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研究成果の概要（和文）：肝虚血再還流障害は肝移植において重要な克服すべき問題である。T細胞およびマクロファ
ージの相互作用を受けることより、我々はT細胞上に発現するTim-3と糖鎖結合蛋白であるGalectin-9(Gal-9)経路の制
御システムに着目した。マウス肝虚血再還流障害におけるGal-9の変動を明らかにし、外因性にGal-9投与すると虚血再
還流による障害が改善した。またGal-9欠損マウスにおいてはその障害は増悪し、外因性Gal-9投与により改善すること
を確認した。生体内におけるGal-9のホメオスターシスを維持する保護作用を見出し、Gal-9投与が肝虚血再還流障害に
対する新たな治療法になる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Liver ischemia reperfusion injury (IRI) is still an important problem in liver 
transplantation, and is affected by T-cell / Macrophage interaction. We have focused on Tim-3 / 
Galectin-9 pathway as regulatory system in liver IRI. The expression of Gal-9 was enhanced endogenously 
in liver especially by hepatocytes and Kupffer cells during warm IRI for a mouse liver. Exogenously 
administered reGal-9 significantly ameliorated hepatocellular damage due to IR. In the circumstance of 
Gal-9 absence, the liver damage exacerbated the severity as compared with wild type. The severe liver 
damage in Gal-9 KO mice was improved by the administration of reGal-9. Our study suggests a significant 
role of Gal-9 in the maintenance of hepatic homeostasis, and exogenous Gal-9 treatment will be a new 
therapeutic strategy against liver IRI.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
 自然免疫支配を受ける肝虚血再灌流障害
（ischemia reperfusion injury:IRI）におい
て、T 細胞は T cell immunoglobulin mucin 
(TIM) familyや programmed death-1(PD-1)
を介した免疫応答の相互作用によりマクロ
ファージ(Mφ)の活性化を通して、肝障害を制
御することが明らかとなった。特に、
TIM-1/TIM-4、また TIM-3/galectin-9 (Gal-9: 
TIM-3 ligand)の相互作用を介した TIM 
signaling により、T 細胞における INF-γ の
産生を制御することで、Mφ の活性化を調整
していることが解明された。 
 今回我々が注目したのは、Mφ に発現する
B7-H1 という Immunoglobulin B family と
Gal-9 である。B7-H1 は血管内皮・類洞内皮・
Mφ などに発現し、PD-1 を介する T 細胞抑
制作用によりホメオスターシスを維持して
いる。Gal-9 は lectin family に属する protein
であり、香川大学医学部免疫病理学 平島光
臣元教授と本研究協力支援者である当研究
所山内清明らが新規好酸球誘導因子として
同定した。Gal-9 はマスト細胞やMφが保有
し、肝に豊富に存在し、TIM-3(+)細胞の
apoptosis 誘導により自己免疫反応を抑制、
Treg の増加、Th2 cytokine へ抑制的に作用
する。 
 IR により活性化された T 細胞が、どのよ
うに、どのタイミングで恒常性を取り戻すの
か、その signal を解明し増幅させることは可
能か？という問いがある。本研究では、肝 IRI
の機能制御解明に向けて、新しい視点を切
り開きたい。 
 
２．研究の目的 
 
 肝 IRI における T 細胞とMφの cross-talk
の調節機構を解明することである。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 野生型（C57BL/6）マウスおよびGal-9 ノ
ックアウト（KO）マウスに肝 IRI（70%部分
肝、90 分虚血）を与え、recombinant Gal-9
製剤(rGal-9)投与群と非投与群において検討
する。肝障害の程度、および炎症性サイトカ
イン産生、アポトーシスへの影響などの観点
から解析する。具体的には、血液検査・HE 染
色・免疫染色・RT-PCR・Western blotting に
より評価する。 
 
(2) 上記結果に基づき、in vitro 解析を行ない、
TIM-3 などの発現を検討する。免疫染色、
FACS 解析を行なう。 
 
(3) 機 能 機 序 解 明 の た め に 、 Toll-like 
receptor 4 (TLR4) KO マウスおよび TIM-3 
KO マウスを入手し、当研究所動物飼育室に
おいて breeding を行なう。特に、TIM-3 KO

マウス（正確には mutant マウス）を入手（米
国ｼﾞｬｸｿﾝ研究所より有償分与）する。 
 
４．研究成果 
 
＜in vivo 実験＞ 
(1) Gal-9 の生体内での発現機能評価を検討
した。野生型マウスにおける肝組織内および
血中 Gal-9 の発現は、IR 刺激により経時的
に変化した。血中においては IR 後 1 時間で
peak となり、肝組織中においては IR 後 6 時
間で bottom となった。 
 
 

 
 
(2) 野生型マウスにおける IR 刺激による肝
機能障害は、rGal-9 投与により有意に改善
した。肝組織における TNF-α / IL-6 / IL-1
β / INF-γ / CXCL-1 / CXCL-2 の発現を
RT-PCR にて解析すると、rGal-9 投与群で
有意に抑制された。さらに免疫染色では、
CD3(+), Ly-6G(+), CD68(+)細胞数は rGal-9 
投与群で有意に減少した。 
 
(3) Gal-9 KO 型マウスでは野生型に比べて
IR 刺激による肝機能障害は有意に増悪した。
この増悪した肝障害は rGal-9 投与により有
意に改善した。さらに、KO 型では著明な肝
組織のアポトーシスが生じていた。 
 
 このように、血中/組織内の Gal-9 発現の経
時的変化を明らかにし、外因性 Gal-9 投与の
有効性につき動物実験での実証に至った。
Gal-9 は、T 細胞を起点とした炎症反応のカ
スケードを抑制できる機能を持つといえる。
肝組織内での Gal-9 の発現量は通常は少な
いが、IR による刺激、特に虚血により核内か
ら細胞質へと経時的に発現され、細胞障害に
伴い細胞外へ放出され、炎症を鎮静化する役
割を担うと考えられる。 
 これらの新しい知見に基づき、肝 IRI にお
ける主として Gal-9 に focus を置いた論文と
し て 、 2015 年 に 海 外 雑 誌 Liver 
transplantation へ報告した。 
 



＜FACS 解析＞ 
 TIM-3 発現を検証するために免疫染色を
施行したが、検出は困難であった。野生型マ
ウス IRI モデルを作成、末梢血を採取し
TIM-3 発現を FACS にて解析を行なった。
CD4(+)細胞ではなく CD4(-)細胞にても
TIM-3 発現を認め、これらは CD11b 陽性を
示した。TIM-3 発現が CD4(+)細胞のみなら
ずクッパー細胞を含めたMφにおいても発現
していることを確認した。 
 
＜今後の展望＞ 
 現在 breeding している TLR4 KO および
TIM-3 KO マウスを用いて、in vivo および
in vitro 実験に着手し、肝 IRI における T 細
胞とMφの cross-talk の調節機構の解明を継
続していく。 
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