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研究成果の概要（和文）：インテグリン欠失初代肝細胞とマウス星細胞培養株を用いることで、肝細胞でのイン
テグリンβ１欠失が星細胞を活性化し、向線維化シグナルの亢進させることを確認した。部分肝切除後、24時間
後と72時間後の血清を解析し、欠失による肝障害の発現なく、タンパク合成能にも有意差がないことを確認し
た。結果をまとめ英文誌に受理された（Am J Pathol 2021, 191:309-319）。Thioacetamide投与による肝線維化
マウスでは、インテグリンβ１欠失群で有意に生存率の低下を認めた（P＝0.043 by Logrank test）。機序につ
いて、RNA解析等を行い解析中である。

研究成果の概要（英文）：Hepatocyte specific deletion of integrin beta1 induced profibrotic signal in
 mouse stelletate cell culture.  Integrin beta 1 is crutial in canalicular formation and is needed 
to prevent stellate cell activation by modulating TGF-b. Taken together, these findings identify 
integrin b1 as a key molecule of liver architecture with a critical role as a regulator of TGF-b 
activation. These results suggest
that disrupting the hepatocyte and extracellular matrix interaction is sufficient to initiate liver 
fibrosis.

研究分野： 肝線維化

キーワード： インテグリンβ１　肝線維化　TGFーβ1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝硬変の治療については、原因疾患の治療が標準的に行われているが、肝線維化改善薬は未だ認可されていな
い。肝硬変にいたった肝臓のタンパク合成能を改善させる目的、また門脈圧亢進症を改善させるためにも重要な
薬剤である。今回、我々は肝細胞と細胞外マトリックスを接着するインテグリンβ1に着目し、肝細胞特異的欠
失マウスを作成し、インテグリン欠失が、TGFβの上昇と星細胞の活性化を招くことを証明した。一方、肝硬変
患者では、肝内のインテグリンβ1発現が亢進することも報告されており、細胞外マトリックスとインテグリン
β1のバランスが重要であると示唆された。創薬に向けて、機序を解析中である。

※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 
 肝硬変は肝発癌の高危険因子であり、本邦では年間 30,175 人が肝癌で、約 17,000 人が肝癌を
合併しない肝硬変で亡くなっている（平成 27 年肝がん白書）。本研究では、肝障害後に再生し完
全に治癒する病態と、線維化進展を来す病態の分子生物学差異に注目し線維化の機序解明と新
規肝線維化治療薬の開発を目標とする。我々は、肝線維化に至るきっかけが肝細胞と細胞外マト
リックス（Extracellular Matrix, ECM）の接着の障害にあるのではないかと考え、これまで研究を
行ってきた。 
肝細胞機能は肝小葉によって維持されている。中心静脈を中心にグリソン鞘が六角形の頂点

に配置するような構造を呈している。肝細胞は、グリソン鞘周囲の限界板と呼ばれる区域から中
心静脈に向かい 1，2 細胞の厚さで 20 数個細胞が並んだ肝細胞索を形成している。索と索の間に
は類洞が存在し、門脈からの血液が中心静脈に向かって流れる。肝細胞は毛細胆管側の頂端面と
基底膜側の側底面の細胞極性を有している。基底膜側にあたる類洞膜面はディッセ腔と呼ばれ
る空間に面しており、星細胞と近接している。その外側に位置する類洞内皮細胞は類洞を形成し、
窓構造を持つことで肝細胞と血液の物質交換を可能にしている。肝細胞の頂端面の毛細胆管は、
分泌された胆汁を胆管に向かって運搬する。肝硬変が進展すると、活性化星細胞がコラーゲン等
の ECM を産生し、それが類洞に沈着し、物質交換を阻害し肝不全をきたし、門脈圧の上昇をき
たす。この ECM が、肝障害時からの再生時あるいは発達の段階でどのように調節されているか
は、完全には明らかになっていない。 
インテグリンは、細胞表面の原形質膜にある細胞接着分子であり、細胞外ドメインは ECM の

レセプターとしての細胞−ECM の細胞接着の主役であり、細胞−細胞の接着にも関与する。細胞
内ドメインは細胞骨格制御タンパク質や非レセプター型チロシンキナーゼを含むシグナル伝達
分子と結合する。インテグリンは、細胞接着、遊走、増殖、分化、ECM の再構築に関わるだけ
でなく、各種サイトカインのシグナルを調節するなど多様な機能を持つことがわかっている。タ
ンパク質分子としては、α鎖と β鎖の 2 つのサブユニットからなるヘテロダイマーであり、異な
る α鎖、β鎖が多数存在し、多様な組み合わせが可能である。肝臓に存在する発現するすべての
インテグリンは β1 鎖をもっている。肝線維化進展に伴い、β1 インテグリンのタンパク、mRNA
発現が亢進するとの報告があるが、詳細な機序については未だ報告がない。 
 
 
２．研究の目的 
我々はインテグリン β1 を肝特異的にノックアウトし、肝再生における関わり、また線維化に

どのように関わっているかについて検討する。この肝臓を分析することで、肝内でのインテグリ
ン β1 ノックアウトが肝臓の構築にどのような変化を来すかについて検討する。肝線維化機序を
明らかにし、治療方法を開発する。抗インテグリン α4β7薬剤は現在炎症性腸疾患に対して保険
適応となっているが、肝線維化に対する抗インテグリン薬の効果は明らかではない。我々は ECM
と肝細胞の接着は正常肝機能を維持するために必要であり、肝臓の恒常性維持に重要であると
考えている。マウスのインテグリン β1 を肝特異的にノックアウトし、組織学的変化とシグナル
伝達の変化を詳細に検討することで肝線維化に対する新しい治療方法の開発に結びつく可能性
がある。 
 
 
３．研究の方法 
インテグリン β1 ノックアウトマウスは胎生致死をきたし、肝線維化の研究は困難なため、こ

れまで発表してきたアデノ随伴ウイルスを用いる。これは肝臓で発現する MUP（Major Urinary 
Protein）をプロモーターとして設計した Cre リコンビナーゼ 8 型アデノ随伴ウイルスであり、尾
静脈から約 100μl を静脈投与することで、肝細胞特異的ノックアウトモデルを作製することがで
きる。予備実験の結果、マウスを用いたインテグリン β1 肝特異的欠失マウスでは、部分肝臓切
除後あるいは生後 8 週で、肝臓に線維化を認めた。肝細胞索の乱れと、毛細胆管構造の過分枝
化、胆管の増生を認め、門脈域、中心静脈域のゾーン形成の乱れも認めた。免疫染色による検討
では、平滑筋アクチン（Smooth Muscle Actin, SMA）染色による星細胞の活性化を認め、ウエス
タンブロットによるタンパク質の解析では、形質転換増殖因子（Transforming Growth Factor β1, 
TGF-β1）の亢進と細胞外シグナル調節キナーゼ（Extracellular Signal -Regulated Kinase, ERK）の
リン酸化が強くみられた。これらはすべて既報にある線維化に寄与するシグナルであり、インテ
グリンをノックアウトすることにより向線維化シグナルが強くなる可能性が示唆された。しか
し、これらの予備実験では、Latent form から Active form へ TGF-β1 の活性化が何故どのように
しておこったのか、ERK のリン酸化亢進のメカニズムが明らかになっていない。 
マウスの星細胞細胞株 JS-1 を用いて、肝細胞でのインテグリン β1 欠失が星細胞に及ぼす影響

について検討する。また、マウス部分肝切除後の血清を解析し、肝機能の推移について検討する。
次に、肝線維化をきたす thioacetamide を使用し、インテグリン欠失が線維化にきたす影響につ



いて検討する。 
 
 
４．研究成果 
細胞培養液を用いてマウス星細胞培養株である JS1 細胞を培養したところ、図 1 に示すよう

に collagen 1α1 と SMA の mRNA 発現上昇による向線維化シグナルの亢進を認めた。また図 2 に
示すように肝機能については、肝切除後、24 時間、72 時間では、欠失型群、野生型群で有意差
は認められなかった。これまでの結果をまとめ、投稿し英文誌に受理された（Am J Pathol 2021, 
191:309-319）。 
次にヴァンダービルト大学医療センターから、インテグリン β1 の floxed マウスを入手し、飼育
を開始した。また、肝細胞特異的欠失マウス作成のために、AAV8-MUP-iCre/eGFP ウイルスを入
手し、欠失型と野生型を作成し、thioacetamide 投与による肝線維化マウスを作成した。長期での
観察では、欠失群で有意に生存率の低下を認めた（P＝0.043 by Logrank test）。RNA シーケンシ
ングを行い有意な遺伝子発現を解析中である。 
 
 
 
図 1. インテグリン欠失初代肝細胞培養液添加星細胞培養における向線維化シグナル発現 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．肝細胞特異的インテグリン欠失マウスと野生型マウスにおける部分肝切除後の生化学検 
査の推移 
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