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研究成果の概要： 
腹腔内感染に起因する急性肺障害発症機序における Kupffer 細胞（KC）の役割を検討。ラット
に KC 抑制物質塩化ガドリニウム（GD）を投与後、盲腸結紮穿刺腹膜炎（CLP）モデルを作成、
死亡率と肺障害を検討。死亡率はコントロール（C）群で 60％、GD 群は 12 時間以内に全て死
亡。GD 群で C 群と比較し急性肺障害が急性増悪。IL-10 の発現は、GD 群では発現が低下。炎
症時に肺と肝臓の自然免疫系は、相互に関連しあっている事実が明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
肝臓のマクロファージである Kupffer細胞

は肝類洞に存在し、貪食による異物除去能、
活性酸素やサイトカインなどのメディエー
ター産生能、抗原提示能など種々の働きを有
しており、自然免疫機構において非常に重要
な役割を果たしている。一方、その過剰な活
性化は宿主にとって有害であり臓器障害を
引き起こすことが知られている。しかし、そ
の機序の詳細はいまだ明らかではない。 
  一方、これまで申請者は、この多様な機能
を有する Kupffer細胞に注目し様々な動物モ
デルを用いて、急性および慢性肝疾患発生機

序における活性化 Kupffer細胞の関与につい
て研究を展開してきた。 
 
（1）重症エンドトキシン血症時の Kupffer
細胞の役割に関する研究：KC 抑制物質塩化

ガドリニウム（以下、GD)を投与後、ラット

致死量エンドトキシン（10mg/kg; 以下、Etx）
血症モデルを作成し、肝障害と死亡率に与え

る影響を検討した。その結果、GD 投与によ

り肝障害と致死率が有意に改善された。その

機序の１つとしてKC由来のスーパーオキサ

イドが関与していることを解明し、Etx 誘発
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肝障害における活性化 KC の関与と、その抑

制効果の意義を報告した（Kohno et al. Eur 
Surg Res. 1997; 29:176-86.）。 
（2）肝切除後感染症における Kupffer 細胞

の活性化抑制の意義： 70%肝切除ラットに

非致死量 Etx（5mg/kg）を投与し検討した。

その結果,GD 投与により致死率と肝障害は

完全に改善され、また、肝切除ならびに Etx
投与により低下した動脈血中ケトン体比が

有意に改善され、KC 活性化の抑制が肝細胞

機能保護の点からも有用であることを解明

し報告した（Kono et al. J Surg Res. 2001; 
96:204-210.）。 
（3）エンドトキシン血症時の末梢血中サイ

トカイン活性値と Kupffer 細胞のサイトカ

イン産生能の比較：LPS 投与後血清中 TNF-α
ならびに IL-6 値と、LPS 刺激下分離 KC の

TNF-αと IL-6の産生能をGD投与群と非投与

群で比較検討した。血清 TNF-α値は両群に差

を認めなかったが、IL-6 は 9 時間で GdCl3

投与群が非投与群と比較して有意に低下し

ていた。一方、分離 KC の TNF-α産生能は

GD 投与群で有意に低下していたが、IL-6 産

生能は反対に GD 投与群で上昇した。この結

果から、末梢血中サイトカイン値が臓器局所

での活性を反映していない可能性が明らか

と な っ た （ Kono et al. J Surg Res 
2002;106:179-187.; Kono et al. J Surg Res. 
2005;129:176-89.）。また、この検討において、

KC には形態学的に small と large1 の亜種が

存在し、GD 投与ラットから分離された KC
は、形態的に small KC であった結果より、

GdCl3の効果は large KCを減少させることが

解明された。これらの亜種は形態学的のみな

らず、LPS 刺激に対する反応がそれぞれ異な

る事実も報告した。(Kono et al. J. Surg. Res. 
2002;106:179-187.; Kono et al. J Surg Res. 
2005;129:176-89.)。 
（4）アルコール性肝障害発症機序における、

腸管由来エンドトキシンによる活性化

Kupffer 細胞の関与‐特にフリーラディカル

の関与について‐：アルコール肝障害の発症

機序を慢性 Etx 血症に起因する病態としてと

らえ、この病態を最もよく反映するラット胃

瘻モデル Tsukamoto-French model を作成し検

討を行った。その結果フリーラディカル発生

源は KC に存在する NADPH oxidase である事

実を解明した。次に、ノックアウトマウスを

使用すべく、この胃瘻モデルのマウスへの応

用を試みマウス胃瘻モデルとアルコール性

肝障害モデルを世界に先駆けて開発した。さ

らに、マウス胃瘻モデルを肝細胞由来フリー

ラディカルの産生源として重要と報告され

てきた Cytochrome P4502E1 ノックアウトマ

ウス（Kono et al. Am J Physiol. 1999; 277: 
G1259-67.）、ならびに NADPH oxidase ノック

アウトマウス（Kono et al. J Clin Invest. 
2000;106: 867-72.）に応用し検討した。その結

果、KC 由来のフリーラディカルがアルコー

ル性肝障害発症機序において非常に重要で

あることが明らかとなり、アルコール性肝障

害発生機序においてアルコールに起因する

慢性 Etx 血症により活性化された KC が重要

な役割を果たしていることが明らかとなっ

た。 

（5）腹膜炎に起因する急性肺障害発症機序

における肝臓と肺の臓器相関：腹腔内感染に

起因する急性肺障害発症機序におけるKCの

役割を、ラット腹膜炎モデルで検討した。雄

性 S.D.種ラットを用い GD 前投与後、盲腸結

紮穿刺腹膜炎（CLP）モデルを作成し、致死

率、臓器障害を肝と肺で検討した。CLP 後 7
日目死亡率はコントロール群（C 群、生理食

塩水投与）で 80％、GD 群は 12 時間以内に

全て死亡した。死因である急性肺障害は GD
群で C 群と比較し増悪した。炎症性サイト

カイン TNF-α発現は両群で差を認めず、抗炎

症性サイトカイン IL-10の発現はC群で肝と

肺ともに CLP 後早期に増加を認め、GD 群で

発現が低下した。KC 消去に伴う IL-10 抑制

が宿主の生存に関与する事実が解明された。

さらに、致死的サイトカイン HMGB1 血清値

は GD 群で、C 群と比較し高値であった。KC
は感染免疫において中心的な役割を果たし

ていた。また、炎症時に肺と肝臓は、相互に

関連しあっている事実を解明した。(Kono et 
al. J Surg Res. 2005;129:176-189.; Kono et al. J 
Leukoc Biol. 2006;79:809-817.; Kono et al. J 
Surg. Res. 2008 In press)。 
（6）腹膜炎における脾臓の役割：腹腔内感

染の臓器障害発症機序における脾臓の役割

を CLP モデルで検討した。雄性 S.D.種ラッ

トを用い、脾摘(Spx) ７日後に GD 投与、CLP
モデルを作成し、血清 HMGB1 値と致死率を

検討した。結果；死亡率はコントロール群（C
群、生理食塩水投与）で 60％（CLP 後 7 日）、

GD 群は 12 時間以内に全て死亡。しかし、

Spx 群ならびに Spx + GD 群では致死率は C



群と同程度で差を認めなかった。HMGB1 の

血清値は、GD 群で増加したが、Spx 群なら

びに Spx + GD 群では HMGB1 の上昇は認め

ず、HMGB1 の主な産生臓器は脾臓であり、

脾臓と肝臓が門脈を介して臓器相関してい

る可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
自然免疫学的に生体に対して本来は有益

であり、合目的であるべき各臓器マクロファ
ージの細胞機能が、どのような環境、病態の
もとで宿主にとって有害な反応を引き起こ
すのかを解明することである。その機序の解
明には、以前より申請者らが動物モデルにお
いて検討を進めてきた Kupffer 細胞の形態
的・機能的異種性の解析にとどまらず、末梢
血、脾臓、肺、消化管、骨髄などの全身各臓
器のマクロファージについても同様に解析
し、生体内の防御機構を解明する必要がある。
また、これまでの急性感染症ならびにエンド
トキシン血症モデルによって得られた知見
を、さらに検討を展開し慢性感染症モデルに
おいても解析を行う必要があると考える。 
 
３．研究の方法 
検討１：雄性 S.D.種ラット（200g body weight）
を用い、肝マクロファージ抑制物質である塩
化ガドリニウム（GD 群）を 24 時間前に投与
後、盲腸結紮穿刺腹膜炎（CLP）モデルを作
成した。7 日目までの致死率を検討した。ま
た、臓器障害を肝・肺で検討した。さらに、
両臓器での炎症性メディエーター発現（サイ
トカイン、ケモカイン）を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
検討２：腹腔内感染の臓器障害発症機序にお

ける脾臓の役割を CLP モデルで検討した。

雄性 S.D.種ラット（200g body weight）を用

い、脾摘(Spx)７日後に肝マクロファージ抑

制物質である塩化ガドリニウム（GD 群）あ

るいは  liposome-entrapped dichloromethylene 
diphosphonate (lipo-MDP)を 24 時間前に投与

後、盲腸結紮穿刺腹膜炎（CLP）モデルを作

成した。7 日目までの致死率と血清 HMGB1
値を検討した。 

 
４．研究成果 
検討１：死亡率はコントロール群（C 群、生
理食塩水投与）C 群で 60％（CLP 後 7 日目）、
GD 群は 12 時間以内に全て死亡した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肝障害は認めなかった。死因は、急性肺障害
であり、GD 群で C 群と比較し障害が急性増
悪した。肝臓と肺における pro-inflammatory 
cytokine である TNF-α発現は両群で差を認め
なかった。一方、anti-inflammatory cytokine で
ある IL-10 の発現は、C 群では肝ならびに肺
でともに CLP 後早期に増加を認めたが、GD
群では発現が低下していた。これに伴い、各
種炎症性サイトカインならびにケモカイン
の肺での発現は GD 群で増加した。 
 
検討２：死亡率はコントロール群（C 群、生
理食塩水投与）で 60％（CLP 後 7 日）、GD
群は 12 時間以内に全て死亡。しかし、Spx 群
ならびに Spx + GD 群では致死率は C 群と同
程度で差を認めなかった。 
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血清 HMGB1 値 
 
HMGB1 の血清値は、GD 群で増加したが、
Spx 群ならびに Spx + GD 群では HMGB1 の
上昇は認めず、HMGB1 の主な産生臓器は脾
臓であり、脾臓と肝臓が門脈を介して臓器相
関している可能性が考えられた。 
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