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研究成果の概要（和文）：肝臓には、腸管で吸収された栄養素の他に、腸内細菌やその関連物質がしばしば入っ
てくる。通常の肝臓ではこのような炎症誘導性の刺激に対して免疫系が過度に反応しないように制御されている
が、そのメカニズムは不明な点が多く残されていた。
本研究では、肝内門脈近傍に局在し、脂質、細菌、死細胞などを貪食消化する能力を持ち、抗炎症性分子を産生
する免疫制御性マクロファージを同定した。このマクロファージは臓器の入り口付近で腸管から入ってくる腸内
細菌やその関連物質を貪食消化し、抗炎症性サイトカインを産生することで炎症から肝臓を保護していることを
解明した。

研究成果の概要（英文）：The liver frequently receives nutrients absorbed from the intestine, as well
 as intestinal bacteria and related substances. In a normal liver, the immune system is regulated to
 avoid excessive responses to such inflammatory stimuli, although many aspects of this mechanism 
remain unclear. This study elucidated that immunoregulatory macrophages, located near the portal 
vein, engulf and digest lipids, bacteria, and dead cells, and also produce anti-inflammatory 
molecules. These macrophages ingest intestinal bacteria and their related substances entering from 
the intestine at the liver entrance and produce anti-inflammatory cytokines, thereby protecting the 
liver from inflammation.

研究分野： 免疫学、微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現代社会では、生活習慣の乱れや偏った食生活などによりリーキーガットになる人の数が増加している。リーキ
ーガットでは腸内細菌などが門脈を経由して侵入してくるため、肝臓をはじめ様々な臓器で炎症が惹起され身体
の不調につながる。本研究により、肝臓門脈域の免疫制御性マクロファージが腸内細菌感染に対する生体防御お
よび肝内炎症応答の制御を担っていることを明らかにした。今後このマクロファージの機能を高めることで、リ
ーキーガットに伴う感染症の予防・治療につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
肝組織は、組織学的に門脈周辺の門脈域と静脈周辺の中心静脈域に区域分けできる。多くの肝

疾患には領域選択性が認められており、門脈域で優先的に発症する疾患もあれば中心静脈域で
優先的に発症するものもある。近年の研究により、肝臓の構成細胞である肝細胞、血管内皮細胞、
肝星細胞の性質・機能が領域によって異なることが続々と明らかにされてきた。しかし、病態形
成に大きく関与する免疫細胞では領域による差異があるのか否かはほとんど知られていなかっ
た。そこで本研究者は、肝臓の生体イメージング技術を独自に確立し門脈域と中心静脈域の免疫
応答を比較解析してきた。さらに、各領域から細胞を回収する技術を開発し、各領域に存在する
免疫細胞を１細胞ごとに RNA-sequence 解析することで、免疫細胞の領域間の差異を解明する
ことに成功した。以上の結果から、門脈域にはスカベンジャー受容体 Marco と抗炎症性サイト
カイン interleukin-10 を共発現する免疫制御性マクロファージが局在しており、局所的に免疫
システムを抑制していることがわかった。しかしながら、門脈域に免疫制御性マクロファージが
局在する生理・病態生理学的な意義については不明であった。そこで本研究では、門脈域に局在
する免疫制御性マクロファージが機能しないと、どのようなシチュエーションでどのような不
都合が肝内に生じるのかを解明することを目標とする。 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、まず門脈域に局在する免疫制御性マクロファージがその機能を発揮できない場合

に肝組織内の恒常性や病態感受性が変化するのかを明らかにする。さらに、この免疫制御性マク
ロファージの誘導メカニズムを解明することで、本マクロファージを標的とした新規の肝疾患
予防・治療法の開発を目指す。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
(1)肝臓門脈近傍の免疫制御性マクロファージの機能を欠失させたマウスの作製 
本研究で標的とする免疫制御性マクロファージは Marco を特異的なマーカー分子として発現す

る。そこで、Marco の遺伝子座にサルジフテリア毒素受容体（DTR）をコードする遺伝子をノッ
クインし、Marco のプロモーター活性で DTR を発現する遺伝子改変マウスを作製する。このマウ
スにジフテリア毒素を腹腔内投与して標的マクロファージを除去できるか検討する。 
Marco 遺伝子を欠損した既存のノックアウト（KO）マウスを解析したところ、標的マクロファ

ージの免疫制御能（貪食消化能および抗炎症性サイトカイン産生）が有意に低下していることを
確認した。すなわち、このノックアウトマウスは標的マクロファージの機能障害モデルマウスと
して使用できることを意味する。 
したがって、Marco-DTR マウスに加えて、この Marco KO マウスも用いて以下に示すマクロファ

ージの生理機能の解析を進める。なお、Marco-DTR マウスはホモ接合体にするとノックアウトさ
れてしまうため、ヘテロ接合体で使用する。 
 
(2)免疫制御性マクロファージの病態生理学的機能の解明 
 本研究対象の免疫制御性マクロファージは肝臓の入り口である門脈血管周囲に局在する。腸管
で吸収された物質は門脈を経由して肝臓に直接送り込まれることと、標的マクロファージは高
い貪食能と抗炎症性サイトカン産生能を有することを考慮すると、本マクロファージは腸から
侵入してきた細菌などを貪食消化し、さらに抗炎症性サイトカインを産生して炎症応答を制御
している可能性が考えられた。そこで、Marco-DTR マウスおよび Marco KO マウスを用いて標的
マクロファージが機能しない個体を作り出し、1%デキストラン硫酸ナトリウム水を自由飲水さ
せて腸内細菌の肝内移行を誘導して、肝臓における炎症反応を解析する。なお、比較対象にはそ
れぞれジフテリア毒素を投与しない Marco-DTR マウスと野生型（WT）マウスを使用する。 
 さらに、腸内細菌の肝内移行がみられる肝疾患の中でも特に近年罹患者数が増大している食事
性の脂肪肝炎においても、標的マクロファージが疾患の発症・進行に関与しているかどうかを検
討する。具体的には、標的マクロファージが機能欠失しているマウスとその比較対象マウスにメ
チオニン・コリン減量高脂肪ダイエットを 8週間与え、食餌変更から１週ごとに炎症性細胞の肝
内への浸潤、血清中肝障害マーカー、肝線維化など病態指標を計測し比較する。 
 
(3)免疫制御性マクロファージの分化発生メカニズムの解明 
 標的マクロファージの数は腸内細菌叢に依存して変化することを事前に明らかにしていた。そ



こで、異なる飼育環境（異なる腸内細菌叢を有する）の、標的マクロファージ数が有意に異なる
マウスの大腸内容物を回収し、メタゲノム解析および糞便のメタボローム解析を行う。これによ
り、標的マクロファージの誘導と相関性を示す細菌および物質を同定する。同定された細菌ある
いは物質をマウスに移植し、標的マクロファージの分化発生が増大することを確認する。 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1) 免疫制御性マクロファージの機能を欠失させたマウスの作製 
まず Marco のプロモーター直下に DTR 遺伝子をノックインした遺伝子改変マウスを作出した。

ゲノムシークエンスを読んだ結果、目的の位置に DTR 遺伝子が挿入されていることを確認した。
この Marco-DTR マウスにジフテリア毒素を腹腔内投与して標的マクロファージの除去を試みた
が、わずかな減少はみられたものの意図した程の除去効率ではなかった。したがって、本研究で
は Marco KO マウスを用いて標的マクロファージの機能を解析する方針に切り替えた。 
 
(2) 免疫制御性マクロファージの病態生理学的機能の解明 
 まず 1%デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）水を自由飲水させ腸管上皮バリアを破壊し、肝臓
での腸内細菌感染を引き起こして、標的マクロファージの生理的重要性を評価した。DSS 水を 7
日間与え、その後 4 日間通常水に戻し、肝臓内の炎症について解析した。その結果、WT マウス
では DSS を与えて 7 日目には肝内に好中球・マクロファージの浸潤がみられ炎症が起こってい
たが、その後 4日間通常水に戻すと、肝内炎症は緩解していた。一方で Marco KO マウスでは、
DSS 水 7 日間、通常水 4日間与えた後、肝内炎症をみると、さらに多くの好中球・マクロファー
ジの浸潤がみられ、炎症が慢性化することがわかった。さらに、DSS 水 7 日間、通常水 7日間の
サイクルを３回繰り返して肝内の状態を調べたところ、Marco KO マウスでは炎症性細胞である
ヘルパーT 細胞と好中球の浸潤が WT マウスよりも有意に増大していた。また、肝障害を示す血
清 ALT および AST はともに Marco KO マウスで有意に増大していた。さらに、Marco KO マウスの
肝臓では門脈周囲に１型コラーゲンの蓄積がみられ、線維症の様相を呈していた。以上の結果か
ら、標的マクロファージが腸から侵入してくる腸内細菌のクリアランスおよび免疫制御におい
て重要な働きをしていることが明らかになった。 
 次に、Marco KO マウスと WT マウスにメチオニン・コリン減量高脂肪ダイエットを与えて脂肪
肝を誘導し、肝内の病態進行について評価した。その結果、Marco KO マウスでは解析期間 8週
間の各タイムポイントで肝障害マーカーALT の数値が WT マウスよりも高い値を示していた。さ
らに病理組織解析を行ったところ、脂肪肝誘導６週目に WT マウスでは門脈域に脂肪滴を認めな
かったが、Marco KO マウスでは門脈域を含む肝組織全体で脂肪滴が発生していることが明らか
になった。この結果から、標的マクロファージは脂肪肝において病態抑制的に作用していること
が明らかになった。 
 
(3) 免疫制御性マクロファージの分化発生メカニズムの解明 
 標的マクロファージの数が有意に異なる別施設のマウスの大腸内容物を回収し、メタゲノム
解析を実施した。その結果、標的マクロファージが多い方の施設で有意に増大している細菌を 5
種同定することに成功した。その中でも Odoribacteraceae は、標的マクロファージが多い個体
ほど多く検出され、菌体量と標的マクロファージ数の間に強い正の相関が認められた。そこで、
Odoribacteraceae の単離株を、この細菌を保有しないマウスに経口投与して移植したところ、
標的マクロファージの分化発生が有意に増大した。Odoribacteraceae は二次胆汁酸のイソアロ
リトコール酸（Isoallo-LCA）を産生することが報告されていた。そこで、各施設のマウス大腸
内容物に含まれる Isoallo-LCA 濃度を計測したところ、標的マクロファージが多い方で約 10 倍
多く産生されていることを確認した。なお、標的マクロファージが少ない方ではわずかな産生し
か認められなかった。続いて、Isoallo-LCA をマウスに２週間毎日経口投与して標的マクロファ
ージの誘導を調べた。その結果、Isoallo-LCA を投与した群では vehicle を投与した群に比べて
約２倍多く標的マクロファージが誘導された。以上の結果から、Odoribacteraceae が産生する
Isoallo-LCA が肝内免疫制御性マクロファージを誘導する効果があることが明らかになった。 
 
以上の成果から、肝組織の門脈近傍には免疫制御性マクロファージが局在しているが、このマ

クロファージは肝臓の入り口で腸管から入ってくる病原体などを貪食消化して肝臓を炎症から
守っていることが示唆された。また、脂肪肝のように組織内に脂質や死細胞が発生した場合には、
これらによって引き起こされる炎症を本マクロファージが抑える働きもあることが示唆された。
さらに本マクロファージは Isoallo-LCA によって分化誘導が促進されることが明らかになった
ため、今後 Isoallo-LCA によって本マクロファージを増やすことで肝内の炎症を制御する治療
薬の開発につながる可能性が見込まれる。 
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