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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は近年増加傾向にあり、肝硬変や肝細胞がんへの
進行が高く、効果的な治療法がないため治療法の開発が望まれる。NSAHの治療に免疫療法を応用することにし
た。脂肪を標的とするiNKT細胞に着目し、NASHにおけるiNKT細胞の分布を確認するため、モデルマウスの作成を
試みた。動物は高週齢マウス及び、ストレプトゾトシン投与によりインスリン低分泌よる糖代謝異常を誘導した
マウスで試みた。ストレプトゾトシン処理と高脂肪飼料給餌群において、脂肪による組織変性した肝臓を得た。
このマウスの肝臓では無処置群と比較してiNKT細胞は少なく、NASHに伴い減少することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：　The patients with Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) increase in recent 
years. NASH progresses to be cirrhosis and hepatocellular carcinoma at a high rate. Because there is
 no effective treatment yet, development of therapy for NASH is desired. We tried to apply 
immunotherapy to the treatment of NSAH. We focused on fat-targeted iNKT cells and tried to make 
model mice to confirm the distribution of iNKT cells in NASH-liver. Model mice were used in 
high-week-aged mice and mice in which glucose metabolism abnormalities were induced by suppressing 
the secretion of insulin by the administration of streptozotocin (STZ). Degenerative lives were 
obtained in STZ and high-fat diet treatment mice. iNKT cells in the liver on NASH were decreased 
compared with that in non-treatment mice.

研究分野：実験病理学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NASHは進行すると肝硬変、肝細胞がんを発症する増加傾向にある疾患で、効的な治療法が未だ開発されていな
い。治療法の開発に必要なモデル動物の作成を試みた。マウスの作成には高脂肪飼料を給餌したのみの群では
NASH用の組織像は認められなかったインスリンの分泌を抑制することで糖代謝異常を誘導させたマウスに、高脂
肪食を給餌すると脂肪による肝臓組織の変性が認められた。血清生化学測定でも肝臓の機能障害が認められた。
この組織中のiNKT細胞の存在は未処置群に対して減少した。この結果からiNKT細胞を導入することでNASHによる
病変の改善が予想される。現在、自己細胞からiNKT細胞の誘導法を検討している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は診断および、その治療法についての開発が望ま
れており、現在、増加傾向にある疾患である。また、NASHの 20％は肝硬変、肝がんにま
で進行することが報告されており、治療法の開発は急務である。原因はメタボリックシ
ンドロームにあると考えられ、肝臓に蓄積した脂肪の代謝が必要である。NASH を含む脂
肪性肝炎は蓄積された脂肪を減らすことにより肝機能を回復させることで進行を食い止
めることが可能となる。肝臓中に蓄積された脂肪細胞の成長が炎症を誘発し、進行する
ことで重篤な肝疾患に到達する。脂肪組織に長期間存在し、炎症の制御を担うインバリ
アント(iNK)T細胞が明らかになりつつある。iNKT細胞は脂肪組織に多く存在し肥満が誘
発する炎症やグルコース不耐性を防ぐ役割を担っている。肥満の発症の際には内臓脂肪
中の iNKT細胞が減少することが報告されている。脂肪組織中に存在する iNKT細胞は CD1d
拘束性 T細胞で、脂肪細胞膜上の CD1dにリガンドである脂質を標的とし、活性化するこ
とで脂肪組織中の炎症を防ぐ働きがあることが報告された。脂肪組織中に存在する iNKT
細胞は CD1d 拘束性で、脂肪細胞膜上の CD1d にリガンドである脂肪細胞を標的とし、活
性化することで IL-4や IL-10を産生することで抗炎症性マクドファージの維持や抑制性
T細胞の調製を行うことで脂肪組織中の炎症を防ぐ働きがあると考えられている。 

 
２．研究の目的 
 近年、増加傾向にある NASH 治療法の開発について脂肪を標的とする iNKT 細胞を応用
することで NASH の改善が可能か検討するため、NASH モデル動物を作成し、iNKT 細胞の
分布及び、その効果を調べることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 脂肪組織炎症反応に対する iNKT細胞を応用した NASHの治療法を開発するために、NASH
モデルマウスの作成を行った。 

 NASH組織中の iNKT細胞の分布について確認を行った。 
 間葉系幹細胞からの iNKT細胞の誘導の条件検討を試みた。 
 
４．研究成果 
 NASHモデルマウスの作成のための条件検討を行った。 
1） C57BL/6J高週齢マウスへの高脂肪飼料の給餌は高週齢マウスに高脂肪飼料の給餌により

NASHの誘導を試みた。給餌開始 4週間目から肝臓への脂肪の蓄積が見られた。更に、長期
間での高脂肪飼料の給餌は肝臓組織内の脂肪蓄積量に増加は認められたが、組織形態学的
な NASH特有の形態は認められなかった。また、動物の血清中の生化学的手法による肝臓逸
脱酵素（GOT、GPT）は正常飼料給餌群と比較して顕著な差は認められなかった。研究結果
から C57BL/6J高週齢マウスへの高脂肪飼料の給餌は単純性脂肪肝には誘導することが可
能であるが、NASHまでの発症には至らないと結論した。 

2） 次に、ストレプトゾトシン(STZ)による耐糖能異常を誘導した C57BL/6Jマウスに個脂肪食
を給餌し、NASHモデルマウスの誘導を試みた。生後 3日目のマウスの皮下に STZを投与し、
8週間目から高脂肪飼料を給餌し、経時的に肝臓の変化と血液中の肝臓逸脱酵素について
観察を行った。高週齢マウス同様に肝臓組織中での脂肪含有量が高いことは確認されたが、
肝臓の組織形態は単純性脂肪肝用の状態を示し NASHで見られる偽小葉や肝線維化は認め
られなかった。また、血清中の肝逸脱酵素（GOT、GPT）についても、正常飼料給餌群と比
較して際だった変化は認められなかった。この実験系での条件では NASH動物モデルの誘導
は困難と考え、血管に対する疾患を誘導可能なマウスに着目し、C57L/Jマウスは高コレス
テロール飼料を給餌することにより動脈硬化症を発症することが知られているため、この
マウスを導入して、準備を進めている。 

3） 再度、NASHモデルマウスの作成に STZによる誘導の条件を変え、検討をおこなった。生後
3日目の C57BL/6Jマウスに STZを皮下に投与し、3週間目より高脂肪飼料を給餌し、24週
目まで観察を行った。経時的に肝臓の形態と血清中の肝臓逸脱酵素（GOT、GPT）を測定し
て肝機能を確認した。8週から 10週目までは前回同様な単純性脂肪肝様の組織形態を示し



た。12週目後からの肝臓組織に脂肪を取り込んだ肝細胞のバルーン化が認められた。さら
に、処置後の時間経過を伸ばし、16週目ではバルーン化した肝細胞の壊死が確認され、血
管周辺での線維化が確認された。血清中の肝臓逸脱酵素（GOT、GPT）は高脂肪飼料給餌群
と正常飼料給餌群との比較により、STZと高脂肪飼料による肝機能の障害を伴うことを確
認した。 
 

4） NASH肝臓組織中における iNKT細胞の分布について、上記モデルマウスの肝臓凍結切片を
用いて iNKT細胞表面マーカーと考えられる抗 TCR抗体、抗 CD4、CD8が陽性な細胞を計測
し、正常飼料給餌群との比較により、陽性細胞が低いことを確認した。このことから脂肪
組織において減少すると考えられている iNKT細胞は NASH様モデルマウスの肝臓組織にお
いても、存在する細胞数が減少すると考えられる。この細胞は炎症抑制機構に関与すると
考えられており、制御性 T (Treg) 細胞の関与が考えられている。Treg細胞の組織中の存
在をマーカーである CD3抗体と FoxP3抗体で染色したところ、NASH様のモデルマウスでは
陽性細胞数は対照群の正常飼料給餌群より少ない結果を得た。NASH組織中では iNKT細胞
の減少とこれに伴う、Treg細胞の減少により、脂肪の肝細胞への脂肪の蓄積が炎症を制御
する Treg細胞を減少させることにより肝臓での炎症が発症すると考えられる。 

5） NASHの発症を抑制するために、iNKT細胞の誘導を試みた。C57BL/6Jマウスの骨髄より骨
髄細胞を採取し、IL-3及び GM-CSF茂樹により樹状細胞の誘導を行った。この細胞を抗原
提示細胞とするために、α-Gal Cerを添加して活性化した。さらに、iNKT細胞として同系
マウスの脾臓から Vα14iNKT-tetramerで精製した細胞を抗原提示細胞と共培養を行って
いるが、現条件では細胞の増殖が見られないため、条件検討を行っている。この方法で iNKT
細胞を大量に得ることにより、先に作成した NASHモデルマウスへの投与に寄る肝臓組織及
び機能の改善効果を確認する予定である。 
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