成体において、

肝臓は、代謝、解毒、血清タンパク質の産生

など生体の恒常性維持に必須の臓器である

が、体内マクロファージの 70〜80%が肝臓に

存在し、さらに各種の免疫細胞も多数擁する

ことから、主要な免疫応答の場でもある。し

かし、免疫応答器官としての肝臓については

十分研究が進んでいない。 

 本研究開始前に、我々は細胞膜タンパク質

の発現を指標に肝臓を構成する各種の細胞

を分離・培養するシステムを開発していた。

また、オンコスタチン M (OSM)およびその受

容体 (OSMR)のノックアウトマウスの解析か

ら、OSM が骨髄や胎児肝臓での造血環境に強

い作用を示すことを見いだしていた。 

 そこで本研究では、こうした成果を踏まえ

て、骨髄および肝臓における血液細胞の産

生・分化における環境に焦点を当てた研究を

行うこととした。 

 
２．研究の目的 
１)胎児肝臓の造血支持機構 

 造血幹細胞は胎児肝臓で劇的に増幅して

大量の血液細胞を産生するが、とりわけ大量

の赤血球が産生される。胎児肝臓を構成する

細胞群が造血環境を形成していると考えら

れる。造血支持細胞を明らかにするために、

マウス胎児肝臓から細胞を分離して、サイト

カイン等の発現を調べるとともに、分離した

細胞造血支持機能を検討した。さらに、免疫

組織化学的に、血球と肝臓構成細胞との位置

関係を検討した。 

 

２)骨髄の造血支持機構 

 生後、造血の場は骨髄へと移行する。OSMR 

KO マウスや OSM KO マウスの成体では貧血、

血小板の減少および骨髄における造血能の

低下が認められることや、骨髄における脂肪

髄化も認められていた。脂肪髄化は突発性再

生不良性貧血骨髄においても見られる現象

であり、OSM は脂肪細胞の分化を in vitro で

強力に抑制するサイトカインであることや、

OSM の発現は骨髄で高いことなどから、OSM

シグナルを介した造血環境の制御が再生不

良性貧血発症に関わる可能性が考えられた。

そこで、OSM による骨髄造血環境の制御を明

らかにすることで骨髄における造血機構の

理解を深めることを目指した。 

３) 成体肝臓における免疫系細胞の解析 

 成体の肝臓には生体全体のマクロファー

ジの実に 70〜80％が存在すると考えられて

いる。また、ピット細胞と呼ばれる NK 細胞

が存在する。しかし、肝臓におけるこれら免

疫系細胞の性状および機能の解析は十分進

んでいなかった。そこで、正常肝および障害

肝におけるそれら細胞の性状や機能の解析

を行った。 

 

３．研究の方法 
１) 胎児肝臓の造血支持機構 

 マウス胎児肝臓細胞をセルソーターを使

って、各細胞種に分画し、サイトカインの発

現および in vitro での造血支持能を検討し

た。複数の未分化血液細胞マーカーおよび肝

臓細胞マーカーで免疫染色することで、胎児

肝臓内での造血細胞の分化状態と存在部位

を特定し、造血ニッチに関する位置情報を得

た。 

２) 骨髄の造血支持機構 

 OSM KO および OSMR KO マウスを用いて、OSM

の脂肪髄化と造血環境の関連を中心に解析

を進めた。5-FU などの薬剤を頻回投与するこ

とで骨髄内の血液前駆細胞に障害を与え、脂



肪髄化の進行と造血環境の変化を骨髄の組

織染色や末梢血の解析により検証した。また、

加齢による造血能の低下と骨髄環境の変化

についても検討した。骨髄の造血能にのみ焦

点を当てた解析では、脾臓を摘出したマウス

を用いて末梢血の組成解析を行った。 

 骨髄間葉幹細胞(MSC)による造血支持能を

in vitro で検証した。OSM による MSC の脂肪

細胞および骨芽細胞への分化に対する作用

を検討した。 

 OSM を放射線照射後のマウスに投与するこ

とで造血環境を保全できるか否かを検証し

た。 

３) 成体肝臓における免疫系細胞の解析 

 正常時および炎症時における肝臓のマク

ロファージ、樹状細胞、NK細胞などを分離し

てその遺伝子発現を比較し、炎症に伴う動態

を調べた。肝炎誘導方法としては、ヒトの病

態により近い脂肪肝、線維化を伴うモデルを

検討し解析に用いた。 

 Hydrodynamic tail vein injection 法に

より肝臓で各種のサイトカインを一過性に

発現させて、これらの細胞に対する作用を調

べた。 

 
４．研究成果 

１) 胎児肝臓の造血支持機構 

 マウス胎児肝臓における造血ニッチの解

析を行った。SCF, TPO など未分化造血細胞に

作用するサイトカインは DLK1 陽性の肝芽細

胞で強い発現が認められたが、免疫染色によ

り、EPO は肝辺縁部の p75NTR 陽性細胞が強く

発現することが示された。c-Kit 陽性の未分

化造血細胞は肝臓全体に存在していたが、未

分化赤芽球は肝中心部に多く、肝辺縁部では

TER119 陽性のより分化の進んだ赤芽球が多

く認められた。このことから、肝辺縁部の

p75NTR 陽性細胞が赤芽球分化に寄与するこ

とが強く示唆された。 

２) 骨髄の造血支持機構 

 OSM 受容体欠損マウス（OSMR KO）の解析か

らOSMが骨髄造血環境に寄与する可能性が示

されていた。一方， OSM が脂肪細胞への分化

を強く抑制することも報告している。そこで

本研究では，OSM が骨髄中で間葉系幹細胞

（MSC）に作用し，脂肪細胞分化を抑制する

ことで，造血ニッチ細胞の一つとされている

骨芽細胞への分化を促進し，造血環境の形成

と維持に関わる可能性を検討した。 

 成体マウス骨髄から造血環境に寄与する

とされる MSC を調製し，OSM 添加あるいは非

添加の条件下で脂肪細胞へ誘導培養した。 

OSM 添加条件下では脂肪細胞が認められず，

Adipsin と Perilipin の発現も，OSM 添加に

より発現が強く抑制されていた．以上の結果

より，OSM は骨髄 MSC の脂肪細胞分化を強く

抑制することが示された。 

 また、OSM は骨芽細胞分化を促進する一方

で終末分化は抑制することが明らかとなっ

た。OSM により誘導された未成熟骨芽細胞は

高い造血支持能を有し，造血環境の維持に寄

与することが示された．更に，OSM の投与は，

骨髄傷害後の造血の回復へ治療効果を有す

る可能性が示された。 

 X 線照射による骨髄移植モデルにおいて

OSM を頻回投与した結果，コントロール群で



は骨髄内に脂肪細胞の著しい蓄積が認めら

れる一方で，OSM 投与群の骨髄は，脂肪細胞

は極めて少ないことが示された．更に，OSM

投与群では，白血球数，血小板数，及び赤血

球数が有意に高く，骨髄傷害からの造血能の

回復が早いことが示唆された．以上の結果か

ら，OSM 投与により，脂肪髄化の進行が抑制

され，骨髄造血能の回復を早期に誘導できる

可能性が示された。 

３) 成体肝臓における免疫系細胞の解析 

 肝臓における Th1／Th2 バランス制御，と

りわけTh2応答機構については不明な部分が

多い。そこで，Th2 応答のイニシエーターで

ある IL-4 の役割を明らかにする目的で， 

hydrodynamic tail vein injection 法を用い

て IL-4 を肝臓で過剰発現させた結果，特殊

なNK細胞が劇的に増加することを見出した。

この IL-4 応答性に活性化した NK 細胞は，通

常の NK 細胞に比して，細胞傷害活性および

IL-12 刺激に応じた IFN-g 産生能が有意に高

かった。また，定常状態の成熟NK細胞をIL-15

と共に IL-4 を加えて培養したところ，細胞

傷害活性および IL-12 応答性 IFN-g 産生能が

上昇することが観察された。NK 細胞は元来

Th1 応答のエフェクター細胞と考えられてき

たが、本研究の結果により，IL-4 の過剰発現

が NK 細胞の活性化を促すことが明らかとな

り，NK 細胞を介した未知の肝臓免疫制御機構

の存在が示唆された。 

 現在までに、線維形成時に肝在住マクロフ

ァージであるクッパー細胞を除去すると線

維化が抑制される一方、線維治癒時にクッパ

ー細胞を除去すると線維の溶解が遅れると

いう一見相容れない報告がなされている

(JCI 2005)。マクロファージには異なる活性

化状態があるが、肝線維化における M2 マク

ロファージ単独での役割は明らかになって

いなかった。 

 最近、組織常在型の M2 様マクロファージ

が著減するTribbles 1(Trb1)ノックアウトマ

ウスが報告された(Nature 2013)。Tribbles 

(Trb)は、C/EBP 転写因子等を負に制御するこ

とにより M2 マクロファージの分化を抑制し

ている。そこで、このマウスを用い、肝線維

化形成における M2 様マクロファージ欠損の

影響を検討した。四塩化炭素頻回投与により

肝臓の線維化を誘導した結果、Trb1 ノックア

ウトマウスでは、コラーゲンの蓄積が減少し

た。これらのマウス肝では線維化関連遺伝子

の発現には変化が見られなかったが、コラー

ゲンを溶解する Matrix metalloproteinases 

(MMPs)の発現亢進が見られた。MMPs は M1 マ

クロファージのマーカーとしても知られて

おり、Trb1 ノックアウトマウス肝臓では、M2

様マクロファージを欠損し M1 に偏ることで

コラーゲンの溶解が進みやすい状況になっ

ていると考えられる。 
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