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研究成果の概要（和文）：肝臓病態で見られる筋線維芽細胞の存在に着目し、この細胞が線維形成に重要な細胞である
と考えている。本研究では肝臓のオステオポンチン（OPN）陽性の筋線維芽細胞の存在を明らかにし、その細胞の単離
および機能解析を目的として研究を進めた。正常肝からOPN陽性細胞の分離を試みたが、その細胞はほとんど存在しな
かったため、OPNの発現が高い障害肝モデルを探索した。その結果、マウスの線維化モデルやNASHモデルでOPNの強発現
を確認することができた。その局在は門脈域周辺を中心に限局して存在していることが明らかとなり、OPNが線維化の
初期段階における筋線維芽細胞の有用なマーカーであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We focused on the presence of myofibroblasts, which found in the liver pathology. 
Liver myofibroblasts are thought to be important cells in liver fibrogenesis. In this study, we reveal 
the presence of osteopontin (OPN)-positive liver myofibroblasts, and were studying the isolation and 
functional analysis of OPN-positive liver myofibroblasts. First, we tried to separate OPN-positive cells 
from normal liver, but the cells were no presence. Next, we searched for liver failure model, which had 
high expression of OPN genes. As a result, we confirmed the high expression of OPN genes in fibrosis 
model and NASH model in mice. It was clear that OPN-positive cells were mainly present in peripheral 
portal region. OPN was suggested to be useful a marker of myofibroblasts in the early stages of fibrosis.

研究分野：肝臓病学
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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、日本におけ

る患者数が増加している非アルコール性脂肪

性肝炎（NASH）や、C型肝炎やB型肝炎などの

ウイルス性肝炎は、肝線維化を経て肝硬変や

肝癌を発症し、死亡するケースも少なくない。

これらの病態では、肝障害によって肝細胞が

壊死を起こし、壊死局所にコラーゲンなどの

細胞外マトリックスが過剰に蓄積することに

よって肝線維化が引き起こされる。肝線維化

は、肝障害が軽度の場合、残存していた肝細

胞が増殖し、肝臓が修復され肝再生が起こる。

しかしながら、障害が重度であったり、持続

する場合には過剰な線維の蓄積が行われ、や

がて肝硬変を発症する。肝硬変にまで至ると、

肝臓の修復は非常に困難になってしまう。肝

線維化を引き起こす一つの要因として、星細

胞の活性化が重要な役割を担っていることが

広く認知されているが、近年、この活性化星

細胞と性質の異なる筋線維芽細胞の存在が示

唆され、この細胞が線維化誘導や線維形成に

おいて非常に重要な役割があると考えられて

いる。しかしながら、この細胞の肝線維化で

の役割について不明な点が多く、特に線維束

周辺に集積する筋線維芽細胞の役割について

明らかになっていない。2013年7月、東京大学

の津久井らの研究によって肺線維症をもたら

す活性化線維芽細胞が病変部位に集積するメ

カニズムの一端を明らかにした。肺線維症は、

活性化した線維芽細胞が病変部位に集積し、

コラーゲンを大量に産生するため、この細胞

は肝臓の筋線維芽細胞と類似した性質を持ち、

オステオポンチンを強発現していることに着

目した。  

２．研究の目的 

肝線維化は肝硬変や肝癌へと進展する可

能性が非常に高い肝臓病態であり、その発症

機序について不明な点が多い。そのため、肝

線維化に対して薬剤による有効な治療法は

ない。近年、線維化をもたらす要因として、

線維化部位に集積する細胞（オステオポンチ

ン陽性筋線維芽細胞）の存在が非常に重要な

役割を担っていることが報告された。そこで、

本研究では、線維肝からオステオポンチン陽

性筋線維芽細胞の分離および培養を試み、そ

の細胞の特性を明らかにする。さらに、肝臓

の筋線維芽細胞の線維形成に関わる分子制

御機構を明らかにすることで、肝線維化の治

療法の開発および創薬研究につながること

が期待される。 

 

３．研究の方法 

(1) 正常肝臓からオステオポンチン陽性細

胞の分離 

 C57BL/6 マウスの肝臓をコラゲナーゼ灌流

法により消化を行い、得られた肝臓細胞画分

から、Nycodenz を用いた密度勾配遠心法によ

り星細胞画分を分離することができる。これ

らの細胞を培養皿上で培養することで、in 

vivo における星細胞の活性化の様子を再現

することができる。培養した星細胞のオステ

オポンチン抗体（R&D Systems）を用いた免

疫染色を行った。 

 (2) 線維肝におけるオステオポンチンの発

現 

 C57BL/6マウスを使って、四塩化炭素（CCl4）

投与やメチオニン・コリン欠乏食投与により

肝線維化動物モデルを作製し、線維肝におけ

るオステオポンチンの発現を Real-time PCR

法により遺伝子の発現解析を行った。CCl4は

オリーブ油とCCl4を9:1の比で混合したもの

を腹腔内に1回投与したものを急性肝障害モ

デルとして、3日に１回のペースで 8週間腹

腔内投与したものを慢性肝障害モデルとし

た。NASH モデルの作製にはメチオニン・コリ

ン無添加食（F2MCD）およびコントロール食

（高脂肪食）を 8週間餌として投与した。 

(3) 線維肝におけるオステオポンチン発現

細胞の局在 

 上記(2)で作製した肝組織を使用して、オ



ステオポンチンの免疫染色を行いオステオ

ポンチン陽性細胞の局在を調べた。それと同

時に、オステオポンチンがクッパー細胞など

のマクロファージでも発現していると言わ

れているため、マクロファージのマーカー

F4/80 や活性化星細胞などのマーカーα-SMA

を使用して病理学的に立証を行った。 

(4) オステオポンチン陽性筋線維芽細胞の

インテグリンの発現解析 

 オステオポンチン陽性細胞であるヒト活

性化星細胞LX2のオステオポンチン受容体で

ある各種インテグリンと CD44 の発現を PCR

法により調べた。そして、組換えオステオポ

ンチンを LX2 細胞に作用させ、細胞形態およ

びコラーゲン産生の発現を調べることでオ

ステオポンチンの機能解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 正常肝臓から Nycodenz 密度勾配遠心法

により星細胞分画を分離し、オステオポンチ

ン陽性細胞を確認したところ、オステオポン

チン陽性細胞を確認することができなかっ

た。そのため、正常肝臓からオステオポンチ

ン陽性細胞の分離を試みたが、オステオポン

チン陽性細胞がほとんど存在せず、細胞を分

離することができなかった。次に、CCl4投与

やメチオニン・コリン欠乏食投与により肝線

維化動物モデルを作製し、線維肝からオステ

オポンチン陽性細胞を分離することとした。 

(2) 作製した線維肝から total RNA を抽出し、

cDNA 合成を行いオステオポンチン遺伝子の

発現を Real-time PCR 法により調べた結果、

障害肝では正常肝に比べオステオポンチン

の発現が増加傾向にあり、肝線維化の進展に

伴い発現が上昇することが明らかとなった

(図 1)。また、肝障害を軽減する働きのある

プロポリスなどを同時に添加することでオ

ステオポンチンの発現が抑制されることも

明らかとした(図 1)。 

 

図 1 障害肝におけるオステオポンチン（Opn）の発現 
(MCDD：メチオニン・コリン欠乏食投与マウス肝、
MCDD+PP300：プロポリス投与したマウス肝) 

 

(3)上記(1)の結果、障害肝でのオステオポン

チン陽性細胞数が非常に少ないことが想定

されたため、オステオポンチンの発現が高い

障害肝モデルを探索した。その結果、メチオ

ニン・コリン欠乏食を投与した NASH モデル

や CCl4投与した肝線維化モデルでオステオ

ポンチン陽性細胞を確認することができた

(図 2)。それと同時に、マクロファージのマ

ーカーであるF4/80や活性化星細胞などのマ

ーカーであるα-SMA の免疫染色を行い、その

局在の違いを比較した。その結果、オステオ

ポンチン陽性細胞の局在はF4/80陽性細胞と

局在が異なり、門脈域周辺に限局して存在し

ていることが明らかとなった（図 2）。これら

のことから、オステオポンチンが線維化の初

期段階における筋線維芽細胞の有用なマー

カーであることが示唆された。現在、障害肝

から細胞を分離する技術の確立を目指して

いる。オステオポンチン陽性細胞の割合は非

常に少ないため、効率よく細胞を分離する技

術が求められる。 

図 2 オステオポンチンの免疫染色 
（左：NASH モデル、右：肝線維化モデル） 

 

(4) オステオポンチンの作用機序を目的で

ヒト星細胞株 LX-2 細胞にヒト組換えオステ

オポンチンを作用させた。この細胞はオステ

オポンチンを発現しており、その受容体であ

るインテグリンα5, αV, β1, β3, β5 お



よび CD44 を発現していることを確認された

（図 3）。オステオポンチンを発現している筋

線維芽細胞は、周囲の細胞に対してパラクラ

イン的に働きかけるだけでなく、オートクラ

インに作用している可能性が示唆された。こ

れらの作用が肝線維化の進展や線維形成に

深く関与していると考えられた。この細胞の

線維形成に関わる分子制御機構を明らかに

することで、肝線維化の治療法の開発および

創薬研究につながることが期待される。 

図 3 オステオポンチン受容体の遺伝子発現 
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