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研究成果の概要（和文）：肝切除術における虚血再灌流障害は、克服するべき重要な臨床課題である。そのた
め、肝障害に関わる免疫細胞の中で、初めてB細胞に着目した。再灌流後の比較的早い時間（2時間）に、CXCL13
／CXCR5 axisを介して、肝内B細胞が増加しており、B 細胞の抑制が治療ターゲットとなりえるという結論に至
った。

研究成果の概要（英文）：Liver ischemia-reperfusion (I/R) injury is one of critical problems to 
overcome in hepatectomy. Liver B cells among immune cells were focused on for the first time 
involved in I/R injury. Intrahepatic B cells might increase throughout CXCL13 / CXCR5 axis at 
relatively early time (2 hours) after reperfusion, and B cells can become therapeutic target in 
liver I/R injury.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
 肝虚血により肝細胞内の ATPは低下し、ミ
トコンドリアの形態異常、細胞内細胞内
Ca++の上昇 が生じ、不可逆的な組織破壊が
生じる。ATPの欠乏した虚血組織においては
多量の活性酸素（ROS）、傷害関連分子パタ
ーン（DAMPs）を発生し、再灌流後の肝内自
然免疫系の活性化が導かれる（World J 
Gastrointest Surg. 2014 , J Surg Res. 2011）

（図 1）。 
 肝内で大量に産生された ROSあるいは、
DAMPsは TLR4, RAGEを介して類洞内の
kupffer cellを活性化する。活性化 kupffer cell
は CD154–CD40、TIM-1–TIM-3、
TIM-4–galectin 9 、PD-L1 pathwaysを介し
て CD4+ T cellと相互的に作用する（Nat Rev 
Gastroenterol Hepatol. 2013）。その
interactionにより NKT cellが誘導され、類洞
間隙を通じて肝細胞に直接的傷害すること
で、肝細胞は変性する。これらの反応は Early 
phase（再灌流後約 2-6 時間以内に）に生じ
る（Am J Physiol. 1991, Transplant Proc 
1994）。その後 Late phase反応として、白
血球の類洞内集積とそれにより産生される
活性酸素、プロテアーゼが肝細胞をさらに傷
害し、再灌流後約 18-24時間の炎症反応の拡

大による傷害の進展とされる（Hepatology 
1996）（図 2）。 
 肝 I/R傷害のメカニズムは、1. 虚血による
肝細胞壊死、2. 再灌流後の肝内自然免疫活性
化の 2段階に分類され、近年肝内免疫担当細
胞のメカニズムに関する検討が多く散見さ
れる。Early phaseにおける kupffer cell、
Dendritic cellの活性化、さらに CD4+T cell
との相互作用、NKT cell活性化による肝細胞
直接傷害、そして、Late phaseにおける好中
球遊走によるさらなる炎症反応の拡大であ
る（Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2013）。
しかし、これら免疫担当細胞における B cell

の働きに注目した報告は皆無であり、I/R傷
害の新しいメカニズム解明につながり得る。 
 脳虚血において、IL-10産生 B cellが中枢
神経系の炎症を軽減することで、梗塞体積減
少作用を有し、治療ターゲットになり得る
（Metab Brain Dis 2014）。また、ウイルス
感染症急性期において、B cellと CD4+ T cell
の interactionが抗ウイルス作用に重要である
（J immunol. 2014）。心筋虚血においては、
B cellが虚血心筋への単球遊走の triggerとな
り、急性心筋梗塞動物モデルにおける心機能
低下につながる（Nat Med. 2013）。すなは
ち、急性期の炎症あるいは虚血状態における
B cell発現の意義は臓器別に異なっており、
他の免疫担当細胞との interactionも
controversialである。 
 本研究における仮説として、肝内 B cell
が、直接的にあるいは他の免疫担当細胞
（kupffer cell、Dendritic cell、T cell、NK/NKT 
cell kupffer cell、Dendritic cell、T cell、NK/NKT 
cell）との interactionにより間接的に、I/R後

の肝細胞に対して細胞傷害性に作用するの
ではないかと仮定した（図 3）。 
 
 同機序解明によって、新たな肝 I/R傷害の
予防・治療につながり、ひいては肝切除術・
肝移植術における治療成績向上にも寄与す
るものと考えている。 
 
２．研究の目的 
 
 肝 I/R後の肝内B-cell発現の意義に着目し、
I/R 傷害の新しいメカニズムを解明するとと
もに、合理的な予防・治療につながる基礎的
根拠となるような知見を得ることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
肝虚血再灌流傷害後の肝内 B 細胞発現の意
義 (in vivo) 
(1). マウス虚血再灌流モデルを用いた肝内B
細胞発現の定量化及び location 
8週齢雄性 C57BL/6マウスに全肝 30分間虚
血後に再灌流させ、0/ 2 / 6/ 12/ 24時間後に
犠死させ、血液・肝組織を採取し(各時間ごと
に n=5、合計 n=25)、血中・肝内 B細胞発現
のタイムコース確認 
(2). B細胞枯渇モデルによる B細胞の肝虚血



再灌流障害への関与 
B細胞 KOマウス(n=5, JAX 002288 
B6.129S2-Ightm1Cgn/J $140.0/mouse))に全
肝 30分間虚血後に再灌流し、上記のタイム
コースで犠死させ、組織を採取する(各時間ご
とに n=5、合計 n=25)  
【検討項目】 
①血清肝機能 (AST / ALT / LDH / T-bil)、
DAMPS (HMGB1)、ROS (MDA)、炎症性サイ
トカイン (TNF-α、IFN-γ、IL-1、IL-6、IL-10) 
② 肝免疫組織染色 (HE染色、アポトーシス
(Caspase3/7)) 
 
４．研究成果 
 
(1). マウス虚血再灌流モデルを用いた肝内B
細胞発現の定量化及び location 
①虚血再灌流後肝傷害の確認 
 
肝傷害(AST, ALT)は再灌流後 6hr後に peak 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②肝内 CD19(pan B), CD3(pan T)発現細胞 
 
再灌流後早期(0-2h)に肝内の B細胞、T細胞
ともに増加。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③血中 CD19(pan B) 発現細胞 
 
再灌流後 2hに血中 B 細胞増加。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④肝内 CXCL13, CXCR5発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
炎症組織において B cellが誘導されるメカニ
ズムとして、Mφや樹状細胞の産生する B cell 
attractant chemokineである CXCL13がその
receptorである CXCR5 positive CD4+Tcell, 
B cellを門脈域に homingする。誘引された
CXCR5 positive CD4+Tcellが IL-21を介して
B cellをPlasma cellへの分化を誘導すること
が報告されている(Hepatology. 2015)（図 4） 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
再灌流 2~6h後に CXCL13 positive cell, 
CXCR5 positive cellともに上昇。 
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