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研究要旨： 
【目的】 
肝線維化は慢性肝炎/肝硬変の中心的病態であるが、その制御機構は複雑で未だ不明な点が

多い。我々は以前、肝線維化が自然発症する P53 が持続活性化したマウスの肝組織を用い

てマイクロアレイ発現解析を行った結果、線維化の進行したマウスにおいて

CTGF(connective tissue growth factor)の著しい上昇が認められた。そこで本研究では肝線

維化における CTGF の意義と新規治療標的としての可能性について検討した。 
【方法・成績】 
野生型マウスに総胆管結紮術(BDL)や四塩化炭素(CCl4)投与により肝線維化を誘導し、肝組

織中 CTGF の発現を検討すると、いずれの線維化モデルでも CTGF の上昇が認められた。

またヒト肝細胞癌切除例における非腫瘍部肝組織中の CTGF の発現量を評価すると、線維

化の進展とともに CTGF の発現上昇を認めた。次に CTGF の産生源について検討するため、

線維化刺激後のマウス肝臓から肝細胞と肝非実質細胞を単離すると、BDL/CCl4 いずれの

モデルにおいても、肝細胞、肝非実質細胞両者とも CTGF の発現上昇を認めた。そこで肝

細胞特異的 CTGF 欠損マウス(Alb-Cre CTGFflox/flox：CTGFΔhepマウス）、肝星細胞特異的

CTGF 欠損マウス(GFAP-Cre CTGFflox/flox：CTGFΔHSCマウス）、polyI:C 誘導性肝細胞・

肝非実質細胞 CTGF 欠損マウス(Mx1-Cre CTGFflox/flox：CTGFΔhep+NPCマウス）を作成

し、BDL/CCl4 による線維化刺激後の肝組織中 CTGF 発現レベルを評価すると、いずれの

線維化モデルにおいても CTGFΔhep+NPC マウスでのみコントロールマウスに比し有意な

発現低下を認めた。肝線維化形成における CTGF の意義について検討するため、肝星細胞

株 LX-2 細胞に対し recombinant CTGF を添加すると、α-SMA、Col1a1 の発現が上昇し、

肝星細胞の活性化を認めた。また CTGFΔhep マウス、 CTGFΔHSC マウス、

CTGFΔhep+NPC マウスにおいて BDL 後の線維化レベルについて評価すると、

CTGFΔhep+NPCマウスにおいてのみ線維化の軽減を認めた。 
【考案】 
CTGF は肝細胞と肝非実質細胞の両者から協調して産生され、線維化の進展とともに発現

上昇し、肝星細胞を活性化して線維化に対し促進的に作用していることが示唆された。

CTGF は肝線維化に対する有効な治療標的になり得ると考えられ、今後 CTGF を標的とし

た治療の開発が期待される。 

 
A. 研究目的 

肝線維化は慢性肝炎/肝硬変の中心的病

態であるが、その制御機構は複雑で未だ不

明な点が多い。我々は以前、肝線維化が自

然発症する P53 が持続活性化したマウスの

肝組織を用いてマイクロアレイ発現解析を

行った結果、線維化の進行したマウスにお

い て CTGF(connective tissue growth 

factor)の著しい上昇が認められることを見

出している。CTGF は肝線維化への関与も



想定されているが、未だ十分な解析は行わ

れていない。そこで今回、マウス肝線維化

モデルを用いて肝線維化進展における

CTGF の意義検討し、肝線維化抑制を目指

した新規治療法の開発につなげることを目

的とした。 

 

B. 研究方法 

マウス肝線維化モデルとして、総胆管結紮

術(BDL)及び四塩化炭素(CCl4)投与モデル

を検討した。BDL モデルでは BDL 施行後

3 週間の時点で、四塩化炭素投与モデルで

は、0.5mg/kgを週 2回合計 6週間投与して、

最終投与後 24 時間の時点で評価を行った。

各線維化モデルマウスにおいて肝組織中の

CTGF 遺伝子発現、線維化の程度について

評価したほか、線維化刺激後のマウスより

初代培養肝細胞を採取し、コラゲナーゼ・

プロナーゼ潅流法を用いて肝実質細胞・非

実質細胞を単離し、各々の CTGF 発現量に

ついて評価した。 

 マウスは、CTGFflox/floxと各 Cre トランス

ジェニックマウスを交配し、肝細胞特異的

に CTGF を欠損するマウス（Alb-Cre 

CTGFflox/flox：CTGFΔHEP）、polyI:C 誘導

性に肝細胞及び肝非実質細胞で CTGF を欠

損するマウス（MX1-Cre CTGFflox/flox：

CTGFΔLIV）及び肝星細胞特異的に CTGF

を 欠 損 す る マ ウ ス （ GFAP-Cre 

CTGFflox/flox：CTGFΔHSC）を作成した。

これらのマウスに BDL や四塩化炭素投与

を行い、肝組織中の CTGF および線維化関

連遺伝子発現、線維化の程度(Sirius Red 染

色/ヒドロキシプロリン定量)について検討

した。 

 細胞実験として肝癌細胞株 HepG2 およ

び肝星細胞株 LX-2 を用いて、肝細胞およ

び肝星細胞に対して recombinant TGF-β

や recombinant CTGFで刺激した際の遺伝

子発現の変化について検討した。 

 臨床検体を用いた検討として、ヒト肝細

胞癌切除 93 例における背景肝組織(正常肝/

慢性肝炎/肝硬変)と非腫瘍部 CTGF 発現レ

ベルとの関連について検討した。  

遺伝子組み換え実験は、大阪大学遺伝子

組換え安全委員会の承認のもと行った。 

（倫理面への配慮） 

臨床検体を用いた実験は、大阪大学医学

部附属病院の倫理委員会の承認もと、イン

フォームドコンセントを得た上で行った。

すべての動物実験は、大阪大学医学部動物

実験委員会承認のもとで、愛護的に行った。 

 

C. 研究結果 

まず肝線維化と CTGF との関連について

検討するため、BDL 及び CCl4 投与による

マウス線維化モデルで、線維化とともに

CTGF が上昇するかを検討した。両モデル

とも線維化刺激によりコラーゲン遺伝子

（Col1a1及びCol1a2）の発現増強を伴い、

シリウスレッド染色による検討で強い線維

化の形成を認めたと同時に、肝組織中の

CTGF の発現上昇を認めた。またヒト肝細

胞癌切除 93 例における背景肝組織(正常肝/

慢性肝炎/肝硬変)と非腫瘍部 CTGF 発現レ

ベルとの関連について検討すると、肝線維

化の進展に伴い CTGF の発現上昇を認めた。 

次に CTGF の産生源について検討するた

め、線維化刺激後のマウス肝臓から肝細胞

と肝非実質細胞を単離すると、BDL/CCl4

いずれのモデルにおいても、肝細胞、肝非

実質細胞とも CTGF の発現量はコントロー



ルマウスに比し有意に上昇した。肝細胞お

よび肝非実質細胞が CTGF を産生すること

を確認するため、肝癌細胞株 HepG2 およ

び肝星細胞株 LX-2 を用いて、CTGF の誘

導因子である TGF-β を添加し刺激すると、

HepG2・LX-2 いずれも CTGF の発現上昇

を認め、肝細胞・肝星細胞ともに CTGF を

産生することが示唆された。 

そこで肝細胞特異的 CTGF 欠損マウス

(Alb-Cre CTGFflox/flox：CTGFΔhepマウス）、

肝 星 細 胞 特 異 的 CTGF 欠 損 マ ウ ス

(GFAP-Cre CTGFflox/flox：CTGFΔHSCマウ

ス）、polyI:C 誘導性肝細胞・肝非実質細胞

CTGF 欠損マウス(Mx1-Cre CTGFflox/flox：

CTGFΔhep+NPC マウス）を作成し、

BDL/CCl4 投与後の肝組織中 CTGF 発現量

についてコントロールマウス(Cre-)と欠損

マウス(Cre+)で比較した。その結果、いず

れの線維化モデルにおいても、CTGFΔhep

マウス、CTGFΔHSCマウスでは CTGF の

発現は低下せず、CTGFΔhep+NPC マウス

でのみ有意な発現低下を認め、CTGF の発

現抑制のためには肝細胞・非実質細胞両者

において CTGF を抑制する必要があること

が示唆された。 

最後に肝線維化形成における CTGF の意

義について検討した。肝星細胞株 LX-2 細

胞に対し recombinant CTGFを添加すると、

α-SMA、Col1a1 の発現が上昇し、肝星細胞

の活性化を認めた。また CTGFΔhepマウス、

CTGFΔHSC マウス、CTGFΔhep+NPC マ

ウスにおいて BDL 後の線維化レベルにつ

いてコントロールマウス(Cre-)と比較する

と、各系統ともコントロールマウスと比較

し、血清肝胆道系酵素値は同様に上昇を認

め、胆汁うっ滞刺激は同程度負荷されたが、

CTGFΔhep+NPC マウスにおいてのみ肝組

織中 Col1a1、Col1a2 発現量、シリウスレ

ッド染色陽性領域、ヒドロキシプロリン含

有量が有意に減少し、線維化が軽減した。 

 

D. 考察 

今回の結果から、CTGF は線維化の進展

とともに肝細胞と肝非実質細胞の両者から

協調して産生され、肝星細胞を活性化して

線維化に対し促進的に作用していることが

示唆された。肝細胞・非実質細胞の両者に

おいて CTGF を阻害することで線維化改善

効果が得られ、CTGF は肝線維化に対する

有効な治療標的になり得ると考えられた。 

 

E. 結論 

CTGF の抑制は線維化を抑制し、CTGF

は肝線維化に対する有効な治療標的となり

得る。 
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