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研究成果の概要（和文）：　虚血病態ではHGFは実質上皮に作用し、細胞死抑制や再生の駆動により病態を改善する。
近年、HMGB１を中心とした自然免疫系の発動が更なる炎症を引き起こす事が明らかとなった。今回、腎虚血マウスを用
いてHGFによるアポトーシス阻止がHMGB１細胞外放出を抑制する事を明らかにした。さらにHGFはマクロファージに作用
し、HMGB１-TLR４シグナル伝達抑制を介してNF-κB経路を抑制する事が判明した。HGFは免疫細胞に作用してTLR４シグ
ナル経路（受容体側）を遮断する一方、実質保護を介してHMGB1産生（リガンド側）も抑制する。HGFによる２面性効果
が様々な虚血疾患の病態改善に寄与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：HGF improves pathological conditions during ischemic organ diseases through 
inducing anti-apoptotic and regenerative properties. There is now emerging evidence to show that 
over-activation of “innate immune system” by HMGB1 triggers excessive inflammatory events and 
accelerates organ dysfunction. Using a mouse model of renal ischemia, we demonstrated that HGF-mediated 
anti-apoptotic outcomes in parenchaymal cells leads to the suppression of extra-cellular HMGB1 secretion. 
Furthermore, we found that HGF directly targeted macrophages to intercept HMGB1-TLR4 signaling 
transduction, followed by the repression in NF-κB activations. Overall, we delineated the new functions 
of HGF, such as (i) inhibition of HMGB1-primed activation of TLR4 downstream (i.e., receptor side) and 
(ii) suppression of HMGB1 secretion from dying cells (i.e., ligand side) as well. Such a dual property of 
HGF likely contributes to the improvement in ischemic organ disorders.

研究分野：実験病理学

キーワード： HGF　c-Met　虚血性疾患　トール様受容体　マクロファージ　TLR4　HMGB1
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1. 研究開始当初の背景 
 急性腎疾患や急性肝不全、心筋梗塞をはじ
めとする急性臓器疾患では、救命医療技術の
向上により救命率が大幅に改善された反面、
虚血による炎症から臓器不全に至る患者が
相加の一途を辿っている。近年、虚血（低酸
素状態）によるアポトーシスや炎症を介した
実質細胞死が急性臓器不全の初期病態を形
成する事から、治療標的となる事が期待され
て来た。一方、細菌やウイルスなどの病原体
による感染症ではマクロファージや好中球
による自然免疫が生体防御機構の初期相を
担っている事が明らかとなり、たとえば細菌
壁構成成分の一つであるリポポリサッカラ
イド（LPS）がトール様受容体 (TLR4)に認識
される事により NF-κB 活性化などを介して
様々な炎症反応を惹起する。このような自然
免疫にもとづく宿主応答は高等生物が進化
する過程で外来微生物を駆逐するために獲
得した防御機構と考えられて来た。近年、生
体内分子の中にもトール様受容体リガンド
となるものが同定され、感染以外にも虚血時
に誘導される宿主側分子が自然免疫を誘導
する事が明らかとなった。たとえば虚血下で
はネクローシスやアポトーシスに陥った細
胞の核から細胞外に放出される High 
Mobility Group Box-1 (HMGB1)がサイトカイ
ンとして機能し、細胞表面に発現した TLR4
に結合して炎症を惹起する事が明らかとな
りつつある。実際、急性肝虚血再灌流のマウ
スモデルでは肝細胞のネクローシスやアポ
トーシスにより HMGB1 が血中に放出される一
方、HMGB１中和抗体の投与が肝炎進展を抑制
する事が報告された（Tsung-A et al., J Exp 
Med 201:1135, 2005）。本研究は感染を伴わ
ない虚血下でも自然免疫の動員を介して臓
器不全症が進展する一方、過剰な自然免疫の
制御が病態改善につながる点を示した点で
重要な意義を持つ。感染を伴わない虚血にお
ける HMGB1 放出抑制機構の解明は病態に根ざ
した新規治療法の開拓につながるが、虚血性
疾患における自然免疫系制御機構の解析は
ほとんど着手されていない現状である。 
 肝細胞増殖因子(HGF)は初代培養肝細胞の
DNA 合成を指標に私達の研究室で精製、遺伝
子クローニングされた増殖因子である。代表
者はこれまでに急性腎不全や肺炎、肝炎の動
物モデルを用いて、急性腎不全や糖尿病性腎
症を誘起したマウスに HGF 中和抗体を投与す
ると、尿細管細胞のアポトーシス亢進、線維
化に一致して好中球やマクロファージの浸
潤が高まることを見出してきた [Mizuno-S 
et al.,Am J Pathol 166: 1895 (2005); Am J 
Physiol 286: F134 (2004); Kidney Int 59: 
1304 (2001)] 。このような内因性 HGF によ
る臓器保護の重要性は胆汁性肝炎や抗癌剤

を投与した消化器・呼吸器障害のマウスモデ
ルでも再現される事を明らかにして来た
[Li-Z, Mizuno-S et al., Am J Physiol 292: 
G639 (2007); Nakahira-R, Mizuno-S, et al., 
BBRC 341: 897 (2006); Hattori-N, Mizuno-S 
et al., Am J Pathol 164: 1091 (2004)]。
一方、敗血症病態では HGF はマクロファージ
を標的として IL-1 や IL-6、TNF-αといった
炎症性サイトカインの産生を抑制する事に
よって肝炎や急性肺障害、急性腎不全の発症
を 阻 止 す る 事 を 明 ら か に し て き た 
[Kamimoto-M & Mizuno-S et al., BBRC 380: 
333 (2009); Kamimoto-M & Mizuno-S et al., 
Int J Mol Med 24: 161 (2009)]。上記に示
す通り代表者は過去 10 数年、各種病態モデ
ルにおける HGF の生体機能解析について数多
くの実積を有して来た。 
 
２．研究の目的 
 急性虚血性疾患の患者では血中 HGF レベル
が上昇することが報告されている。実際、腎
虚血や肝虚血を施した病態マウスでも各臓
器において、ネクローシスやアポトーシスに
先だって HGF 産生が著しく高まることを申請
者らは確認している。しかしながら、虚血中
期から多臓器不全に至る過程での内因性 HGF
の生理的機能に関する研究は少なく、また
HGF が標的とする細胞ならびにその生物活性、
シグナル経路についても不明な点が多い。 
 一方、近年の研究により感染を伴わない
様々な虚血疾患においても自然免疫を規定
するマクロファージの重要性が着目されて
いる。マクロファージには LPS を始めとする
エンドトキシンに対する受容体(Toll-like 
receptor など)が発現しており、感染病態で
はこの下流でNF-κB活性化を介した炎症反応
が起こりうる。マクロファージは中期の炎症
メディエーターである HMGB1 を放出する細胞
としても重要であり、感染を伴わない病態で
も細胞外に放出された HMGB1 からの TLR4 陽
性細胞へのシグナル入力により自然免疫活
性化ひいては炎症反応の誘導が可能となる。
興味深い事に虚血疾患の患者や動物モデル
において、血中および組織中のマクロファー
ジにおける c-Met/HGF 受容体の発現が亢進す
ることが知られている。この事から虚血病態
では HGF が自然免疫系に対して何らかの機能
を獲得している可能性が示唆される。 
 そこで今回、（I）HGF による虚血病態改善
はマクロファージを標的とした経路に依存
する事を実証する、（II）虚血病態下でマク
ロファージが産生する防御因子(HO-1、IL-10
など)、サイトカイン(HMGB1,TNF-α,IL-6 な
ど)に対して HGF/c-Met 系がそれぞれ促進的、
抑制的に働くことを示す、（III）以上により
虚血疾患に対する生体防御機構、特に HGF に



よるマクロファージを標的とした過剰免疫
応答制御の分子基盤解明を目指す。さらにリ
コンビナント HGF の投与によって虚血性疾患
の病態が改善されることをモデルにより実
証し、HGF 補充療法が虚血疾患の生体防御機
構に根を降ろした合理的な治療戦略になる
ことを提案する。 
 
 
３．研究の方法 
【第１段階】腎虚血再灌流障害または胆道結

紮による虚血障害マウスを作成し、病態進展

の自然経過中に誘導される HGF の産生亢進な

らびにマクロファージでの c-Met/HGF 受容体

チロシンリン酸化の発現量とそのピーク時

期を明らかにする。 

1) 一般臨床検査：血中 BUN 値,GPT 値,自発

運動,体重の測定. 

2) HGF/c-Met 発現推移の検討： 

 *蛋白レベル：免疫組織化学,ELISA,ウエ

スタン解析, フローサイトメトリー. 

 *mRNA レベル：real-time PCR. 

3) IL-6, HMGB1 などの炎症増悪因子、IL-10, 

HO-1 などの炎症制御因子の 

  動態解析：ELISA,ウエスタンブロット,

リアルタイム PCR,ノーザンブロット解析. 

4) 各臓器での炎症／傷害の評価： 

(i)肝臓、腎臓における NF-κB 活性化

(ゲルシフトアッセイ/ELISA). 

(ii)組織中の好中球／マクロファージ

定量(免疫組織化学、ミエロペルオキシ

ダーゼ活性). 

(iii)アポトーシス定量(TULEL 染色、

DNA ラダー),一般病理解析. 

 

【第２段階】上記のマウスにリコンビナント

HGF 製剤を投与し、マクロファージでの c-Met

リン 酸化に一致して、炎症性サイトカイン

の産生・放出が抑制され、虚血病態が改善さ

れることを実証する。特にマクロファージが

産生する炎症刺激因子(IL-6,HMGB1 など)お

よび炎症制御因子(HO-1, IL-10) の発現が

HGF/Met シグナル消失により修飾を受けるの

かについてポイントを絞る。以上の解析によ

り虚血中期相ではマクロファージに対する

HGF /c-Metシグナルがさらなる炎症制御機構

を駆動していることを立証する。 

 

【最終段階】野生型マウスより腹腔マクロフ

ァージを採取し、primary cultureに供する。

また LPS 刺激による炎症反応がよく解析され

ているマウス Mφ株化細胞 Raw.264 細胞につ

いても同様に解析する。このような In Vitro 

Assay 系を用いて、HMGB1 刺激による炎症性

サイトカインの産生誘導に対する、HGF の抑

制効果とそのメカニズムを分子生物学的手

法により詳細に調べる。 

 (1) サイトカイン,酵素の測定：IL-6, IL-10, 

HO-1 の産生量→real-time PCR 法,ELISA 法. 

 (2) 細胞活性評価：CD11b, eat-me-signal

などの発現分子→フローサイトメトリー. 

 (3) シグナル系：MAPK 系,PI3K 系,COX-2 系

の各種阻害剤または siRNA を用いて炎症制御

に必要な c-Met 下流シグナルを決定する。 

 

 

４．研究成果 

1) 平成23年度: 

 腎虚血を含む様々な虚血性疾患病態におい

て、肝細胞増殖因子（HGF）の産生が高まる。
以上の背景のもと、私たちはHGFの体外的補
充は虚血性疾患の発症をブロックする事を明

らかにして来た。一方、（細菌などの感染を伴

わない）様々な虚血性疾患において自然免疫

が過剰に働き、病態憎悪を促すことが報告さ

れた。本年度は、Toll-like receptor-4 (TLR4)
とそのリガンド分子であるHMGB1に着目し、
HGFの機能解析に着手した。 
1-1) 虚血腎マウスモデルを用いて、腎虚血後、
血中 HMGB1が上昇する事を確認した。この
モデルにリコンビナント HGF を初期投与す
ると、血中 HMGB1の上昇が抑制される事を
見いだした。これに一致して、血中尿素窒素

の上昇で見た腎機能不全が HGF 投与により
改善された。組織学的にも、尿細管萎縮、ア

ポトーシス、円柱蓄積などの病変は HGF 投
与により改善する事が明らかとなった。 
1-2) 培養マクロファージを用いて、死細胞貪
食の際に放出されるHMGB1の発現と、HGF
の影響を調べた。カンプトテシンでアポトー

シスを惹起したマクロファージを非処理マ

クロファージに添加したところ、HMGB1の
産生が数倍に高まった。この系にリコンビナ

ント HGFを添加すると、HMGB1の産生が
抑制される事が判明した。HGF によるこの
作用は主にカンプトテシンによるカスパー

ゼ３活性化阻害によるアポトーシス発症抑

制に起因する事が判明した。 
 

2) 平成24年度: 
 腎虚血等の様々な虚血性疾患病態において、

HGFの産生が高まる。私達はHGF補充が虚血
性疾患の発症をブロックする事を明らかにし

て来た。前年度に引き続き、自然免疫を司る

TLR4とそのリガンド分子であるHMGB1に着
目し、HGFの機能解析を行った。 



2-1) 虚血腎マウスモデルを用いて、腎虚血後、
血中HMGB1が上昇する事を確認した。このモ
デルにHGFを投与すると、血中HMGB1の上昇
が抑制される事を見いだした。これに一致し

て、BUNの上昇で見た腎機能不全がHGF投与
により改善された。組織学的にも、尿細管の

壊死やアポトーシス、好中球浸潤がHGF投与
により抑制される事が明らかとなった。 
2-2) エンドトキシンショック→急性腎不全モ
デルマウスにおいても血中HMGB1の上昇が
見られた。この意義を問うべく、HMGB１中
和抗体を投与すると、血栓形成が抑制される

とともに虚血状態が改善される事が判明した。

このモデルにリコンビナントHMGB1を投与
すると、腎虚血が増悪した。以上の結果より

虚血時に誘導されるHMGB1が腎不全病態で
の悪性因子である事が実証された。 
2-3) 培養マクロファージを用いて、死細胞貪
食の際に放出されるHMGB1の発現とHGFの
影響を調べた。薬剤およびエンドトキシンで

アポトーシスを惹起したマクロファージを非

処理マクロファージに添加したところ、

HMGB1の産生が数倍に高まった。この系に
HGFを添加すると、HMGB1の産生が強く抑制
された。HGFによるこの作用は主にNF-κBの
活性化経路の抑制ならびにカスパーゼ３活性

化阻害に依存する事が明らかとなった。 
 

3) 平成25年度： 

 本年度は腎虚血再灌流傷害マウスモデルに

加え、胆管結紮により虚血性肝傷害を与えた

マウスについてもHMGB１に対するHGFの機能

解析を行なった。 
3-1) いずれのマウスモデルともに虚血部を中
心に壊死やアポトーシスが顕著であり、これ

に一致してマクロファージの浸潤が観察され

た。壊死やアポトーシスが強い領域では

HMGB1の核から細胞質への移行が見られ、こ
れに一致して血中HMGB１濃度の上昇が認め
られた。浸潤したマクロファージはHMGB1
受容体であるTLR4が発現しており、NF-κB陽
性核を示していた。これに一致してIL-1β, 
IL-6, IL-18などの炎症性サイトカインの発現
が上昇している事が判明した。 
3-2）一方、リコンビナントHGFをこれらのマ
ウスモデルに投与すると、壊死やアポトーシ

スの領域が明らかに縮小していた。その結果、

組織学的にみたHMGB１の核外放出像は軽減
しており、これに一致して血中HMGB１濃度
も生食を投与したコントロール群と比較して

有意な減少を示した。マクロファージの浸潤

やNF-κB活性化もHGF投与群では軽減してい
る事がわかった。 

3-3）培養マクロファージ（Raw264）細胞を用
いて自然免疫に対するHGFの機能を解析した。
マウスマクロファージ細胞株であるRaw264
細胞にリコンビナントHMGB１を添加すると
p65の核内移行で見たNF-κBの活性化が誘導
された。この系にHGFをHMGB1と同時に添加
すると、p65核内移行は著しく軽減される事が
判明した。その結果、NF-κBによって誘導さ
れるIFN-γ産生はHGFにより抑制される事が
明らかとなった。さらにHGFはc-Met依存性に
炎症制御因子であるHO-1やIL-10の産生を高
める事が明らかとなった。 
 
4) 平成26年度： 

 HMGB１シグナル伝達系を明らかにする目
的で腎虚血モデルおけるマクロファージに対

するHGFの機能を解析した。 
4-1）腎虚血モデル、胆道閉塞肝炎モデルとも
に壊死部にMac1陽性マクロファージの浸潤
が認められた。傷害領域に浸潤したマクロフ

ァージの大半はHGF受容体であるc-Met陽性
を示し、c-Metチロシンリン酸化抗体に陽性を
示す細胞も認められた。これに一致して、

IL-10やHO-1の産生は高まる一方、IL-1β, IL-6, 
IFN-γといった炎症性サイトカインの発現も
高まっていた。 
4-2) ついで両モデルにリコンビナントHGFを
３日間投与した。その結果、浸潤マクロファ

ージでのc-Metチロシンリン酸化亢進に一致
してNF-κB p65核内移行が緩和する事が判明
した。その結果、IL-1ß, IL-6, IFN-γといった炎
症性サイトカインの産生が抑制する事がわか

った。またNF-κB活性化を抑制する事がわか
っているIL-10やHO-1の発現をHGFが促進す
る効果がある事もわかった。 
4-3) 培養マクロファージを用いてHGFの機能
解析したところ、HMGB1-TLR4-NFκBシグナ
ル系のHGFによる遮断はc-Met下流にあるキ
ナーゼXの活性化に依存する事が判明した。
実際、HGFを添加するとキナーゼXが活性化
に一致してHMGB1によるNFκΒ活性化が抑制
される一方、キナーゼX阻害剤はHGFによる
遮断効果をキャンセルする事がわかった。 
 
５) 平成27年度： 

 虚血下の自然免疫発動にはアポトーシスが

重要とされている。そこで腎虚血再灌流傷害

とグリセロール腎症のマウスモデルを用い、

HGFによる抗アポトーシス機構を解析した。 
5-1）両モデルともに血中HGF値の上昇に一致
して尿細管上皮細胞にアポトーシス抑制分子

であるBcl-xLの発現が速やかに認められた。 



5-2) そこでHGF中和抗体をこのマウスモデル
に投与すると、Bcl-xL発現誘導が抑制された。
その結果、尿細管におけるアポトーシスが増

悪し、血中HMGB1濃度も高まった。 
5-3) 逆にリコンビナントHGFを投与すると、
Bcl-xLの誘導が促進され、アポトーシスに至
る細胞の数も激減した。その結果、HMGB１
の血中上昇も軽減され、マクロファージにお

けるNF-kB活性化も軽減していた。 
 
 上記解析から、HGFは実質上皮に作用して
HMGB１(リガンド側)の産生を阻害する一方、
マクロファージに作用してTLR4(受容体側)の
シグナル伝達も阻害する事が判明した。以上

の２機能を合わせ持つHGFの補充療法は腎を
はじめとする様々な虚血性疾患の病態改善に

有効な治療戦略になる事が期待される。 
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