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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、炎症性腸疾患と自己免疫性肝炎という消化器分野における難病の病
態形成において、ケモカインMIP1-γがどのような役割を担っているかを、病態モデルマウスを用いて解析する
ことである。
炎症性腸疾患モデルとして用いたDSS腸炎では、MIP1-γ遺伝子欠損マウスで腸炎が重症化している傾向が示さ
れ、MIP1-γが何らかの免疫制御を行っている可能性が示唆された。自己免疫性肝炎モデルとして用いたCon A肝
炎では、MIP1-γ遺伝子欠損マウスで生存率が高い傾向が見られた。しかし、この実験系の特性上、個体間誤差
が大きく、今後Con A肝炎に代わる肝炎モデルでの解析を検討していきたい。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify the role of the chemokine MIP1-γ in the
 pathogenesis of two intractable diseases in the field of gastroenterology, inflammatory bowel 
disease and autoimmune hepatitis, using mouse disease models.
MIP1-γdeficient mice showed severe intestinal inflammation in response to DSS, which is commonly 
used in studies for IBDs, suggesting an involvement of MIP1-γin immune regulation. In Con A 
hepatitis, which was used as a model of autoimmune hepatitis, there was a trend toward greater 
survival in MIP1-γ-deficient mice. However, due to an experimental error, it is difficult to 
evaluate the precise role of MIP1-γ in autoimmune hepatitis. An alternative hepatitis model is 
required.

研究分野： 消化器分野

キーワード： 炎症性腸疾患　自己免疫性肝炎　ケモカイン　MIP1-γ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症性腸疾患、自己免疫性肝炎は未だ原因不明の消化器疾患であり、様々な分子標的薬による治療が行われてい
るが、治療抵抗性の症例も相当数存在する。本研究は、これらの難病の原因解明および新薬開発の一助となる可
能性がある。今回、実験的大腸炎モデルにおいて、MIP1-γ遺伝子欠損マウスが野生型マウスと比較して増悪す
る傾向が示された。そのため、今後マウスモデルを用いて増悪化の機序を解明し、臨床応用に向けた研究に繋げ
ていきたい。

※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 
 
潰瘍性大腸炎（UC）、クローン病（CD）に代表される炎症性腸疾患（IBD）や、時に肝硬変
や肝癌への進行も危惧される自己免疫性肝炎(AIH)は、若年者や働きざかりの世代に好発し、
しばしば難治例にも遭遇する、消化器分野の重大な難病である。いずれも自己免疫疾患とし
て知られているが、その詳細な原因は不明なままであり、早急な原因究明が望まれる。これ
まで UCは IL-4を主体とする Th2型反応、CDと AIHは IFN-γを主体とする Th1型反応
と考えられてきたが、近年、IL-17を産生する Th17細胞も IBDや AIHの病態形成に関与し
ていることが示されている 1) 2)。 
 今回我々が着目したmacrophage inflammatory protein-1 gamma (MIP-1γ)は CCケモカ
インの一種で、腸管のパイエル板の follicle-associated epithelium (FAE)と呼ばれる上皮細
胞によって産生される。そして、その受容体である CCR1を発現する樹状細胞や T細胞など
の免疫細胞の誘引に働くと考えられているが、生体
内での詳細な機能は証明されていない 3)。 
予備検討として、マウスの定常状態での各臓器の

MIP1-γの発現量を測定したところ、肝臓において
最も高い発現が見られ、腸管組織にも高い発現が認
められた(図 1)。そのため、MIP-1γが腸管や肝臓
で何らかの生理的機能を担っていることが予想さ
れたが、MIP-1γの遺伝子欠損マウスについては未
だ報告がなく、その生体内の機能については不明な
点が多い。そこで、MIP-1γが IBD や肝炎のマウ
ス病態モデルにおいて、その病態にどのように関連
するのかを遺伝子欠損マウスを用いて解析するこ
ととした。 

 
 
 
２．研究の目的 
 

(1) 炎症性腸疾患の病態形成におけるケモカインMIP-1γの役割を解明する 
(2) 自己免疫性肝炎の病態形成におけるケモカインMIP-1γの役割を解明する 

 
 
 
 
３．研究の方法 
 

(1) 炎症性腸疾患の病態形成におけるケモカインMIP-1γの機能解明 
 
本研究では、MIP1-γが腸炎の炎症部位に CCR1発現細胞を誘導するため、MIP1-γ遺伝子
欠損 (MIP1-γKO) マウスでは CCR1発現細胞が誘引されず、野生型(WT) マウスと比較し
て腸炎が軽減するという仮説を立て、以下の実験を行った。 
 
① 臨床所見における腸炎の重症度の比較 

 
本実験では DSSを用いて腸炎を誘導した。飲料水に DSSを混ぜ、2.5%の濃度の DSS 溶液
を作製した。これをWTとMIP1-γKOにそれぞれ 5 日間自由飲水させ、その後７日間は通
常の飲料水に変更し、この間の体重推移と病態スコア(DAI スコア)を測定した。実験開始後
12 日目に犠死し、大腸病理組織の評価を行った。 

 
② 腸炎誘導後の結腸におけるサイトカイン発現量の解析 

 
 DSS 腸炎の臨床所見が最重症となった実験開始後 8 日目にマウスを犠死し、結腸における
炎症性サイトカインの発現を、リアルタイム PCR法を用いて解析を行った。 

 
(2) 自己免疫性肝炎の病態形成におけるケモカインMIP-1γの機能解明 

 (1)と同様に、MIP1-γが肝炎の炎症部位に CCR1 発現細胞を誘導するため、MIP1-γKO
マウスでは CCR1発現細胞が誘導されず、肝炎が軽減するという仮説を立て、以下の実験を
行った。 
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図1.マウス各臓器でのMIP1-γの発現量図１ マウス各臓器でのMIP1-γの発現量



 
① AIHモデルマウスの確立 

 
 AIHモデルとして、マウスの尾静脈からコンカナバリン A(Con A)を静脈注射する、Con A
肝炎を用いた。各濃度で比較検討し、至適濃度を検証した。 

 
② 臨床所見における肝炎の重症度の比較 

 
 Con Aを１回静脈投与し Con A肝炎を誘導した後、24時間後の肝逸脱酵素(AST,ALT)を測
定した。また、マウスの時間毎の生存率を 48時間後まで観察した。 

 
③ 肝炎誘導後の肝臓におけるサイトカイン発現量の解析 

 
 Con A肝炎誘導後、8時間後にマウスを犠死し、肝臓における炎症性サイトカインの発現を、
リアルタイム PCR法を用いて解析を行った。 

 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 炎症性腸疾患の病態形成におけるMIP-1γの役割 

 
① 臨床所見における腸炎の重症度の比較 

 
WTマウスおよび MIP1γKOマウスに 2.5%DSSを５日間、飲料水を７日間投与し、DSS
腸炎を誘導した。体重減少は、MIP1-γKO 群で顕著であり(図 2A)、病態スコアである DAI
スコアもMIP1-γKO 群で有意に増悪した(図 2B)。また、病理所見もMIP1-γKO 群におい
て炎症 細胞浸潤、粘膜下の浮腫、潰瘍形成などの所見が顕著となった(図 2C, D)。いずれの
臨床所見も、当初の仮説に反して、MIP1-γが欠損することで腸炎が増悪することを示唆し
ていた。 

 
 
 

② 腸炎誘導後の結腸におけるサイトカイン発現量の解析 
 

同様に 2.5%DSSを５日間投与した後に飲料水に変更し、腸炎の臨床所見が最重症となる実
験開始後 8 日目に、結腸における炎症性サイトカインの発現を解析した。IL-17A、IFNγに
は差が見られなかったが、IL-1β、IL-6、IL-12p40がMIP1-γKO 群において高い傾向があ
り、自然免疫系の亢進が炎症増悪に関与している可能性が示唆された(図 3)。 
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以上の結果から、MIP1-γが DSS 腸炎の病態形成において、何らかの抑制的な役割を果た
している可能性が示唆された。 

 
(2) 自己免疫性肝炎の病態形成におけるMIP-1γの役割 

 
① AIHモデルマウスの確立 

 
 Con A を静脈投与して 24 時間後に肝逸脱酵素を測定した。Con A 濃度を 15mg/kg、

25mg/kg、35mg/kgおよび 45mg/kgの 4 群に分けてそれぞれWTマウスに静脈投与した。
Con A肝炎は、Con A 濃度による肝逸脱酵素の上昇値が非常に大きく、濃度を高くすると個
体差が非常に大きくなったため、我々も 25mg/kgが最適の濃度と考えた(図 4A)。 

 
② 臨床所見における肝炎の重症度の比較 

 
WTマウスおよび MIP1γKOマウスに 25mg/kgの Con Aを 1回静脈投与し、Con A肝炎
を誘導した。まず Con A 投与後 24時間の肝逸脱酵素の値を比較したところ、AST,ALTとも
にWTマウスが高い傾向にあったが、数値の個体差が大きく、有意差は認められなかった((図
4B)。一方、時間毎の生存率に関しては、48時間時点まででWTマウスは全数死亡したもの
の(生存率 0%)、MIP1γKOマウスでは 5 匹中 2 匹の個体が生存した (生存率 40%) ((図 4C)。 

 

 
③ 肝炎誘導後の肝臓におけるサイトカイン発現量の解析 

 
Con A投与後、8時間時点での肝臓における炎症性サイトカインの発現を解析した。しかし、
個体間でのばらつきも大きく、測定したいずれの炎症性サイトカインでも有意な差は見られ
なかった (図５) 
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0 20 40
0

50

100

hour

Pr
ob

ab
ili

ty
 o

f S
ur

vi
va

l CCL9 KO

WT

P
ro

ba
bi

lit
y 

of
 S

ur
vi

va
l(%

)

Time(hour)

0 20 40
0

50

100

hour

Pr
ob

ab
ili

ty
 o

f S
ur

vi
va

l CCL9 KO

WT

0 20 40
0

50

100

hour

Pr
ob

ab
ili

ty
 o

f S
ur

vi
va

l CCL9 KO

WT
MIP1-γ -/-
WT

WT CCL9 KO
0

500

1000

1500

2000

2500

AST
WT CCL9 KO

0

1000

2000

3000

ALT

n.s.
n.s.

A
ST
(IU
/L
)

A
LT
(IU
/L
)

MIP1-γ -/-WT MIP1-γ -/-WTWT CCL9 KO
0

500

1000

1500

2000

2500

AST
WT CCL9 KO

0

1000

2000

3000

ALT

n.s.
n.s.

A
ST
(IU
/L
)

A
LT
(IU
/L
)

MIP1-γ -/-WT MIP1-γ -/-WTWT  KO   WT  KO   co
ntr
ol

15
mg
/kg

25
mg
/kg

35
mg
/kg

45
mg
/kg

0

1000

2000

3000

4000

AST

A
ST
(IU
/L
)

1000

0

2000

3000

4000

Dosage

15
mg
/kg

25
mg
/kg

35
mg
/kg

45
mg
/kg

co
nt
ro
l 45

4

3

2

1

0
0 352515

Dosage mg/kg

x1
03

IU
/L

図４ MIP1γKOマウスのCon A肝炎の解析
co
ntr
ol

15
mg
/kg

25
mg
/kg

35
mg
/kg

45
mg
/kg

0

1000

2000

3000

ALT

A
LT
(IU
/L
)

0

1000

2000

3000

Dosage

15
mg
/kg

25
mg
/kg

35
mg
/kg

45
mg
/kg

co
nt
ro
l 45

3

2

1

0
0 352515

Dosage mg/kg

x1
03

IU
/L

AST ALT AST ALT3

2

1

x1
03

IU
/L

0

2

1

x1
03

IU
/L

0

MIP1γKO
WT

100

50

0

生
存
率

(%
)

0 20 40
時間 (hr)

A B C

WT CCL9 KO
0.00

0.01

0.02

0.03

IL1β
WT CCL9 KO

0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

IL-6
WT CCL9 KO

0.000

0.005

0.010

0.015

TNFα

WT CCL9 KO
0.0000

0.0001

0.0002

0.0003

0.0004

IL-12p40
WT CCL9 KO

0.00000

0.00002

0.00004

0.00006

0.00008

0.00010

IL-17A
WT CCL9 KO

0.000

0.002

0.004

0.006

0.008

IFNγ

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on n.s. n.s. n.s.

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on n.s. n.s. n.s.

MIP1-γ -/-WT MIP1-γ -/-WT MIP1-γ -/-WT

MIP1-γ -/-WT MIP1-γ -/-WT MIP1-γ -/-WT

WT CCL9 KO
0.00

0.01

0.02

0.03

IL1β
WT CCL9 KO

0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

IL-6
WT CCL9 KO

0.000

0.005

0.010

0.015

TNFα

WT CCL9 KO
0.0000

0.0001

0.0002

0.0003

0.0004

IL-12p40
WT CCL9 KO

0.00000

0.00002

0.00004

0.00006

0.00008

0.00010

IL-17A
WT CCL9 KO

0.000

0.002

0.004

0.006

0.008

IFNγ

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on n.s. n.s. n.s.

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on n.s. n.s. n.s.

MIP1-γ -/-WT MIP1-γ -/-WT MIP1-γ -/-WT

MIP1-γ -/-WT MIP1-γ -/-WT MIP1-γ -/-WT

IL-6 TNFα IL-12p40IL-1β IL-17A IFNγ

WT  KO WT  KO WT  KO WT  KO WT  KO WT  KO

Re
la

tiv
e

Ex
pr

es
si

on
  

図５ Con A肝炎におけるサイトカインの発現解析



以上より、WTマウスとMIP1γKOマウスの 2 群間において、肝逸脱酵素や炎症性サイト
カインの発現では、現時点で明らかな表現型の差は見られないが、生存率ではWTマウスよ
りMIP1γKOマウスの方が耐性を示す傾向が見られると言える。 
しかし、Con A が非常に急速な肝障害を起こすので個体差がかなり大きくなってしまう点
や、Con Aをマウス尾静脈から安定的に投与するには技術的な熟練が必要である点など今後
の検討が必要である。 

 
 
(3) 結語 

 

 本研究により、DSS 腸炎において MIP1γKO マウスが WT マウスと比較して腸炎が増悪

することが分かった。これは研究開始当初の仮説とは反し、MIP1γが何らかの免疫抑制効果

を持っていることを示唆するものであり、現在、我々はこのメカニズムの更なる解明に取り

組んでいる。IBDの病態形成における重要なケモカインとその受容体を発現する免疫細胞の

実態を明らかにできれば、IBDの分子標的治療薬の開発に貢献することができると考えられ

る。 

 また、今回の研究で Con A肝炎が個体差が大きいことが判明したため、Con A肝炎に代わ

る肝炎モデルを検討する必要がある。そこで、今後はマウスの脂肪肝炎モデル等を用いた実

験などを試みる予定である。 
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