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研究成果の概要（和文）：肝虚血再灌流障害後の肝組織修復過程においてNKT細胞が果たす役割を調べた。α
-galactosylcerimide 投与により活性化したNKT細胞はマクロファージと相互作用することでIL-4やIFN-γを産
生して、肝臓に集積するマクロファージの形質転換を加速させて肝修復を促進した。NKT細胞とマクロファージ
共培養系でも相互作用がサイトカイン産生に必要であることが示された。活性化NKT細胞は急性肝障害後の肝組
織修復を促進する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The role of NKT cells in liver tissue repair after hepatic 
ischemia-reperfusion injury was investigated. α-galactosylcerimide-treated activated NKT cells 
interacted with macrophages and produced IL-4 and IFN-γ, which accelerated the differentiation of 
macrophages accumulating in the liver and promoted liver repair. This interaction was demonstrated 
to be crucial for cytokine synthesis in the NKT cell-macrophage co-culture system. Activated NKT 
cells have the potential to enhance liver tissue repair after acute liver injury.

研究分野： 肝胆膵外科

キーワード： 肝　虚血再灌流障害　NKT細胞　マクロファージ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝虚血再灌流後の肝組織修復が障害されると肝不全に至り患者予後は不良となる。これまでマクロファージの形
質転換が肝修復に必須であるがその機序は不明であった。本研究において、NKT細胞とマクロファージの相互作
用がマクロファージ形質転換に寄与して肝修復を促進することが明らかになった。NKT細胞を標的とした新しい
肝再生治療開発に結びつく可能性が期待される。

※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。



 

１．研究開始当初の背景 

肝虚血再灌流（Ischemia/reperfusion, I/R）障害は、肝切除や肝移植の際に生じる

肝障害の主な原因である。肝組織の修復過程が阻害されることで肝障害の遷延化や肝

不全に至り、患者の予後は不良となる。そのため、急性肝障害後の肝組織修復の制御

機構の解明は重要な課題である。急性肝障害時の肝組織内では、単球が障害肝に集積

し、マクロファージに分化する。マクロファージは虚血再灌流障害などの急性肝障害

後の肝修復に重要な役割を担っている。さらにマクロファージの表現型が炎症性から

修復性へと変化することは，肝組織修復に極めて重要である。しかし、マクロファー

ジの形質転換のメカニズムについては、未だ明らかになっていない。 

ナチュラルキラー細胞（Natural Killer T、NKT）細胞は抗原提示細胞の CD1d 分子

に提示された内因性および外因性の糖脂質抗原を認識する。活性化した NKT 細胞は、

インターフェロン（IFN）-γやインターロイキン（IL）-4 などのサイトカインを生産

し、その後の免疫反応を形成することがしられている。他の臓器に比較して肝臓には

NKT 細胞が豊富に分布する。また NKT 細胞が産生する炎症性サイトカイン IFN-γや抗

炎症性サイトカイン IL-4 は、マクロファージの形質転換に深く関与するメディエータ

ーであることが分かってきた。さらに最近、心臓虚血再灌流障害後の心組織修復に NKT

細胞が関与することが報告された。これらの所見から肝虚血再灌流障害後の肝組織修

復に活性化 NKT 細胞が関与する可能性があると推察される。 

 

２．研究の目的 

本研究では肝虚血再灌流障害モデルを用いて肝修復における活性化 NKT 細胞の果たす

役割とその制御機構を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

実験動物には 8 週令の雌性 C57BL/6 マウスを用いた。麻酔下に肝臓の７０％を支配す

る血管を 60 分間遮断し、その後遮断解除により再潅流させた。再灌流後 6,24,48,72,

および 96時間に血液を採取し、また肝臓を摘出した。NKT 細胞活性化のために alpha-

ガラクトシルセラミド（α-GalCer）を再潅流直後に投与した。IL-4 や IFN-γの作用

を検討するためにそれぞれの中和抗体を投与した。 

肝障害ならびに肝修復を評価するために血清 ALT 値と肝壊死面積を測定した。さらに

肝細胞増殖能を評価するために増殖細胞核抗原（PCNA）発現を免疫染色で評価した。 

免疫細胞としてマクロファージ、NKT 細胞などを免疫染色、フローサイトメトリー、

PCR などで解析した。NKT 細胞とマクロファージとの相互作用を調べるために細胞培養

による解析をおこなった。NKT 細胞は肝臓から、マクロファージは骨髄から分離し共

培養系で検討した。 

 

４．研究成果 

①活性化 NKT 細胞の肝修復にもたらす効果 

血清 ALT 値を測定すると、α-GalCer 投与群およびビークル投与群のいずれも肝 I/R

後 6 時間でピークを認め、徐々に減少した（図 1A）。肝 I/R 後 6時間と 24 時間の血清

ALT 値には、両群間に統計的な有意差は認めなかった。肝 I/R 後 48 時間で、α-GalCer



投与群の血清 ALT 値は、ビークル投与群と比較して有意に低値を示した。 

また肝壊死面積は血清 ALT 値と同様に

肝I/R後24時間で両群間に有意な差は

認めなかったが、肝 I/R 後 48 時間にお

けるα-GalCer 投与群の壊死面積は、

ビークル投与群よりより低値であった

（図 1B）。また、肝 I/R 障害後の肝細

胞の増殖を調べるために、PCNA の免疫

染色を施行した。ビークル投与群では、

PCNA+肝細胞の割合が肝 I/R 後 48 時間

で増加した。一方、α-GalCer 投与群

では、PCNA+肝細胞の割合が肝 I/R 後

24 時間より増加し、ビークル投与群と

比較し高値を示した（図 1C）。これら

の結果から、α-GalCer の投与による iNKT 細胞の活性化は、肝 I/R 障害後の肝修復を

促進すると考えられた。 

 

②肝 I/R 障害後の NKT 細胞の経時的変化 

肝 I/R 障害後の NKT 細胞をローサイトメトリー

を用いて測定した（図 2A）。α-GalCer-および

ビークル投与マウスの両群で、肝 I/R 後 6時間

のCD45+細胞におけるiNKT細胞の割合は減少し

はじめ、肝 I/R 後 24 時間および 48 時間で顕著

に減少した（図 2B）。ビークル投与群における

iNKT 細胞は、肝 I/R 後 72 時間では低いままで

あったが、肝 I/R 後 96 時間ではわずかに上昇し

た。一方、α-GalCer 投与群では、肝 I/R 後 72

時間および 96 時間における iNKT 細胞の割合が、ビークル投与群よりも大きかった。 

 

③肝 I/R 障害後の集積マクロファージ 

肝組織に集積するマクロファージのサブタイプを調べるために、フローサイトメトリ

ーを行った。マクロファージの亜集団を調べたところ、2 つの異なる表現型のマクロ

ファージを認め、Ly6G-/Ly6Chigh/CD11bhigh/F4/80high の細胞集団を炎症性マクロフ

ァージ（：Ly6Chigh マクロファージ）、Ly6G-/Ly6Clow/CD11bhigh/F4/80high の細胞集

団を修復性マクロファージ（Ly6Clow マクロファージ）と定義した。 

フローサイトメトリー解析の結果、

ビ ー ク ル 投 与 群 の 肝 臓 で は 、

Ly6Chigh マクロファージの割合が肝

I/R 後 6 時間で増加し、96 時間まで

持続した（図 3）。α-GalCer 投与群

では、肝 I/R 後 6時間および 24 時間

における Ly6Chigh マクロファージ



の割合が、ビークル投与群と比較し増加した。α-GalCer 投与群における Ly6Chigh マ

クロファージの時間的変化は、ビークル投与群と同様であった（図 3）。ビークル投与

群の肝臓では、Ly6Clow マクロファージの割合は肝 I/R 後 24 時間から増加し、72 時間

で最大となった。ビークル投与群と比較して、α-GalCer 投与群の Ly6Clow マクロフ

ァージの割合は、肝 I/R 後 24 時間で有意な増加を示し、48 時間で最大となった。 

これらの結果は、α-GalCer 投与が、炎症性マクロファージと修復性マクロファージ

の両方を増加させ、肝 I/R 障害時に炎症性マクロファージから修復性マクロファージ

への形質転換を早期に誘導することを示している。 

 

④NKT 細胞由来の IL-4 と IFN-γ産生 

急性肝損傷後の肝修復には、肝損傷部に集積したマクロファージ形質転換が関与する。

炎症性から修復性マクロファージへの形質転換には、IL-4、IL-13、IFN-γなどのサイ

トカインが関与する。iNKT 細胞がこれらのサイトカインを産生し、マクロファージの

形質転換に関与しているかどうかを調べ

るために、肝 I/R 後 6 時間において、活

性化された iNKT 細胞が産生するサイト

カインのレベルを測定した(図 4)。α

-GalCer 投与群において、肝 I/R 後 6 時

間で、iNKT 細胞由来の IL-4 と IFN-γが

上昇したが、IL-13 は低値であった。ビ

ークル投与群では、iNKT 細胞のこれらの

サイトカインレベルは低値であった。 

 

⑤IL-4 および IFN-γ阻害によるマクロファージ分化と肝修復に及ぼす効果 

IL-4 および IFN-γが肝修復に関連するマクロファージの表現型の変化に関与してい

るかどうかを検討した。まず、IL-4 の役割について抗 IL-4 中和抗体を用いて検討す

ると、肝 I/R 後 24 時間および 48時間における Ly6Chigh マクロファージの割合が増加

し、Ly6Clow マクロファージの割合が減少した。また肝 I/R 後 48 時間で、血清 ALT 値

と壊死面積を増加させ、PCNA+肝細胞を減少させた。これらの結果より、IL-4 は炎症

性から修復性マクロファージへの形質転換を促進することで肝修復に寄与しているこ

とが示唆された。 

次に、α-GalCer 投与マウスにおいて、IFN-γ中和抗体を投与すると、IFN-γが炎症

性マクロファージへの形質転換に関与している可能性が示唆されそれが肝臓の炎症の

増強や肝細胞増殖の抑制に関連していることが示唆された。 

 

⑥共培養系による iNKT 細胞とマクロファージの相互作用評価 

活性化した iNKT 細胞がマクロファージの分化に影響を与えるかどうかを、骨髄由来の

マクロファージと肝臓由来の iNKT 細胞の共培養実験系を用いて検討した。 

NKT 細胞がマクロファージ形質転換を促進するかどうかを調べた。骨髄由来マクロフ

ァージは、α-GalCer 存在下で炎症性および修復性マクロファージ表現型に関連する

mRNA の発現を上昇させなかった。また、α-GalCer 非存在下で NKT 細胞と共培養した

骨髄由来マクロファージにおいても、炎症性および修復性マクロファージ表現型に関



する mRNA の発現を上昇させなかった。一方で、α-GalCer 存在下で NKT 細胞と共培養

した骨髄由来マクロファージは、炎症性マクロファージ表現型（Il1b, Il6, Ifng）と

修復性マクロファージ表現型（Mrc1, Retnla, Il4, Il13）に関する遺伝子の発現を増

強させた。これらの結果から、α-GalCer で活性化された iNKT 細胞はマクロファージ

と相互作用して、マクロファージを炎症性および修復性マクロファージに分化させる

ことが示唆された。 

NKT 細胞が、骨髄由来マクロファージの表現型を変化させる IL-4 と IFN-γを産生する

かどうかを検討した。iNKT 細胞は、共培養実験系でこれらのサイトカインの mRNA と

タンパク質レベルを著しく増加させた。 
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 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

膵癌に対する腹腔鏡下尾側膵切除術の手術手技と短期成績

樹状細胞のEP3シグナル伝達はマウスの虚血再灌流障害後の肝修復を促進する

 １．発表者名
西澤 伸恭, 田島 弘, 贄 裕亮, 岡本 光祈子, 久保 任史, 三浦 啓壽, 加藤 弘, 海津 貴史,仙石 紀彦, 細田 桂, 比企 直樹, 佐藤 武郎,
三階 貴史, 内藤 剛, 田中 潔, 隈元 雄介

中本 修司、伊藤 義也、後藤 卓也、西澤 伸恭、古城 憲、隈元 雄介、馬嶋 正隆

10.1016/j.jss.2020.07.001

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Prediction of Efficacy of Postoperative Chemotherapy by DNA Methylation of CDO1 in Gastric
Cancer

Journal of Surgical Research 404～412

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Harada Hiroki、Soeno Takafumi、Yokoi Keigo、Nishizawa Nobuyuki、Ushiku Hideki、Hosoda Kei、Hiki
Naoki、Yamashita Keishi
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 １．著者名

10.1245/s10434-020-08291-2

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Promoter DNA Hypermethylation of the Cysteine Dioxygenase 1 (CDO1) Gene in Intraductal
Papillary Mucinous Neoplasm (IPMN)

Annals of Surgical Oncology 4007～4016

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
Fujiyama Yoshiki、Kumamoto Yusuke、Nishizawa Nobuyuki、Nakamoto Shuji、Harada Hiroki、Yokota
Kazuko、Tanaka Yoko、Igarashi Kazuharu、Oiki Hironobu、Okuwaki Kosuke、Iwai Tomohisa、Kajita
Sabine、Takahashi Hiroyuki、Tajima Hiroshi、Kaizu Takashi、Sasaki Jiichiro、Watanabe Masahiko、
Yamashita Keishi
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氏名
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日本外科学会定期学術集会
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藤山 芳樹, 海津 貴史, 永 滋教, 中本 修司, 西澤 伸恭, 久保 任史, 田島 弘, 隈元 雄介

 ３．学会等名

 ３．学会等名

大腸癌肝転移症例に対する腹腔鏡下手術の安全性 117例の検討

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

CDO1遺伝子DNAメチル化による膵癌新規診断法の有用性の検討

腹腔鏡下肝切除における亜区域以上肝切除の安全性 単施設450例の検討

西澤 伸恭, 山下 継史, 藤山 芳樹, 中本 修司, 久保 任史, 田島 弘, 海津 貴史, 隈元 雄介
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