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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪肝炎（NASH）の肝線維化の分子制御機構を明らかにするため、
HFC食負荷により作製したNASHラットモデル肝組織を用い、CCR2およびオステオポンチン（OPN）の発現領域につ
いて解析した。その結果、OPNはHFC食負荷週数が増加するにつれ拡大するが、線維化早期では主にマクロファー
ジのみに発現していることが分かった。線維化が進展するにつれ、マクロファージ集簇内でOPN陽性領域が拡大
しCCR2が減弱化していたことから、線維化早期のマクロファージ集簇は主にCCR2陽性マクロファージが構成し、
次第にOPN陽性マクロファージに置き換わるという動態変化が起きることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the expression regions of CCR2 and osteopontin (OPN) using NASH 
rat model liver tissues, to elucidate the molecular mechanism of liver fibrosis in nonalcoholic 
steatohepatitis (NASH). In this study, the OPN expression region expanded as the increased number of
　weeks of HFC diet feeding, but its expression was observed only in the macrophages in the early 
stage of fibrosis. Moreover, as liver fibrosis progressed, OPN-positive region expanded and CCR2 was
 attenuated in the macrophage aggregation. Therefore, in the early stage of fibrosis, the macrophage
 aggregation was mainly composed CCR2-positive macrophages and gradually became OPN-positive 
macrophages. It became clear that a dynamic change of replacement occurs. This result suggests that 
there are different groups of OPN-positive and CCR2-positive macrophages and they may be closely 
related. 

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果より、肝線維化早期には、主にCCR2陽性マクロファージがマクロファージ集簇を構成し、次第にそれ
らがOPN陽性マクロファージに置き換わるという動態変化が起きる可能性を示すことができた。両マクロファー
ジおよびOPNによる肝線維化促進の分子メカニズムを明らかにすることで、肝線維化治療の新たな創薬ターゲッ
トの発見、治療法の開発および創薬研究につながると期待される。

※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 
近年、食生活の欧米化に伴い非アルコール性脂肪肝炎（NASH）の患者が急増している。NASH

は、過剰飲酒歴がないにも関わらず肝細胞の30％以上に脂肪滴が認められ、単純性脂肪肝と比

べ一定の割合で肝硬変や肝がんへと進展する疾患である。その主な背景疾患としてメタボリッ

クシンドロームが挙げられ、近年の肥満人口増加に伴いその病態が注目されている。しかしな

がら、NASHの病態は未だ不明な点が多く、有効な治療法も確立されていないため、肝線維化進

展のメカニズムの解明とその抑制は社会的にも急務とされている。 

線維化において活性化した星細胞が中心的な役割を持つことには異論はないが、星細胞活性化

のメカニズムは実はまだよくわかっていない。一方で最近、マクロファージが組織の線維化に

関わっている事実も示されてきている。とりわけ炎症を誘導するCCR2陽性マクロファージによ

る線維化組織への浸潤・蓄積が確認されていることから、このCCR2陽性マクロファージが肝星

細胞活性化を介してオステオポンチン（OPN）など肝線維化に働く細胞外マトリックスを発現

し、代謝に関わるマトリックス分解酵素（MMP）を抑制しているのではないかと着想した。 

そこで本研究では、CCR2陽性マクロファージによる星細胞活性化および筋線維芽細胞への分

化、OPNやMMPの発現制御の分子メカニズムを検討し、CCR2陽性細胞を介した肝線維化の分子機

構を解明することとした。 

 
２．研究の目的 

本研究ではラットNASHモデルを用いた動物実験およびCCR2陽性細胞を用いた細胞実験を設定

し、これまで肝線維化はコラーゲンの発現を調べるSirius red染色やα平滑筋アクチン(αSMA)

免疫染色などで評価を行うことが多かったが、今回は線維化の指標としてOPNをターゲットにし

て、CCR2陽性マクロファージが肝星細胞活性化・筋線維芽細胞分化作用を持ち、OPNの発現を誘

導して肝臓の線維化を促進しているという可能性を証明する。 

 
３．研究の方法 
(1)  NASH ラットモデルの肝組織を用いた OPN、CCR2 の発現局在 

SHRSP5/Dmcr ラットは、高脂肪・高コレステロール（HFC）食を投与することで顕著な NASH 病

態に加え炎症細胞の著明な浸潤などの特徴を示す。これらの NASH ラットモデルの肝組織を用い

て Masson Trichrome（MT）染色、OPN と CCR2 の免疫染色、蛍光二重免疫染色を行った。HFC 食

負荷週数 4週、6週、8週における肝組織の OPN 発現細胞の解析には、マクロファージ全般のマ

ーカーである CD68、筋線維芽細胞のマーカーであるαSMA に対する抗体を使用した。コントロー

ルとしては標準食である SP 食をそれぞれ同期間負荷した群を用いた。 

 

(2) THP-1（ヒト単球系白血病細胞株）の分化誘導における OPN、CCR2 の発現変動 

 THP-1 細胞を用い、Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) 処理することでマクロファージ

に分化させ、OPN や CCR2 の発現変化を mRNA レベルで解析した。さらに、分化誘導時の OPN の発

現量をsiRNAにより抑制することで、CCR2分子の発現変動への直接的な影響について解析した。 

 

４．研究成果 

(1)  NASH ラットモデルの肝組織を用いた OPN、CCR2 の発現局在 

 HFC 食負荷週数 4週、6週、8週における肝組織において、MT染色により、負荷週数の増加に

伴いコントロール群と比較して線維化領域が拡大していることを確認した（図 1）。OPN は炎症細



胞浸潤領域と線維化領域の混在した場所で発現しており、OPN 発現領域は HFC 食負荷週数が増え

るにつれ拡大していた。また、OPN の局在は CCR2、CD68 およびαSMA 陽性細胞近傍領域に確認さ

れ、線維化の進展に伴い各陽性域とも拡大していた。興味深いことに、HFC 食負荷 4週、6週で

は OPN、CCR2 の局在は、ともに CD68 陽性マクロファージ集簇内のみにしか確認されなかった。

さらに、そのマクロファージ集簇内では OPN 陽性域よりも CCR2 陽性域の占める割合が大きいこ

とが分かった。ところが、負荷週数が増すにつれマクロファージ集簇内では、CCR2 陽性域より

も OPN 陽性域の占める割合が大きくなっていることが確認された(図 1)。蛍光二重染色では、OPN

と CD68 の共局在が HFC 食 4 週や 6週で見られた一方、OPN と CCR2 の共局在はどの肝組織におい

ても見当たらなかった。また、線維化の進んだ HFC 食 8 週では CD68 と共局在を示さない OPN 単

独陽性の細胞が数多く確認された（図 1）。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HFC 食負荷による NASH モデルラットでは、線維化が進展するにつれ CD68、αSMA の発現領域が

増大し、それに伴い OPN 陽性領域も拡大していたことから本モデルにおいても OPN は肝線維化

促進性に働いていることが示唆された。また、HFC 食 8 週では CD68 やαSMA と共局在を示さな

い OPN 陽性細胞が多数確認されたものの、HFC 食 4週や 6週では OPN の局在はマクロファージ集

簇内に留まり CD68 と共局在を示したことから、線維化早期には主にマクロファージが OPN を発

現し、線維化の進展に伴い、マクロファージ以外の肝臓を構成する細胞からも OPN が産生され線

維化が促進されることが示唆された。 

 OPN と CCR2 の局在は類似していたものの共局在を示さなかったことから、OPN 陽性マクロフ

ァージと CCR2 陽性マクロファージという異なる群が存在し密接に関連している可能性がある。

さらに、線維化が進展するにつれ、マクロファージ集簇内で OPN 陽性領域が拡大し CCR2 が減弱

化していたことから、線維化早期には、主に CCR2 陽性マクロファージがマクロファージ集簇を

構成し、次第にそれらが OPN 陽性マクロファージに置き換わるという動態変化が起きる可能性

も示唆された。 
 

(2) THP-1（ヒト単球系白血病細胞株）の分化誘導における OPN、CCR2 の発現変動 

THP-1 細胞では単球からマクロファージへと分化する過程で OPN の mRNA 発現量が激増する一

方、CCR2 の mRNA 発現量は 10%程度に低下することが分かった。 

単球由来 CCR2 陽性マクロファージにおいて、その分化課程で産生された OPN に CCR2 発現を減

 
図 1 線維化領域とOPN、CCR2発現領域の比較
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弱化させる作用があると見て、OPN siRNA を用い OPN 遺伝子ノックダウンを試みた。その結果、

この系においては、CCR2 発現量の有意な減少は見られなかった。今後さらにタンパク質発現レ

ベル等での解析や正常マウス腹水中の単球/マクロファージを用いて CCR2 および OPN ばかりで

なく代謝に関わる MMP 等の発現についても同様の検討をする必要があると考える。 

近年、マクロファージの多様性に関する理解が急速に深まりつつあり、NASH 病態において単球

由来 CCR2 陽性マクロファージが OPN 陽性マクロファージへと分化し、両マクロファージが

Hepatic crown-like structure（hCLS）という細胞死に陥った肝細胞を取り囲む構造を形成する

ことで線維化の起点となることを示唆する報告（Cell Reports. 2021 Jan 12;34(2):108626）が

ある。単球由来 CCR2 陽性マクロファージが OPN の発現を促進させ、そのマクロファージ内で産

生された OPN が CCR2 の発現を減弱化させる作用をもち、CCR2 陽性マクロファージから OPN 陽性

マクロファージへと移行するという動態変化が起きて、マクロファージ以外の肝臓の細胞（肝星

細胞、筋線維芽細胞など）に刺激を与え、各細胞からの OPN 発現を誘導し、線維化を進展させて

いるのではないかという可能性が示唆された。NASH の肝線維化促進における OPN の機能、機序

を明らかにすることで、肝線維化治療の新たな創薬ターゲットの発見、治療法の開発および創薬

研究につながると期待される。 
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