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研究成果の概要（和文）：肝、腎、膵、心筋、皮膚に生じる実験的線維化に出現するマクロファージはM1/M2分
極化によって評価できるとともに、その出現パターンは臓器間で違いがあった。基本的にはM1マクロファージ
（炎症誘導）に続いてM2マクロファージ（抗炎症作用・線維化）が出現し、それぞれに関連するサイトカインの
産生も確認された。またM2マクロファージの出現と関連して筋線維芽細胞が形成され、その筋線維芽細胞の起源
として肝星細胞、膵星細胞、血管周皮細胞、毛根周囲幹細胞、未分化間質細胞があり、腎線維化では上皮‐間葉
転換を介して形成されることが分かった。マクロファージや筋線維芽細胞の形成を制御する方策が一つの治療法
と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Macrophages appearing in experimentally-induced rat fibrosis of liver, 
kidney, pancreas, myocardium and skin could be evaluated based on M1/M2 macrophage polarization. 
There are some differences in macrophage appearance among organs. Basically, M1 macrophages appeared
 followed by M2 macrophages, in relation to increased cytokines by each type. M2 macrophages are 
related to development of myofibroblasts. Myofibroblasts showed cytoskeletons/proteins such as 
vimentin, desmin, alpha-smooth muscle action, grail fibrillary acidic protein, nestin and Thy-1 in 
various degrees. It was considered that the myofibroblasts might be derived from hepatic stellate 
cells, pancreatic stellate cells, pericytes, follicular mesenchymal stem cells and immature 
mesenchymal cells; renal myofibroblasts might be formed partly via epithelial-mesenchymal 
transition.  Regulation of such macrophage appearance and myofibloblast development might become a 
possible therapeutic strategy for incurable fibrosis. 

研究分野：獣医病理学
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１．研究開始当初の背景 
線維化とは、組織傷害後に生じる生体の合目的な
修復機転であるが、進行性に生じると肝硬変、腎
線維化、膵線維症、心筋線維化や皮膚硬化症など
難治性線維化となる。このような線維化は、臓器
の機能不全を惹起し、個体に死を招来する。線維
化の発生機序の全貌の解明と治療法が求められて
いる。ラット腎線維化モデルを解析し、線維化は、
「組織傷害⇒マクロファージ反応及び線維原性因
子放出⇒筋線維芽細胞誘導と細胞外基質蓄積⇒線
維化進展」の機序を提唱した。また、マクロファ
ージはM1（傷害・炎症作用）/M2（抗炎症・修復
性線維化）分極化に基づいて病期毎（初期・進展
期・末期）により異なる機能を現わすこと、筋線
維芽細胞も病期や臓器毎でその特性が異なり、か
つ起源についても多様であることが分かってきた。
臓器毎の線維化に係るマクロファージと筋線維芽
細胞の特性と関連する因子の追究を臓器横断的に
比較解析した。この課題は難治性線維化の治療法
探索に繋がる基盤研究に繋がると考えている。 
 
２．研究の目的 
様々な臓器の線維化病変に出現するマクロファー
ジと筋線維芽細胞の免疫細胞学的な特性を臓器横
断的に解析することを目的とする。特に、マクロ
ファージの機能特性は M1/M2 分極化の概念によ
り評価し、その誘導因子を分子病理学的に解明す
る。さらに、筋線維芽細胞については、免疫組織
化学的な特性の解明に加え、その起源細胞を体性
幹細胞との関連で追究する。 
 
３．研究の方法 
ラットの肝線維化/肝硬変、腎線維化、膵線維症、
心筋線維化、皮膚線維化/硬化症モデルを用いて、
①出現するマクロファージの機能特性を M1/M2
分極化に基づいて免疫細胞学的に解析し、かつ誘
導・産生因子を遺伝子レベルで明らかにすること
で、病期毎のマクロファージの機能多様性を解明
する。②筋線維芽細胞の特性を細胞骨格と表面マ
ーカーの発現を指標に免疫細胞学的に病期毎に解
析し、その起源と形成機序を幹細胞マーカーを用
いて解明する。③上記データを基に、臓器間の類
似性・相異性を解析し、線維化の形成を比較病理
学的な観点から横断的に解析する。④線維化の改
善策を追究する目的で、マクロファージの出現を
抑制する薬剤を用いた実験を線維化モデルを用い
て実施する。⑤以上の in vivoの実験に加え、ラッ
トマクロファージ株（HS-P）と筋線維芽細胞株
（MT-9）を用い、マクロファージと筋線維芽細胞
の機能発現を in vitroで追究する。 
 
４．研究成果 
４－１．皮膚線維化/硬化症：皮膚線維化に出現す
るマクロファージの多様な機能的性状及び筋線維
芽細胞の特性と由来については不明な点が多い。
異なる２つの皮膚線維化ラットモデル（パンチ創
傷線維化とブレオマイシン誘発皮膚硬化症）を作
製し解析した。 
皮膚パンチ創傷線維化：このモデルでは、炎症
相、肉芽組織相、修復相の線維化の病態が観察さ
れた。CD68発現M1マクロファージは炎症相で最
も増加しその後減少すること、CD163 発現 M2 マ
クロファージは肉芽組織相で一過性に増加するこ
と、MHC クラス II 発現抗原提示マクロファージ
は主に修復相で出現することを示した。CD68細胞
が galectin-3（TGF-1 誘導因子）を高発現するこ

と、マクロファージ遊走関連因子（MCP-1、CSF-1）
の発現が CD68と CD163細胞の出現と関連するこ
とが分かった。線維原性因子（TGF-1）の上昇と
一致して筋線維芽細胞が形成され、その筋線維芽
細胞は-平滑筋アクチン（-SMA）とビメンチン
の発現に加え、組織幹細胞マーカーである Thy-1
を発現した。Thy-1 発現は、新生血管周皮細胞と
毛嚢周囲細胞にも認められ、これら細胞は A3 蛋
白（幹細胞マーカー）も発現していた。以上より、
皮膚線維化の病態に依存し異なる特性を有するマ
クロファージが出現すること、筋線維芽細胞は線
維原性因子により誘導され、それは血管周皮細胞
や毛嚢周囲細胞に由来することが分かった。  
 ブレオマイシン誘発皮膚硬化症モデル：このモ
デルは持続する皮膚線維化により特徴付けられた。
CD68 発現 M1 マクロファージ、CD163 発現 M2
マクロファージそして MHC クラス II 発現抗原提
示マクロファージが持続的に増加した。これらマ
クロファージは galactin-3を常に発現していた。そ
の出現と関連しマクロファージ誘導因子（MCP-1、
CSF-1、TGF-1など）も恒常的に高発現すること
が分かった。さらに、進行する線維化部位には
-SMA、ビメンチン、Thy-1 を発現する筋線維芽
細胞が高頻度で出現し、血管周皮細胞と萎縮した
毛根の周囲細胞にはビメンチン、Thy-1、A3 が漸
次高発現することが分かった。 
 皮膚線維化と硬化症の比較：皮膚硬化症では各
種のマクロファージ群と誘導因子が常に高発現し
ていること、galactin-3 の発現が、創傷治癒では
CD68 細胞のみであったが、硬化症では CD68、
CD163、MHCクラス II細胞や筋線維芽細胞にも発
現することを見出した。また、どちらにおいても
血管周皮細胞と毛根周囲細胞における幹細胞が筋
線維芽細胞に変換する可能性が示された。なお、
デスミン陽性の筋線維芽細胞の出現は皮膚の線維
化/硬化症の病変ではみられなかった、 
４－２．肝線維化と胆管周囲線維化：進行性の肝
線維化は重大な健康障害をもたらす。その進展し
た病型である肝硬変は、肝炎ウイルス感染、アル
コール中毒、非アルコール性脂肪性肝炎、化学物
質による中毒などが原因となり生じる難治性疾患
である。チオアセトアミド（TAA）誘発肝線維化
と-naphthylisothiocyanate （ANIT）誘発胆管周囲
線維化病変を作製し、マクロファージと筋線維芽
細胞の特徴を追究した。 
肝線維化/肝硬変でのマクロファージの特性： 

TAA単回投与による急性肝細胞傷害における線維
化病変を用いて解析した。その結果、M1マクロフ
ァージ誘導に関わる INF-γ、TNF-α、IL-6 と、M2
マクロファージ誘導に関わる IL-4の発現が、肝線
維化が生じる前にすでに増加していること、この
初期反応に続いて、CD68発現M1マクロファージ
と CD163発現M2マクロファージが、肝小葉中心
部の傷害部位に誘導され、それに一致して M2 マ
クロファージから線維化に係わる TGF-β1や IL-10
が産生されることが分かった。さらに M1 マクロ
ファージは、CD68に加えてMHCクラス IIと Iba1
を発現すること、M2 マクロファージは、CD163
に加えて CD204 と galectin-3 を発現することを見
出した。  
 TAA を 35 週間週 2 回投与することで誘発され
た肝硬変の多様な病態を解析した。偽小葉と線維
性架橋との比較、アディポフィリン発現（脂肪性
肝炎状態）と非発現の偽小葉との比較、胎盤型グ
ルタチオン S-トランスフェラーゼ（GST-P）発現
（前腫瘍性病変）と非発現の偽小葉との比較では、



線維性架橋、アディポフィリン陽性偽小葉、GST-P
陽性偽小葉において、それぞれの比較対照に比べ、
より多くのマクロファージが出現すること、また、
それらのマクロファージは M1 マクロファージと
M2マクロファージの双方の特性を同時に発現し、
かつ M1 マクロファージと M2 マクロファージ関
連因子も連動して増加していることが分かった。
以上より、肝硬変は、M1とM2マクロファージが
複雑に関連することで形成されることが分かった。 
肝線維化/肝硬変での筋線維芽細胞の特性：筋線維
芽細胞は、その形成過程においてビメンチン、デ
スミンや α-SMAなどの細胞骨格を発現する。グリ
ア線維性酸性蛋白質（GFAP）も細胞骨格のひとつ
で、正常な肝星細胞にも発現する。 

TAA 単回投与による急性肝細胞傷害における
GFAP 発現細胞の動態を中心に検討した。筋線維
芽細胞は、線維化の形成に伴い徐々に増加し、ビ
メンチン、デスミンそして α-SMAなどの細胞骨格
を発現するとともに、GFAP を共発現することが
分かった。TAA を 25 週間週 2 回投与することで
生じる肝硬変に出現する筋線維芽細胞の特性を解
析した。筋線維芽細胞は、GFAP に加え、ビメン
チン、デスミンや α-SMAなどを様々な割合で共発
現すること、また一部の GFAP 発現細胞は間葉系
幹細胞マーカーであるネスチン、A3 蛋白質や
Thy-1を発現することを明らかにした。以上より、
肝線維化での筋線維芽細胞は、肝星細胞や間葉系
幹細胞から持続的に誘導されることを明らかにし
た。 
胆管周囲線維化でのマクロファージと筋線維芽細
胞の特性： ANITを投与することで作出した急性
と慢性の胆管線維化モデルを用いて解析した。
ANIT の単回投与による急性の胆管周囲線維化で
はMHC クラス II発現マクロファージは初期から
後期まで常に増加し、CD68発現M1マクロファー
ジとCD204発現マクロファージがやや遅れて増加
した。なお、CD163 発現 M2 マクロファージは一
過性に増加した。筋線維芽細胞は、前半はビメン
チンとデスミンを、後半からは-SMAを発現する
ことが分かった。また、傷害後に再生する胆管上
皮と周囲の筋線維芽細胞は幹細胞のマーカーであ
るネスチンを発現することが分かった。 
 次に、ANITを 19週間に亘って投与する慢性的
な線維化病変を解析した。その結果、MHC クラ
ス II発現マクロファージは常に高頻度で出現し、
CD68 発現 M1 マクロファージと CD204 発現マク
ロファージがそれに続いて増加し、CD163発現マ
クロファージは後期のみに出現することが示され
た。また、デスミン陽性の筋線維芽細胞の出現は
少なく、ビメンチンと-SMA陽性の筋線維芽細胞
が慢性的な胆管周囲の線維化病変の形成に深く係
わることが分かった。 
急性の肝線維化と胆管周囲線維化の比較解析： 
TAA誘発肝線維化と ANIT誘発胆管線維化病変に
出現するマクロファージの特性を比較した。肝線
維化では CD68 発現 M1 マクロファージと CD163
発現 M2 マクロファージが主体となるのに対し、
ANIT 誘発の胆管線維化では MHC クラス II 発現
マクロファージが中心的な役割を演じることが分
かった。また、肝線維化では GFAP 発現肝星細胞
由来の筋線維芽細胞が出現し、胆管周囲線維化で
は傷害胆管周囲のネスチン発現幹細胞由来の筋線
維芽細胞が関与すること、デスミン陽性の筋線維
芽細胞は肝線維化ではみられたが、胆管線維化で
は殆どみられなかった。 
４－３．腎線維化：慢性腎臓病は尿細管間質の線

維化の病態である。シスプラチン誘発腎線維化モ
デルを作製した。 
マクロファージの特徴：この腎線維化モデルでは、
CD68発現M1 マクロファージとM1マクロファー
ジ関連因子が初期に増加し、その後線維化の進展
に伴い減少した。一方、CD163発現M2 マクロフ
ァージは、線維化の進行に伴い経常的に増数し、
TGF-1 は M2 マクロファージの増加とほぼ一致
した。興味ある点として、MHC クラス IIと CD204
発現マクロファージが病変部に多数出現し、MHC
クラス II発現 マクロファージはM1型に、CD204
発現マクロファージは M2 型に極性を獲得する傾
向がみられた。 
筋線維芽細胞の特徴：膜糖タンパク質である Thy-1
の発現が線維芽細胞からの筋線維芽細胞への分化
を規定しているとの報告がある。腎線維化にみら
れる筋線維芽細胞と Thy-1 発現との関連性につい
ては解析した。 
シスプラチン誘発ラット腎線維化において、線
維化部位にみられる Thy-1 発現間質細胞は、ビメ
ンチンとデスミンを共発現したが、-SMAは発現
していなかった。Thy-1 は形成初期の筋線維芽細
胞に限って発現することが示された。さらに、カ
ルポニンの発現は傷害尿細管周囲の筋線維芽細胞
にみられ、ビメンチンや-SMA を共発現するが、
Thy-1 発現細胞とは一致しなかった。カルポニン
は、比較的高分化型の筋線維芽細胞に発現した。
また、後腎芽体には Thy-1 発現の間葉系細胞が存
在することから、腎線維化の進行に関わる Thy-1
発現の筋線維芽細胞は、未分化な後腎芽体細胞に
由来することが示唆された。 
さらに、シスプラチン誘発腎線維化においては、

TGF-1、オステオポンチン、骨形成因子である
BMP-1と BMP-6の増加が観察され、これら因子が
線維化に係わることが示された。特に、オステオ
ポンチンは増殖活性のある再生尿細管上皮に発現
し、BMP-6 は筋線維芽細胞に発現しその作用は
TGF-1 を非機能性の潜在型に変換するとされる
ことから、腎線維化で発現が確認されたオステオ
ポンチンと BMP-6 は線維化の進行を抑制してい
る可能性が示された。また、腎線維化で傷害され
再生しつつある近位尿細管には新たに-カテニン
が発現し、その発現は胎児期の正常な発達段階の
尿細管の特徴に類似することから、-カテニンの
発現は尿細管の良好な再生に係わることが示され
た。一方、異常再生を示す尿細管では-カテニン
の発現はみられず、周囲の筋線維芽細胞に類似す
る-SMA やビメンチンなどを発現したことから、
異常な尿細管には上皮－間葉転換が生じているこ
とが示唆された。  
４－４．膵線維化：慢性膵炎は膵線維化の病態で
ある。 
イヌ・ネコの自然発生性膵線維化の解析：自然発
生性膵線維化において、Iba-1発現浸潤マクロファ
ージが増加し、同様にビメンチンや GFAP及びα
-SMA 発現の筋線維芽細胞も増加した。肝星細胞
と同様に膵線維化においてもGFAP発現膵星細胞
が膵線維化における筋線維芽細胞の形成に係るこ
とが分かった。  
ジブチルスズジクロリド誘発膵線維化モデル：こ
の膵線維化モデルでは、傷害後 CD68発現M1マ
クロファージがまず出現し、その後遅れて CD163
発現 M2 マクロファージが増加することが分かっ
た。さらに、Iba1、MHCクラス IIと CD204発
現マクロファージも同様に線維化に伴い増加した。
このうち、特にMHCクラス II発現マクロファー



ジはM1型に，CD204発現マクロファージはM2
型に分極化することが示された。また、ビメンチ
ン、デスミン、GFAPと-SMAを発現する筋線維
芽細胞が出現し、自然例と同様に、GFAP 発現膵
星細胞が筋線維芽細胞の一つの起源と考えられた。 
４－５．心筋線維化：心筋線維化は心筋組織の硬
度の上昇や心収縮の統合性の障害などを導き、心
不全を惹起する。イソプロテレノール誘発ラット
心筋線維化病変を作製した。 
マクロファージの特性解析：イソプロテレノール
誘発心筋線維化では、CD68発現M1マクロファー
ジが傷害早期に一過性に増加した。それに続く線
維化に伴い CD163発現M2マクロファージが増加
した。さらに、MHC クラス II、CD204、Iba-1発
現マクロファージは傷害早期に一過性に増加し、
そのうちMHCクラス II発現マクロファージはM2
型に、CD204発現マクロファージは M1 型に分極
化することが分かった。さらにこの心筋線維化モ
デルでは、M1 マクロファージ関連因子である
MCP-1、IL-1βと IL-6、M2マクロファージ関連因
子である IL-10は投与直後に一過性に増加し、M2
マクロファージ産生の線維原性因子である
TGF-β1 は傷害早期から持続的に増加しており、
線維化の進行に係ることが示された。 
筋線維芽細胞の特性解析：この心筋線維化におい
て、α-SMAおよびビメンチンを発現する筋線維芽
細胞が傷害早期に増加し始めることが分かった。
また、Thy-1 発現未分化間葉系細胞が傷害後持続
的に出現しており、筋線維芽細胞の由来が Thy-1
発現の未分化間葉系細胞である可能性が示された。
なお、肝線維化でみられたデスミン発現筋線維芽
細胞は、皮膚線維化と同様に、心筋線維化ではみ
られなかった。 
４－６．培養系を用いたマクロファージと筋線維
芽細胞の特性解析：  
マクロファージ株HS-Pを用いた解析： HS-Pは、
ラットの自然発生組織球性肉腫から確立したマ
クロファージ株である。M1 マクロファージ誘導
因子である IFN-γ を HS-P に添加したところ、マ
クロファージの誘導や分化に関わる因子 MCP-1、
CSF-1、CSF-2、そして炎症誘起に係わる TNF-α、
IL-6、 IL-10が増加した。さらに、抗原提示マク
ロファージの機能特性である TLR-4 や RT1Baの
発現が増加した。一方、M2 マクロファージを誘
導する IL-4を添加すると IL-10や IL-12aが増加し
た。さらに、INF-γの刺激により galection-3と Iba-1
の発現が増加した。 
筋線維芽細胞株 MT-9を用いた解析：筋線維芽細
胞は Thy-1発現の体性幹細胞に由来する。筋線維
芽細胞への分化能（-SMA発現）を有する Thy-1
発現のMT-9を用いて解析した。MT-9は、ラット
MHF 由来の未分化間葉系幹細胞株である。
TGF-1をMT-9に添加すると、MT-9にもともと
発現している Thy-1 は低下したが、逆に-SMA
発現が増加することが分かった。また、Thy-1 発
現をノックダウンすると TGF-1誘導性の-SMA
発現は抑制され、一方 Thy-1過剰発現では TGF-1
による-SMA 発現が増強された。この成績は、
Thy-1 は、筋線維芽細胞の分化に伴いその発現は
消失するものの、-SMA の発現誘導において重
要な促進因子である可能性が示された。 
４－７．臨床応用を目指したマクロファージ枯渇
実験： 
クロドロネート投与による肝マクロファージ枯渇
条件下での TAA 誘発の肝小葉中心性肝細胞傷害
後の線維化の病態解析：クロドロネート投与によ

り CD68 発現 M1 マクロファージや CD163 発現
M2 マクロファージが著しく減少することが分か
った。そのために M1 マクロファージによる残屑
組織の排除能の低下により肝小葉中心部の凝固壊
死が遅延し、一方修復においては、M2マクロファ
ージから産生される TGF-β1 が減少していること
から線維化の代わりに異栄養性石灰沈着が生じた。
結果として、組織修復が遷延することが分かった。 
クロドロネート投与による肝マクロファージ枯渇
条件下での ANIT 誘発の小葉間胆管周囲線維化の
病態解析：クロドロネートを投与すると、グリソ
ン鞘に浸潤する CD68 発現 M1 マクロファージと
CD163 発現 M2 マクロファージが減少し、さらに
MHC クラス II、Iba-1、galection-3 そして CD204
発現マクロファージも同様に減少した。また、M1
関連因子や線維化（修復）に関連するM2因子も、
クロドロネート投与により低下した。ANITにより
マクロファージが枯渇していることから、TGF-β1
により誘導される筋線維芽細胞が減少したために
グリソン鞘に生じる線維化は軽減していた。 
 マクロファージの影響を軽減することは、肝線
維化では病態を増悪させ、一方胆管周囲線維化で
は病態を軽減させた。逆の効果が示された。 
４－８．まとめと総括： 
マクロファージと筋線維芽細胞に焦点を置いて臓
器間の線維化を比較した。 
マクロファージの特性：マクロファージ機能はM1
型（炎症性）と M2 型（抗炎症性・修復性）に大
きく分極化するとされる。肝線維化では M1 マク
ロファージと M2 マクロファージは組織傷害後に
ほぼ同時に出現することで線維化が進行した。一
方、皮膚線維化と膵線維化では、M1マクロファー
ジの発現にやや遅れて M2 マクロファージの出現
があった。さらに、心筋線維化と腎線維化では、
初期に M1 マクロファージが一過性に出現し、そ
の後遅れて M2 マクロファージが持続的に出現し
することが分かった。また、胆管周囲線維化では、
MHC クラス II 発現マクロファージが主体として
出現し、その後 M1 マクロファージと M2 マクロ
ファージが出現し線維化に係ること、肝硬変や皮
膚硬化症などの慢性的な線維化では、M1マクロフ
ァージと M2 マクロファージが、どちらも高い頻
度で出現し、複雑な病変を形成することが示され
た。興味ある点として、肝線維化、膵線維化、腎
線維化では MHC クラス II 発現マクロファージは
M1型に、CD204発現マクロファージはM2型に分
極する傾向にあったが、心筋線維化では逆の分極
化を示した。 
筋線維芽細胞の特性：筋線維芽細胞はビメンチン、
デスミン、-SMAを様々な割合で発現することで
線維化の進行に係る。その筋線維芽細胞は、既存
の線維芽細胞や体性幹細胞由来、あるいは上皮‐
間葉転換を介して形成されるとされる。皮膚線維
化、肝線維化、胆管周囲線維化、膵線維化、心筋
線維化に出現する筋線維芽細胞はビメンチンや
-SMAを発現したが、デスミンの発現は、肝線維
化や膵線維化ではみられたが、その他の線維化で
はみられなかった。起源としては、肝線維化と膵
線維化では、GFAP 発現の肝星細胞や膵星細胞に
由来することが示され、かつ、肝線維化や胆管周
囲線維化ではネスチンや A3 を発現する未分化な
幹細胞に由来する可能性も示された。興味ある所
見としては、Thy-1 発現筋線維芽細胞がみられ、
その発現の特徴から皮膚線維化では血管周皮細胞
や毛根周囲幹細胞、膵線維化と心筋線維化では間
質の未分化間葉系細胞、腎線維化では後腎芽体細



胞由来の未分化間葉系細胞に起源があることが示
唆された。さらに、腎線維化では傷害後の不十分
な再生尿細管による上皮－間葉転換が筋線維芽細
胞の形成に係っていることが示された。 
総括：各臓器間の線維化病変に出現するマクロフ
ァージの特性は M1/M2 分極化によって評価でき
るとともに、その出現パターンは臓器間で違いが
あった。しかし、基本的には M1 マクロファージ
に続いてM2型マクロファージが出現した。また、
各臓器において M2 マクロファージの出現と関連
して筋線維芽細胞が出現し、その起源として肝線
維化では肝星細胞、膵線維化では膵星細胞、皮膚
線維化では血管周皮細胞や毛根周囲幹細胞、膵線
維化と心筋線維化では間質の未分化間葉系細胞、
腎線維化では後腎芽体細胞由来の未分化間葉系細
胞と上皮‐間葉転換を介して形成されることが分
かった。さらなる検討が必要であるが、線維化の
治療あるいは改善法としてマクロファージや筋線
維芽細胞の形成を制御する方策が有効と考えられ
た。 
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