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Summ α ry 　Liver　cirrhosis 　is　the 　irreversible　end 　result　of　chronic 　liver　disease，　characterized 　by

adiffuse 　disorganization　 of 　the　normal 　hepatic　structure 　by 丘brous　scaring 　and 　hepatocellular

regeneration ．　 It　is　a　major 　cause 　of 　morbidity 　and 　mortality 　worldwide ，　with 　no 　effective 　therapy ，

The　ideal　strategy 　for　the　treatment 　of　liver　cirrhosis 　should 　include　prevention 　of　fibrogenesis，

stimulation 　of　hepatocyte 　mitosis
，
　and 　reorganization 　of　the　liver　architecture ．　 We 　have　developed

anovel 　gene 　therapy 　approach 　for　rat 　liver　cirrhos 量s　by　muscle −directed　gene　transfer　of　hepatocyte

growth 　factor（HGF ＞．　In　rats 　with 　lethal　liver　cirrhosis 　produced 　by　dimethylnitrosamin，　repeated
transfection　of　the　HGF 　gene 　into　skeletal 　 muscle 　induced　a　high　plasma 　level　 of 　HGF 　and 　a

tyrosine　 phosphorylation 　 of 　 the　 c ・Met ／HGF 　 receptor ．　 HGF 　 gene　 transduction　 inhibited

fibrogenesis　and 　hepatocyte　apoptosis 　and 　also 　produced 　a　resolution 　of　fibrosis　in　the 　cirrhotic

liver，　 Thus　HGF 　gene 　therapy 　may 　be　useful 　in　the　treatment　of　patients　with 　liver　cirrhosis ，

Key ω ords ； liver　cirrhosis ／fibrosis，　HGF ，　TGF 一
β1，　gene　therapy

L は じ め に

　肝疾患の 罹患者数は わ が 国 に お い て 200万人 に も お

よ び ， 肝疾患 に よ る死亡 者数 は慢性肝疾患 ・肝癌をあ

わ せ る と年間 5 万人を越 え ， 結核に代わ る第 2の 国民

病 と も い わ れ る時代を 迎 え ，
こ の 疾病の 克服 が 求め ら

れ る．

　肝臓 に は古 くか ら 旺盛 な増殖 ・再生能力を持 つ こ と

が 知 られ て お り，近年分子生物学的手法 に よ りそ の詳

細な メ カ ニ ズ ム が 解 き明 か さ れ つ つ ある．しか しな が

ら， 慢 性 的傷害が 持続 した場合，そ の 再生能力が徐々

に失われ て い く．それ ゆえ肝硬 変は非可逆性で 慢性の

進行性疾患 と位置付 け られ て きた． こ の 肝臓 の 旺盛な

再生 力を取 り戻 し， 自己再 生 を促 す こ と を 目的に さ ま

ざまな研究が 進め られ て い る． こ の鍵 を握 る の は肝硬

変症 の 原因 と な る基礎疾患の コ ン トロ ール で あ り， も

う
一

方 で は肝 線維の 蓄積の 制御 と肝臓 の再生能力を利

用 した肝線 維化 の再生療法で ある．本稿で は肝再生 の

本体 と して 知 られ る肝細 胞 増殖 因子 （HGF ）遺伝子

を用 い た肝硬変の 治療 を通 じ，肝硬 変か ら の 臓器 再生

の 可能性 に つ い て 言及 す る，

2． 肝 硬変の 病態

　肝硬変 は 様 々 な炎症性肝疾患の 終末像で あ り，

一
概

に論ずる こ とは困難で あるが ， そ の 病態は原因の 如何

に関わ らず ， 肝細胞障害 が 長期 に 及 び 肝細胞死 と再生

の 繰 り返 しの 結果 ， 肝 線維 の 蓄 積 ・血管構築の 破壊 ・

小葉の 再構築が起 こ る非可逆性 の 慢性 疾患 と記載 さ れ

て い る
1｝．近 年 TGF 一

β1 が 肝 の 線維化 に 中心的な 役

割 を担 っ て い る こ と が 明 らか に な っ た
2）．肝細胞 障

害 ・炎症が 持続す る こ と で ク ッ パ ー細胞が 活性化 さ れ ，

TGF 一
β1 の 産生が 増加す る．　 TGF 一

β1 は肝 星 細 胞 な

ど を刺激 し線 維組織の 蓄積 を促進 す る と と も に ，マ ト

リッ ク ス 分解酵 素 （MMP ）の 阻害物質で あ る TIMP

の発現を誘導 して ， 線維 の 分 解系 も抑制 し結果線維組

織 の 蓄積を もた らす よ うに な る． こ の 過程 に は TGF 一

β1以 外に も様々 な 因子 の 関与が 報告 され研究が 進 む

分野 で あ る．

3． 肝硬変治療へ の 試み

　慢 性肝疾 患 の 根治療法が確立 し て い な い 現状 に お い

て ， 肝硬変 は非可 逆性 の進行性疾患 と考 え られ て き た ．

し か し近年，原疾患 の 治療 に よ り肝線維化 が改善 す る
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こ と が臨床例 で報告 さ れ 3『5｝，原因疾 患が コ ン トロ
ー

ル され れ ば， 肝硬 変は治 療可能 な可逆性疾患 と い う認

識が ク ロ
ーズ ア ッ プ され て きた．

　
一

方 で ， 肝硬変の 病態 に関与する サ イ トカ イン を制

御 す る こ と に よ る 肝硬変治療が 報告さ れ て い る．先 に

も述べ たが そ の
一

つ は肝線維i化の 抑制で あり，もう一

方 は完成 し た 線維組織の 改善 と い える．こ れ まで 報告

さ れ て い る も の で は肝星細胞 の 活性化 ・増殖抑制 に よ

る ，
マ トリッ ク ス の 生成抑制 ，

マ トリ ッ ク ス 分解系 の

促進，線維化促進性サ イ トカ イ ン の 生成抑制お よび不

活性 化 な どを制御 す る薬 剤が考 え られ て い る
6“’1°）．本

稿で は著者 らが進め て い る HGF の肝再生作用 を用 い

た肝硬変 へ の 遺伝子治療 を紹介す る．

4． 肝細胞増殖因子 （HGF ）

　 HGF は わ が 国 に お い て ， 分離精製 され た初代培養

肝細胞 の 強 い 増殖活性 を有す る物質で ， そ の 全 ア ミ ノ

酸配列が 解明 された．HGF は 4 つ の ク リ ン グ ル ドメ

イ ン を有す る α 鎖 と，
プ ラ ス ミ ン 様 ドメ イ ン を持 つ

β鎖 か らな るヘ テ ロ ダ イ マ ーで ある．HGF は 長 ら く

実体の 不明で あ っ た肝再生 因子 の 本体で あ り， さ ら に

現在 で は さ ま ざ ま な細胞 を標的 と し ， 多様な 生物活性

を有す る代表的な 増殖因子 で ある こ と が 判明 して い

る 11）．肝臓で は ， 肝傷害 に 伴 い HGF 　 mRNA の 発現

が ク ッ パ ー細胞や類 洞内皮細胞 に お い て 速 や か に亢進

し，合成 活性化 された HGF はパ ラ ク ライ ン 機構 に よ

り肝細胞表面 の HGF 特異 的 リセ プ タ ー （c ・Met ） を

介 して シ グナ ル 伝達を開始す る．ま た肝障害 に応答 し

て 肺や 腎臓 と い っ た臓器 で も HGF の 発現 が 高 ま り，

血 液を介 し た エ ン ドク ラ イ ン機構 に よ っ て も肝再 生が

促進 さ れ る と考 え られ る．一
方 ， HGF は正 常肝臓 内

に も非活性型 と し て 肝内細胞外 マ トリ ッ ク ス と結合 し

て存 在 し
12，

， 炎症 ・外傷 ・手術侵襲 な ど に よ りマ ト リ

ッ ク ス が 破壊 され る と非 活性 型 HGF が活性 型 HGF

に 変換 され分子生物学的作用 を発揮す る．

　肝臓 に お け る 生物活性 は肝細胞増殖促進 の み な らず ，

胆 管の 形 態形成誘導作用 ・肝細胞 の 抗ア ポ トー
シ ス 作

用 ・細胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 分解促進作用
・TGF 一

β1

の 発現抑制 ・蛋 白合成 の 亢進 な ど多彩 で あ り，肝疾

患 ・肝硬変治療 へ の 期待 さ れ る物質であ る．

　先 に も述 べ た が
，
TGF 一

β1 は最 も強力な肝線維化

に 関与す るサ イ トカ イ ン と考 え られ ， 線維組織の 蓄 積

と分 解系 の 抑制 を引 き 起 こ す こ と が 知 られ て い る．肝

硬変組織で は TGF 一
β1 の 過剰 発現 が 認 め られ，逆 に

HGF の 発現 は低 下 して い る．繰 り返 す肝障害 に 対 し

て は ， 本来供給さ れ る べ き修復因子 と し て の HGF が

何 ら か の 理 由で 低下 し，肝線維が 蓄積 し た もの と考 え

られ る．HGF の低下原因 と して TGF 一
β1に は HGF

の mRNA 発 現 の 抑 制 を示唆す る 論文 も報告され て い

る
13）．また

一方で，著者 らの 研 究で は HGF が TGF 一

β1の 発 現 を抑 制 す る こ とも確認 された ．生理 的 な状

況 で は ， HGF と TGF 一
β1 は 互 い に 調節 し あ い な が

ら炎症 の 抑制 と再生 を調節 して い る と思わ れ ， 炎症の

持続な ど に よ りこ の バ ラ ン ス が崩れ た と き ， 線維組織

の 蓄積 に傾 くもの と思わ れ る．

5． HGF に よる肝 硬変 治療の 試 み

　劇症肝 炎 ・急性肝炎 さら に は肝硬変 を実験 モ デ ル に

再 現 し ， HGF の 治療薬 と して の 作用が 報告 さ れ て き

た．HGF に よ る治療の 利点は肝線維化の 改善 と と も

に肝再生 を促す バ ラ ン ス の 良 い 治療が 可能で あ る こ と

で あ り， 肝硬変治療 へ の 期待 が高 ま っ た．1995年肝

硬変 に 対す る HGF の 治療効 果 が 相 次 い で 報告 され

た
14・15 ｝． こ の 報告 に よ る と リ コ ン ビ ナ ン ト HGF の 投

与 に よ り，肝 線維組 織 の 蓄 積 の 予防 と線 維組織の 除去 ，

さ ら に 肝線維組織 の 蓄積 に 中心 的役割 を成 す TGF 一

β1 の 発現 を HGF が抑制す る こ と も示 され た．こ の

よ う に HGF の 補 充療 法 と し て ， リ コ ン ビ ナ ン ト

HGF を用 い て研究が進め られ て き た が ， 分子 医学 の

発達 に伴 い HGF の 遺伝子 導入 と い う形で の 供給が 可

能 と な っ て き た．著者 ら は 次項 に 示 す ご と く HVJ リ

ボ ソーム法 を用 い た持続的な HGF の 供 給を試 み ， リ

コ ン ビ ナ ン ト HGF に よ る 治療 に 匹 敵す る 結果 を得

た
16）．

6． 肝硬変 へ の 遺伝子治療

　生体 内に お け る HGF の 持続的発現 を 目的 に教室で

は 金 田 ら が 開発 し た HVJ 一リ ボ ソ ーム 法
17） を 用 い た ．

本法は 混合脂質の 二 重膜 リボ ソ ーム に DNA と核 移行

蛋 白を包埋 し ， 紫外 線 に よ り不活化 した HVJ とリポ

ソ
ー

ム を反 応 させ て HV ∫の エ ン ベ ロ
ープ を もつ リポ

ソ
ーム を作成 す る．本法 は HVJ ウイ ル ス の 膜融合能

を利用 したハ イ ブ リ ッ ド型 の 導入法 で あ り ， 免疫原性

が少 な く反復 導入 が可能 で あ る
18 ）．

　実験 モ デ ル と し て は ラ ッ トに微量 の ジ メ チ
ー

ル ニ ト

ロ ソ ア ミ ン （DMN ）を腹腔 内に 連続投与 し，肝線維

化 ・肝硬変 モ デ ル を作成 し た ．こ の モ デ ル で は約 4週

間で著明な線維化 ・肝小 葉構築の 破壊 と再生結節形成
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プロ トコール と生存曲線

DMN
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図 1DMN ・HGF 遺伝 子 の 投与 ス ケ ジ ュ
ー

ル と 生存 曲線

　　 （Ueki　T ： Nature 　Med 　5 ； 226−230，1999 よ り引 用 ）
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図 3　HGF 遺伝子 治療に よる 肝組織の 変化 アザ ン ・マ ロ リー

　　 染 色 （Ueki 　T ： Nature 　Med 　5 ： 226−230，1999 よ り引

　　 用）
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ラ ッ ト血 漿中
・筋 肉組織中 HGF 蛋白濃度の 推移 （Ueki

T ： Nature 　Med 　5 ： 226−230，1999 よ り引 用，一
部改変）

を伴 う ヒ ト肝硬変の病理学的特徴 を模擬 し た 肝 硬変が

完成す る．こ の 頃よ り腹水 ， 肝不全例 を認 め る よう に

な り，初回 DMN 投与よ り 45 日目に は す べ て の ラ ッ

トが 肝不 全 に よ り死亡 す る （図 1）．治療群 に は 肝硬

変完成後 の 4週 目以 降 ， HVJ リボ ソ ーム 法 を用 い
，

ヒ ト HGF 遺伝子 20 μg ま た は 40μg を 四 肢骨格筋 に

週
一

回筋肉内 に 注射 し，反復 的な遺伝子 導入 を行 う
一

方 ， DMN 投与 は継続 した．

　HVJ リ ボ ソ ーム に よ り導入 され た ヒ ト HGF 遺伝

子 は ラ ッ ト筋肉組織中 ・血清中に蛋 白発現 を誘 導 し，

ま た 内因性の ラ ッ ト HGF を測定す る と，対照 群 で は

124

DMN 投与後 ，

一
過 性 に 増加 し た 血 中 HGF が徐 々 に

減少 して い くの に 対 し，HGF 遺伝子 導入群で は 血 清

中ラ ッ ト HGF 濃 度は高値 を維持 し た （図 2）．

　肝の 組織学的検討 で は 対照 群 で ヒ ト肝硬変類似の 病

理学的変化 を認 め た の に対 し， HGF 遺伝子 導入群で

は
， 線維成分 は ほ ぼ 消失 し ， 肝小葉 構造 の 復 元 を認 め

た （図 3）．ま た 生存 曲線で は ， 対 照群 で はす べ て の

ラ ッ トが 死亡 した の に対 し ， 20 μgHGF 遺伝子導入

群で は 45．5％が生存 し，40 μgHGF 遺伝子導入群 で

は す べ て の ラ ッ トが生存 した （図 1）．

7． HGF の 作用機序の解明

　DMN 投与後 6 週 目の肝組織 を免疫組織学的 ・分 子

生 物 学 的 に 検討 し た ．肝臓で の TGF 一
β1 の 発現 を ノ

ザ ン プ ロ ッ トに て検討す る と ， 先 に も述 べ た が
， 肝硬

変 の 進行 に 伴 い TGF 一
β1　 mRNA の 発現は週 を追 っ

て 増加 す る．と こ ろ が HGF 遺伝子 導入群で は TGF 一

β1mRNA 発現は 著 明 に 抑 制 さ れ ，ま た 肝星 細胞活

性 も抑制 され て い た．また細胞核分裂像 を PCNA 染

色 に て検討す る と ， 遺伝子治療後 著 明 な 増加 を認め ，

約 50％近 くの 細胞 が 細 胞 周 期 回転 に 関与 し て い た

日本 ア フ ェ レ シ ス 学 会 雑誌 21、巻 2 号 （20  2）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japanese Society for Apheresis

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　for 　Apheresis

TGF −　Pl　mRNA 解析

　 DMN

HGF 　gene

TGF β1

GAPDH

正 常　 2W 　 4W 　 6W 　6W 　 6W9

2．5kb

i璽璽画 ヨ1・4 ・b

α
一SMA 蛋白　解析

　　 DMN 　 正常　2W 　 4W 　6W 　6W 　 6W
HGF 　gene 　　　　　　　　　　　　 20　pg 　40 μg

α
一SMA 46kDa

PCNA 免疫染色

対 照群　6 週

靉灘
　HGF 遺伝子 40 四 治療群 6週

図 4HGF 遺伝子 治療の 作用 機序の 検討 （Ueki　T ： Nature 　Med 　5 ； 226−230，1999 よ り引用 ）

（図 4）．

　以 上 の結果 よ り， 筋 肉 で 産 成 さ れ た HGF が 血 中に

分泌 され ， 内因性 ラ ッ ト HGF を誘導 し ， 活性化因子

に よ り局 所 で 活 性型 HGF と し て 肝臓 に 作 用 す る．

HGF は c −Met ／HGF レ セ プタ
ー

を介 し，　 HGF 本 来

の働 き で ある肝細胞増殖 の 促進 ・ア ポ ト
ー

シ ス の 抑 制

に 見 られ る よ うな 肝細胞保護作用 を示 す．また HGF

が TGF 一
β1 の 発現 を何 らか の 機 序 で 抑制す る こ と に

よ り線維 の 産生を抑 制 し， さ らに 線 維組織の 分解系 に

作用 し線維組 織 の 著 明 な減 少 に 深 く関与 し て い る も の

と考 えられ た．

8． 肝硬変に対する HGF 遺伝子治療の展望

　 こ れ まで 述 べ て き た よ うに ，HGF に よ る肝硬 変治

療は 臨床研究の可能性 を有す る治療 法 と考 えられ る が ，

臨床研究 に 際 し い くつ か の 問題 点 が 挙 げ られ る．

　今回示 した遺伝 子 導入 法 で あ る HVJ リボ ソ ーム 法

は 不活化 し た ウ イ ル ス の エ ン ベ ロ ープ を使 っ て い る た

め，理論的 に は安全 で あ るが ， 現時点で は臨床応用 に

向けて よ り安全 な遺伝子導入 法を利用する こ と が望 ま

れ る ．そ こ で 教室 で は ベ ク タ ーを 用 い ず， ヒ ト HGF

プ ラ ス ミ ッ ドそ の ま ま （naked 　plasmid 　DNA ）を投与

して 遺伝 子導入 が可能 か を検討 中で あ る．臨床で の 投

与 ル
ー

ト，投与 方法 ， 投 与量 を考慮 して ラ ッ トお よ び

ビ ーグル 犬 を用 い ，naked 　plasmid 　DNA の肝動脈か

ら の 投与実験 を行 っ た． こ れ ま で の と こ ろ本稿で 紹介

した結 果 に相当す る効果を示 し ， 臨床研究 へ の 手応 え

を感 じて い る ．

　次 に HGF の 癌 と の 関係で ある．肝硬変症 は肝癌 の

発生母地 で あ る こ と は周知の事実で あ り， 肝硬変症の

治療 に あた っ て は 癌 の 発 生 ， 癌 へ の 影響 を考慮 し なけ

れ ばな らな い ．そ こ で HGF と癌 と の 関係 を以 下 の 2

つ の 側面 よ り考察を加 えた い ．

　 まず発 癌性 に 関 して で ある が ，胚細胞 ・胎児 形成時

期 よ り組織 に お い て mRNA が 50倍以 上 ， 血 中濃度

が 100倍以上 と い う HGF 異常 高値の ト ラ ン ス ジ ェ ニ

ッ クマ ウス で は腫 瘍が形成さ れ た と い う報告が ある
’ 9｝．

一
方 で は ， 発癌 因 子 で あ る c−myc と HGF の ダ ブ ル ト

ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で は，血 中濃度 が 通 常の

5〜10 倍の HGF が 発 現 し て お り，　 c−myc に よ る肝 臓

癌発生 を抑制 し た と い う報告 もな された
2 °〕．即 ち 発 癌

性 に つ い て は HGF の濃度 ， 持続時間 に 依存 し， 通 常

の 100倍 を越 え る様な高濃度 の HGF が ，胚細胞 や胎

児形成時期 に 長期間作用 すれ ば発癌 の 可能性 を有す る

と考え られ る．HGF は 生理 的に 常に 体内で 産生 さ れ

て い る蛋 白 で あ り ， 種 々 の臓器 障害 時に 血 中濃度が上

昇 す る こ と が 知 られ て い る．しか し ，
こ れ らの 障害後

に特異的に癌が 多 く発生す る とい う報 告 は見 られ な い ．
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既に分化 した組織 ， 臓器 に 対 し て は 通常の 上 昇範囲に

お け る血 中濃度で は ， 発癌性 を示す と考 える の は困難

で あ る．

　次 に
， 既 に 形 成さ れ た 癌に対す る 影響 と い う観点で

考 え ると ， 肝臓 癌の培養細胞 に対 し て ， HGF は こ れ

ら の細胞分裂増殖を抑制 し た と い う報告が な さ れ て い

る が
21 ）

， 癌細胞 の 運 動能 に つ い て は亢進 さ せ る と い う

報告が
一

般的で あ る
22 ）．生体 内で は ， HGF 以 外の サ

イ トカ イ ン ・増殖因子 な ど が相互 に作用す る こ とが 考

えられ，培養細胞の 実験結果が再現 され る とは限 らな

い が ， 少な く と も既 に 癌 を有す る 患者に お い て は転移

の誘発の 可能性 も考 え る必 要が あ り，慎重 に考慮す べ

き で ある と考 え る．

9． お わ り に

　本稿 で は
， 肝硬 変 ・ 肝線維症 に対 す る HGF の遺伝

子治療 に つ い て解説 した．非可逆性疾患と考え られ て

き た肝硬変症 は ， 原疾 患 の 治療 と と もに線維化 へ の 治

療が確立す る な らば， 治療可能な可逆性疾患 と考 え ら

れ る．原疾患の 治療に は肝細胞傷害 の 原因 と な る肝炎

ウ イ ル ス の駆除や 肝細胞毒 を取 り除 くま さ に ア フ ェ レ

シ ス の 役割が重要 と な る．

　そ して 教室 で は naked 　 plasmid　DNA に よ る HGF

遺伝 子導入法 を用 い た 肝硬変治療へ 向け て臨床研究実

施計画 を学 内審査委員 会 に て 審議中で ある． こ れ らの

治療が結び つ け ぼ肝硬 変が 可 逆的な疾患 と考 え られ る

よ うに な る と思 われ る．
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