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研究成果の概要（和文）：肝実質細胞とクッパー細胞が共存する人工肝補助装置の開発には、クッパー細胞の多様な機
能を解明することが重要である。IL-17Aノックアウトマウス(IL-17AKO)の検討からIL-17Aは肝細胞障害を防御するkey 
cytokineであった。またIL-17AKOとワイルドタイプマウス(WT)に肝切除を施行し、IL-17AKOでは肝再生が遅延すること
を明らかにした。またクッパー細胞を中心としたサイトカインカスケードに脾臓が関与していることを脾臓摘出モデル
から検討した。その結果WTの脾臓摘出モデルでは肝再生が遅延した。肝再生には脾臓由来のCD４陽性リンパ球が産生す
るIL-17Aがきわめて重要である。

研究成果の概要（英文）：IL-17A regulates neutrophil-dependent organ injury. The purpose of this study was 
to determine the role of IL-17A in neutrophil recruitment after ischemia-reperfusion (I/R). Wild-type (WT)
 and IL-17A knockout (KO) mice were evaluated. In another experiments, recombinant (rm) IL-17A or rmIL-17A
/F were administered before I/R. Isolated Kupffer cells were incubated with rmIL-17A and production of TNF
-alpha was measured. The extent of liver injury demonstrated similar levels in the acute phase (6 h) in th
ese two models. In contrast, in the subacute phase (20 h), liver injury were significantly reduced in the 
KO compared with the WT. This reduction in liver injury was associated with suppression of chemokine, adhe
sion molecule expression and reduction in infiltration of neutrophils into the liver. TNF-alpha production
 by isolated Kupffer cells increased significantly with rmIL-17A. IL-17A is a key regulator in initiating 
neutrophil-induced inflammatory responses and hepatic injury.
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１．研究開始当初の背景 
慢性肝疾患を背景にした外科手術後、あるい
は大量肝切除を余儀なくされる悪性腫瘍手
術後の急性肝不全は、いまだ頻度の高い致命
的な病態であり、早急な治療法の確立が望ま
れる。血漿交換療法、近年では生体肝移植な
どが施行されるが、その有効性、ドナー不足
などの問題は解決されていない。海外では分
離肝細胞を工学装置に組み込んだハイブリ
ッド型人工肝臓が開発され臨床応用されて
いるが、いまだ充分には普及していない。こ
れは、肝細胞の生体外培養における分化機能
の維持、複雑多岐にわたる機能を有する肝臓
組織の再構築の困難さによるものと考えら
れる。これらを背景に真の人工肝臓システム
は種々の肝細胞機能を肝細胞そのものによ
り代替するのみではなく、肝類洞細胞の機能
をも代替するものでなければならないと考
えた。すなわち、肝局所の免疫中枢として中
心的な役割を有する肝Kupffer細胞を適切に
制御する新たな視点からの人工肝臓システ
ムが必要とされる。したがって、様々な病態
での肝マクロファージの動態を検索する必
要があると考えられた。 
 
２．研究の目的 
（1）肝 Kupffer 細胞の抑制が high mobilit
y group box 1(HMGB1)ならびに敗血症性
腹膜炎に影響するかを検討し、さらに敗血症
性腹膜炎への脾臓の関与を検討する。 
 
（2）制御すべきマクロファージが肝細胞に
癌化刺激を与えるか否かを、肝発癌の initiat
ion、progression に macrophage colony sti
mulating factor (M-CSF)が関与しているか
を、M-CSF 欠損マウス（osteopetrotic : op/
op）マウスを使用し検討する。 
 
（3）血清 interleukin(IL)-17A が肝臓の線維
かがに関与しているとの報告があるその機
序は未だ不明である。そこで胆汁うったい肝
線維化モデルを用いその機序を明らかにす
る。 
 
（4）肝切除後の肝再生には肝クッパー細胞
が産生する TNF-αが制御している。さらに
われわれは、IL-17A が肝クッパー細胞から
の TNF-α産生を増強していることを明らか
にしており、IL-17A が肝再生に寄与してい
ることが推測される。そこで肝切除後の肝再
生における、脾臓の役割と、IL-17A の作用
を検討する。 
 
（5）最近の研究により、IL-17A が好中球依
存性の臓器障害に関与していることが明ら
かになった。そこで、温肝虚血再還流(I/R)に
おける好中球の浸潤とそれに引き続いて生
じる肝障害に、IL-17A がどのように働いて
いるかを検討する。 
 

３．研究の方法 
（1）ラットで盲腸結紮穿刺（CLP）による敗
血症性腹膜炎を作成するため煮の前に肝 Kup
ffer細胞を消去するためにlipoisome-entra
pped dichloromethylate diphosphonate(li
po MDP)あるいは non entrapped lipospme 
(lipo)を投与し血清肝 high mobility group
 box 1(HMGB1)の血清レベルならびに致死率
を検討する。さらに肝 Kupffer 細胞を単離し
その HMGB1 の産生を検討するとともに、脾臓
摘出の血清 HMGB レベルならびに致死率を検
討する。 
 
（2）op/op マウスに diethylnitrosoamine(D
EN)を腹腔内投与し肝癌を誘発した。DEN 投与
後 28 週で肝癌発癌率と血清 M-CSF レベルを
測定する。さらに活性化マクロファージの分
布と、CD163とCD204のmRNA発現を検索する。
また、腫瘍の血管新生を解析する。さらに、
別の実験系としてDEN投与後の急性期の肝細
胞のアポトーシスと増殖脳を検討。単離した
肝マクロファージをM-CSFを添加して培養し
血管内皮成長因子(VEGF)の産生を E-LISA で
検討した。 
 
（3）IL-17A ノックアウトマウス(KO)ワイル
ドタイプマウス(WT)を用い胆管結紮モデル
を作成する。経時的に犠牲死させ血清、肝組
織を採取。肝線維化マーカーの mRNA 発現を
測定し、免疫染色により活性化肝星細胞の分
布を検討する。肝クッパー細胞ならびに肝星
細胞を単離し、in vitro で肝クッパー細胞を
IL-17A あるいは IL17-F 添加培地で培養し、t
umor necrosis factor α(TNF-α)産生能な
らびに transforming growth factor β1(TG
Fβ-1)を測定する。同時に肝星細胞も IL-17
A あるいは IL-17F 添加培地で培養し、その形
態的変化を免疫染色にて検討する。 
 
（4）ワイルドタイプ(WT)マウスと IL-17A ノ
ックアウトマウス(KO)に肝部分切除を施行、
経時敵に犠牲死させ肝組織を採取。肝細胞増
殖を評価し、さらに肝組織の TNF-α、IL-6
を測定する。別の実験系として、WT マウス、
KO マウスに肝切除前に脾臓を摘出する。in 
vitro で、脾臓内の CD4 陽性リンパ球を単離
し、IL-17A 陽性細胞の数を検討する。 
 
（5）ワイルドタイプ(WT)マウスと IL-17A ノ
ックアウトマウス(KO)に、温肝虚血再還流(I
/R)を施行する。具体的には内側の最大葉を 9
0 分間クランプし、その後解放する。別系統
の実験として、I/R 施行前に KO マウスに rec
ombinant mouse (rm) IL-17A homodimer あ
るいは rmIL-17A/F heterodimer を投与し肝
障害度を評価する。さらに、単離した肝クッ
パー細胞を rmIL-17A あるいは rmIL-17A/F
を添加して培養し、TNF-α産生能を評価する。 
 
 



４．研究成果 
（1）肝 Kupffer 細胞の lipo-MDP による消去
により血清HMGB1レベルは上昇し敗血症性腹
膜炎の致死率は上昇した。また HMGB1 のレベ
ルは肝門脈領域ならびに脾臓でlipo より li
po-MDP で有意に上昇した。一方、脾臓摘出に
よりHMGB1の産生は抑制され致死率は改善さ
れた。CLP の後に HMGB1 の発現は肝臓よりも
脾臓で高発現していた。さらに in vitro で
は HMGB1の発現は脾臓のマクロファージで最
も高値であった。また、ED3 陽性細胞は脾臓
を摘出しないCPLで増加していたが脾臓を摘
出した CPL では増加は認められなかった。さ
らに、lipo-MDP 処理群では CLP の後肝臓での
ED も増加していたが、脾臓を摘出すると増加
は認められなかった。肝臓ならびに脾臓は敗
血症性腹膜炎で重要な働きをしていること
が明らかになった。CLP での肝蔵への遊走マ
クロファージの一部は脾臓由来であること
が明らかになった。 
 
（2）コントロールのマウスに比較して、op/
op マウスでの肝発癌率は抑制されていた。ま
た、血清 M-CSF 濃度はコントロールマウスで
上昇していた。肝マクロファージは op/op マ
ウスでは、腫瘍内のみに認められたが、コン
トロールマウスでは腫瘍内のみならず周囲
の正常肝実質にも認められた。また op/op マ
ウスでは炎症性サイトカインの mRNA 発現は
コントロールマウスに比較して著しく抑制
されていた。さらに op/op マウスでは著しい
アポトーシスの像が認められた。さらに血管
新生はop/opマウスに比較してコントロール
マウスで著明で、VEGF の産生も、M-CSF を添
加して培養した肝マクロファージが、M-CSF
を添加しなかった場合より増加していた（図
1）。このように、M-CSF は化学発癌における
progression に大きく関与していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  op/opマウスとコントロールの発癌率

とマクロファージ浸潤の比較 
 
（3）ワイルドタイプ(WT)で認められた肝障
害はノックアウトマウス(KO)では著明に改
善されていた。 また血清 TNF-αならびに TG
Fβ-1 は WT マウスに比較して KO マウス有意
に抑制されていた。WT マウスで発現されてい
る TNF-α、TGFβ-1 ならびに collagen 1α1
は KO マウスでは有意に抑制されていた。さ

らに WT マウスで著明であった肝線維化は KO
マウスでは有意に改善していた。クッパー細
胞では IL-17A で処理するとサイトカイン産
生が増強しており、また肝星細胞は myofibr
oblast 様に強く形態変化を生じていた。IL-
17A は肝クッパー細胞ならびに肝星細胞を活
性化することにより、胆汁うったいによる肝
線維化に強く関与していることが明らかに
なった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  IL-17AKOマウスとコントロールの線維

化の程度の比較 
 
（4）肝再生は WT マウスと比較して KO マウ
スでは有意に肝再生が抑制されていた。これ
は細胞増殖マーカーの検討で肝細胞の増殖
抑制によるものであることが明らかになっ
た。WT マウスでは脾臓を摘出することにより、
脾臓非摘出群と比較して肝再生は有意に遅
延した。一方で、KO マウスにおいては脾臓の
摘出の有無は肝再生には影響を与えなかっ
た。また、肝切除後の IL-17A 陽性細胞は WT
マウスの脾臓に有意に増加していた。これら
の結果から脾臓内のCD4陽性リンパ球に由来
する IL-17A 細胞は肝切除後の肝再生に重要
な役割を担っていることが明らかになった。 
 
（5）I/R 6 時間後の急性期では血清トランス
アミナーゼで表現される肝障害の程度は WT
マウスも KO マウスも同程度であったが、20
時間後の亜急性期では血清トランスアミナ
ーゼの値も、肝の壊死の程度も、WT マウスに
比較してKOマウスでは有意に軽度であった。
この現象はケモカインならびに接着分子発
現の抑制ならびに肝臓への好中球浸潤の抑
制によるものであった。一方、rmIL-17A、rm
IL-17A/F のうち rmIL-17Aの投与のみが亜急
性期の肝障害を増悪させた。また、単離した
肝クッパー細胞からの TNF-α産生能も、rmI
L-17A、rmIL-17A/F のうち rmIL-17A の投与
のみで著明に増加した。これらの結果から、
I/R の亜急性期に引き起こされる浸潤好中球
誘導性の炎症反応とともに肝障害は IL-17A
が惹起することが明らかになった。 
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