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研究成果の概要（和文）： 

 
肝障害初期過程で一過性に発現誘導される BMP-2/4 が、肝細胞損傷の修復過程
でどのような役割を果たしているかを解析した。アデノウイルスベクターによ
り肝臓特異的に BMP 受容体をノックアウトしたマウスでは、CCl4 肝障害に対す
る修復の遅延が見られた。また細胞増殖マーカーPCNA の発現レベルは低下して
いた。以上のことから、BMP シグナルが肝臓障害の細胞増殖の誘導を介して、損
傷修復過程に関与することが示された。 
 

研究成果の概要（英文）： 
 

We have found a transient expression of BMP-2/4 (bone morphogenetic protein) in 
early stage of CCl4-injured liver, and attempted to disclose the role of BMPs in repair 
process of injured liver in this study. As the results, we observed delay in recover of 
hepatic gene expression such as albumin, and decrease in expression of cell 
proliferation marker PCNA in liver injured by CCl4. These results suggested the 
important role of BMP signal in repair process. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、Ｃ型肝炎ウイルスの活性化や薬物摂取

による肝炎、肝硬変、肝癌による死亡者数が

増加傾向にあり、その発症メカニズムの解明

や治療法の開発は社会的急務となっている。 

肝臓は自己再生能力の強い臓器であるた

め、肝臓移植においては残存の肝臓細胞の同

調的な増殖と分化によって急速な修復が引

き起こされる。しかし、肝炎ウイルスや薬物

摂取などにより繰り返される肝細胞の損傷

と修復は、結果的に肝炎を肝硬変へと至らし

める。現在この修復のメカニズムに関し、大

きく分けて 2 つのモデルが提唱され、検証が

進 め ら れ て い る (Thorgeirsson S. 

Hepatology 43, 2-8, 2006)。一つは残存す

る未分化肝細胞（肝幹細胞）の増殖分化であ

り、もう一つは造血系細胞に由来する幹細胞

の肝細胞への分化または細胞融合による肝

細胞形成である。しかし、肝障害に伴い侵入

し、肝細胞に分化する造血系細胞は極めてわ

ず か (0.025% 以 下 ) で あ り (Lagasse E. 

Nature Med. 6:1229-1234, 2000)、広範な

肝臓の修復には、内在する未分化な肝幹細胞

の増殖、分化誘導は必須であると考えられる

が、現在、何がこの分化誘導に関っているの

かは十分理解されていない。 

一方、初期胚における肝臓形成の過程で、

腹側前腸内胚葉が心臓中胚葉や間充織細胞

からの骨形成因子（BMP-4）や FGF-2 刺激

によって増殖分化し、肝原基の形成に導かれ

ていることが明らかにされている(Duncan 

SA, Gene Dev 15:1879-1884, 2001)。腹側

内胚葉はHexやGATA4などの転写因子の発

現が特徴的であり、この内因性の分化プログ

ラムと中胚葉からの外因性の刺激によって

肝臓形成が達成されている(図１)。 

肝障害における再生シグナル誘導の研究
に関して、我々はこれまでに次の点を明らか
にし、この研究における基礎的な知識と技術
的な基盤を高めることができた。四塩化炭素
肝障害初期過程において、肝再生シグナルが
始動していることを NF-kB および Erk シグ
ナルの一過性の活性化によって明らかにし
た(Life Sci. 75:1539-1549, 2004)。肝障害
初期過程で一過性にBMP-2をはじめ FGF-2、
Hex などの発現を観察した(図 2、J. Biochem 

141:113-119, 2007)。これらのサイトカイ
ンや転写因子は動物初期胚における肝臓の
形態形成過程で重要な役割を果たすもので
ある。すなわち、肝障害におけるマクロファ

ージや単核球由来細胞などの活性化は肝細
胞の損傷の誘導とともに、一方では BMP な
どのサイトカインを介した肝細胞分化誘導
シグナルが未分化型肝細胞の分化・成熟に関
与する可能性を示唆するものであった。この
ような初期胚で活性化された肝細胞増殖分
化のシグナルが、成体での薬物肝障害の修復
過程においても利用されるという観点から、
肝細胞損傷の修復過程の研究を試みた例は
これまでに世界中にない初めての試みであ
る。この肝再生シグナルの制御のメカニズム
の解明は、肝障害からの治療をめざして、有
益な基礎知識となることが期待される。 

 

 

２．研究の目的 

我々はこれまでにつぎのことを明らかにし、
研究の基盤を作り出した。肝線維症モデルラ
ットに尾静脈よりアデノウイルスベクター
を導入すると、線維隔壁内の線維芽細胞を中
心に in vivo 遺伝子導入が可能である（J. 

Hepatol. 30:101, 1999）。アデノウイルスの
線維芽細胞への感染効率の改善はファイバ
ーに変異を入れることによって達成できる
（Hum. Gene Ther. 13:613, 2002, J. Virol. 

77:2512, 2003）。肝星細胞の活性化や線維化
の進行に関わる TGF- 活性を抑制する LAP

（latency-associated peptide）遺伝子をアデ
ノウイルスベクターにより導入することで、
筋線維芽細胞を逆分化させることができた
（B.B.R.C. 311:959-965, 2003）。また、四塩
化炭素による成熟肝細胞および肝前駆細胞
の増殖分化誘導・損傷修復系のほか、レトロ
ルシン/四塩化炭素処理による骨髄性幹細胞
や肝幹細胞の活性化の現象が知られている。
この 2 つの肝臓障害・修復系に注目する。 

本研究においては、肝障害初期過程で一過性
に誘導される BMP-2/4 が、肝細胞損傷の修
復過程で重要な役割を果たしていると考え、
①BMPs が肝臓内のどの細胞種により、どの
ようなメカニズムで産生され、②未分化型肝
細胞の分化・成熟にどのように関与している
のかどうかを、BMP 受容体のコンディショ
ナル・ノックアウト・モデル動物およびBMPs
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図１初期胚におけるFGF,BMPによる肝細胞分化の誘導 



発現レポーター・トランスジェニックマウス
を用いて分子生物学的手法により解析する。
また試験管内での損傷-修復モデル系を構築
しサイトカインなど損傷細胞に由来する再
生誘導シグナルを同定し、肝細胞損傷の修復
過程を解明することを目的としている。 

 

３．研究の方法 

これまでの研究から、肝障害の初期過程にお
いて、骨形成因子（BMPs）発現が一過性に誘
導されることを明らかにしたが、本研究にお
いては、この BMP発現の生物学的意義、肝細
胞損傷と修復過程における役割を解明しよ
うと試みるものである。BMPR-IA（Alk3）ヌ
ルマウスは胎生致死となるため、コンディシ
ョナル・ノックアウト（Floxed）マウスやド
ミナントネガティブ変異を使用し、アデノウ
イルスベクターを介した遺伝子導入により
成体での受容体欠損マウスを作成し、障害応
答性、損傷修復過程を遺伝子発現レベルや組
織構造レベルで解析する。なお、使用する
BMPR-1A（Alk3）コンディショナル・ノック
アウト（Floxed）マウスは米国 NIEHSの三品
裕司博士により分与され、系統を維持した
(図３)。 
 
①BMP の肝修復過程へのかかわりを解析す
るために、BMPR-IA コンディショナル・ノ
ックアウト（Floxed）マウスを用い、Cre 発
現アデノウイルスを尾静脈より投与するこ
とで肝臓において BMP 受容体発現を抑制し、
その後、肝障害を誘導することで、その修復
過程を遺伝子発現レベルと組織構造レベル
で解析した。さらに、BMPR-1A 受容体の細
胞内キナーゼドメインを欠失した蛋白（ドミ
ナントネガティブ）をアデノウイルスを介し
て発現させることで、BMP 受容体欠損マウ
スを作成し、同様な解析を行った。②BMP

プロモーターにルシフェラーゼを結合した
トランスジェニックマウスを作成し、BMP

の発現を非侵襲的に、リアルタイムで観察す
る。③また、同定された細胞種を単離・培養
し、試験管内における損傷-修復モデルを構築
する。その実験系で BMP-2/4 遺伝子発現制
御の可能性や、損傷細胞や炎症細胞からの未
同定の分泌物による BMP-2/4 遺伝子発現誘
導の可能性を追求する。 

 
４．研究成果 
①肝障害の修復過程における BMP シグナル
の役割を検討するために、BMP 受容体のコ
ンディショナル・ノックアウトマウスを用い
て、CCL4 障害の修復を観察した。 

まず、Flox/Flox マウスを維持し、+/－ヘテロ
マウスと交配し、Flox/－マウスを選別した。
コントロールとして Flox/+マウスを使用し
た。これらのマウスに Cre 組換え酵素を搭載
したアデノウイルスを介して尾静脈より導
入すると、高い効率で肝臓に遺伝子導入が可
能である。ノックアウトが誘導されたことは

図４に示すように、Exon4 が短縮されている
ことから明らかである。 

 

②さらにこれらのマウスに CCl4 肝障害を誘
導し、経過を観察した。24 時間で肝障害が広
がっているが、コントロールとして LacZ 遺
伝子をもつアデノウイルスを導入すると 72

時間後には組織の回復が観察されるが、
Ad-Cre を導入したマウスでは、白色の壊死
した組織の回復は遅延していることが示さ
れる（図５）。 
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図２．CCl4 投与後の各遺伝子の発現 (RT-PCR) 
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図４．Ad-Cre によるノックアウトの誘導 

Y. Mishina; Genesis 32, 69-72 (2002) 
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さらに遺伝子発現では図６に示すように 

 
肝臓マーカーであるアルブミンの発現がコン
トロールマウスでは障害 72 時間後に回復が
見られるが、BMPR-1A ノックアウトマウス
では回復のレベルは低いことが示された。 

 

③BMPR-1A ノックアウトマウスにおける増
殖マーカーに対する影響を調べたところ、図
７に示すように、増殖マーカーKi67 の発現
細胞の数の減少が観察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上の結果から、肝障害の修復過程に BMP

シグナルは細胞増殖刺激として、重要な役割
を持つことが示された。 
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図５．BMPR-1A ノックアウトマウスにおける肝障害

の修復 

図７．増殖マーカーKi67 の発現 

図 6.BMPR-1A ノックアウトマウスにおける遺伝子発現 
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