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研究成果の概要（和文）：BALB/cマウスに四塩化炭素及びチオアセトアミドで肝線維化を誘導し、脾臓摘出群と温存群
で比較を行った。その結果、脾摘による肝線維化抑制効果が示された。免疫不全マウスでは脾摘による肝線維化抑制効
果は認めなかった。
そのメカニズムを解明するため肝内のTh1/Th2バランスの変化を調査した。その結果、脾摘群でTh1が優位に変化してい
た。また脾臓では肝傷害時にCD4陽性細胞数が減少し、反対に肝臓では増加を認めた。GFP陽性脾細胞の移植実験により
、脾臓から肝臓へのTリンパ球の遊走が確認され、その大部分がTh2リンパ球であった。
脾摘がTh1/Th2バランスの修飾により肝線維化抑制に関与することを示した。

研究成果の概要（英文）：To investigate the effects of splenectomy on liver fibrosis, BALB/c mice underwent
 splenectomy or sham operation and subjected to carbon tetrachloride (CCl4) or thioacetamide (TAA) treatme
nts. Splenectomy significantly suppressed liver fibrosis in the CCl4 and TAA models. The inhibitory effect
 of splenectomy on liver fibrosis was not observed in SCID mice.
To investigate the mechanisms underlying these effects, we investigated the change of liver Th1/Th2 balanc
e. As a result, splenectomy shifted Th1/Th2 balance toward Th1-dominance. In addition, the number of CD4+ 
lymphocytes in the spleen was decreased. In contrast, that in the liver was increased. GFP+ splenic lympho
cytes were transplanted into the spleen of wild type mice. GFP+CD4+ lymphocytes appeared in the liver afte
r induction of fibrosis and the vast majority of them were Th2 lymphocytes by flow cytometry.
We conclude that splenectomy suppresses progression of liver fibrosis at least partly through restoring th
e Th1/Th2 balance.
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１．研究開始当初の背景 

 

持続的な肝傷害は肝線維化を引き起こし肝
硬変に至る。肝線維化の病態生理学的メカニ
ズムを理解し、その進行を抑制することは慢
性肝疾患患者の予後を改善する上で極めて
重要である。これまでにいくつかの基礎実験
及び臨床研究で脾摘が肝線維化に対して抑
制的に作用することは示されている。しかし
ながら、そのメカニズムについてはまだ不明
な点が多い。脾臓は免疫系に関与する臓器の
一つでもあり、免疫系は肝線維化の進行に影
響を及ぼすことができる。肝線維化のヘルパ
ーT リンパ球の関係がよく知られている。
IFNγなどの Th1 系サイトカインは肝線維
化に対して抑制的に作用し、一方で IL-4 な
どの Th2 系サイトカインは肝線維化を促進
する。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、免疫学的なメカニズムに着
目して肝線維化における脾臓の役割を解明
することとした。 

 

３．研究の方法 

 

BALB/c および SCID マウスに脾摘術また
は sham 手術を施行後、四塩化炭素(CCl4)
やチオアセトアミド(TAA)の反復的な腹腔
内投与により肝線維化を誘導した。 

 
４．研究成果 
 
①脾臓摘出により肝線維化の進行は抑制さ
れる。 
マウスを脾臓摘出群、温存群の 2 群に分け、
四塩化炭素(CCl4)、チオアセトアミド(TAA)
による一般的な肝線維化モデルで肝線維化
を誘導し、脾摘が肝線維化に与える効果をシ
リウスレッド染色、ハイドロキシプロリン定
量などで検討した。その結果、CCl4 及び TAA
誘導肝線維化モデルでは、脾臓摘出群におい
て有意な肝線維化の抑制効果を認めた(図 1, 
図 2)。 
 
②脾摘により肝内のヘルパーT リンパ球サブ
セットは Th1 優位に変化する 
脾摘が肝線維化に与える機序を解明するた
め、肝内の Th1、Th2 サイトカインの測定に
よる Th1/Th2 バランスの変化を調査した。サ
イトカインの計測は RT-PCT にて mRNA を検出
して施行し、Th1 群として IFNγ、IL-2、Il-12
を Th2 群として IL-4、IL-10、IL-13 を測定
した。その結果、CCl4及び TAA 誘導肝線維化
モデルでは、脾摘群で Th1 が優位に Th1/Th2
サイトカインバランスが変化していた(図 3, 
4)。flow cytometry で肝内のリンパ球の CD4
及び CD45RC の発現を調べた結果、CCl4誘導肝
傷害モデルでは、脾摘により CD4、CD45RC 二

重陽性細胞数(Th1 リンパ球)の増加を認め、
免疫染色でも同様な結果を認めた。 

 
③免疫不全マウスは脾摘による肝線維化抑
制効果は消失する。 
免疫不全マウスで肝線維化に対する脾摘の
影響を調査した。肝線維化は CCl4で誘導した。
その結果、脾摘群と温存群で肝線維化の程度
に有意差を認めなかった(図 5)。また、Th サ
イトカインバランスの変化も認めなかった。
これらの結果から、免疫学的なメカニズムが



 

 

脾摘術による肝線維化抑制効果に関与して
いることが示唆された。特に肝線維化におけ
るヘルパーT リンパ球の果たす役割の重要性
が確認された。 

 
④肝傷害時にCD4陽性細胞数は脾臓内では減
少し、肝臓内では増加する。 
脾摘が肝内のTh1/Th2サイトカインバランス
の変化に影響を及ぼすメカニズムを解明す
るため、肝傷害時の脾臓内での変化を調査し
た。HE 染色では肝傷害による明らかな構造的
変化を認めなかったが、ヘルパーT リンパ球

のマーカーである CD4 の免疫染色にて CD4 陽
性細胞数の有意な減少を認めた(図 6)。
RT-PCR に て CD4 発 現 も 低 下 し 、 flow 
cytometry でも同様な CD4 陽性リンパ球の減
少を認めた。一方、肝臓では肝傷害時に CD4
陽性細胞数の増加とCD4発現の増強を認めた
(図 7)。解剖学的に脾臓は門脈系を介して肝
臓と直接つながっており、脾臓から肝臓への
リンパ球の遊走が推測された。 

 
⑤肝傷害時に脾臓から肝臓へのヘルパーT リ
ンパ球が遊走する。 
上記の脾臓から肝臓へのリンパ球の遊走を
検証するため、全身 GFP マウスの脾臓から脾
細胞を分離し、同系の野生型マウスの脾臓内
に移植しCCl4で肝傷害を誘導した。GFPとCD4
による肝臓の二重免疫染色の結果、肝臓内で
の GFP、CD4 二重陽性細胞数は肝傷害誘導後
時間依存性に増加を認めた(図 8)。 

 
⑥脾臓由来ヘルパーT リンパ球は Th2 が優位
である。 
上記実験で認めた脾臓由来の GFP、CD4 二重
陽性細胞のプロファイルを flow cytometry
を用いて調査した。その結果、脾臓由来のCD4+

リンパ球は CD45RC が低発現であった。この
結果から、Th2 リンパ球が有意であることが
確認された(図 9)。 



 

 

 
⑦まとめ 
これまでに、臨床的に慢性肝疾患患者で脾摘
が術後の肝機能を改善すること、また動物実
験モデルにおいて脾摘が肝線維化の進行を
抑制することは報告されている。しかしなが
ら、そのメカニズムについては血小板やサイ
トカインの関与を示唆する報告が散見され
るが、十分に解明されているといえない。 
本研究では、肝傷害時に脾臓由来のヘルパー
T リンパ球が肝線維化の進行において重要な
役割を果たすことを明らかにした。すなわち、
慢性肝傷害時にTh2優位の脾臓のリンパ球が
肝臓へ遊走し、肝臓のTh1/Th2バランスをTh2
優位にシフトさせ、その結果肝線維化が促進
することを示した。脾摘はこの Th1/Th2 バラ
ンスを Th1 優位に戻すことによって、肝線維
化の進行を抑制すると考えられた。 
今後、更なる研究が必要であるが、我々の発
見は免疫調節が肝線維化に対する有効な治
療法となる可能性を示唆すると考える。 
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