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研究成果の概要（和文）：植物レクチンであるコンカナバリンAを投与すると、マウスは劇症肝炎を起こす。このマウ
ス劇症肝炎がどのような仕組みで起こるのかを調べた。その結果、コンカナバリンAがリンパ球を活性化して、炎症を
起こすたんぱく質を産生させ、このたんぱく質が肝臓の血管に微小血栓を多数生成して、血流を途絶えさせ、その結果
、大量の肝細胞が急激に死滅することが分かった。事前に、血栓を作らないようにしておくと、コンカナバリンAを投
与しても炎症を起こすたんぱく質が普通に作られるにもかかわらず、肝炎には成らなかった。このことから、ある種の
劇症肝炎に対しては、血栓を作らないような治療が有効かもしれない。

研究成果の概要（英文）：Concanavalin A (Con A) treatment induces fulminant hepatitis in mice in a manner d
ependent on interferon (IFN)-gamma. As previously reported, treatment with the anticoagulant heparin prote
cts against Con A hepatitis, despite healthy production of IFN-gamma. Here, we investigated the mechanisms
 for hypercoagulation-mediated hepatitis. Mice deficient in IFN-gamma were resistant to Con A hepatitis wi
thout induction of systemic and hepatic hypercoagulation. This suggests that IFN-gamma is necessary for th
e thrombus-associated changes. Neutralization of tissue factor, that is essential for the activation of co
agulation cascade, resulted in the protection of this hepatitis despited normal induction of IFN-gamma. Re
sponsiveness to IFN-gamma was required for both hepatic macrophages and endothelial cells, which expressed
 tissue factor after Con A challenge. Thus, proinflammatory signal elicited by IFN-gamma in various liver 
cells is necessary for the development of Con A hepatitis.
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１．研究開始当初の背景 
肝炎ウイルスの感染や薬剤投与により、致死
率の高い劇症肝炎に至ることが少なからずあ
る。しかし、その機序は現在でも分かってい
ない。 
	 Concanavalin A (Con A) は植物由来のレク
チンで、T 細胞のマイトジェンでもある。マ
ウスに Con A を経静脈的に投与すると、24
時間以内にマウスは劇症肝炎を起こすことが
知られている。これまでの研究で、Con A投
与により産生誘導される Interferon (IFN)-γや
Tumor necrosis factor (TNF)が Con A肝炎に深
く関与することが証明された。実際、中和抗
体を単独あるいは同時に投与すると、Con A
肝炎は部分的或は大幅に軽減する。また、
Ifnγ-/-マウスや Tnf-/-マウスは Con A 肝炎抵抗
性である。このことから、IFN-γと TNF は炎
症を惹起することで本劇症肝炎に関与すると
考えられて来た。しかし、私たちは以前、抗
凝固剤であるヘパリンを投与しておくと、血
清中の IFN-γとTNF 濃度は対照群と遜色の無
い上昇を示すにもかかわらず、Con A肝炎を
回避できることを報告した。この事実に立脚
し、次の作業仮説を組み立てた。すなわち、
Con A投与により産生される IFN-γとTNFが、
肝類洞内の異常凝固亢進を引き起こし、微小
循環不全により劇症肝炎になる。当該研究で
は、この作業仮説を証明すると共に、その細
胞・分子メカニズムの解明を試みた。 
 
２．研究の目的 
当該研究では、前項の「作業仮説」の証明と、
その細胞・分子メカニズムの解明を目的とす
る。特に、血液凝固の先導因子である組織因
子(Tissue factor; TF)と線溶系を阻止すること
で凝固亢進に関わる Plasminogen activator 
inhibitor 1 (PAI-1)について着目した。 
 
３．研究の方法 
(1)	 Con A 肝炎の誘導；野生型(WT)マウス、

Ifnγ-/-マウス、Tnf-/-マウス、Ifnγ-/- Tnf-/-マウ
ス、Stat1-/-マウス、Ifnar-/-マウス、Rag2-/-

マウスを用いた。マウスに事前に、抗 TF
中和抗体を投与したマウスも用いた。また、
Pai1-/-マウスも用いた。マウスの尾静脈か
ら Con A を注射し、一定時間後に、血漿
を採取した。血漿採取後に、経門脈的に肝
臓を PBSで十分還流し、肝臓を摘出した。
一部の実験では、Con 投与の直前に、組
換え（r）IFN-γと rTNF を腹腔内に投与し
た。 

 (2) 血栓性肝傷害の計測；肝傷害の程度を判
定するために、肝逸脱酵素である ALT を
測定した。肝組織片は通常の方法で HE染
色した。また、肝類道内のフィブリンの析
出を調べるために、抗フィブリノゲン抗体
を用いて染色した。肝細胞のアポトーシス
死を調べるために Tunel染色を実施した。 

(3) TAT の測定；全身性の凝固亢進の程度を
測定するために、血漿中の不安定な

Thrombin の代わりに、安定な Thrombin 
anti-thrombin III complex (TAT) 濃度を
ELISAで測定した。 

(4) 定量性 RT-PCR (q-RT-PCR)；肝臓の total 
RNAを採取し、Ifnγ, Tnf, Tf, Pai1の濃度を
q-RT-PCRで測定した。 

(5) マクロファージ (Mø) の除去；マウスに
Clodronate liposomeを尾静脈から投与して、
肝臓のクッパー細胞などの Mø を除去し
た。 

(6) 肝臓の各種細胞種の単離；肝臓を型通り、
コラーゲンを含んだ溶液で還流し、肝実質
細胞と肝非実質細胞を得た。肝実質細胞は
肝細胞として用いた。非実質細胞分画から、
MACS を用いて、CD11b 陽性のクッパー
細胞分画と CD146 陽性の肝類洞内皮細胞
を得た。星細胞を通常の方法で分離した。 

(7) キメラマウスの作製；クッパー細胞は通
常の照射抵抗性であるため、(5)の方法で
これをあらかじめ除去した。このマウスを
通常通り照射し、その後にドナーマウスの
骨髄細胞を移植した。WTマウスと Stat1-/-

マウスを用いて、キメラマウスを作製した。 
	 
４．研究成果	 
	 	 
(1) IFN-γ・TNF を介した血栓性肝炎  
	  野生型マウスに Con A を投与すると肝類
洞内にフィブリン沈着を伴う、広範な
Tunel陽性肝細胞死を観察した。血漿 TAT
値も、Con A投与により著しく上昇した。
また、肝臓の Ifnγ並びに Tnfは、Con A投
与後速やかに発現誘導された。一方、Ifnγ-/-

マウス、Tnf-/-マウス、並びに、Ifnγ-/- Tnf-/-

マウスは Con Aを投与しても、血漿 TAT
濃度は有意に低値に留まり、肝障害の軽減、
あるいは、肝類洞内のフィブリン沈着の回
避を示した（図１[雑誌論文]①参照）。以
上のことから、Con A投与により速やかに
産生される IFN-γと TNFが、全身性の血液
凝固亢進を伴う病的な肝類洞内血栓形成
に関与し、劇症肝炎に至る可能性が示唆さ
れた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

(2) 肝 Tf/Pai1 発現誘導には IFN-γ・TNF
が不可欠	 

	  血液凝固の先導因子である TFと、線溶系
を阻止することで凝固亢進に寄与する
PAI-1の mRNAレベルでの発現が、Con A
投与により誘導された。また、Tf と Pai1
の発現は Ifnγと Tnf発現に遅れて、誘導さ
れた。Pai1 の発現誘導が、線溶系亢進に
より惹起されるかどうかを判定するため
に、肝臓における Tissue plasminogen 
activator (tPA)の mRNAを測定したところ、
Con A投与により、tpa発現は軽微な上昇
を示すに留まった。Ifnγ-/-マウス、Tnf-/-マウ
ス、並びに、Ifnγ-/- Tnf-/-マウスでは、肝臓
の Tf並びに Pai1発現誘導が著しく減弱し
ていた。特に、Tnf-/-マウスに比べて、Ifnγ-/-

マウスの方が、より強い発現抑制を示した。
以上のことから、TF と PAI-1 の発現誘導
には内在性の IFN-γと TNF が必須である
ことが示唆された。 

 
(3) PAI-1 ではなく TF が重要  
	  TF 欠損マウスは胎生致死であるため抗

TF 中和抗体を用いて検討した。野生型マ
ウスに事前に抗 TF中和抗体を投与した後
に、Con Aを投与すると、抗体量に比例し
て肝炎阻止が観察された（図 2 上図、[雑
誌論文]①参照）。また、血漿 TAT 量も低
下し、肝類洞内のフィブリン沈着も軽減し

た。本抗体の投与は、Con A投与による肝
Ifnγと Tnf 発現誘導を抑制しなかった。一
方、Pai1-/-マウスは、野生型マウスと遜色
の無い血栓性肝傷害を示した（図２下図、
[雑誌論文]①参照）。これらのことから、
Con A投与による血栓性劇症肝炎には、TF
は不可欠であるが、PAI-1は不要であるこ
とが判明した。 

 
(4) 肝類洞内細胞、並びに類洞外細胞も Tf
を発現  

	  血液が流れる肝類洞は主として類洞内皮
細胞と組織 Mø であるクッパー細胞から
成る。肝細胞と星細胞は、肝類洞内に存在
せず、類洞とはDisse腔を介して位置する。
従って、定常状態でも類洞内皮細胞とクッ
パー細胞は血液と常に接するが、肝細胞と
星細胞は血液に接触することは無い。Con 
A を投与すると、いずれの細胞腫も Tf の
発現を著しく増強していた。クッパー細胞
の重要性を明らかにするために、Mø除去
マウスを用いて検討した。その結果、クッ
パー細胞を除去しても、肝臓の Ifnγや Tnf
発現誘導には影響を与えないが、Tf発現誘

 

図１血栓性肝炎での IFN-γと TNF の重要性  
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図 2	 組織因子の重要性 

 

 



導は有意に低下した。これらのことから、
血液に恒常的に接するクッパー細胞が TF
を発現することで病的な血栓の形成に重
要な働きをすることが示唆された。 

 
(5) 血栓誘導に必要な IFN-γ/STAT1 シグ
ナルはクッパー細胞と内皮細胞に等し
く重要  

	  IFN-γシグナルの重要性を、更に詳しく調
べるために、そのシグナルに不可欠な転写
因子である STAT1 欠損マウスを用いて調
べた。Stat1-/-マウスは、Ifnγ-/-マウスと同程
度に Con A 肝炎抵抗性であった。STAT1
は、I型 IFNのシグナルでも重要であるた
め、IFN-γではなく I型 IFNが STAT1の上
流で重要な働きをする可能性が否定でき
ない。このことを否定するために、I型 IFN
の受容体を欠損する Ifnar-/-マウスにCon A
を投与した。その結果、Ifnar-/-マウスは野
生型マウスと同様に Con A 肝炎感受性で
あることが判明した。 

	 ついで、クッパー細胞と肝内皮細胞のいず
れが、IFN-γシグナルによる血栓性肝炎に
寄与するかを検討した。そのために、
Stat1-/-マウスと野生型マウスのキメラマ
ウスを作製した。クッパー細胞が野生型で
肝類洞内皮細胞が Stat1-/-のキメラマウス
でも、その逆の組み合わせのキメラマウス
でも、いずれも、野生型マウスと Stat1-/-

マウスの中間の表現型を示した。すなわち、
肝臓の Tf発現程度、血漿 ALTのいずれも
が中間の値であった。このことから、
IFN-g/STAT1シグナルは、クッパー細胞で
も肝類洞内皮細胞でも重要で、等しく病的
凝固亢進に関与することが示唆された。 

 
(6) 非 T、非 B 細胞における Con	 A シグナ
ルは IFN-γ/TNF シグナルと共同して血
栓性劇症肝炎に貢献  

	  これまで、T細胞が Con A肝炎に必須であ
ることが証明されて来た。同様に、T細胞
も B細胞もない Rag2-/-マウスは Con A劇
症肝炎抵抗性で、肝 Tf発現誘導、血漿 TAT
値上昇、ALT 上昇、並びに肝臓の組織学
的変化が全く認められなかった。加えて、
Con Aを投与しても、Rag2-/-マウスの肝臓
には Ifnγと Tnf発現誘導が観察されなかっ
た。そこで、組換え(r)IFN-γと TNFを Con 
A 投与と同時に Rag2-/-マウスに注射した
ところ、野生型マウスに観られる Con A
肝炎症状・兆候がすべて観察された（図 3 
[雑誌論文]①参照）。この病態は抗 TF中和
抗体でも阻止できることが判明した。以上
のことから、非 T 細胞、非 B 細胞におい
て、Con A、IFN-γ並びに TNFがシグナリ
ングされると、血栓性劇症肝炎に至ること
が示唆された。 
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図 3	 IFNγ、TNF、Con	 A の重要性 
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