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研究成果の概要（和文）： 

非アルコール性脂肪肝炎（NASH）の病態進展には肝の自然免疫系が深く関与していることが

注目されている。本研究で私たちは、メタボリックシンドロームモデル動物である KK-Ayマウ

スで肝 NKT 細胞の減少と機能低下が認められることを見出した。また、NKT 細胞の成熟分化

に必須である CD1d 分子の欠損により肝 NKT 細胞が完全に枯渇している CD1d ノックアウト

（KO）マウスでは、チオアセタミド投与で生じる肝線維化が著明に抑制されることを明らか

にした。さらに、NK1.1 抗体による NK 細胞および NKT 細胞枯渇条件下では 70％部分肝切除

後の肝再生機転が抑制されることが判明した。以上の結果より、脂肪性肝炎の発症および肝組

織損傷修復・線維化進展の過程では、NKT 細胞を主軸とした自然免疫系細胞が肝内サイトカ

イン発現調節などを介して極めて重要な役割を演じているものと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Recent lines of evidence support the hypothesis that innate immune system plays a 
pivotal role in pathogenesis of nonalcoholic steatohepatitis. In this study, we found 
that KK-Ay mice, which present metabolic syndrome-like phenotypes, show 
progressive depletion of hepatic natural killer T (NKT) cells in combination with 
functional abnormalities. On the other hand, CD1d-knockout (KO) mice, in which NKT 
cells are systemically defective, develop minimal hepatic fibrosis caused by 
thioacetamide. Further, deprivation of NK and NKT cells using an NK1.1 antibody 
resulted in impaired regenerative response following partial hepatectomy. Collectively, 
these findings indicate that hepatic NKT cells are required for tissue-repair and 
fibrogenic responses in the liver. 
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１．研究開始当初の背景 
本邦においても近年メタボリックシンドロ
ームの概念が急速に普及し、それに伴う肝病
態としての非アルコール性脂肪性肝疾患
（nonalcoholic fatty liver disease: NAFLD）、
殊に進行性の肝疾患である非アルコール性
脂 肪 肝 炎 （ nonalcoholic steatohepatitis: 
NASH）の重要性が広く認識されるようにな
ってきている。私たちはこれまでメタボリッ
クシンドロームのモデル動物である KK-Ay

マウスを用いて非アルコール性の脂肪性肝
炎の病態解析を行ってきた。その過程で、同
マウスではアルコール負荷およびメチオニ
ン・コリン欠乏(MCD)食負荷による脂肪性肝
炎の進展がより顕著であることおよび、その
背景に低アディポネクチン血症を主体とし
たアディポカインの発現バランスの異常が
認められることを報告してきた。 
 
２．研究の目的 

本研究ではメタボリックシンドロームに
伴う脂肪性肝障害の増悪メカニズムをより
明らかにする目的で、KK-Ayマウスの肝内リ
ンパ球分画の量的および機能的発現に関す
る検討を行った。本研究の過程で、KK-Ayマ
ウスにおいて脂肪性肝炎の進展に伴い肝
NKT 細胞分画が減少し、サイトカイン産生
能も低下していることが判明したが、肝の炎
症・線維化のプロセスにおける NKT 細胞の
機能的役割については不明の点も多い。そこ
で次年度には、NKT 細胞の成熟分化に必須
である CD1d 分子のノックアウト（KO）マ
ウスを用いて、チオアセトアミド（TAA）肝
障害における NKT 細胞の役割について検討
を行った。さらに、最終年度は NKT 細胞の
肝再生における役割を検討する目的で、
NK1.1 抗体による NK 細胞および NKT 細胞
枯渇条件下で 70％部分肝切除した際の肝再
生機転の異常およびそのメカニズムについ
て解析を行った。 
 
３．研究の方法 
平成 21 年度 
生後 7 週齢の雄性 KK-Ayおよび C57Bl/6

マウス（日本クレアから購入）を１週間順化
後、実験に供した。各系統のマウスをそれぞ
れ 2 群に分け、高脂肪食（HFD32；日本クレ
ア社製）ないしコントロール食を４週間自由
摂取させた。また、食餌負荷の前ないし後の
各マウスにα-galactosylceramide（GalCer，
100 μg／kg BW）を腹腔内投与し、経時的に
血清および肝組織を採取した。肝組織像は
H-E 染色標本で検討し、肝組織中の顆粒球お
よびマクロファージの局在はエステラーゼ
染色キット（Sigma Diagnositics 社製）を用
いて評価した。肝組織内リンパ球は 30％

Percoll 液を用いた比重遠心法で単離した。単
離したリンパ球に抗 CD3εモノクローナル抗
体(145-2C111)と抗 NK1.1 抗体（PK136）モ
ノクローナル抗体（PharMingen 社製）を加
え、FACS Calibur（Becton Dickinson 社製）
にて NKT 細胞分画（抗 CD3ε抗体、抗 NK1.1
抗体二重陽性分画）を測定した。また、肝組
織中のNKT細胞由来サイトカインmRNA発
現をリアルタイム PCR 法で検討した。 
 
平成 22 年度 

生後 7 週齢の雄性 CD1d-KO（順天堂大学
医学部免疫学教室より供与）及び WT マウス
（C57Bl/6；日本クレア社）に TAA（初期 1
週間は 0.1mg/g BW、2 週以降は 0.2mg/g BW，
和光純薬工業）を単回もしくは 9 週間に渡り
週 3 回腹腔内投与した。また、両系統のマウ
スに高脂肪食（HFD32）ないしコントロール
食を 4 週間自由摂食させた。肝組織像は HE
染色、エステラーゼ染色および Sirius Red 染
色を行い評価した。また、肝組織中のαSMA
発現を免疫染色および Western blot 法で解
析し、各種サイトカイン、マトリックス関連
分子および脂質代謝関連分子の mRNA 発現
をリアルタイム PCR 法で検討した。 
 
平成 23 年度 
生後 12 週齢の雄性 WT（C57Bl/6；日本ク
レアから購入）および CD1d-KO マウス（順
天堂大学医学部免疫学教室より供与）に 70％
肝部分切除を行い、経時的に血清および肝組
織を採取した。一部のマウスには NK1.1 抗
体（150 μg/body，i.p.）ないし asialoGM1
抗体（200 μg/body，i.p.）を肝部分切除 24
時間前に投与し、NK・NKT 細胞の双方ない
し NK 細胞のみを枯渇させた。なお、一部の
マウスでは検体採取の 2 時間前に BrdU（50 
mg/kg BW）を腹腔内投与することにより標
識した。肝細胞核への BrdU 摂取と PCNA
発現は免疫染色で解析した。肝組織中の
CyclinD1 発現は Western blot 法で検出した。
肝組織ホモジネート中の HGF 発現量は
ELISA 法キット（特殊免疫研究所）を用いて
測定した。また、肝組織中の各種サイトカイ
ンおよび増殖因子 mRNA 発現をリアルタイ
ム PCR 法で定量的に解析した。 
 
４．研究成果 
平成 21 年度 
メタボリックシンドロームモデル KK-Ay マ
ウスにおける肝内 NKT 細胞分画の異常に関
する解析 
8 週齢の KK-Ayマウスは肝内 NKT 細胞分画
が C57Bl/6 マウスの約 1/3 に低下しており、
α-galactosylceramide（GalCer，100 μg/kg）
を腹腔内投与した際の IL-4・IFNγ mRNA 誘



導も著明に抑制された。KK-Ay に高脂肪食を
4 週間摂食させた際には顕著な脂肪性肝炎を
呈すると共に、NKT 細胞は 8.3％に低下し、
GalCer による IL-4 と IFNγの誘導も一層減
弱した。KK-Ayにピオグリタゾン（25mg/kg) 
を経胃管的に５日間投与すると NKT 細胞分
画は有意に上昇し、GalCer による IL-4・
IFN-γ mRNA 誘導も有意に増加した。高脂肪
食負荷後の KK-Ay にピオグリタゾンを投与
すると脂肪性肝炎は著明に改善し、肝 NKT
細胞の低下も有意に改善した。以上の検討よ
り、肝内 NKT 細胞の減少と機能変化が脂肪
性肝炎の進展に寄与しており、ピオグリタゾ
ンは肝内自然免疫系の機能調節を介して脂
肪性肝炎の病態改善効果を発揮する可能性
が示唆された。 
 
平成 22 年度 
 肝 NKT 細胞が脂肪性肝炎発症感受性およ
び肝線維化進展に及ぼす影響に関する検討 
 肝 NKT 細胞が脂肪性肝炎の発症および線
維化進展に及ぼす影響をより詳細に明らか
にする目的で、NKT 細胞が全身性に枯渇し
ている CD1d ノックアウト（KO）マウスを
用いて、高脂肪食負荷時の脂肪性肝炎発症感
受性およびチオアセタミド（TAA）誘発肝線
維化について検証した。CD1d-KO マウスは
4 週間の高脂肪食負荷で WT マウスと比較し
脂肪肝および炎症性細胞浸潤がより高度に
生じ、肝組織中でのβ酸化関連酵素の誘導亢
進および ApoB 産生低下が認められた。一方、
CD1d-KOではTAA誘発肝障害および肝線維
化が著明に減弱しており、NKT 細胞は肝線
維化に対して促進的に作用していると考え
られた。これらの背景には NKT 細胞が産生
する Th2 サイトカインが関与している可能
性が示唆された。 
 
平成 23 年度 
肝再生機転における肝内自然免疫系細胞

の機能的役割を詳細に解析することを目的
とし、NK 細胞および NKT 細胞の選択的枯
渇条件下における部分肝切除後肝再生の異
常とそのメカニズムについて検討した。
NK1.1 抗体の前投与により NK・NKT 細胞
の双方を枯渇させた WT マウスでは、肝切除
48 時間後の BrdU 摂取率および PCNA 発現
が著明に低下し、CyclinD1 発現誘導も抑制
された。肝切除 1 時間後をピークとする TNF
αおよび IL-6 mRNA の発現誘導が NK1.1
抗体前投与で有意に抑制された。さらに、
NK1.1 抗体投与マウスでは肝切除後の HGF
発現も有意に低値を示した。一方、WT マウ
スへの asialoGM1 抗体投与による NK 細胞
枯渇条件下ないし、NKT 細胞のみ枯渇を認
める CD1d-KO では部分肝切除後の肝再生機
転に異常を認めなかったが、CD1d-KO に

asialoGM1 抗体を投与して NKT 細胞と NK
細胞の双方を欠失させた際には、部分肝切除
後の BrdU 摂取および PCNA 発現の有意な
抑制が認められた。NK・NKT 細胞の一方の
みの欠損では再生機転は保たれるが、両者が
同時に欠失すると肝再生が障害されること
から、NKT 細胞と NK 細胞が肝再生時のサ
イトカインおよび増殖因子調節系において
協調的に作用して、正常な肝再生機転の維持
に寄与していると考えられた。以上の検討よ
り、肝内自然免疫系による肝臓の組織損傷修
復機転の制御機構は脂肪性肝炎の病態形成
にも極めて重要な役割を演じている可能性
が示唆された。 
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