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研究成果 の概要(和 文):本 研 究では肝修復過程にお けるu-PA/プ ラス ミン系に よるマク ロファ
ー ジの機能制御機構 を検討 した。そ の結果 、肝修復過程 にお いてu-PA/プ ラス ミン系が障害部

位ヘ マ クロファー ジを集積 させ、肝修復 に必 須で ある ことが明 らか になった。 さらに、u-PA/

プラス ミン系 は肝障害部位周 囲の微小環境 中のサイ トカイ ン発現 を介 して集積 したマ クロファ
ー ジにお いて多様 な表現型 と細胞極性 を誘導 し、壊死組織 の貧食 に寄 与す るこ とが明 らかにな

った。

研 究 成 果 の 概 要(英 文):Weinvestigatednovelmechanismsofmacrophageregulationby

u-PA/plasminsystemduringliverrepair.Ourstudyindicatesthatu-PA/plasminsystem

isessentialforliverrepairthroughtriggeringmacrophageaccumulationattheborder

regionofdamagedsite.Moreover,u-PA/plasminsystemmediatestheinductionof

phenotypicheterogeneity,cellpolarity,andphagocytosisofnecrotictissueinthe

accumulatedmacrophagesbyitsinfluenceofthesurroundingmicroenvironmentattheedge

ofdamagedtissueduringliverrepair.
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1.研 究 開始 当初 の背景

線溶系 因子で あるプラス ミンは、前駆 体で

あ るプ ラス ミノゲ ン と して肝 細 胞 で産 生 さ

れ 、組織 性 プ ラス ミノゲ ンア クチベ ー ター

(t-PA)お よび ウロキナーゼ型 プ ラス ミノゲ

ンア クチベ ー ター(u-PA)に よっ て活性化

され るセ リンプロテ アーゼ であ り、血 管内に

形成 した フィブ リン血 栓 を溶 解 す る主要分

子 である。また、プ ラス ミノゲ ンは細胞膜表

面 に存在 す るプ ラス ミノゲ ン受容 体 に結合

して活性化 され 、細胞周 囲に限局 した酵 素活

性 を発揮す るこ とで、細胞外基質 の分解 、マ

トッ リクス メ タ ロプ ロテ アーゼ 系お よび成

長 因子 の活 性 化 、細 胞 内 シ グナ ル 活 性 化 な ど

を 惹 起 す る こ と が知 られ て い る(MilesLA

etal.,2005,ルo刀 オβゴ050∫.10:1754-62.,

KawaoNetal.,2007,βfooカfzη βfρρカアr5、406∂.

1773:718-27.)。 こ れ ま で に 、 プ ラ ス ミ ノゲ

ン の 受 容 体 と して 数 種 の 分 子 が 報 告 され て

い る(LaumonnierYetal.,2006,β700d

107:3342-9.,AndronicsNMetal.,2010,

βノooo乙115:1319-30.)。

組 織 修 復 反 応 は 様 々 な組 織 で 惹 起 され る

生理 的 ・病 態 生 理 的反 応 で あ り、損 傷 後 か ら、

急 性 炎 症 期 、増 殖 期(肉 芽組 織 形 成)、 再 構

築 期 、の大 き く3つ の フ ェー ズ に分 類 され る。



肝臓 にお いて、一連 の修復反応 の破綻 は、肝

線維 化や 肝硬 変 な どの慢性疾 患 を来 たす一

因である。

肝修復過程 におい て、プ ラス ミノゲ ンア ク

チベ ー ター/プ ラス ミン系が主 に再構築期 で

の細胞 外基 質 の分解 に中心 的 な役 割 を果 た

す ことが知 られ てい るが(PohlJFetal.,

2001,曲 ノP∂オ加1.159:2179-86.)、 その他

の役割 について は未 だ不 明な点 が多い。最近、

申請者 らは、肝 障害部位周 囲 におけ るマ クロ

ファー ジの集積 、血管新生お よびその足場 と

な る細 胞外 基質 の 蓄積 にプ ラス ミノゲ ンが

寄与す るこ とを明 らかに し、肝修復過 程の増

殖期 での 肉芽組 織形 成 にプ ラス ミノゲ ンが

必須 の分子 であ る ことを報告 した(KawaoN

etal.,2010,∫1冶zo解 わ 砺 θzη05孟.,

8:1555-66.,KawaoNetal.,2010,1:ろ1・ αηわ

艶&,125:e214-21.)。 ごく最 近 、 申請者 ら

はu-PAが 障害部位 周囲に集積 したマ クロフ

ァー ジの活性化 に寄与 し、マ クロフ ァージに

よ る炎 症反 応や 貧食 作用 の制 御 に重 要 な役

割 を果 たす 可能 性 を示唆 す る予備 的 知見 を

得 た。

2.研 究 の 目的

肝 修 復過 程 にお けるu-PA/プ ラス ミン系

の役割 に関 して 、再構 築期 での細胞 外基質の

分解以外 にも、増殖期 でのマ クロフ ァージの

活性 化 に寄 与す る こ とが明 らか に な りっ っ

あるが、その メカニズ ムは不 明で ある。 さ ら

に、u-PA/プ ラス ミン系はマ ク ロファー ジの

細胞機能 を制御 し、炎症反応 、壊 死組 織除去、

肝 細胞 増殖 な どの肝 修復 反応 に影 響 をお よ

ぼす可能性 が考 え られ る。そ こで本研 究課題

では、u-PA/プ ラス ミン系に よ る肝 障害部位

周 囲 に集 積 したマ ク ロフ ァー ジの動 的作 用

を明 らか に し、一連 の肝 修復 反応 にお け る

u-PA/プ ラス ミン系の新 しい生理 的 ・病態 生

理的役割 の解 明を試み る。

3.研 究 の方法

(1)実 験動物

7-9週 齢 のプ ラス ミノゲン、u-PA、t-PA、

u-PAR欠 損 マ ウス とそれ らの野生型 マ ウスを

使用 した。実験動物は近畿大学遺伝 子組換 え

実験安全委員会 の承認 を得 て使用 し、実験は

近畿大学動物実験委員会 の承認 を得 て行 わ

れ た。

(2)光 化学反応誘起肝細胞障害モデル
マ ウスをイ ソフル ランによって麻酔 し、開

腹 して露 出 させ た肝臓外側左葉 の表面 に光

線照射用 プロー ブを設置 した。次に頸静脈 に

挿入 したポ リエチ レンチ ュー ブか ら光感受

性色素 であるRoseBengalを 持続注入 し、先

に設置 したプロー ブを介 して540nmの 緑色光

線 を10分 間照射 した。 照射後 、切 開部 を無

菌 的に縫合 した。

(3)肝 障害部位 の定量

マ ウスをペ ン トバル ビタール に よって麻

酔 し、心臓 か ら生理食塩水20mlを 潅流 した

後 、4%パ ラホル ムアル デ ヒ ド溶液30mlを

潅流 して肝臓 を固定 し採 取 した。採取 した肝

臓 をパ ラフ ィンに包埋 し、4μmの 切片 を作

製 した。切片 をヘ マ トキシ リン ・エオジン

(HE)染 色 した後 、顕微鏡下 で撮影 し、障害

部位 の面積 を画像解析 ソフ トを用 いて測 定

した。

(4)免 疫染色 法

上記 の方 法に よって作製 した切 片を、抗

F4/80(マ ク ロフ ァージのマーカー)抗 体 、

抗u-PA抗 体 、抗cD206抗 体、抗iNos抗 体、

抗GM130(ゴ ル ジ体 のマーカー)抗 体 と反応

させ 、TSA法 によって可視化 した後、蛍光顕

微鏡 下で観 察 した。

(5)フ ィブ リンザイモ グラフ ィー法

肝 障害部位 を採 取 し、組織溶解液 中で ホモ

ジナイズ後 、遠 心分離 し上清 を回収 した。 タ

ンパ ク定量後 、等量 のサ ンプル をプラス ミノ

ゲ ンお よびフ ィブ リン含有10%ア ク リル ア

ミ ドゲル で電気泳動 し、分離 した。次 にゲル

を2.5%Triton-100溶 液 中で1時 間イ ンキ

ュベ ー トした後 、0.1Mグ リシン溶液 中で18

時間イ ンキュベ ー トした。プ ラス ミノゲ ンア

クチベ ーター活性 を検 出す るためにゲル を

CBB染 色 した後、5%酢 酸30%メ タノール溶

液 中で脱 色 した。

(6)透 過型電子顕微鏡法

マ ウスをペ ン トバル ビタール に よって麻

酔 し、心臓 か ら生理食塩水50mlを 潅流 した

後 、2.5%グ ル タル アル デ ヒ ド溶液50mlを

潅流 して肝臓 を固定 し採 取 した。採取 した肝

臓 を既報 に従 って70nmの 切片 を作製 し、透

過型 電子顕微鏡 下で観 察 した。

(7)マ ク ロフ ァージにおけ るゴル ジ体の局

在 とその偏 りの検討

ゴル ジマ トリックスタンパ ク質(GM130)と

F4/80の 二重染色 を行 った。障害部位境界 に

存在す るF4/80陽 性細胞 にお けるGM130免 疫

陽性反応 の局在 を画像解析 ソフ ト(ImageJ

plug-inAzimuthalAverage)を 用い て解析 し、

核 の中心か ら各 角度 におけ るGM130の 傾 向強

度 を測 定 した。核の 中心 か ら障害部位の方 向

を180度 とした時にGM130免 疫陽性反応 の ピ
ー クが90-270度 にある細胞数 の割合 を算 出

した。

(8)レ ーザーマイク ロダイセ クシ ョン法



肝 障害部位 の10μmの 凍結切片 を作製 し、
レーザーマイ クロダイセ クシ ョン用 スライ

ドガラス上 に貼付 した。切片 を酢酸/エ タノ
ール溶液(1:19)で 固定 した後 、 トルイジ ンブ

ルー染色 を行 った。肝障害部位境界 か ら50

μm以 内の領 域 をレーザーキ ャプチ ャーマイ
ロダイセ クシ ョンを用い て回収 した後 、既 報

に従 って定量 リアル タイ ムPCR解 析 を行 った。

4.研 究成果

(1)u-PA欠 損に よる肝修 復の遅延

u-PAの 欠損 に よって肝 障害部位 の減少 が

野生型マ ウス と比較 して遅延 した(図1)。 一

方 、t-PAの 欠損は肝 障害部位 の減少 に影響 を

与 えなかった(図1)。 これ よ り、肝修 復過 程

にt-PAで はなくu-PAが 寄与す ることが明 ら

かになった。
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図1u-PA欠 損マウスにおける肝修 復の遅延

(A)肝障害部位の中心部位から作成した切 片のHE染 色像。点線で囲まれた

領域 は障害部位を示す。(B)肝 障害部位面積の定量。**ρく0.01

(2)u-PA欠 損に よる肝 障害部位 周囲にお ける
マ クロファー ジ集積 の抑制

u-PA欠 損 に よっ て肝 障害 部位 周 囲 へ の

F4/80陽1生 細胞の集積 が有意 に減少 した(図

2)。 一方 、t-PA欠 損 は肝 障害部位 周 囲へ の

F4/80陽 性 細胞の集積 に影 響 を与えなかった。

さらに、u-PAR欠 損は肝障害部位 の減 少お よ

び肝 障害部位周 囲へ のF4/80陽 性細胞 の集 積

に影響 を与 えなかった(図3)。 これ よ り、肝

修復過程 におい てu-PAはu-PAR非 依存性 に

肝 障害 部位 へ のマ ク ロフ ァー ジの集積 に寄

与す るこ とが明 らかになった。
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図2u-PA欠 損 マウスにおける肝障害部位 へのマクロファージ

集積の抑制

(A-D)障 害4日 後の肝障害部位と正常部位との境界部位のHE染 色(A,B)と
F4180の 免疫染色(C,D)の 写真。(E)障 害部位周囲に集積したF4180陽 性

細胞の数値化。**ρ<0.01

図3u-PAR欠 損 マウスにおける肝障害 部位の減 少と

マクロファージの集積

(A)肝 障害部位面積の定量。(B)障 害部位周囲に集積したF4180
陽性細胞の数値化。

(3)肝 障害部位 におけ るu-PAの 発 現

肝 障害7日 後 において、野生型マ ウスで は

u-PA免 疫 陽1生反応 が障害部位 周囲 に強 くみ

られ(図4A,B)、 一部 のF4/80陽 性細胞 に

u-PA発 現が観察 された(図4C)。 障害部位 に

おけるu-PA活 性 は経時 的に増加 したが、t-PA

活性 に変化 は見 られ なかった(図4D,E)。 こ

れ よ り、肝障害部位周囲 に集積 したマ クロフ

ァージがu-PAを 産生す るこ とが示唆 され た。
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図4肝 障 害 部 位 に お け るu-PAの 発 現

(A,B)肝 障害部位周囲におけるu-PAの 免疫染色像。赤色がu-PA陽 性、青色が
核を示す。実線は正常部位との境界を示す。(C)肝 障害部位周囲に集積したマ

クロファージとu-PAの 二重 染色像 。緑色が マクロファージのマーカーである

F4180陽 性 、赤色がu-PA陽 性を示す。(D,E)フ ィブリンザイモグラフィー法による

肝障害部位におけるu-PAお よびt-PA活 性 の検討。**ρ<0.01

(4)肝 障害 部位周 囲 に集 積 したマ ク ロフ ァ
ージの表 現型 におけるu-PAの 役割

マ クロ ファー ジは様 々 な表現 型 を示す こ

とが示唆 され てい る。そ こで、肝障害部位周

囲 に集 積 したマ ク ロフ ァー ジ に発現 す る表

現 マーカーを検討 した。野生型マ ウスで は障

害部位境 界にCD206陽 性マ クロファー ジが観

察 され 、 さらにCD206陽 性マ クロファー ジが

観 察 され た部位 よ りも正 常部位側 にiNos陽

性 マク ロフ ァージが観 察 され た(図5A,C)、

u-PA欠 損マ ウスではcD206陽1生 お よびiNos

陽性 マク ロフ ァージは見 られ なかった(図5B,

D)。 これ よ り、肝障害部位周 囲に集積 したマ

ク ロフ ァージは少 な くともCD206陽1生 、iNos

陽性 、CD206お よびiNos陰 性 の表現型 を示す

ことが示 唆 され た。 さらに、u-PAが 肝障害部

位 周 囲 に集 積 したマ ク ロフ ァー ジにお いて

それ らの多様 な表 現型 の誘 導 に寄与 す る こ

とが明 らかになった。



図5肝 障害部位周囲に集積したマクロファージの表現型

(A,B)肝 障害部位周囲に集積 したマクロファージのCD206の 免疫染色像。赤
色がCD206陽 性、青色が核を示す。(C,D)肝 障害部位に集積したマクロファー

ジにおけるiNOSの 発現。緑色がF4180陽 性、赤色がiNOS陽 性を示す。

(5)マ ク ロフ ァー ジに よ る肝 壊 死組織 の貧

食 にお けるu-PAの 役割

障害 部位 境界 に存 在す るマ ク ロフ ァー ジ

を透過型電子顕微鏡 によって観察 した。野生

型 マ ウス では マ ク ロフ ァー ジ は障害 部位 境

界 に整列 し、偽足を伸展 して壊 死組 織 を貧食

す る様子 が観察 され た(図6A-C)。 一方 、u-PA

欠損 マ ウスで は障 害部位 境界 にお け るマ ク
ロ ファー ジの 大 き さは野 生型 マ ウス と比 較

して小 さく、偽足を伸展 して壊 死組織 を貧 食

す る様 子 もほ とん ど観察 され なか った(図

6D-F)。 これ よ り、マ ク ロファー ジによ る肝

壊死組織 の貧食 にu-PAが 寄与す ることが明

らかになった。
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図6肝 障害部位境界の透過型電子顕微鏡像

(6)肝 障害部位周 囲 に集積 したマ クロフ ァー

ジの細胞 内小器官発達 にお けるu-PAの 役割

活性 化マ クロ フ ァー ジで は発達 した細胞

内小器官 が観察 され る。そ こで、肝 障害部位

周 囲 に集 積 したマ ク ロフ ァー ジにお け る核

の大 き さとゴル ジ体 の形態 を検討 した。障害

部位 に集積 したマ ク ロフ ァー ジの核 の大 き

さはu-PA欠 損に よって有意 に減少 した(図

7A)。u-PA欠 損マ ウスにおいて、障害部位 周

囲に集 積 した マ ク ロフ ァー ジの核 の大 き さ

はu-PAの 局所投与 によって有意に増加 した

(図7B)。 さらに、野生型 マ ウスにおいて、

u-PA阻 害薬 であるuPA-STOPの 局所投与に よ

って 障害部位 周 囲 に集積 したマ クロ ファー

ジの核 の大 き さは減少 した(図7C)。 また、

肝 障害 部位 周 囲 に集 積 した マ ク ロフ ァー ジ

にお け る核 の大 き さはプ ラス ミノゲ ン欠 損

お よび プ ラス ミン阻害 薬で あ るア プ ロチニ

ン投 与に よって有意 に減少 した(図7D,E)。

障害部 位 境界 に存在 す るマ クロ フ ァー ジ に

おける細胞質 に対す る核 の大き さは、u-PAお

よび プ ラス ミノゲ ンの欠損 に よ って増加 し

た。
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図7肝 障害部位周囲に集積したマクロファージの核 の大きさ

(A)u-PA欠 損マウスおよび野生型マウスの肝障害部位周囲に集積したマクロファー
ジの核の大きさ。(B)u-PA欠 損マウスの肝障害部位へのu-PAの 局所投与の効果。

(C)野 生型マウスの肝障害部位へのuPA-STOPの 局所投与の効果。(D)プ ラスミノ

ゲン欠損マウスおよび野生型マウスの肝障害部位周囲に集積したマクロファージの
核の大きさ。(E)野 生型マウスの肝障害部位周囲に集積したマクロファージの核の

大きさに対するアプロチニンの効果 。(F)肝障害部位周囲に集積 したマクロファージ

における細胞質に対する核の割合。**ρく0.01、*ρ<0.05

障 害部位 境 界 に存在 す るマ ク ロフ ァー ジ

において、野生型マ ウスで は発達 した ゴル ジ

体が観察 され たが(図8A,C)、u-PAお よび

プ ラス ミノゲン欠損 マ ウスでは、発達 したゴ

ル ジ体は観 察 され なかった(図8B,D)。 また、

透 過型 電 子顕微 鏡 下 で ゴル ジ体 が観 察 され

るマク ロフ ァージ もu-PAお よび プラス ミノ

ゲ ン欠損 に よって減少 した(図8E)。
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図8u-PAお よびプラスミノゲン欠損が肝障害部位周囲に集積 したマ

クロファージのゴルジ体の形態 におよぼす影響

(A-D)肝 障害部位周囲に集積したマクロファージのゴルジ体の透過型電子顕微鏡
像 。(E)透過型電子顕微鏡下でゴルジ体が観察されたマクロファージの割合。

以上 よ り、肝障害部位周囲 に集積 したマ ク
ロフ ァー ジ にお け る細 胞 内小器 官 の発達 に

u-PA/プ ラス ミン系 が寄与す る こ とが示 唆 さ

れ た。

(7)肝 障害部位周囲に集積 したマクロファ
ージの細胞極性におけるu-PAの 役割

細胞が偽足を伸展す る際に、細胞質のゴル
ジ体が偽足の伸展方向に移動 して細胞に極

性が生じることが知 られている。次に、肝障

害部位周囲に集積 したマクロファー ジにお

ける細胞質のゴルジ体の局在を検討 した。野

生型マ ウスでは障害部位境界に存在するマ



ク ロフ ァー ジの ゴル ジ体 の 局在 は核 よ りも

障害部位側 に偏 っていた(図9A,図10A)。
一方
、u-PA欠 損マ ウスではマ クロフ ァー ジの

ゴル ジ体 の局在 に偏 りは見 られず 、ゴル ジ体
の局在 が 障害部位 側 へ偏 りを示す マ クロ フ

ァー ジの割合 は減少 した(図9B,図10A,B)。

u-PA欠 損 マ ウスの肝 障害部位へ のu-PAの 局

所 投与 に よって ゴル ジ体 局在 に偏 りを示 す
マ クロファー ジが増加 し(図10C)、 野生型マ

ウス にお け るマ ク ロフ ァー ジ の ゴル ジ体 局

在 の偏 りはuPA-STOPの 局所投与に よって減

少 した(図10D)。

図9肝 障害部位周囲に集積したマクロファージにおける
ゴルジ体の局在

(A,B)緑 色がF4180陽 性、赤色がゴルジ体、青色が核を示す。赤色
実線は障害部位境界を、白色実線は障害部位から40μmを 示す。
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図10肝 障害 部 位 境 界 に集 積 したマクロファー ジの 細胞 極 性

(A)核 を中心として障害部位の方向を180度 とした時のゴルジ体の細胞質にお
ける分布。(B)障 害部位の方向ヘゴルジ体の局在に偏りがあるマクロファージの

害lj合。(C)u-PA欠 損マウスにおいて障害部位境界に集積したマクロファージの
ゴルジ体分布に対するu-PA局 所投与の効果。(D)マ クロファージのゴルジ体分

布に対するuPA-STOP局 所投与の効果。

障害 部位 境界 に存 在す るマ ク ロフ ァー ジ

のゴル ジ体 の大 き さはu-PA欠 損に よって減

少 した(図11)。
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図11障 害部位周囲に集積したマクロファージにおけるゴルジ体の

大きさにおよぼすu-PA欠 損の影響

以上 よ り、障害部位 境界に存在す るマ クロ

フ ァー ジの細胞 極性 の誘 導 お よび 障害組 織

へ の偽足 の伸展 にu-PAが 寄与す ることが示

唆 され た。

(8)肝 障害部位 周 囲にお けるサイ トカイ ン

お よびマク ロフ ァージ表 現マーカーの発 現

レーザ ーマ イ ク ロダイセ クシ ョン法 に よ

って、肝 障害部位 か ら50μm以 内の組織 を

回収 し、サイ トカイ ンお よびマ クロファー ジ

表現 マーカーの遺伝子発 現を検討 した。マ ク
ロファージの表現型 の誘導 に寄与す るIFN一

γお よびIL-4のmRNAレ ベ ルはu-PA欠 損 に

よって減少 した(図12A,B)。 また、u-PA欠

損 に よってマ クロ フ ァー ジの表 現 マー カー

であるTNF一 αお よびIL-1β のmRNAレ ベル は

有意 に減少 した(図12C,D)が 、Ym1/2お よ

びMGL-1のmRNAレ ベル に変化 は見 られ なか

った(図12E,F)。 これ よ り、u-PAは 肝障害

部位周 囲におけるIFN一 γお よびIL-4の 発現

を介 してマ ク ロフ ァー ジの機 能 を制 御す る

ことが示 唆 され た。
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図12レ ーザーマイクロダイセクション法によって回収した肝障害

部位 周囲の組織におけるサイトカインおよびマクロファージ表現
マーカーの発現
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