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研究成果の概要（和文）：　本研究は、研究代表者らが独自に見出した新規の線維肝再生促進因子Opioid 
growth factor receptor-like 1 (OGFRL1)による線維化改善と再生促進機序を解明し、次世代型肝硬変治療法の
開発に向けた分子細胞基盤の確立を目的とした。研究成果として、末梢血においては単球がOGFRL1の主要産生細
胞であること、四塩化炭素肝傷害に伴ってエクソソーム内包タンパク質として分泌されること、傷害肝では
Ogfrl1 mRNAの発現低下とOGFRL1タンパク質が傷害部位周囲の肝細胞に局在が見られるなど、内因性OGFRL1の動
態を明らかにした。

研究成果の概要（英文）： We previously identified opioid growth factor receptor like-1 (OGFRL1) as a
 novel accelerator of fibrotic liver regeneration in mice. In the present study, we have implicated 
OGFRL1 in regeneration of the injury/fibrotic liver. Among the peripheral blood cells, monocytes 
were the major source of OGFRL1. Liver tissue contained a small but significant amount of Ogfrl1 
mRNA, which was decreased following repeated CCl4 injections. OGFRL1 was transiently detected in the
 serum as an exosome-included protein and localized in hepatocytes surrounding the necrotic areas 
after CCl4-induced liver injury/fibrosis. Administration of OGFRL1-expressing cells into mice with 
liver fibrosis enhances mobilization of hepatic progenitor cells and stimulates proliferation of 
hepatocytes after partial hepatectomy.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 肝再生　線維肝　再生医療　エクソソーム

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　内在性OGFRL1の挙動をはじめとして、OGFRL1による線維化改善と再生促進機序の分子機構の一端を明らかにす
ることが出来た。肝硬変に対する新規の治療法としては、国内外において細胞移植が試みられているが、細胞の
品質管理や移植後の造腫瘍性といった問題点も存在する。今後、線維肝におけるOGFRL1の再生促進機序をより詳
細に解明することで、OGFRL1またはその下流因子を発現させて高機能化した少数の自家細胞を移植する方法やエ
クソソーム内包タンパク質として投与するなど、難治性肝硬変症例に対する新たな再生治療の開発が期待でき
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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 肝硬変症は、B型ならびに C型肝炎ウイルスの持続感染、アルコールの多飲、さらには近年増
加傾向が著しい非アルコール性脂肪肝炎（NASH）などによる慢性炎症によって進展する、肝線維
化の終末像である。肝臓は元来高い再生能力をもつ臓器であるが、肝硬変に至ると再生不全に陥
るとともに、肝細胞癌が好発する。たとえ早期に発見しても術後の再生不全の懸念から切除困難
な肝細胞癌症例も多く、わが国では年間５万人近くが肝硬変ないし肝細胞癌により死亡してい
る。線維化進展を抑制しつつ、残存線維肝の再生を促す新たな治療法が切望される所以である。  
 肝硬変は、かつては不可逆的な病態と考えられていたが、近年のウイルス性肝炎の治療法の進
歩により、可逆的すなわち治療可能な疾患と認識されるようになった（Friedman and Bansal, 
Hepatology 2006）。しかしながら、原因治療が可能となったウイルス性肝炎に因らない、NASH や
自己免疫学的機序に基づく肝硬変も多く存在するため、線維化改善と再生促進を主眼とした治
療法の開発は、医学的また社会的に急務と言える。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、研究代表者らの所属研究室が独自に見出した新規の線維肝再生促進因子 Opioid 
growth factor receptor-like 1 (OGFRL1)について、in vivo における発現動態を明らかにする
とともに、分子細胞生物学的な手法および CRISPR/Cas9 技術を用いたノックアウトマウス等を
用いて、OGFRL1 による線維化改善と再生促進機序を解明し、次世代型肝硬変治療法の開発に向
けた分子細胞基盤の確立を目的とした。  
 所属研究室ではこれまでに、肝線維症からの回復過程において、線維肝組織に浸潤した骨髄由
来細胞が肝線維化の改善と再生に寄与することを見出した（Higashiyama et al., HEPATOLOGY 
2007；同 Gastroenterology 2009）。続いて、この浸潤した骨髄由来細胞の肝線維化の改善と再
生における下流因子を探索する中で、候補因子として OGFRL1 を見出した。予備的な実験から、
OGFRL1 は線維化を来すような高度の組織傷害によって誘導され、傷害組織の修復（再生）に寄
与することが示唆されており、肝再生をコントロールする新たな候補因子の１つとして、肝硬変
治療につなげる上で大変有望な分子であることが考えられた。しかしながら、これまでに OGFRL1
の発現動態や機能に関する報告はなく、その作用機序も全く不明であったため、これらを明らか
にすることは新たな肝硬変治療法の開発に結び付くものと期待された。 
 
３．研究の方法 
 
(1) OGFRL1 の生体内における発現動態の解析  
 ① 個体における Ogfrl1 mRNA の発現分布の検討： 
 野生型マウスの雌雄それぞれ３個体から全身の諸臓器を採取し、リアルタイム RT-PCR により
生理的条件下の生体内における発現分布を検討した。更に、骨髄ならびに末梢血血球細胞をフロ
ーサイトメーターによって分画し、リアルタイム RT-PCR によって Ogfrl1 mRNA 産生量の高い細
胞集団があるか検討した。 
 ② 生理的条件下ならびに線維化の進展や線維肝の再生に伴う OGFRL1 の発現動態の検討： 
 未処置の野生型マウスならびに実験的肝硬変マウスから採材した肝組織および血球細胞から
mRNA を抽出し、リアルタイム RT-PCR を実施した。 
 ③ 抗 OGFRL1 抗体の作製と OGFRL1 タンパク質の発現動態の検討： 
 マウス OGFRL1 に特異的な抗体を複数種類作製した。これらの抗体を用いて、生理的条件下な
らびに四塩化炭素投与による急性および慢性肝傷害時の肝その他組織等における内因性 OGFRL1
タンパク質の発現動態を検討した。 
 
(2) OGFRL1 が線維肝再生に及ぼす影響の検討  
 四塩化炭素の反復投与により作製した肝硬変症モデルマウスに対し、レンチウイルス感染に
より OGFRL1 を強制発現させた細胞を経脾臓的に投与した。対照群は、EGFP を強制発現させた細
胞を投与し、比較した。更に、このマウスに対して 70%部分肝切除の処置を行い、線維肝からの
再生モデルとした。一般に、70%部分肝切除を行うとその後一週間程度で肝前駆細胞の動員と細
胞増殖を伴う肝再生が起こるため、この検討では線維肝の再生を評価した。 
 ① 上記マウスの肝臓を採取し、免疫組織染色により組織学的に評価を行った。 
 ② 同一の肝組織を用いて、マイクロアレイ解析により遺伝子発現変動を網羅的に解析した。 
 
(3) OGFRL1 ノックアウトマウス・レポーターマウスの作製と表現型解析  
 ① OGFRL1 ノックアウトマウスの検討 
 生体内における OGFRL1 の機能解析のため、CRISPR/Cas9 遺伝子編集技術により OGFRL1 ノック
アウトマウスの作製を試みた。作製したノックアウトマウスの発生、特に肝発生において異常が
ないかなどを検討した。 



 
 ② OGFRL1 レポーターマウスの繁殖効率の検討 
 生体内の OGFRL1 タンパク質の挙動を可視化するため、同じく CRISPR/Cas9 遺伝子編集技術に
より OGFRL1 遺伝子下流に蛍光タンパク質を組み込み、レポーターマウスを作製した。作製した
レポーターマウスの発生、繁殖などに異常がないかなどを検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) OGFRL1 の生体内における発現動態の解析  
 ① 雌雄各３匹の野生型マ
ウスの全身にわたる16臓器に
おいて Ogfrl1 mRNA の発現量
を比較検討したところ、雌雄
とも、肝臓における発現を 1.0
とした場合に、骨髄、脾臓、脳
（大脳皮質、海馬、小脳に細分
した）、肺において高いことが
明らかとなった（図１）。線維
肝に浸潤してきた骨髄由来細
胞から肝再生促進因子として
OGFRL1 を同定した経緯から、
脾臓や骨髄といった造血系臓
器に着目し、図１の結果に基
づき骨髄中の造血系の細胞や
末梢血血球細胞に対して更な
る解析を行ったところ、末梢
血中の単球分画で発現が高い
ことを見出した（図２）。骨髄
細胞はフローサイトメーターにより、表面抗原の CD34、CD45、Ter119 を用いて分画し、末梢血
細胞は、CD11b および前方散乱光シグナル(FSC)、側方散乱光シグナル(SSC)によって分画した。  
 ② 野生型マウスに対し、部分肝切除や四塩化炭素の単回投与による急性肝障害誘発、同反復
投与による慢性肝傷害誘発（肝硬変モデルマウス）、それらに対する部分肝切除を行うと、それ
ぞれの肝臓ならびに血球細胞において Ogfrl1 mRNA 発現量が低下することが明らかとなった。 
 ③ 抗 OGFRL1 抗体を作製するにあたり複数個所の抗原部位を選定し、最終的に N末端側、中間
部位、C 末端側と３種類の特異的抗体を作製した。これらの抗体を用いた免疫組織染色により、
肝組織内においては、傷害に際して傷害部位近傍の肝実質細胞に特徴的な局在を示すことを明
らかにした。従って、急性ならびに慢性傷害時には、mRNA 量は減少する一方で、肝実質細胞に
おける OGFRL1 タンパク質が顕著に検出されるという新たな知見が得られた。 
 

 ④ 研究開始当初には予期していなか
った発見として、OGFRL1 は細胞外分泌小胞
（エクソソーム）タンパク質として、四塩
化炭素単回投与 24 時間後に一過性に血中
に分泌されることを見出した（図３）。 
 ⑤ ④の知見から検討を重ねた結果、傷
害が重度になるとエクソソーム内包
OGFRL1 の分泌がむしろ減少する所見に基
づいて、傷害肝の再生を反映するバイオマ
ーカーとしての有用性について産学連携
のもとに特許出願を行った。 
 

 



 
(2) OGFRL1 が線維肝再生に及ぼす影響の検討  
 OGFRL1 を強制発現させた間葉系幹細胞（OGFRL1/MSC）ならびに対照群として EGFP を強制発現
させた間葉系幹細胞（EGFP/MSC）を肝硬変マウスへ経脾臓的に投与したのち、70%部分肝切除（70% 
Hx）を行い、8日後の組織について解析を行った（概要図：次ページ、図４上段）。 
 ① 採取した肝組織に対する免疫組織染色の結果から、OGFRL1 発現細胞投与群の線維肝組織に
おいて、肝前駆細胞のマーカーである alpha fetoprotein(AFP)陽性の細胞が対照群より増加し
ていることが明らかとなった。さらに、この動員された肝前駆細胞は BrdU 陽性率が高く、増殖
性を有することが示唆された（図４下段）。 
 ② また、同じ肝組織を用いたマイクロアレイ解析により遺伝子発現の変化を網羅的に比較検
討したところ、対照群に比べOGFRL1発現細胞投与群では、AFP遺伝子発現の上昇ならびに、Cyclin 
A2 や Cyclin B1、Cyclin E2 といった細胞周期関連遺伝子、その他細胞分裂などに関与する遺伝
子群の発現が上昇していた。 
 これらの知見から、肝硬変マウスへの OGFRL1 発現細胞の投与は、線維肝再生促進効果を有す
ることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) OGFRL1 ノックアウトマウス・レポーターマウスの作製と表現型解析 
 
 ① 東海大学医学部内での共同研究により、CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用いた東海大学初
の遺伝子改変マウスとして OGFRL1 ノックアウトマウスの作出に成功した。これまで得た８系統
のうち、比較的長い遺伝子領域を欠損した３系統について主として解析を行ってきたが、これら
の系統は発生および発育に外見上顕著な表現型が確認できなかった。ゲノム上では OGFRL1 遺伝
子の一部を欠損しているが、残存するエクソンにより変則的な OGFRL1 タンパク質が産生され、
これが機能を代償する可能性も考えられたことから、OGFRL1 のプロモーター領域から第一エク
ソン途中までを欠損する１つの統に対し、C末端側も欠損するような遺伝子編集を行ったマウス
を作製中である。 
 ② OGFRL1 レポーターマウスについては、Ogfrl1 遺伝子の下流に蛍光タンパク質遺伝子を組
み込んだレポーターマウスを、同じく本学医学部内での共同研究により作製した。この OGFRL1
レポーターマウスの作製は 2回行っており、初回は生後 3週齢程度で全て死亡してしまった。2
回目で成体となったレポーターマウス個体が 1 匹だけ得られたが、この個体の出産回数並びに
１回あたりの産子数が極端に少なく、レポーター遺伝子を受け継ぐ次世代以降を得られなかっ
た。OGFRL1 タンパク質にレポータータンパク質が融合したことでその機能に支障が生じ、発生・
発育に何らかの問題が生じている可能性が示唆された。また、この個体は雌であったため人工授
精による繁殖が出来ず、骨髄移植を行うことで血球細胞にのみレポータータンパク質を持つマ
ウスを作出し、現在も解析を行っている。 
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