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研究成果の概要（和文）：オンコスタチンM（OSM）が強力な肝線維化誘導作用を有するという発見に基づき、線
維化進行過程における肝星細胞と肝マクロファージによる細胞間相互作用の一端を明らかにした。慢性肝障害モ
デルを施した野生型とOSM KOマウスから肝常在マクロファージであるクッパー細胞と骨髄由来マクロファージを
それぞれ回収し、RNA-seq解析に供した結果、骨髄由来マクロファージでOSM依存的に誘導される線維化関連分子
を複数同定することができた。それらの分子の中には、肝線維化時に肝臓で発現上昇するとともに、アデノ随伴
ウイルスを用いてマウス正常肝内で発現させると線維化を誘導する新規分子が含まれていることが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：In this research, based on the discovery that Oncostatin M (OSM) exhibits a 
powerful fibrotic activity in liver fibrosis, we shed light on a crucial role of cell-cell 
interaction between hepatic stellate cells and the other non-parenchymal cells during liver 
fibrogenesis. Especially, we focused on two hepatic macrophages, Kupffer cells (KC), a resident 
hepatic macrophage and bone marrow-derived macrophages (BMDM). To find OSM-dependent factors 
relevant to liver fibrosis, we compared the gene expression profiles of KC and BMDM  from wild-type 
and OSM KO mice, which were subjected to chronic hepatitis by RNA-seq analysis. As a result, we 
could identify several factors of which expression is upregulated in fibrotic liver. Among them, we 
found that a few factors could induce liver fibrosis in normal liver by their enforced expression 
via adeno-associated viral vector. Thus, we succeeded to identifying novel secretory factors from 
macrophages related to liver fibrogenesis.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性肝障害が長い経過を辿ると肝線維化が進行し、やがては肝硬変・肝発がんに至る。そのため、肝線維化の治
療法の開発は喫緊の課題となっているが、未だ有効な治療法は確立されていない。肝線維化は多くの細胞が関わ
る複雑なプロセスにより進行することが想定されているが、その全容については不明な点が多く残る。本研究で
は肝星細胞と肝マクロファージ間の細胞間相互作用が肝線維化において重要であることを明らかにするととも
に、マクロファージが産生する新規線維化促進因子の同定にも成功しており、今後、新たな治療法の開発につな
がることが期待される。

※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 

 

 従来の肝線維化研究では TGFβの作用を中心に研究が進められてきた。しかし、TGFβを標的
とした治療戦略では十分な効果が得られていないことから、他の分子にも目を向けなければな
らない段階に来ている。我々は IL-6 ファミリーサイトカインである Oncostatin M (OSM)をマウ
ス肝臓で発現させるだけで、著しい肝線維化が誘導されることを見出した。さらに、その作用機
序として、OSM は肝星細胞に対しては Timp1 を誘導することで MMPs による線維の溶解を阻害
する一方で、肝マクロファージに対しては線維促進性活性化を促し、肝星細胞のコラーゲン産生
を増強することで、相乗的に線維化を誘導していることを明らかにした（図 1）。しかし、OSM

が肝マクロファージにどのような変化をもたらし、どのような分子を産生させることで線維化
を促進させるのかは不明であった。また、肝マクロファージには常在性のクッパー細胞（KC）
と骨髄から動員されてくる単球・マクロファージ（BMDM）の２種類が存在するが、どちらのマ
クロファージがより線維化に寄与しているのかも不明であった。これらの不明な点を明らかに
することにより、肝線維化における OSM の作用機序が明らかになれば、これまでにない治療法
の開発や新規治療標的の同定につながることが期待された。 

 

２．研究の目的 

本研究では、OSM が線維化を促進する過程で、KC と BMDM のいずれのマクロファージの貢
献度が高いのかを明らかにする。さらに、OSM が肝マクロファージにどのような変化をもたら
すのかを調べるとともに、OSM 刺激により産生されることが想定される線維化促進因子を探索
することを目的とした。そのため、マクロファージを対象として OSM 依存的に誘導される因子
を網羅的に解析し、各種アッセイ法により肝線維化への関与を評価することで、新規の線維化関
連因子の同定を目指した。 

 

３．研究の方法 

 マウス肝線維化モデルとしては、未処置のマウス肝臓に OSM cDNA を Hydrodynamic Tail Vein 

injection (HTVi)法により遺伝子導入し、肝内発現させることで肝線維化を誘導する系（OSM-HTVi

モデル）とチオアセタミド(TAA)の飲水投与モデル、四塩化炭素頻回投与モデル、CDAHFD 食餌
投与モデル等を用い、以下の実験を行なった。 

（１）肝線維化における KC と BMDM の役割を明らかにするため、野生型または CD169-DTR

トランスジェニックマウスを用いて OSM-HTViモデルにより線維化を誘導した。その際、BMDM

の影響については、CCR2 阻害剤を投与して BMDM の肝への集簇を阻害し、KC の影響につい
ては CD169-DTR マウスにジフテリアトキシン（DT）を投与して KC を除去し評価した。 

（２）OSM 刺激による肝マクロファージのフェノタイプの変化を調べるため、Control-HTVi ま
たは OSM-HTVi の肝臓より F4/80陽性マクロファージを回収し、M1 または M2マクロファージ
に特徴的な遺伝子発現を qPCR により解析した。 

（３）肝マクロファージにおいて OSM 依存的に誘導される因子を探索するため、野生型マウス
と OSM KO マウスに対して、チオアセタミド(TAA)の飲水投与による慢性肝障害モデルを施し
た。肝線維化の誘導を行なったのち、肝臓からコラゲナーゼ灌流により細胞を調製し、FACSに
より CD45+Gr1-細胞を CD11b と F4/80で展開することで KC と BMDM をそれぞれ回収した。得
られた細胞画分を RNA-seq 解析に供することで、野生型および OSM KO マウス由来の KC と
BMDM における遺伝子発現の網羅的解析を行ない、OSM KO 由来細胞で発現低下の見られる候
補遺伝子を複数ピックアップした。得られた候補分子については、様々な慢性肝障害モデルによ
る線維肝臓での発現解析や、野生型と OSM KO マウス間での比較による OSM 依存性の確認、
HTVi 法およびアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターによる正常肝臓内での強制発現等により肝
線維化との関連性を調べた。線維化の評価はコラーゲン遺伝子や炎症性サイトカイン等の関連
遺伝子の発現解析や、シリウスレッド染色および免疫組織化学的手法による線維の可視化によ
り行なった。 
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図1 線維の溶解阻害と産⽣亢進による線維蓄積

活性化 クッパー細胞

(KC)

肝線維化の促進

MMPs↓



 

 

４．研究成果 

（１）まず、CD169-DTRトランスジェニックマウスにDTを投与したのち、FACS解析にてBMDM

と KC の画分を見たところ、KC が消失していることが確認できた（図 2 上）。そこで、CD169-

DTR マウスに OSM を HTViして線維化を誘導し、Controlまたは DTを投与して線維化に及ぼす
KC の影響を評価した。蛍光免疫染色によりコラーゲン TypeI（緑）および F4/80（赤）の二重染
色を行なった結果、DT 投与群では KC がいないにも関わらず、線維化が進行していることが明
らかとなった（図 2下）。一方、BMDM を CCR2阻害剤で阻害した場合には、線維化が有意に改
善したことから、OSM HTVi モデルにおいては BMDM の肝線維化への寄与度が高く、KC はあ
まり関与していないことが明らかとなった。 

（２）Control-HTViまたは OSM-HTViの肝臓より F4/80 陽性マクロファージを回収し、M1また
は M2マクロファージに特徴的な遺伝子発現を qPCR により解析した。その結果、OSM-HTViで
線維化が進行している肝臓のマクロファージは主に M2 マーカーの発現が高く、M2 のサブセッ
トになっている可能性が示された（図 3）。これは脂肪組織のマクロファージに対する OSM の作
用とも一致するものであり、いずれの組織においても OSM はマクロファージの M2 活性化を誘
導するが、肝臓においては同時に線維化も誘導していること示された。 

 

 

 

 

 

 

（３）野生型マウスと OSM KO マウ
スに対して、チオアセタミド(TAA)

の飲水投与による慢性肝障害モデ
ルを施したのち、コラゲナーゼ灌流
により KC と BMDM をそれぞれ回
収し RNA-seq 解析に供した。OSM 

KO 由来細胞で発現低下の見られた
遺伝子のうち、分泌または膜タンパ
ク質に候補を絞り 10 個の遺伝子を
ピックアップした。さらに、様々な
慢性肝障害モデルによる線維肝での
発現解析により３種類に絞り込んだ
（図 4）。そのうちの１つは TNF ス
ーパーファミリーに属する TNFSF9

であり、残りの２つは Serine protease 

inhibitor（以下、SPI-X, Y と呼ぶ）で
あった。まず、HTVi法によりマウス
正常肝臓でこれら３因子をそれぞれ
発現させた結果、いずれの場合もコ
ラーゲン Type 1 および Type3 の肝臓
での発現が上昇し（図 5）、シリウス
レッド染色により肝線維化の亢進が
認められた。 

そこで、さらに SPI-X に対象を絞り解析を進めた。SPI-X は OSM-HTVi肝で発現誘導されるこ
とや（図 6左）、TAA 投与による慢性肝障害を施した野生型と OSM KO マウスから回収した KC

と BMDM の発現比較から OSM 依存的な発現様式が確認された（図 6 右）。また、HTVi 法では
導入遺伝子の発現が中心静脈域に限られるため、AAV8 ベクターによる肝臓全体での発現を行な
った結果、肝線維化の誘導（図 7左）とともに、TGFβや CTGFといった線維化関連遺伝子の発
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図4 qPCRによる正常肝および線維肝における候補遺伝⼦の発現解析

Cont: 正常肝、TAA: チオアセタミド8週間、CCl4: 四塩化炭素4週間、
CDAHFD: コリン⽋乏アミノ酸調整⾼脂肪⾷8週間
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現誘導が認められた（図 7右）。以上の結果から、SPI-X は OSM 依存的に誘導される新規線維化
促進因子であることが明らかとなった。 
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及び蛍光免疫染⾊による線維の可視化（左）と線維化関連遺伝⼦の発現解析（右）
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