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1. 序論 

1.1. アセトアミノフェン誘導性肝障害 

1.1.1. アセトアミノフェンとその薬理作用 

	 アセトアミノフェン (Acetaminophen, N-Acetyl-p-Aminophenol; APAP, Paracetamol) は世界で最も利用さ

れている解熱鎮痛薬の一つである。APAP は 1877 年に Harmon Northrop Morse によって合成され，主に

Bayer薬品により販売された[125]。現在では一般医薬品としても入手が可能であり，Tylenolや Panadolが

市販されている。APAP の薬理作用は解熱および軽度の疼痛の抑制であり，Aspirin を代表とする Non-

steroidal anti-inflammation drugs (NSAIDs) とは異なり抗炎症作用は示さない[60]。適正な容量で服用すれ

ば安全な薬剤であり，WHO必須薬品モデル・リストにも掲載されている[139]。稀な事例として重度の皮

膚の発疹などの副作用を示すが，小児や喘息患者における痛みの軽減にも利用可能である[200]。 

	 解熱鎮痛薬として非常に良く用いられる薬剤として，NSAIDsと APAPが挙げられる。NSAIDsは末梢

組織において Cyclooxygenase (COX) -1と COX-2のアラキドン酸結合サイトへの結合によって COXの酵

素活性を抑制し，アラキドン酸からのプロスタグランジンとトロンボキサンの合成を阻害することで解

熱鎮痛作用および抗炎症作用を示す[64]。Aspirinに関しては COXのアセチル化により酵素活性を阻害す

る。一方，APAPは解熱鎮痛薬として長い歴史を持つにも関わらず，その作用機構は完全には解明されて

いない。APAPは末梢組織での COXの酵素活性には全く抑制作用を持たず抗炎症作用は示さないため，

NSAIDs とは異なるメカニズムで解熱鎮痛作用をもたらすと考えられる[60, 78]。APAP の大部分は脳内，

一部は脊髄に移行してアラキドン酸抱合を受けて AM404 に変換される[78]。AM404 は神経細胞の

Anandamide membrane transporterに結合して阻害することで細胞内への Anandamideの取り込みを抑制し，

細胞外で濃度上昇した Anandamide が Cannabinoid receptors (CB1, CB2) の細胞外領域に結合することで

下流経路の活性化が誘導される[9]。また，AM404は神経細胞における Vanilloid transient receptor potential 

vanilloid type 1 (TRPV1) に結合して活性化する[196]。神経系における Cannabinoid receptorsまたは TRIPV1

の活性化は解熱鎮痛作用を呈することが知られている[60]。したがって，APAP は中枢神経における

Cannabinoide receptorsと TRIPV1 channelを活性化することで解熱鎮痛作用を示すと考えられている。 

 

1.1.2. APAP誘導性肝障害 

	 APAP は適正容量では比較的安全な解熱鎮痛薬であるが，APAP の偶発的または意図的な過剰摂取は

APAP誘導性肝障害 (AILI) と呼ばれる重度な急性肝障害を誘導する。特に米国では，ウイルス性肝炎を

含めた急性肝障害のうち 50%近くが APAPの過剰摂取に起因することが報告されている[107]。アメリカ

食品医薬品局 (FDA) は一錠当たりに含まれる APAP量を 325 mg以下に制限するなどの対策を講じてい

るにも関わらず，AILI 患者数が依然として減少しないことが問題となっている[102]。ヒトの AILI の症

状では，APAP の過剰摂取後 2-3 時間で嘔吐と右上腹部痛を呈し，24 時間以内に肝機能低下が誘導され

る。マウスの AILI実験モデルにおいても，APAPの過剰投与後 2-3時間における肝臓切片の H.E.染色像

で肝小葉の中心静脈領域の肝細胞に核凝集と空胞変成が認められ，6時間以降では中心静脈領域を起点に

肝障害領域の拡大と肝障害マーカーである血清 Alanine aminotransferase (ALT) 活性の顕著な上昇が認め
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られる[76]。APAP過剰摂取による肝機能障害は，肺炎，腎不全，および，膵炎などの多臓器不全を伴う

場合があり，非常に致死率の高い疾患の一つである。しかしながら，治療法に関しては，軽度の場合は対

処療法や N-acetylcysteine (NAC) の投与が行われるが重篤な場合には生体肝移植以外の対処法がなく，分

子標的薬に根ざした新たな治療法の開発が望まれている[147]。 

 

1.1.3. APAPの代謝機構と AILIの発症メカニズム 

	 経口摂取または静脈注射により投与された APAPは，主に肝細胞によって代謝を受ける (図 1.1)。APAP

の一部は鎮痛作用を持つと考えられている p-aminophenolに加水分解され，さらに神経組織に移行してア

ラキドン酸抱合を受けて AM404 を生じる[1]。APAP のうち 85~90%近くはグルクロン酸抱合または硫酸

図 1.1 体内における APAPの代謝経路 

体内に取り込まれた APAP は主に肝臓で代謝され，化学的抱合を受けて体外に排出される。アセトアミノフェンの一

部は p-Aminophenolに代謝され，中枢神経系でさらに AM404に変換されることで解熱鎮痛作用を示すことが示唆され

ている。 
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抱合を受けて無毒化され尿中に排出される[76]。また，5%程度は修飾を受けること無くそのまま尿中に

排出される。一方，残りの 5~10%程度は Cytochrome P450 (CYP) 2E1 により毒性の高い N-Acetyl-p-

benzoquinone imine (NAPQI) に変換されるが， グルタチオン抱合により無毒化される。無毒化に関与す

る還元型グルタチオン (GSH) は，Glucose 代謝によって得られた ATP を用いて必須アミノ酸である

Glutamate，Cysteine，Glycineから合成される。また，GSHは肝細胞内で生じた酸化物質の還元に伴い自

身は酸化型グルタチオン (GSSG) に変換されるが，ペントースリン酸回路で産生される Nicotinamide-

adenine-dinucleotide phosphate (NADPH) などの還元力を用いて GSHに再変換されることで細胞内 GSHレ

ベルが一定に保たれる。しかしながら，絶食時の APAP摂取や過剰な APAP摂取により GSHが枯渇した

状況において， CYP2E1 経路により産生された NAPQI は肝細胞内に蓄積して肝障害を引き起こす。

NAPQI が肝細胞障害を誘導するメカニズムは十分に理解されていないが，ミトコンドリア呼吸鎖のタン

パク質に結合することでその機能を阻害し，Reactive oxygen species (ROS) の産生を増加させることが原

因ではないかと考えられている[104]。また，ROSは c-Jun N-terminal kinase (JNK) の活性化を誘導し，具

体的な分子メカニズムは分かっていないが，JNKは呼吸鎖の活性を抑制することで ROSの産生がさらに

増大する[23, 72]。生じた ROSはミトコンドリア内膜を障害することで細胞死経路を活性化してネクロト

ーシスによる細胞死を誘導する[151]。 

 	 AILIに対する薬剤治療法の選択肢として，現在はグルタチオンの前駆体である NACの投与のみが存

在している[147]。しかしながら，NAC はアセトアミノフェンの摂取から 10 時間以内であれば肝障害の

抑制作用を発揮するが，それ以降の段階では肝保護作用を示さない。このことは，AILI の初期段階では

NAPQIおよび ROSによる細胞障害が肝細胞死の主要な要因となる一方で，後期の病態においては異なる

図 1.2 自然免疫細胞を介した AILI発症モデル 

APAP は主に CYP2E1 を発現する肝小葉の中心静脈領域の肝細胞によって代謝され，反応中間体である NAPQI を生じ

る。NAPQIは肝細胞を障害し，障害を受けた肝細胞は危険シグナルとして DAMPsを放出する。放出された DAMPsは

PRRsを介して自然免疫細胞を活性化して肝細胞障害を促進する。(PP: 門脈領域，PC: 中心静脈領域) 
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システムにより肝障害が拡大することを示唆している。近年，ヒト及びマウスで AILI研究が精力的に行

われ，自然免疫細胞の活性化が AILI の後期病態の拡大の鍵を握っていることが分かってきた (図

1.2)[101]。すなわち，NAPQIによって障害を受けた肝細胞は Damage-associated molecular patterns (DAMPs) 

を放出し，肝細胞，肝類洞内皮細胞，および，自然免疫細胞の Toll-like receptors (TLRs) などの受容体が

DAMPsを認識することで，自然免疫細胞の肝臓への浸潤促進や活性化を誘導する。活性化した免疫細胞

はサイトカイン分泌や細胞障害機能を介して細胞死を誘導し，NAPQI 非依存的な AILI 後期の肝細胞死

の拡大に寄与する。 

 

1.2. 自然免疫細胞と適応免疫細胞 

	 免疫系は，自然免疫系と適応免疫系に大別される。自然免疫系は，生体に侵入した病原体に対してごく

初期から働く免疫系であり，病原体に対して早期応答をすることが特徴である (図 1.3)。自然免疫細胞に

は，マクロファージ，好中球，樹状細胞，Natural killer (NK) 細胞などが含まれる。これらの自然免疫細

胞は，TLRsや NOD-like receptorsなどの Pathogen recognition receptors (PRRs) により多くの病原体の持つ

共通分子パターンである Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) を認識することで活性化する。近

年，これらの PRRは High mobility group box 1 (HMG-B1)，Heat shock protein (HSP) 70，DNAなどの内因

性分子である DAMPsを認識することで活性化することも明らかとなった。マクロファージや好中球は主

に貪食や ROS 放出 (呼吸バースト) により病原体を障害・排除する。NK 細胞は感染細胞に対して Fas 

ligand (FasL) や Granzyme Bを介して細胞死を誘導することで，病原体の増殖抑制や貪食による病原体排

図 1.3 自然免疫系と適応免疫系 

感染の初期において，病原体の PAMPs を PRRs が認識することでマクロファージや好中球など自然免疫細胞が活性化

し，貪食などによって感染初期の病原体の増加を抑制する。樹状細胞は病原体由来のタンパク質を消化してMHCなど

を介して T 細胞に抗原提示を行う。抗原提示を受けた T 細胞は活性化し，クローン増殖を経てエフェクター細胞とし

て機能するため，適応免疫応答の成熟には 1週間以上の期間を要する。 
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除に関与する。樹状細胞は貪食能を有するが，病原体の排除というよりはむしろ適応免疫系の活性化に

関与し，自然免疫系と適応免疫系の橋渡しを行う上で重要な細胞である。一方，適応免疫系は T 細胞と

B 細胞で構成されており，これらの適応免疫細胞は自然免疫系で対応しきれなかった病原体をより効率

的に排除する。自然免疫系では PAMPsを認識することで病原体の特性に依存しない免疫機能を利用する

一方，適応免疫系では病原体が有する特有の分子構造 (抗原) を認識する。T細胞は T cell receptors (TCRs) 

により樹状細胞がMajor histocompatibility complex (MHC) 分子上に提示した病原体の抗原を認識し活性化

する。一方，B細胞は B cell receptors (BCRs) を介して抗原を直接的に認識し，T細胞によるサイトカイ

ン分泌を受けて活性化する。胎生期において，原始的な T細胞と B細胞は VDJ遺伝子再編成により TCR

遺伝子座および BCR遺伝子座の組み換えを介して，特定の抗原を認識できる多様な T細胞クローンと B

細胞クローンが生成する。ある抗原を認識する適応免疫細胞は非感染時の生体にはごく少数しか存在し

ておらず，抗原刺激を受けてからクローン増殖・活性化をするため， 適応免疫細胞が機能するまでには

1週間程度の期間を要する (図 1.3)。活性化した T細胞はサイトカイン分泌を介してマクロファージの貪

食能や B 細胞の抗体産生能を亢進させることなどにより病原体の排除に関与する。B 細胞は病原体特有

の抗原を認識する抗体を産生・分泌することで，自然免疫細胞による病原体の貪食の促進や補体系の活

性化による病原体の排除に関与する。 

 

1.3. AILIにおける自然免疫系の役割 

	 AILI における自然免疫系は，障害期と回復期の両方のフェーズに関与することが報告されている。障

害期では，マクロファージがAILIを増悪するまたは改善するという報告があり結論が得られていないが，

TNF-α

TNFR1/R2

	

Elane

NK/NKT  (?)

FasL

Fas

IL-10

図 1.4 AILIにおける免疫系を介する主要な肝細胞障害経路 

AILI では主に 3 つの肝細胞障害経路が報告されている。マクロファージは TNF-aなどの炎症サイトカイン分泌により

肝細胞障害を引き起こす一方， IL-10の分泌により肝細胞障害に対して保護的に働くことも報告されている。好中球は

AILIにおいて肝臓の障害領域に大量に浸潤し，Proteaseの分泌などによって肝障害を増悪する。また，FasLによる細胞

死経路も肝細胞死を誘導する。 
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好中球に関しては肝障害を増悪することがわかりつつある (図 1.4)。また，FasL の提示細胞は不明であ

るが，AILIにおいて Fas経路を介した肝細胞死が誘導されることも明らかになっている (項 1.6.で後述)。

一方，近年，マクロファージが肝障害の回復に関与することが複数報告されており注目を集めている。 

 

1.3.1. AILIにおけるマクロファージの役割 

	 肝臓に存在するマクロファージは，卵黄嚢に由来する肝臓常在性の Kupffer細胞 (KC) と造血幹細胞に

由来する単球から分化した浸潤性のMonocyte-derived macrophage (MoMF) に分けられる。KCは腸管から

流入する門脈血中の病原体に対する防御網を担っている。PAMPsおよび DAMPsに応答し，KCは Tumor 

necrosis factor (TNF)-a，Interleukin (IL)-1b，CC-chemokine ligand (CCL) 2，CXC chemokine ligand (CXCL) 

1/2，および，IL-10などのサイトカイン・ケモカインを分泌する[101]。APAP暴露の初期において肝臓中

の KCの数は大きく減少するが，回復期に自己分裂により細胞数が回復する[195]。KCが AILIに与える

影響については明確な結論が得られていない。Gadolinium chloride (GdCl3) により KCを部分的に除去し

た場合は肝障害の改善が認められる一方，Clodronate liposomeにより KCを完全に除去した場合には肝障

害が増悪することが報告されている[54, 96]。GdCl3処理を行った場合においては，TNF-aなどの炎症サイ

トカインや ROS産生の低下が認められることから，KCはこれらの傷害性分子の産生を介して AILIを増

悪する可能性が考えられる。一方，Clodronate liposomeは KCだけでなく骨髄や血中の単球とMoMFも排

除してしまうことから，単球やMoMFが肝障害に対し保護作用を示す可能性もある。 

	 APAP 暴露によって KC が細胞数を減少させる一方で，MoMF は CCL2 とその受容体である CC-

chemokine receptor (CCR) 2依存的に肝臓に浸潤して細胞数を顕著に増加させる。MoMFは KCと同様に

表面抗原として F4/80を発現しているが，TNF-aや IL-1bなどの炎症サイトカインの発現が KCと比較し

て特徴的に高い。MoMFが AILIにおける肝細胞障害に与える影響についても一定の見解が得られていな

い。CCR2欠損マウスにおいて，肝障害が改善するという報告と変わらないという報告があり，実際に肝

障害に与える影響は不明である[39, 126]。また，MoMFが主に分泌するTNF-aの受容体であるTNF Receptor 

(TNFR) 1 の欠損や TNF-aに対する中和抗体の投与により，肝障害が改善することも報告されている[13, 

86]。一方で，MoMF は肝障害の回復期に非常に重要な役割を果たすことが分かりつつある。CCR2 の欠

損や Clodronate liposome処理により，肝臓の障害領域の退縮が遅延する[77, 79, 189]。TNFR1の欠損によ

り障害領域の回復が遅れることも報告されていることから，MoMF から分泌された TNF-aなどのサイト

カインが肝細胞に対する生存シグナルとして作用し肝障害の回復に寄与する可能性も考えられる[29]。以

上のようにマクロファージの肝細胞障害に対する直接的な影響に関しては議論の決着を得ていないが，

マクロファージの浸潤が肝障害領域の退縮期に必須である。 

 

1.3.2. AILIにおける好中球の役割 

	 肝虚血再灌流障害，エンドトキシン誘導性肝障害，アルコール性肝障害などの様々な肝障害モデルに

おいて，好中球の浸潤が肝細胞障害を引き起こすことが報告されている[7, 90, 91]。これまで，肝臓への

好中球浸潤機構が様々な研究によって明らかにされてきた (図 1.5)。肝障害に際して，肝細胞，肝類洞血
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管内皮細胞 (LSEC)，および，KCが分泌する TNF-a，IL-1，CXC chemokine (CXCL1，CXCL2) などの制

御を受け，好中球は肝臓の毛細血管 (類洞血管) に集積する[4, 8, 53, 159, 187]。これらのメディエーター

は好中球のb2-integrin family に属する Mac-1 (CD11b/CD18) の発現を上昇させ，LSEC 上の Intercellular 

adhesion molecule (ICAM)-1を介して好中球が血管壁に接着する[88]。一方，好中球が肝障害に寄与するた

めには類洞血管および中心静脈への集積だけでは不十分であり，肝実質領域へ遊出することが不可欠で

ある[30]。血管壁に接着した好中球は，主にストレスを受けた肝細胞によって放出された CXCL1, CXCL2，

および，Osteopontin (OPN) により肝実質領域に遊出する[2, 5, 6, 35, 108, 118]。肝臓に遊出した好中球は

呼吸バーストによる酸化ストレスを介して肝細胞死を誘導する。すなわち，好中球は Mac-1 を介して肝

細胞と近接し，細胞膜上の NADPH oxidaseは拡散性の高い過酸化水素を産生する[66, 89]。また，主顆粒

により分泌される Myeloperoxidase は次亜塩素酸を産生する[11]。好中球から放出されたこれらの酸化物

質は肝細胞で酸化ストレスを引き起こすことにより細胞死を誘導することがわかっている[92]。さらに，

好中球が主に分泌する Protease 3と Elastase neutrophil expressed (ELANE) は，TNF-aや IL-1bなどの炎症

性サイトカイン前駆体を切断して活性型に変換することで肝障害を増悪する[132, 183, 188]。 

	 好中球が AILIの直接的な要因であるかどうかについて，長期にわたって論争がなされてきた。ヒトと

マウスの AILIにおいて，肝臓の障害領域に好中球が集積する。Kaplowitzの研究グループは，好中球特異

的な表面抗原を認識する Gr-1抗体をマウスに投与して好中球を除去することで，好中球が肝細胞障害に

寄与することを報告した[117]。同研究において，筆者らは Gr-1抗体による APAP代謝の変化や投与後 24

時間における KCの活性化による肝保護作用を否定している。しかしながら，同研究での Gr-1抗体投与

図 1.5 肝臓への好中球の浸潤と細胞障害メカニズム 

肝障害において活性化したKCや内皮細胞 (LSEC) から分泌された TNF-a，IL-1，CXCL1/2などによって好中球の細胞

膜上のMac-1の発現が亢進する。Mac-1は内皮細胞上の ICAM-1と相互作用することで類洞血管壁にトラップされる。

好中球はさらにKCや肝細胞から分泌された CXCL1/2や OPNの作用で肝実質領域に遊出し，ROSや Proteaseの分泌に

よって肝細胞障害を引き起こす。 
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によって得られた表現型は，好中球を貪食した KCが活性化したことで肝細胞でのMetallothionein (MT) -

1と MT-2が発現上昇したためであるとの批判に晒された[117]。また，CD18欠損マウスにおいて肝障害

の回復は認められなかった[184]。ただし，CD18欠損マウスは野生型マウスと同程度に好中球浸潤が認め

られたことから，好中球浸潤の重要性に関しては否定されたとは言い難い。さらに，NADPH oxidase複合

体の構成タンパク質の一つである gp91 (phox) を全身性で欠損させても AILIにおける肝細胞障害に影響

しないことが報告された[93]。一方で， CXCL1/2の受容体である CXC chemokine receptor (CXCR) 2の全

身性欠損により好中球の浸潤と肝障害が抑制できることが報告された[84]。この報告と一致して，

CXCL1/2の発現を誘導する IL-17Aに対する抗体の投与により，好中球浸潤と肝障害が軽減することが分

かった[179]。また，ELANE 全身性欠損によって AILI における肝細胞死が抑制されることが報告され，

好中球が AILIに寄与するメカニズムの一部が明らかになった[81]。以上により，AILIにおける好中球の

浸潤は，炎症の増悪によって誘導される副次的な現象ではなく，肝細胞障害に寄与する重要な要因だと

考えられる。 

 

1.4. 古典的 T細胞について 

	 T細胞は古典的 T細胞，Natural killer T (NKT) 細胞，gd T細胞に大別される。古典的 T細胞は，さらに

CD4 陽性の helper T (Th) 細胞 (CD4+ T 細胞) および制御性 T 細胞 (Treg)，CD8 陽性の傷害性 T 細胞 

(CD8+ T細胞) に分類される。CD4+ T細胞は樹状細胞などの抗原提示細胞 (APC) のMHC class II分子に

より提示された抗原で活性化され，B細胞の形質細胞への分化や CD8+ T細胞とマクロファージの活性化

など，他の白血球の機能を補助する働きを持つ。CD8+ T 細胞はウイルス感染細胞や癌細胞などの MHC 

class I分子によって提示された抗原を認識し，標的細胞のアポトーシスを誘導する。一方，Tregは CD4+ 

T細胞および CD8+ T細胞の活性化やエフェクター機能を阻害する役割を持つ。 

 	 全ての T細胞は胎生期に造血幹細胞に由来する Common lymphoid progenitor (CLP) が胸腺に遊走して

生じた胸腺細胞から分化して生じる (図 1.6)[59]。分化前の胸腺細胞は CD4-CD8-の double negative (DN) 

細胞として胸腺の皮質に存在しており，古典的 T細胞の分化の場合，DN胸腺細胞は表面マーカーの発現

を変えつつ DN1 (CD44+CD25-)，DN2 (CD44-CD25+)，DN3 (CD44-CD25+)，DN4 (CD44-CD25-) を経て double 

positive (DP) (CD4+CD8+) を生じ，最終的に single positive (SP) の CD4+ T細胞と CD8+ T細胞に分化する。

この過程で TCR のa鎖とb鎖で V(D)J 遺伝子再編成と呼ばれる体細胞組換えか引き起こされる[173]。す

なわち，TCRをコードする遺伝子座は Variable (V)，Diversity (D)，Joining (J) からなるセグメント構造を

取っており，マウスでは，TCRa遺伝子座は 71個の Vaと 51個の Ja，TCRb遺伝子座は 35個の Vb，2個

の Db，12個の Jbから構成され，ヒトでは，TCRa遺伝子座は 43個の Vaと 58個の Ja，TCRb遺伝子座は

42個の Vb，2個の Db，12個の Jbからなる。これらのセグメントは Recombination activating gene (RAG) 

1および RAG2などの働きで繋ぎ変えられ，定常部 (C) と組合わさって機能的な TCRabを生じる。V(D)J

遺伝子再編成により生じる TCRの多様性は数学的に 1012~1015と見積もられているが，胸腺での選択圧に

よりマウスでは約 2´106 種類，ヒトでは約 2´107 種類の TCR が存在していると考えられている。この

V(D)J遺伝子再編成は機能的な TCRおよび B cell receptor (BCR) の形成に必須であるため，この過程に関
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与する RAG1/2などの遺伝子異常は T細胞および B細胞の欠損を生じる。 

 

 

	 生体内に病原体や抗原物質が侵入した場合，naïve T細胞は APCから提示された抗原を TCRによって

認識するとともに， CD28や Inducible T cell co-stimulator (ICOS) などの共刺激分子を介して活性化を受

ける (図 1.7)[16, 161]。TCRシグナル経路は下流の PI3K-Akt経路，Mitogen-activated protein kinase (MAPK) 

経路，NFkB 経路，および，カルシウムシグナル経路などを活性化して T 細胞の免疫機能を亢進する。

TCR シグナル伝達の最も初期に起こるイベントは CD3 の Immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

(ITAM) のリン酸化による TCR/CD3シグナル複合体の形成である。TCRは MHC-抗原複合体の認識を行

う際，CD4はMHC class IIとの結合を補助し，CD8はMHC class Iとの結合を補助する。この時，CD4/CD8

は Lymphocyte-sepcific tyrosine kinase (Lck) をリクルートすることで CD3e/gヘテロダイマー，CD3e/dヘテ

ロダイマー，CD3zホモダイマーの ITAMリン酸化を引き起こす。TCR/CD3シグナル複合体の形成によっ

て Zeta-chain-associated protein kinase 70 (ZAP-70) が複合体と結合し，ZAP-70はさらに，下流タンパク質

のリン酸化を施し活性化する。ZAP-70による TCR interacting molecule (TRIM) のリン酸化は PI3Kと相互

作用を促進することで Akt-mTOR経路の活性化に関与すると考えられている。ZAP-70からのリン酸化を

受けた Linker for activation of T cells (LAT)と SH2 domain containing leukocyte protein of 76 kDa (SLP76) は

VAV，Phospholipase C (PLC) g，Son of sevenless (SOS) などの足場となってシグナル複合体を形成する。

VAV は RAC の guanine nucleotide exchange factor (GEF) であり JNK や p38 の活性化に寄与する。

Phospholipase C (PLC) gは Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2) を Inositol triphosphate (IP3) と

Diacylglycerol (DAG) に変換し，小胞体からのカルシウム放出，および，PKCqとRAS guanyl-releasing protein 

図 1.6 T細胞の発生経路 

全ての T細胞は共通の造血幹細胞に由来する。T細胞系列に入った前駆細胞は DN1から DN4を経て DP (CD4+CD8+) 細

胞を生じる。DP細胞はさらに CD4+ T細胞，CD8+ T細胞，NKT細胞へと分化する。一方，DN2から DN3の一部の細胞

はgd T細胞へと分化する。gd T細胞に関しては DN4から分化するとする説もある。 
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(RASGRP) の活性化を引き起こすことで Nuclear factor of activated T cell (NFAT) ，NFkB，AP-1の活性化

を誘導する。また，SOSは Rasの GEFとして働くことで Erk経路を介して AP-1を活性化する。以上の

ような TCR下流経路は，T細胞増殖の促進や IL-2などの遺伝子発現制御を介した T細胞活性化を引き起

こす。これらに加えて，共刺激分子は一般的に Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) を介して Protein kinase C 

(PKC) qと mammalian Target of Rapamycin (mTOR) を活性化することで T細胞の活性化，タンパク質合成

や増殖を引き起こす。in vitro 実験系では，IL-2 の添加に加えて，抗 CD3e抗体による刺激，または，抗

CD3e抗体および抗 CD28抗体の共刺激により T細胞を活性化する。また，Phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA) と Ionomycinの共刺激も T細胞の活性化に良く利用される。PMAは DAGの構造的類似物質であ

り PKCqと結合して活性化する一方，Ionomycin は小胞体からのカルシウム流出を誘導する[31]。具体的

な機序は不明であるが，PMAと Iomomycinは刺激後 30分から 1時間で Aktのリン酸化を促進し，mTOR-

S6K経路を介してタンパク質合成を促進する[123]。そのため，比較的短時間の PMAと Ionomycin刺激で

は転写よりもタンパク質の翻訳によるサイトカイン産生が行われるため，生体から分離した T 細胞の活

性化状態を評価する上で適していると考えられる。 

図 1.7 T細胞活性化に関わるシグナル経路 

TCRおよび共刺激分子の活性化は PI3K-Akt経路，Mitogen-activated protein kinase (MAPK) 経路，NFkB経路，カルシウ

ムシグナル経路，および mTOR経路などを活性化することで T細胞の免疫機能を調節する。 
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	 APCの抗原提示による TCR活性化により，naïve T細胞はエフェクター機能を獲得する。naïve CD4+ T

細胞の活性化では，周辺のサイトカイン環境によって CD4+ T 細胞は特徴的な転写因子を発現する Th1，

Th2，Th17，Tregの 4つのサブタイプに分化する (図 1.8)[193]。IL-12の存在下では T-betの発現が誘導さ

れ，IFN-gを分泌する Th1 が生じる。Th1はマクロファージや CD8+ T 細胞の活性化により腫瘍免疫や細

胞内病原体に対する細胞性免疫を促進する一方，自己免疫疾患にも関与する。IL-4 の存在下では GATA-

3の発現が誘導され，IL-4や IL-13を分泌する Th2が生じる。Th2は主に細胞外寄生生物の排除などに働

くが，アレルギーや喘息の原因ともなる。TGF-b，IL-6，IL-21の存在下では Retinoic acid receptor-related 

orphan receptor (ROR) gtの発現が誘導され，主に IL-17と IL-21を分泌する Th17が分化する。これらのサ

イトカインは上皮細胞に作用して病原体の侵入を防ぎ好中球を動員することで細胞外細菌やカビの排除

に働く。また，Th17の過剰な応答は Inflammatory bowel disease (IBD) や関節炎などの自己免疫疾患を引

き起こす。これらの T 細胞の増殖能やエフェクター機能を抑制する Treg は，IL-2 と TGF-bの存在下で

Foxp3依存的に分化する。Tregの機能は十分には分かっていないが，直接的な細胞間相互作用や IL-10お

よび TGFbなどの抑制性サイトカインの分泌により免疫抑制機能を発揮すると考えられている。Treg に

図 1.8 胸腺および末梢リンパ組織における T細胞の分化 

胸腺で生じた DP細胞は CD4 SPおよび CD8 SPへと分化し，SP細胞はそれぞれ末梢リンパ組織に移動して naïve T細胞

として維持される。APCからの抗原提示を受けて，naïve CD8+ T細胞は活性化して CTLへと分化する。また，naïve CD4+ 

T細胞は抗原提示時に疾患特異的な周辺サイトカイン環境に応じて，独特の転写因子を発現する Th17，iTreg，Th1，Th2

に分化する。また，Tregには胎生期に DPから分化する nTregが存在しており，末梢リンパ節や末梢組織で維持される。 

DP

	

CD4 SP T CD8 SP T 

nTreg

naïve CD8+ T naïve CD4+ T 

CTL Th17 iTreg Th1 Th2

RORγt Foxp3 T-bet GATA3

Foxp3



 12 

は胎生期に DP細胞から分化する naturally occurring Treg (nTreg) と，抗原刺激により naïve CD4+ T細胞か

ら分化する induced Treg (iTreg) の 2つのタイプが存在する。TCRの多様性などに差異はあるが，いずれ

の細胞も免疫抑制に関与する。naïve CD8+ T細胞の活性化にはCD4+ T細胞よりも強い刺激が必要である。

APCと CD4+ T細胞が会合すると，APCは共刺激分子である B7 family (CD80や CD86) の発現が上昇し，

CD4+ T 細胞の IL-2 分泌を誘導する。CD8+ T 細胞は共刺激分子と IL-2 により活性化して Cytotoxic T 

lymphocyte (CTL) となり (図 1.8)，Granzyme，Perforin，TNF-a，FasLなどによりウイルス感染細胞や癌

細胞の除去に働く。一方，過剰な細胞障害機能は，アレルギー反応を引き起こすきっかけとなる。 

	 特定の抗原を認識する TCRabを持つ T 細胞クローンは生体内に数個しか存在しないと考えられてい

る。したがって，特定の抗原に対する免疫応答を誘導するためには，T細胞クローンの活性化と増殖が必

要となり，古典的 T細胞による免疫の成熟には 1週間以上の時間を要することから，AILIのような急性

炎症には関与しないという見方が一般的である。 

 

1.5. 自然免疫様 T細胞について 

	 免疫学では免疫細胞は長らく自然免疫細胞と適応免疫細胞の 2 つのカテゴリーに分類されてきた。近

年，TCR や CD3を発現しているにもかかわらず，PRRs やサイトカインの刺激を介して炎症早期に活性

化する一群の T 細胞が知られるようになった。これらの細胞は自然免疫様 T 細胞と総称され，古典的 T

細胞とは異なる特徴的なTCRを発現しているNatural killer T (NKT) 細胞とgd T細胞が含まれる (図1.9)。

図 1.9 古典的な免疫細胞の分類と自然免疫様 Tリンパ球 

免疫細胞は炎症初期に作用する自然免疫細胞と炎症後期に作用する適応免疫細胞に加え，それらの免疫系を橋渡しする

自然免疫様 T細胞に大別される。自然免疫様 T細胞にはgd T細胞と NKT細胞などが分類される。nTregに関しては，

自然免疫様 T細胞としての機能も有している。 

	 	

	 T

γδ T 

nTreg

NKT

B 

CD8+ T 
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古典的 T 細胞は免疫刺激を受けた後に活性化・クローン増殖を経てエフェクター細胞に分化する必要が

あるが，自然免疫様 T 細胞は既に分化したエフェクター細胞として生体内に存在しているため早期免疫

応答でも機能することができる。自然免疫様リンパ球に加え，Treg の中でも胎生期に分化する nTreg は

早期炎症応答で機能する可能性が示唆されている。これらの早期応答性 T 細胞は，自然免疫細胞による

早期応答と適応免疫細胞による後期応答のギャップを補完し，無菌性炎症や感染防御において重要な役

割を果たす。 

 

1.5.1. gd T細胞 

	 gd T細胞は，ab T細胞とは異なる TCRgdを有する T細胞の一群として発見された[199]。gd T細胞は胎

生期の胸腺で既に分化しており，IL-17A分泌型と IFN-g分泌型の二つのサブタイプが存在する。これらの

細胞は全リンパ球の中で 5%程度を構成しており，ab T 細胞と比較すると細胞数が比較的少ない細胞集

団である。一方，感染や組織障害に素早く応答して IL-17A または IFN-gを大量に分泌することで，免疫

応答の初期の段階で重要な役割を果たす。 

	 gd T細胞はab T細胞よりも個体発生早期の段階で分化し，エフェクター細胞として末梢で維持される

[15, 73, 199]。gd T細胞はab T細胞と同様に CLPから分化する。分化は主に胸腺で起こり，CLPから分化

した DN1は，CD25の発現上昇 (DN2)，CD44の発現低下 (DN3) を経て，この時期にg鎖およびd鎖が再

編成を受けて TCRgdを発現し，ab T 細胞とは異なる系統のgd T 細胞を生じる[165]。一方，gd T 細胞が

DN4から分化するという報告もあり見解の一致を得ていない[143, 148]。gd T細胞は胎生期に既に分化し

た IFN-gや IL-17A分泌能などのエフェクター機能を獲得し，分化したgd T細胞は胸腺を出て末梢組織や

リンパ節で一生に渡って維持される。 

	 gd T細胞の TCRgdは，古典的 T細胞の TCRを構成するa鎖およびb鎖とは異なるg鎖およびd鎖から構成

され，a鎖およびb鎖と同様に V(D)J 遺伝子再編成によって生じる[27, 199]。d鎖の遺伝子座はa鎖の遺伝

子座の中に存在しており，Vセグメントの一部を共有している。一方，g鎖はa鎖およびb鎖とは全く異な

る遺伝子座に存在している。マウスでは TCRg遺伝子座は 7個の Vg，4個の Jg，TCRd遺伝子座は 2個の

Dd，2個の Jdが同定されており，ヒトでは TCRg遺伝子座は 14個の Vg，5個の Jg，TCRd遺伝子座は 3個

の Dd，3個の Jdが同定されている。Vdは Vaの一部のセグメントを用いている。g鎖およびd鎖はa鎖およ

びb鎖と異なり特定のセグメントの組み合わせしか持たない。したがって，TCRgdは TCRabと比較して認

識する抗原の多様性が低いと考えられている。一方，TCRgdが認識する抗原はほとんど分かっていない。

脂質抗原の提示に関与する CD1分子を認識できることから，TCRgdは TCRabよりも脂質抗原の認識に優

れると考えられている[27]。NODマウスにおいて，Insulin由来の B:9-23ペプチドをMHC class II分子を

介して認識することや，ウイルスおよび細菌感染時に引き起こされる MHC 分子のグリコシル化を認識

できることが明らかになっている[3, 71]。また， TCRgdは BCRと同様にMHC分子を介さずに直接的に

抗原を認識しうる点で TCRabと大きく異なっている。以上のような TCR分子を介する活性化に加え，一

部のgd T細胞は TLRsを細胞表面に発現しており，PAMPsを介した活性化を受けることができる[41]。さ

らに，マクロファージが分泌する IL-1および IL-23刺激によっても活性化できることが報告されており，
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自然免疫細胞としての機能を有していることも示されている[167]。 

	 gd T細胞には IL-17A分泌型と IFN-g分泌型の 2つのサブタイプが確認されている。IL-17A分泌型gd T

細胞は CD27-CD25+CCR6+であり，IFN-g分泌型gd T細胞は CD27+CD122+NK1.1+である[27, 143]。gd T細胞

は末梢リンパ節では CD3+ T細胞の 2-3%を占ており，粘膜組織に最も多く存在している[199]。IL-17A分

泌型gd T細胞は主に末梢リンパ節，子宮，腹腔，肺に分布する一方，IFN-g分泌型gd T細胞は主に皮膚と

脾臓に多く分布する。一方，肝臓は胎生期の胸腺外の IL-17A 分泌型gd T 細胞分化の場であるとともに，

肝臓のgd T細胞は CD3+ T細胞の 15-25%もの割合を占めることから，gd T細胞は肝臓の恒常性維持や疾

患形成に関与すると考えられている[70]。これらのgd T細胞は抗原刺激を受けるとすぐに活性化し，IFN-

gおよび IL-17Aを分泌して免疫応答を制御する。皮膚の損傷や感染に際し，IFN-g分泌型gd T細胞 (Tgdifn)

は IFN-gを分泌して樹状細胞の活性化を引き起こす[143]。IL-17A 分泌型gd T 細胞の場合，胎生期に由来

し末梢組織で維持される natural occurring Tgd17 (nTgd17) と二次リンパ節に分配されて TCR 刺激により

活性化される induced Tgd17 (iTgd17) が存在する[28]。nTgd17 は刺激から 12 時間以内に活性化して大量

に IL-17A を分泌する (図 1.10)。一方，リンパ節で刺激を受けた iTgd17 は抗原刺激後に活性化して，刺

激から 60 時間以内に IL-17A を分泌する。刺激からエフェクター機能を獲得するのに 1 週間以上要する

Th17と比較して Tgd17は免疫応答の非常に早期に活性化され，大腸菌感染症，カンジダ感染症，および，

結核感染症の初期感染防御において好中球を動員する。 

	 以上のように，gd T細胞は古典的 T細胞とは異なる様式で活性化し，免疫応答の早期段階で免疫機能

を発揮することで，自然免疫系と適応免疫系のギャップを補完する重要な細胞集団である。 

 

1.5.2. NKT細胞 

	 NKT細胞は，表面抗原として NK細胞と同様に NK1.1を発現しており，かつ，abT細胞と同様に遺伝

図 1.10 gd T細胞およびab T細胞の抗原刺激後の活性化にかかる期間と活性化レベル 

nTgd17は抗原刺激後 12時間以内に IL-17Aを産生することが出来る。iTgd17と Tgd-ifnはそれぞれ IL-17Aと IFN-gを産

生するのに 60時間程度かかる。一方，ab T細胞は抗原刺激後にエフェクター機能を獲得するまで 1週間以上の期間を

必要とする。 
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子再編成で生じたTCRabを持つ細胞群である[197]。abT細胞がMHC分子により抗原提示を受ける一方，

NKT細胞の多くは CD1分子拘束性であり，主にスフィンゴ脂質，グリセロ糖脂質やリン脂質などの脂質

抗原を認識する。肝臓は iNKT細胞が非常に豊富な臓器であり，T細胞の 30%程度を占めている。自己免

疫性肝炎，アルコール性肝炎，非アルコール性肝炎，原発性胆汁性肝硬変において iNKT細胞が大きく関

与することが報告されている。 

	 NKT細胞は古典的 T細胞と同様に DPを経由して分化する。NKT細胞の前駆細胞については 2つの説

が提唱されている。すなわち， T細胞と同様にランダムな遺伝子再編成で TCRを生じた後に特定のリガ

ンド刺激を受けて NKT 細胞を生じるという説 (セレクションモデル) と，T 細胞分化の途中から独特な

前駆細胞を生じるという説 (プリコミットメントモデル) である。NKT 細胞の分化に重要な Runx1 また

は RORgt を DP 特異的に欠損すると NKT 細胞を生じなくなることは，T 細胞と共通な DP プールから

NKT細胞を生じることを示しセレクションモデルを支持している[51]。一方，DN1および DN4から NKT

細胞を生じる前駆細胞を検出できることはプリコミットメントモデルを支持している[43]。NKT 細胞の

分化に関しては更なる研究が必要である。 

	 ほとんどの NKT細胞の TCRは Va鎖として同一の Va14/J a18を，Vb鎖として主に Vb8，加えて Vb2

と Vb7を偏って使用する[197]。そのため，このタイプの NKT細胞は invariant NKT細胞 (iNKT細胞) と

呼ばれる。iNKT 細胞のリガンドは KIRIN 株式会社の研究により，抗腫瘍効果を有するカイメン由来の 

(2S, 3S, 4R)-1-O-(a-Galactopyranosyl)-2-(N-hexaconsanoylamino)-1,3,4-octadecanetriol (aGalCer) が CD1d 分

子に結合し TCRを介して NKT細胞を活性化する物質として発見された[98]。一方，生体由来物質の認識

に関する知見は十分ではないが，Isoglobotrihexosylceramide (iGb3) が認識されることが報告され，無菌性

炎症においても TCR シグナルが NKT 細胞活性化に重要な役割を果たす可能性を示している[42, 192]。

NKT 細胞はこれらのリガンドを認識すると素早く活性化して免疫機能を発揮する。aGalCer の投与実験

において，投与後 6-24時間で NKT細胞の活性化マーカーである CD69の発現上昇が認められ，急性肝障

害に寄与することが報告されている[74]。さらに，gd T細胞と同様に，TLRsを介して活性化されること

も報告されている[74, 100]。 

	 NKT細胞は非常に多岐に渡る機能を有しており，サイトカインとして IL-2，IL-4，IL-5，IL-6，IL-10，

IL-13，IL-17，IL-21，IFN-g，TNF-a，Lymphotoxin (LT)，Granulocyte monocyte colony-stimulating factor (GM-

CSF)，ケモカインとして RANTES (CCL5)，Eotaxin，MIP-1a，MIP-2b，MIP-2 などを分泌し，Fas death 

ligand (FasL)，TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)，Perforin，Granzymeなどの効果分子を発現す

る[197]。これらの機能は全て一つの NKT 細胞サブセットが担う訳ではなく，NKT 細胞による免疫応答

は一般的にその機能を指標に大きく Th1，Th2，Th17 様応答に分類できる。NKT 細胞のこれらのエフェ

クター機能は周辺サイトカイン環境によって制御されるが，その制御機構は CD4+ T 細胞とは異なる。

Th1細胞は IL-12により naïve CD4+細胞から分化して IL-12や IFN-gを分泌し，Th2細胞は IL-4の刺激に

より naïve CD4+細胞から分化して IL-4や IL-10を分泌する。一方，樹状細胞にaGalCerをパルス刺激し，

NKT細胞を IFN-g刺激した場合には IL-4を分泌し，NKT細胞を IL-4刺激した場合には IFN-gを分泌する

という CD4+ T細胞とは全く逆の応答を示す[121,198]。腫瘍においては Th2が優位に働き癌免疫に対して
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抑制的に働くが，Th2サイトカイン環境では NKT細胞は逆に Th1応答を生じて癌転移を抑制する。また，

Th17様 NKT細胞 (NKT17細胞) は主に腸管，肺，皮膚，末梢リンパ節に多く存在する。NKT17は活性

化に際して IL-17を分泌し，上皮バリアの破綻や好中球動員を誘導することで，炎症性腸疾患 (IBD)，喘

息，皮膚炎，関節炎などを引き起こす[12, 122]。NKT細胞はこのような慢性炎症応答に加え，急性炎症応

答でも活性化して疾患形成に関与する。aGalCer投与による急性肝障害では，障害初期段階の iNKT細胞

による IL-4 分泌は好中球の生存を促進することで肝細胞死を促進する一方，障害後期の IFN-g分泌は好

中球のアポトーシスを誘導することで炎症を解消に向かわせる[20]。また，LPS投与による敗血症モデル

では，NKT細胞の IFN-g分泌により急性免疫応答が誘導される[127]。さらに， 近年，Concanavalin-A (Con 

A) 誘導性肝炎などの急性肝障害ではNKT細胞がOPNを分泌することで好中球動員による炎症を促進す

ることも明らかにされた[46]。 

1.5.3. nTreg 

	 エフェクターT細胞の機能を抑制する Tregの存在は，1995年の坂口志文らの CD4+CD25+ T 細胞に関

する研究によって明らかになった[156, 160]。Tregには，胎生期に胸腺で分化して各組織に定着・維持さ

れる nTregと，免疫刺激によって末梢リンパ節の naïve CD4+ T細胞から分化する iTregに分類される。一

般的に，iTregは免疫刺激を受けてからエフェクター機能を獲得するため，早期炎症で活性化する Tregは

胎生期にエフェクター機能を獲得する nTreg であると考えられている。nTreg は全血中の 1-2%程度を占

める非常に少数の細胞であるが，nTregを除去したマウスは全身性自己免疫疾患を発症することが知られ

ており，免疫系の制御において非常に重要な役割を果たすと考えられている[131]。 

	 Tregは他の古典的 T細胞と同様に TCRabを発現している。TCR多様性の乏しい NKT細胞やgd T細胞

とは異なり，Tregの TCRは古典的 T細胞とレパートリーは異なるが多様性は同程度であり，nTregに関

しては古典的 T 細胞よりも多様であると考えられている[135, 140]。また，古典的 T 細胞の TCR よりも

MHC 分子への親和性が高いという特徴も持っている。胎生期の胸腺において TEC によって抗原提示を

受ける際，MHC/抗原複合体を強く認識する T細胞はアポトーシスを引き起こし，弱く認識する T細胞は

古典的 T細胞に分化する。一方，MHC/抗原複合体を中程度の親和性で認識する T細胞は CD25+ nTreg細

胞となって古典的 T細胞とは異なる系列の細胞として分化し，CD4+ SP細胞の時期に Foxp3を発現する

[58, 114]。一方，iTregに関しては，末梢リンパ節の naïve CD4+ T細胞が抗原提示を受け，IL-2や TGF-b

等の刺激によって分化すると考えられている[26, 105]。nTreg と iTreg の表面抗原は共通しており，これ

らの細胞を区別する方法は無い。現在，多くの研究では CD4+CD25+ T細胞を Tregとして扱っているが，

その他の活性化 T細胞も CD25を発現しており，CD4+CD25+ T細胞は比較的雑多な T細胞を含むと考え

られている。Foxp3 は細胞内抗原であるため細胞分離には使うことができないが，現在最も精度の高い

Tregは CD4+CD25+Foxp3+CD127-細胞であると考えられている[160]。 

	 Treg は非常に多様な免疫抑制作用を持つことが明らかにされてきた (図 1.11)。Treg とエフェクターT

細胞を液性因子のみを透過する培養系で分離培養した場合にエフェクターT 細胞の抑制が認められない

ことから，当初は Tregの抑制機能は直接的な細胞間接着によるものであると考えられた[160]。Inhibitory 

B7 superfamilyに属する Cytotoxic T-lymphocyte antigen (CTLA) -4は Foxp3によって発現制御を受け，Treg
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の細胞表面に高発現している[115, 186]。CTLA-4はエフェクターT細胞や樹状細胞上の CD80と CD86に

結合して抑制性のシグナルを伝達する。CD4関連分子である Lymphocyte-activation gene (LAG) -3は樹状

細胞のMHC class II分子に結合し，樹状細胞の共刺激分子の発現を低下させる[112]。また，CD83も Treg

の細胞表面に高発現しており，細胞接触を介した抑制機能の一部を担っている[153]。一方，Treg は液性

因子の分泌によっても免疫細胞の機能を制御することが報告されている。IL-10は樹状細胞におけるTNF-

a，IL-1，IL-12，IFN-gなどの Th1サイトカインの分泌や MHC class II分子や共刺激分子の発現低下を誘

導し，T細胞に対しても増殖抑制などの機能を発揮する[17, 18, 48, 172]。これらの報告では nTregの抑制

機能は部分的に IL-10 が担うことが示されている一方で nTreg は IL-10 を分泌しないという報告もある 

[47] ことから，特定の nTregサブセットや病態依存的に nTregが IL-10を分泌するのではないかと考えら

れている[186]。また，nTregは TGF-bを分泌することも報告されている。TGF-bには TGF-b1，TGF-b2，

TGF-b3の 3つのサブタイプがあり，免疫細胞は TGF-b1を主に発現している[160]。TGF-bは多種多様な

細胞に作用するが，T細胞に対しては増殖能の低下やエフェクター機能の低下などの効果を持つ[111, 116]。

Tregが TGF-bの分泌能を持つかどうかに関して議論があるが，TGF-bは Tregの細胞膜に結合して細胞間

接着による抑制機能を発揮することが示唆されている[47, 95, 128, 129, 168]。さらに，Tregは Granzymeと

Perforinの分泌や FasLを介した T細胞のアポトーシスの誘導や，CD39と CD73の細胞外 Adenosine産生

による Adenosine receptorsを介した T細胞の機能抑制を引き起こすことが報告されている[45, 61, 65, 136, 

149]。 

 

図 1.11 Tregによる免疫抑制機能 

Treg は細胞接着および非接着による抑制機能を有する。CTLA-4 と LAG-3 はそれぞれ樹状細胞の CD80/86 および MHC 

class II結合することで抑制機能を示す。また，CD39と CD73により代謝されて生じる Adenosineおよび炎症抑制サイトカ

インである IL-10と TGF-bは直接 T細胞の機能を抑制する。 
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	 nTregは基本的には適応免疫系を構成する細胞であり，ほとんどの研究は慢性炎症におけるエフェクタ

ーT細胞の抑制機能に注目してきた。一方，Tregは TLR-2，-4，-5，-8を特異的に発現しており，in vitro

での TLR 単独刺激により増殖と抑制能を示すなど，自然免疫様の機能を持つことが報告されている[21, 

176]。実際の急性炎症では nTregがどのように活性化されるかは分かっていないが，急性炎症の早期に活

性化して抑制機能を示すことが複数報告されている[22, 57, 137]。Con A誘導性肝炎において，Con A投与

後 12時間以内に Treg細胞が活性化して TGF-bを分泌し，肝保護作用を示すことが示唆されている[181]。 

 

1.6. AILIにおける T細胞の役割 

	 AILIにおける肝細胞障害は 24時間以内に起こる急性応答であることから，成熟に一定期間を要する適

応免疫系は関与しないとする説が根強かった。2002 年に石田らは，T 細胞を含むリンパ球が主に分泌す

る IFN-gを全身性で欠損したマウスにおいてマクロファージや好中球の浸潤が減少し AILI が軽減するこ

とを報告した[85]。この研究では IFN-gの分泌源は明らかにされなかったが，T細胞が AILIの病態形成に

関与することを示唆した。また， T細胞における Suppressor of cytokine signaling (SOCS) 3の過剰発現や

SOCS3過剰発現 CD4+ T細胞の移入により AILIが増悪することが報告され，T細胞が実際に AILIの急性

肝障害に関与することが示された[134]。また，AILI 患者の血中サイトカインに関する研究において，T

細胞が主に分泌する IL-17と IL-21が増加していることが報告されたが，具体的な分泌細胞に関しては明

確に示されなかった[110]。マウスの AILI においても同様に血中 IL-17 レベルが上昇し，IL-17 の産生は

CD3+CD4+細胞が担っている可能性が示された[194]。CD3+CD4+細胞は一般的には古典的 CD4+ T 細胞や

NKT細胞であると考えられるが，IL-17分泌が APAP投与後 6時間と非常に早期の段階であり IL-17+細胞

がa-GalCer CD1d tetramerに結合能を示さないことから，Th17と NKT細胞以外の T細胞が分泌源である

と考えられた。さらに，IL-17分泌細胞を詳細に解析した他の研究によって，マクロファージが分泌した

IL-23によりgd T細胞が活性化し，IL-17Aを分泌することが示された[179]。また，gd T細胞の除去実験

や IL-17A の中和実験により好中球数の減少と肝障害の改善が認められたことから，gd T 細胞は IL-17A

の分泌を介して肝臓に好中球を動員することで AILI を増悪することが明らかとなった (図 1.12)。さら

に，近年，タツナミソウ属の根から単離されたフラボノイド系化合物である Baicalinが，肝臓への IL-17A

型gd T細胞の浸潤を抑制することで IL-17A依存的な肝障害を抑制することも報告されている[113]。 

	 NKT細胞も AILIに関与することが報告されているが，現在のところ一定の見解が得られていない (図

1.12)。NKT細胞を持たない Ja18欠損マウスおよび CD1d欠損マウスにおいて，絶食時の肝臓の CYP2E1

発現増加が肝細胞障害を引き起こすことが報告されている[120]。一方，別の報告では，APAPによる初期

障害時に減少した GSH のレベルが Ja18 欠損マウスではより早く回復し，以降の肝細胞障害が抑制され

るという全く逆の表現型が得られている[50]。なぜ相反する表現型が得られたかは不明であるが，マウス

の遺伝的背景の違いが影響している可能性が考えられる。一方，FasLの受容体である Fasを欠損したマ

ウスでは AILIにおける肝細胞障害が低下することが示されており，NKT細胞が FasLシグナルを介して

AILIを増悪する可能性が示唆されている[185]。 

	 nTreg に関しては，AILI に対して保護的に働くことがわかっている (図 1.12)[178]。nTreg を除去する
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CD25 中和抗体の投与により肝障害が増悪し，CD4+CD25+ Treg の移入により肝障害が改善する。また，

CD25中和抗体投与により肝臓の活性化 T細胞 (CD4+CD44hiCD62Llow) が増加することから，Tregは他の

CD4+ T細胞の機能を抑制することで AILIに対して保護的に働く可能性が示唆された。 

	 以上のように，古典的 T細胞が AILIに関与するという決定的な証拠は得られていないが，自然免疫様

T細胞や nTregなどの早期応答性 T細胞が他の免疫細胞や APAP代謝の制御を介して AILIの病態形成に

重要な役割を果たすことが明らかになりつつある。しかしながら，AILI におけるこれらの細胞の活性化

機構や病態形成メカニズムについては十分に理解されておらず，更なる研究が必要であるといえる。 

 

1.7. T細胞における低酸素応答因子 HIFの役割 

	 低酸素応答因子 Hypoxia-inducible factor (HIF) は，生体の低酸素適応応答において中心的な役割を果た

す分子である[119]。HIFは二量体からなる転写因子であり，酸素濃度に応答するaサブユニット (HIF-a) 

と恒常的に発現しているbサブユニット (HIF-1b) によって構成されている。HIF-aに関して，HIF-1a，

HIF-2a，HIF-3aの 3つのサブタイプが存在する。HIF-aの安定性は，組織環境における酸素濃度によって

厳密に調節されている (図 1.13)。酸素存在下において，HIF-aは Prolyl hydroxylase domain protein (PHD1，

PHD2，PHD3) によって特定のプロリン残基の水酸化を受ける[97]。プロリン水酸化を受けた HIF-aは E3

ユビキチンリガーゼである von Hipple-Lindau protein (pVHL) によって認識され，ユビキチン化を受けて

プロテアソーム系によるタンパク質分解を受ける。また，Factor inhibiting HIFs (FIH) は HIF-aのアスパラ

ギン残基を水酸化することでヒストンアセチル化酵素である CBP/p300との相互作用を抑制し，HIFの転

図 1.12 AILIにおける T細胞の関与 

gd T 細胞は IL-17A の分泌を介して好中球浸潤を介して肝障害を促進する。NKT 細胞については一貫した報告はない

が，GSH代謝を制御することが報告されている。Tregは何らかの T細胞の活性を制御することで肝障害に対して保護

的に作用すると考えられている。 
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写活性を阻害する[180]。一方，酸素非存在下において，HIF-aはプロテアソーム分解や転写活性抑制を受

けず，核内に移行して HIF-1bとヘテロ二量体を形成し，下流遺伝子の転写調節を行う。HIF-3は転写活性

を持たないが，HIF-1および HIF-2は Erythropoietin (EPO)，Vascular endothelial growth factor (VEGF) およ

び Platelet derived growth factor (PDGF) などの赤血球新生や血管形成などに関わる共通の遺伝子の発現制

御を行う[68, 80, 119]。一方で，サブタイプ特異的な発現制御を受ける遺伝子も存在する。HIF-1は特に固

形腫瘍や幹細胞において Glucose transporter (GLUT) 1，解糖系酵素群，Pyruvate dehydrogenase kinases (PDKs)，

Lactate dehydrogenase (LDH) などの解糖系関連遺伝子の発現制御を行う[62, 80, 166]。 HIF-2は Superoxide 

dismutase (SOD) 2や Heme oxygenase (HO) 1などの抗酸化物質の発現制御に関与する[10, 62]。 

	 炎症部位には免疫細胞が多数浸潤することから，局所的な酸素需要の増加により低酸素状態が形成さ

れる[52]。AILIを含む多くの炎症性疾患では，炎症部位に Pimonidazole陽性細胞および HIF-1aの活性化

が認められる[25, 34, 67, 130]。免疫細胞は炎症部位に浸潤してサイトカイン産生や貪食などの機能を発揮

するが，これらの過程には多くのエネルギーを要する。低酸素環境下ではミトコンドリア呼吸鎖の電子

の受容物質である酸素分子が不足するため，酸化的リン酸化による ATP産生の効率は低下する。そこで，

マクロファージやエフェクターT細胞などの免疫細胞は，HIF-1依存的に酸化的リン酸化から解糖系の代

謝にシフトすることで免疫機能を発揮するのに十分な ATP を獲得している。HIF-1 は，マクロファージ

や活性化 CD4+ T細胞での GLUT1，PDKs，LDH の発現を亢進することで解糖系依存的な ATP合成を亢

進することが報告されている[99, 142]。また，マクロファージにおける 2-Deoxyglucose (2-DG) による解

糖系の阻害や HIF-1a欠損によって細胞内の ATP 量が低下するとともに，IL-1bなどのサイトカイン分泌

の減少と細菌に対する貪食能および殺菌能力の低下が認められる[146, 169, 171]。また，低酸素環境にお

図 1.13 免疫細胞における HIFの活性化機構 

HIFの発現制御には，従来の酸素依存的なaサブユニットの分解制御に加えて，免疫経路を介したaサブユニットの転写

と翻訳が活性化に重要であることが示されている。 
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いて，HIF-1は解糖系の制御に加え， IL-1bや IL-6などの一部の炎症性サイトカインの発現を直接的に制

御する[80, 141]。一方，低酸素状態以外にも様々な要因も HIF-1aの活性化を誘導する (図 1.13)[141, 174]。

Lipopolysaccharide (LPS) 刺激は，TLR4を介して Erk経路と NFkB経路を活性化し HIF-1aの転写を促進

する[14, 37, 55, 155]。また，T細胞の TCRabの活性化により，PI3K-Akt-mTOR 経路を介して 5’-cap依存

的な HIF-1a mRNA の翻訳が活性化されることが報告されている[63, 94]。さらに，mTOR のサブユニッ

トである Raptor が HIF-1aを活性化することや，mTOR が HIF-1aタンパク質を安定化させることも示唆

されている[103, 106]。以上のように，免疫細胞における HIF-1aは低酸素状態や免疫刺激によって活性化

され，解糖系を介したエネルギー代謝の促進および炎症関連因子の発現亢進など免疫細胞の活性化に重

要な役割を果たしている。 

 

	 T細胞における HIF-1aの機能は，主に古典的 T細胞の機能や分化に注目して解析が行われてきた。Th1

の研究では，HIF-1aは Th1の IFN-g分泌を抑制することが分かっている[163]。また，活性化した CD8+ T

細胞では，mTOR-HIF-1a経路を介して解糖系やリンパ節からの遊出が促進されることが報告されている

[49]。また，Th17/Treg バランスはアレルギーや自己免疫疾患を制御するという説が提唱されているが，

HIF-1は Th17および Tregの分化を調節する重要な因子であることが分かってきた。TGF-bと IL-6刺激に

より naïve CD4+ T細胞を Th17に分化させた場合，HIF-1は Signal tranceducer of activator and transcription 

(STAT) 3 と協調的に RORgtの発現を上昇させるとともに，RORgt/HIF-1転写複合体を形成して CBP/p300

を IL-17A promoter に動員することで IL-17A の発現を亢進する[40]。また，同条件において，HIF-1 は

Foxp3のユビキチン化を促進することで Treg分化を抑制する。さらに， mTORによる HIF-1の発現亢進

は解糖系依存的に Th17 分化を促進することも報告されている[164]。これらの報告とは逆に，HIF-1 は

Tregの免疫抑制機能を亢進することも知られている。脾臓細胞に対して Treg分化刺激である TGF-bとと

もに低酸素処置を行うと， CD4+ T細胞に占める Foxp3陽性細胞の割合が増加する[32]。また，HIF-1は

Foxp3 promoterに結合して Foxp3の転写を促進する。この研究では，Treg分化に対する HIF-1の影響は明

らかにされなかったが，HIF-1 は Treg のエフェクターT 細胞抑制機能を部分的に担っていることが分か

った。この報告と一致して，我々は，T 細胞における HIF-1 は Th17/Tregバランスを Treg に傾倒するこ

とで Dextran sulfate sodium (DSS) 誘導性腸炎に対して保護的に作用することを示している[75]。以上のよ

うな分化条件による Th17/Tregバランスの複雑な制御において，病態依存的なサイトカイン環境の違いや

組織特異的な T細胞亜集団の違いが T細胞分化に影響している可能性が考えられる。 

	 これまでは上記のような古典的 T細胞における HIF-1の機能が中心的に解析されてきた。一方，近年，

腎虚血再灌流障害において HIF-2が NKT細胞の細胞障害能に対して抑制的に働くことが示された[184]。

しかしながら，自然免疫様 T細胞における HIFの機能についての理解は不十分である (図 1.14)。T細胞

サブセット特異的な HIF の機能解析を行うことを通して，低酸素疾患における自然免疫様 T 細胞の HIF

の役割を明らかにする必要がある。 
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図 1.14 T細胞における HIFの機能 

慢性炎症では HIF-1が Th17と Tregの分化を制御することが知られているが，急性炎症における HIF-1および HIF-2の機

能は明らかにされていない。 

 

1.8. 研究目的 

	 AILI は，肝臓の急性炎症応答を示す低酸素疾患の一つである。肝臓における低酸素状態は低酸素応答

因子 HIFの発現を亢進する。これまで，マクロファージや古典的 T細胞における HIFの役割が精力的に

研究されてきたが，自然免疫様 T細胞および nTregなどの急性応答に関与する T細胞における HIFの役

割はほとんど理解されていない。本研究では，T細胞特異的 HIF-1a欠損マウスおよび T細胞特異的 HIF-

2a欠損マウスを用いて，AILI の急性免疫応答での T 細胞の HIF の役割を明らかにすることを目的とす

る。 
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2. 実験方法 

2.1. 遺伝子改変マウスの作製・維持 

	 Tリンパ球特異的に Hif-1a遺伝子，Hif-2a遺伝子を欠損させたマウスを作製した。各遺伝子欠損マウス

は，下記 2系統を用いて，Cre-loxPシステムにより作製した。 

A) ゲノム上の Hif-1a遺伝子または Hif-2a遺伝子の exon2 の両端に loxp 配列を組み込んだマウス

(Hif-1aflox/floxマウスまたは Hif-2aflox/floxマウス) 

B) Tリンパ球特異的な遺伝子である Lck (lymphocyte protein tyrosine kinase)の Proximal promoterの

下流に Cre recombinaseを組み込んだマウス(LckCreマウス) 

交配により得られた，LckCre;HIF-1aflox/flox (THIF-1KO)マウスまたは LckCre;Hif-2aflox/flox (THIF2KO)マウス

を，Hif-1aflox/flox (WT)マウスまたは Hif-2aflox/flox (WT2)マウスと交配することにより系統を維持した。THIF-

1KOマウスおよび THIF2KOマウスについては，過去の報告において，90%以上の高効率で遺伝子欠損が

引き起こされることが確認されている。 

 

2.2. マウス遺伝子型同定 

【実験材料】 

・ 片刃トリミング用カミソリ (日新 EM株式会社，62-0161) 

・ 水酸化ナトリウム (Wako，198-13765) 

・ 2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオール (Tris) (Wako，207-06275) 

・ 塩酸 (Tris buffer の pH調節用) (Wako，080-01066) 

・ Taq polymerase (自家製) 

・ Primer (表 2.1参照) 

・ dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP mix) 

・ 10X PCR Buffer (Applied Biosystems，4376212) 

・ MgCl2 Solution (Applied Biosystems，361691) 

・ アガロース S (株式会社ニッポンジーン，313-90231) 

・ エチジウムブロマイド 

 

表 2.1 Primer配列 

対象配列 Forward/Reverse プライマー配列 (5’→3’) 

LckCre F CCTTGGTGGAGGAGGGTGGAATGAA 

R GAGCCTGTTTTGCACGTTCACCGG 

Cre F GCAAGTTGAATAACCGGAAATGG 

R GAGCCTGTTTTGCACGTTCACCGG 

HIF-1a F AAAATGTAGTCCTGTTGGTTGTGC 
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【実験方法】 

1) マウスの尾をカミソリで 5 mmほど 1.5 mLチューブに採取する。 

2) 50mM 水酸化ナトリウム水溶液を 500 µL加えた後，100℃に熱したヒートブロックで 25分間加熱す

る。 

3) 1M Tris-HCLを 50 µL加え，遺伝子型同定を行うまで 4℃で保存する。 

4) サンプルを 15,000 rpmで 1分間遠心する。 

5) 8連チューブにサンプルを 5 µL添加し，8連チューブごとサンプルを氷上で冷やす。 

6) 表 2.2の組成の Mixを作製する. ただし，Taq polymerase 以外の試薬を先に調整しておき，十分冷や

した後に Taq polymeraseを加え，タッピングによって混合する。 

 

表 2.2 Genotyping Mix組成 

試薬名 使用量 

MilliQ 13.75 µL 

25mM dNTP 0.25 µL 

25mM Primers 0.25 µL each 

10X PCR Buffer 2.5 µL 

MgCl2 Solution 2.5 µL 

Taq polymerase 0.5 µL 

 

7) 1サンプルにつき 20 µLのMixをファーストノックで加える。 

8) Hot startに設定しておいた Thermal Cyclerに 8連チューブを設置し，図 2.1の条件に従って PCRを開

始する. アニーリング温度とサイクル数に関しては，表 2.3に示す。 

 

 
図 2.1. Genotypingの PCR条件 
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表 2.3 Genotyping PCR アニーリング温度およびサイクル数 

対象配列 アニーリング温度 t サイクル数 x 

Lck 65 ℃ 30 

Cre 65.0 ℃ 30 

Hif-1a 60.0 ℃ 35 

Hif-2a 62.0 ℃ 35 

 

9) 2%アガロースゲルを作製し，サンプルを 120 Vで電気泳動する. ただし，サンプルは負電極の方向に

流れる事に留意してゲルを設置する。 

10) UVランプ下でゲルの撮影を行い，遺伝子型の判別を行う。 

 

2.3. AILIモデルマウスの作製 

	 本研究では，THIF-1KOマウスとその対照群WT，および，THIF2KOとその対照群WT2を用いて行っ

た。AILIモデルマウスは，8-10週齢のマウスに対して，24時間の絶食の後，アセトアミノフェンを 250 

mg/kg mouseの容量で腹腔内に投与することで作製した。生存実験などに関しては 500 mg/kgの容量を用

いた。また，Rag2-/-では 150 mg/kg mouseの容量で投与した。 

 

【実験材料】 

・ APAP (Sigma-Aldrich, A7085-100G) 

・ PBS (Wsko, 045-29795) 

・ MILLEX GV filter unit 0.22 µM (Merck Millipore, SLGU033RS) 

・ シリンジ (TERUMO, SS-01T) 

・ 注射針 26 G (TERUMO, NN-2613S) 

 

【実験方法】 

1) PBS 20 mLを 60℃まで加熱する。 

2) 60 ℃に加熱された PBSにアセトアミノフェンを 500 mg加え，25 mg/mLのアセトアミノフェン溶

液を作製する。60 ℃で 10-15分間撹拌する。 

3) アセトアミノフェン溶液をクリーンベンチ内で，0.22µmフィルターで滅菌する。 

4) マウス 1匹あたり，アセトアミノフェン溶液を，体重 (g)´10 µLの容量で腹腔内に注射する。この

際，42 ℃の水道水でアセトアミノフェン溶液を湯煎しながらアセトアミノフェンが析出しないよう

に注意する。 
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2.4. アセトアミノフェン誘導性肝炎モデルマウスのサンプル採取 

【実験材料】 

・ Tribromo ethanol 

・ 2-Methyl-2-butanol 

・ 片刃トリミング用カミソリ (日新 EM株式会社，62-0161) 

・ シリンジ (TERUMO, SS-01T) 

・ 注射針 25 G (TERUMO, NN-2516R) 

・ 注射針 26 G (TERUMO, NN-2516R) 

 

	 アセトアミノフェン投与後，0時間，6時間，12時間，24時間，48時間，72時間の時点で，マウスを

解剖しサンプルを回収した。サンプル回収時は，マウスに対し，Avertin (表 2.4)を 20 µL/g mouseの容量

で腹腔内に投与することで麻酔を施した。心臓血を採取し，20 mLの冷 PBSを用いて門脈還流をした後，

肝臓を採取した。心臓血は，1.5 mLチューブに採取し，室温で 2時間静置した後に，2000 Gで 20分間遠

心して上清を採取し，液体窒素で凍結して解析に使用するまで-80℃で保存した。肝臓に関しては，外側

左葉は，カミソリで 5-10 mm四方に切り取り，PLP固定液にて一晩浸透固定した。左内側葉，右内側葉

および右外側葉は 1.5 mLチューブに採取し，液体窒素で凍結し，解析に使用するまで-80℃で保存した。 

 

表 2.4 Avertinの組成 (25gの 1個体あたりの分量) 

 

 

2.5. 組織切片作製法 

2.5.1. PLP固定液の調製 

【実験材料】 

・ リン酸水素二ナトリウム十二水和物 (Na2HPO4・12H2O) (Wako，196-02835) 

・ リン酸二水素ナトリウム二水和物 (NaH2PO4・2H2O) (Wako，192-02815) 

・ L-リジン塩酸塩 (Wako，123-01461) 

・ パラフォルムアルデヒド (PFA) (Merck KGaA，30525-89-4) 

・ 10N水酸化ナトリウム溶液 (Wako，198-13765) 

・ MILLEX HA Filter Unit 0.45µm (Merck Millipore Ltd., SLHA033SS) 

 

 

 

試薬名 使用量 

Tribromo ethanol 6.25 mg 

2-Methyl-2-butanol 12.5 µL 

PBS 500 µL 
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【PLP固定液作製法】 

保存液 A (0.01Mリジン，0.05M PB) 

1) MilliQ 1Lに NaH2PO4・2H2O 2.96 gと Na2HPO4・12H2O 29.01 gを加え，0.1Mリン酸緩衝液 (PB) pH7.4

を作製する. 

2) MilliQ 50mLに L-リジン塩酸塩 1.827 gを加えて 0.2 Mリジン塩酸溶液を作製する. 

3) 0.1 M Na2PO4を滴下して pH7.4に補正する. (50mLあたり約 10mL必要.) 

4) 0.1 M PBを加えて全量を 100mLにする. 

5) 4℃で保存する. (10日間保存可能.) 

 

保存液 B (8% PFA) 作製 

1) MilliQ 100 mLを 60℃まで温める. 

2) PFA 8 gを薬包紙に取って加える. 

3) 10 N 水酸化ナトリウムを 2滴加える. 

4) 氷水中にビーカーを入れて冷却する. 

5) 0.45 µmフィルターを使って濾過する. 

6) 4℃で保存する. (7日間保存可能.) 

 

PLP固定液作製 

1) 保存液 Aと保存液 Bを 3:1の割合で混合する. 

2) メタ過ヨウ酸ナトリウムを 2.14 mg/mLの割合で添加して混合する. 

 

2.5.2. パラフィン切片作製法 

【実験材料】 

・ エタノール (Wako，005-00457) 

・ キシレン (Wako，244-00081) 

・ バソプレップ 568 (Wako，162-18961) 

・ ユニ・カセット (Tissue-Tek，1448914) 

 

【実験方法】 

1) 肝臓を採取し，外側左葉からカッターで 10 mm四方の肝臓片を切り取り，PLP固定液に一晩つける。 

2) 70%エタノールに数時間浸ける。 

3) サンプルをユニ・カセットに入れ，ASP300を用いて以下の手順 (表 2.5) でサンプルをパラフィン置

換する。 
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表 2.5 パラフィン置換プロトコル 

手順 置換液 処理時間 

1 70 %エタノール 2時間 

2 80 %エタノール 2時間 

3 90 %エタノール 2時間 

4 100 %エタノール I 2時間 

5 100 %エタノール II 2時間 

6 100 %エタノール III 2時間 

7 エタノール/キシレン等量混合液 2時間 

8 キシレン I 1時間 

9 キシレン II 1時間 

10 キシレン III 1時間 

11 パラフィン I 3時間 

12 パラフィン II 3時間 

 

4) サンプルを鋳型に入れ，-4℃に冷却したプレートの上でパラフィン包埋を行う。サンプルは常温保存

可能である。 

5) サンプルブロックを滑走式ミクロトームに設置し，刃角 10°，厚み 5µmに設定してサンプルを薄切

りする。 

6) 42℃の湯浴にサンプルを浮かべて伸展を行い，スライドガラスにサンプルを載せる。 

7) 十分水切りした後，37℃プレート上で一晩乾燥させる。 

8) 切片は染色前に下記の手順 (表 2.6) に従って脱パラ操作を行う。 

 

表 2.6 パラフィン除去操作 

手順 試薬 処理時間 

1 キシレン I 10分 

2 キシレン II 10分 

3 キシレン III 15分 

4 100 %エタノール I 10回洗浄 

5 100 %エタノール I 10回洗浄 

6 70 %エタノール 10回洗浄 

 

2.6. 組織切片染色法 

2.6.1. Hematoxylin Eosin (H.E.) 染色 

【実験材料】 

・ マイヤーヘマトキシリン (武藤化学，3000-2) 

・ 1 % エオジン Y液 (武藤化学，3200-2) : 1 %エオジン Y液 83 mLに対して，60 %エタノール 

(Wako，005-00457) 166 mL，酢酸 (Wako，017-00256) 1.25 mLを添加して pH 4.8~5.0の使用液
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とする. 

・ エタノール (Wako，005-00457) 

・ キシレン (Wako，244-00081) 

・ マリノール (武藤化学，2009-1) 

・ カバーガラス (MATSUNAMI，25x50 mm) 

 

【実験方法】 

1) スライドガラスをマイヤーヘマトキシリン液に 20分間つけて核染色を行う。 

2) 流水で 5分間洗浄する。 

3) 80 %エタノールに 1分程度浸す。 

4) エオジン溶液に 5分間浸して細胞質染色を行う。 

5) 以下の表 2.7に示す手順で透徹を行う。 

 

表 2.7 透徹操作 

手順 試薬 処理時間 

1 70 %エタノール 10回洗浄 

2 100 %エタノール I 10回洗浄 

3 100 %エタノール I 10回洗浄 

4 キシレン III 10回洗浄 

5 キシレン III 10回洗浄 

6 キシレン III 10回洗浄 

 

6) キシレンを軽く拭き取り，マリノールを切片上に数滴垂らし，カバーガラスを被せる。 

7) 2~3日程度乾燥させる。 

8) H.E.染色像の肝障害領域解析は，Photoshopを用いて白抜けの肝障害領域の面積を肝実質領域の面積

で割った割合として解析した。 

 

2.6.2. 免疫染色 

【実験材料】 

・ PBS (自作) 

・ Bovine serum albumine (Wako, 017-23294) 

・ 賦活化用試薬: EDTA (Wako, 345-01865) 

・ Avidin/Biotin Blocking Kit (Vector Laboratories, SP-2001)  

Avidin Blocking溶液，Biotin Blocking溶液 

・ 1次抗体: Purified anti-mouse Ly6G (Biolegend, 1A8, 127601) 

900 µL 1% BSA/PBS, 100 µL マウス血清，5 µL 1次抗体を混合する 



 30 

・ 1次抗体: Ki-67 (D3B5) Rabbit mAb (Mouse Preferred; IHC Formulated) (Cell signaling #12202S) 

PBSで 300倍希釈する 

・ Vectorstein Elite ABC HRP Kit (Vectorstein, PK6100) 

Rat血清 (Ly6G)，Goat血清 (Ki67) 

ABC溶液 : 使用 30分前に 960 µL PBS，20 µL Reagent A，20 µL Reagent Bを混合 

2次抗体 : anti-rat IgG biotinylated antibody (Ly6G)，anti-rabbit IgG biotinylated antibody (Ki67) 

・ H2O2 (Wako, 081-04215) 

・ 3,3-diaminobenzine tetrachloride 

・ 2 M Tris-HCl pH 7.6 

・ Sodium azide 

・ NaCl 

・ D2W 

・ Pap pen 

 

【実験操作】 

1) スライドガラスを PBSに浸す。 

2) 賦活化を沸騰した 1 mM EDTA (pH8.0)溶液中で，50分間行う。 

3) 流水で室温まで冷却し，PBSで洗浄する。 

4) 切片周りの水分を丁寧に除き，切片の周囲をパップペンで囲む。 

5) 切片を Avidin blocking溶液で覆い，室温で 10分間静置する。 

6) PBSにつけて，5分間，時々揺らして洗浄する。 

7) 切片を Biotin blocking溶液で覆い，室温で 10分間静置する。 

8) PBSにつけて，5分間，時々揺らして洗浄する。 

9) 2次抗体を作製した動物種の血清溶液で覆い，室温で 30分間静置する。 

10) 血清溶液を払い，切片周りの残液をキムワイプで丁寧に拭き取る。 

11) 1次抗体を 1 % BSA/PBSで希釈し，切片上に載せ，4 ℃で一晩抗体反応する。 

12) PBS中で 5分間洗浄を 3回繰り返す。 

13) 切片周りの残液をキムワイプで丁寧に拭き取る。 

14) 2次抗体を切片上に載せ，室温で 30分間静置し，抗体反応する。 

15) PBS中で 5分間洗浄を 3回繰り返す。 

16) 0.3 % H2O2/PBS中に浸し，室温で 30分間静置する。 

17) PBS中で 5分間洗浄を 3回繰り返す。 

18) ABC溶液で切片を覆い，遮光して室温で 30分間反応させる。 

19) PBS中で 5分間洗浄を 3回繰り返す。 

20) DAB溶液を表 2.8の組成で作製する。 
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表 2.8 DAB溶液組成 

試薬 使用量 

3,3-diaminobenzine tetrachloride 10 mg 

2 M Tris-HCl pH7.6 1.25 mL 

Sodium azide 32.5 mg 

NaCl 0.45 g 

D2W 50 mLまでメスアップ 

H2O2 使用直前に 8.5 µL添加 

 

21) DAB溶液中に浸して，室温で反応させる (Ly6G: 5分間，Ki67: 10分間)。この際，適宜顕微鏡で観

察しながら，反応時間を調整する。 

22) PBS中で 5分間洗浄を 3回繰り返す。 

23) MilliQ中でゆらしながら洗浄する。 

24) 表 2.7に示した透徹作業を行う。 

25) マリノールで封入する。 

 

2.7. 血清 Alanine aminotransferase (ALT) 活性測定法 

【実験材料】 

・ トランスアミナーゼ CII-テストワコー (Wako，431-30901) 

・ 血清 

 

【実験方法】 

1) 100 Karmen基準液より，MilliQを用いて段階希釈することで，0，12.5，25，50 Karmenの標準溶液を

作製する。 

2) 血清サンプルを適宜希釈し，氷上に置いておく。 

3) 基準液と発色試薬を等量混合し，基質発色液を作製する。 

4) 基質発色液を 400 µLずつ 1.5 mLチューブにファーストノックで分注し，37℃で 5分間加温する。 

5) 希釈した血清サンプルを 8 µL加えて混合する。 

6) 37℃で 20分間加温する。 

7)  反応停止液を 800 µL加えて混合し，室温で 5分間静置する。 

8) サンプルをキュベットに移した後，分光光度計を用いて標準溶液およびサンプルの 555 nm吸収光度

を測ることで血清 ALT活性を算出する。 
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2.8. Enzyme linked immune solvent assay (ELISA)による血清中サイトカインの定量 

【実験材料】 

・ Mouse Quantikine ELISA kit 

IL-17 (R&D, M1700)，IFN-g (R&D, MIF00)，OPN (R&D, MOST00) 

・ 血清 

・ Benchmark Plus (Beckman Coulter) 

 

【実験方法】 

1) 使用する全てのサンプルと試薬を室温に戻す。 

2) 高濃度の基準液を，Calibrator Diluent RD6-12を用いて希釈し， IL-17の場合は，700, 350, 175, 87.5, 

43.8, 21.9, 10.9 pg/mL，IFN-gの場合は，600, 300, 150, 75, 37.5, 18.8, 9.4 pg/mL，OPNの場合は，1250, 

625, 313, 156, 78, 39 pg/mLの基準液を作製する。 

3) OPNの場合は，サンプルを Calibrator Diluent RD6-12 で 2000倍希釈する。IL-17, IFN-gに関しては，

血清を原液で使用する。 

4) 必要なストリップのみ取り出し，各ウェルに Assay Diluent RD1-63を 50 µLずつ加える。 

5) 各ウェルにサンプルまたは基準液を 50 mLずつ加え，溶液をこぼさないように，注意しながらタッ

ピングを 1分間行い，ウェル内の溶液に均一にする。 

6) ストリップにカバーを貼り付け，室温で 2時間静置する。 

7) 各ウェルの溶液をアスピレーターで吸いとり，Wash Buffer 400 µLで 5回洗浄する。 

8) 5回目の洗浄後は，新しいキムタオルの上にウェルを軽く叩きつけ，ウェル内の水分を取り去る。 

9) 各ウェルに Conjugate を 100 µLずつ加え，ストリップに新しいカバーを貼り付け，室温で 2時間静

置する。 

10) 各ウェルの溶液をアスピレーターで吸いとり，Wash Buffer 400 µLで 5回洗浄する。 

11) 5回目の洗浄後は，新しいキムタオルの上にウェルを軽く叩きつけ，ウェル内の水分を取り去る。 

12) Color Reagent Aと Color Reagent Bを等量混合し，Substrate Solutionとする。 

13) 各ウェルに，100 µLずつ Substrate Solutionを加え，アルミホイルで覆い遮光しながら，室温で 30分

静置する。 

14) Stop Solutionを 100 µLずつ加え，溶液をこぼさないように，注意しながらタッピングを 1分間行い，

ウェル内の溶液に均一にする。 

15) Stop Solutionを加えてから 30分以内に，Microplate Readerで 450 nmの吸光度から 540 nmの吸光度

を差し引いた値を測定する。 

 

2.9. DTNB-glutathione recycling method 

【実験材料】 

・ マウス肝臓 
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・ GSSG/GSH Quantification Kit (DOJINDO, G257) 

・ 5-スルホサリチル酸 (SSA) 

 

【実験方法】 

1) 肝臓 100 mgを 500 µLの 5% SSA水溶液でホモジナイズする。 

2) 8,000 G, 10min, 室温で遠心する。 

3) 上清を新しいチューブに移す。 

4) D2Wで SSA濃度が 0.5%になるように希釈して測定試料とする。Total GSH測定の際は D2Wで 100

倍希釈，GSSG測定の際は D2Wで 20倍希釈を 0.5% SSAを用いて行う。 

5) 100 µmol/L GSSG standard solutionを 25.0 µmol/Lに希釈して，段階希釈によって 12.5，6.25，3.13，

1.57，0.78 µmol/Lのスタンダード溶液を作製する。200 µmol/L GSH standard slutionを 50.0 µmol/Lに

希釈して，段階希釈によって 25.0，12.5，6.25，3.13，1.57 µmol/Lのスタンダード溶液を作製する。 

6) GSSG測定の際には，50 µLのスタンダード溶液およびサンプルに 1 µLの Masking solutionを加え

る。 

7) GSHスタンダード，GSH測定用サンプル，あるいは，GSSGスタンダード，GSSG測定用サンプル

をそれぞれ 40 µLずつ 96 well plateに加える。 

8) Buffer solution 60µLを各ウェルに添加する。 

9) 37 °C，1 hインキュベートする。 

10) Substrate working solution 60µLを各ウェルに添加する。 

11) Enzyme/coenzyme working solution 60µLを各ウェルに添加する。 

12) 37 °C，1 hインキュベートする。 

13) マイクロプレートリーダーで 405 nmの吸光度を測定する。 

14) TotalGSHから GSSGの濃度を差し引くことで GSG濃度を算出する。 

 

2.10. 免疫細胞の分離 

2.10.1. 肝臓からの免疫細胞の分離 

【実験材料】 

・ マウス肝臓 

・ スチールメッシュ 200 G 

・ 20 mLシリンジのピストン部分 

・ 滅菌ディッシュ (IWAKI, SH90-15) 

・ 50 mL 遠沈管 (FALCON, 352070) 

・ D-MEM basic 1 X (Gibco, C11885500BT) 

・ HEPES (同仁化学, 340-01371) 

・ FBS 
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・ Percoll (GE Healthcare, 17-0891-02) 

・ 10×PBS (自作) 

・ Sodium Bicarbonate (Wako, 166-03275) 

・ ヘパリン (持田製薬, 日本薬局方ヘパリンナトリウム注射液) 

・ Lysing Buffer 

・ BSA (Wako, 017-23294) 

・ ナイロンメッシュ 

 

【実験方法】 

1) ディッシュの上にスチールメッシュの上に置き，その上に肝臓を置く。肝臓の上から MEM-HEPES

を 5 mLかけ，ピストンですり潰す。ピストンの滑りが悪くなる前にMEM-HEPESをさらに 5 mLか

けることを 4 回繰り返し，肝臓をスチールメッシュに通し切る。MEM-HEPES の組成は，表 2.9 に

示す。 

 

表 2.9 MEM-HEPES組成 

試薬 使用量 

D-MEM 500 mL 

1 M HEPES 3.8 mL 

FBS 10 mL 

 

2) ディッシュに溜まった肝臓の破砕液をオートピペッターで吸い，ディッシュ底に押し付けて，破砕

液をさらに細かくする。 

3) 破砕液を 50 mLチューブに移し，さらにディッシュを新しいMEM-HEPES 5 mLで洗って回収する。 

4) 室温，800 Gで 10分間遠心する。 

5) 上清をアスピレーターで吸いとり，35% Percollを 15 mLずつ加え，20秒激しく振り，Vortexを 5秒

間行う。Percollの組成は表 2.10に従う。 

 

表 2.10 35%Percoll組成 

試薬 使用量 

《100% Percoll》 

Percoll 92.5 mL 

10×PBS 7.2 mL 

Sodium Bicarbonate 1.3 mL 

《35% Percoll》 

100 % Percoll 5.25 mL 

MEM-HEPES 9.75 mL 
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ヘパリン 1 mL 

 

6) 室温，800 Gで 30分間遠心する。 

7) 遠心後の破砕液は，3層に分かれる (図 2.2)。最下層の層のみ残し，上の層はアスピレーターで吸い

取る。 

 

 
図 2.2 Percollで分離後の破砕液の様子 

 

8) 新しい 50 mL遠沈管に免疫細胞の層をMEM-HEPES 2 mLに懸濁して移す。遠沈管に免疫細胞を取

り残さないように，もう一度，MEM-HEPES 2 mLで新しい遠沈管に細胞を回収する。この際，遠沈

管の内側壁面には，免疫細胞以外の物が張り付いているため，細胞懸濁液を移す際に触れてコンタ

ミすることのないように注意する。 

9) 4℃，800 Gで 10分間遠心する。 

10) 上清を少し残すようにしてアスピレーターで吸う。チューブをタッピングして，細胞を残した上清

に懸濁する。 

11) Lysing Buffer (表 2.11) を 15 mLずつ加えて vortexし，3分間氷冷する。 

 

表 2.11 Lysing buffer 組成 (500 mL分) 

試薬 使用量 

NH4Cl (Wako, 017-02995) 3.74 g 

KHCO3 (Wako, 166-03275) 0.45 g 

EDTA-2NA (同仁化学, 345-01865) 0.17 g 

170 mM Tris pH 7.65 (Wako, 207-06275) 50 mL 

MilliQ Up to 500 mL 

 

12) MEM-HEPESを 20 mL加え，溶血を止める。 

13) 4℃，500 Gで 10分間遠心する。 

14) MEM-HEPESで 2回洗浄する。 

15) 0.5 % BSA/PBS 3 mLに細胞を懸濁し，ナイロンメッシュに通した後，血球計算版で細胞数を数える。 
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2.10.2. 脾臓からの免疫細胞の分離 

【実験材料】 

・ マウスの脾臓 

・ 70 µmのセルストレーナー (FALCON, 352350) 

・ MEM-HEPES 

・ 20 mLシリンジのピストン部分 

・ 50 mL遠沈管 (FALCON, 352070) 

・ Lysing buffer 

 

【実験方法】 

1) セルストレーナーを遠沈管にセットし，脾臓をその上に置き，解剖バサミで脾臓を粗く切る。 

2) 脾臓の上にMEM-HEPESを 1 mL加え，ピストンですり潰す。この作業を 3回繰り返す。 

3) 4 ℃，400 Gで 10分間遠心する。 

4) 上清を少し残すように，アスピレーターで吸い取る。チューブをタッピングして，細胞を残した上

清に懸濁する。 

5) Lysing Bufferを 15 mLずつ加え，vortexし，3分間氷冷する。 

6) MEM-HEPESを 20 mL加え，溶血を止める。 

7) Lysing Bufferを 15 mLずつ加え，vortexし，3分間氷冷する。 

8) MEM-HEPESを 20 mL加え，溶血を止める。 

9) 4 ℃，500 Gで 10分間遠心する。 

10) MEM-HEPESを 3 mL加え洗浄する。 

11) 4 ℃，500 Gで５分遠心する。 

12) 0.5 % BSA/PBSを 10 mL加え，ナイロンメッシュに通したのち，血球計算版で細胞数を数える。 

 

2.11. Flow cytometryと Cell sorting 

2.11.1. Flow cytometry 

	 肝臓および脾臓中の免疫細胞の数およびサイトカイン産生能を，フローサイトメトリーを用いて解析

した。 

【実験材料】 

・ マウス免疫細胞 

・ ナイロンメッシュ 

・ BSA (Wako, 017-23294) 

・ FCブロック Purified anti-mouseCD16/32 (Biolegend, 93, 101302) 

・ BD Cytofix/Cytoperm Plus Fixation/Permeabilization Solution Kit with BD GolgiStop (BD Bioscience, 

554715) 
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・ PMA (Sigma, P8139) 

・ Ionomysin (Sigma, I0634) 

・ RPMI-1640 (Wako, 189-02025) 

・ True Nuclear Transcription Factor Buffer Set (Biolegend, 424401) 

・ Cytomics FC500 flow cytometer (Beckman Coulter) 

・ 蛍光標識抗体 (表 2.12参照) 

 

表 2.12 蛍光標識抗体による免疫細胞の検出法 

評価対象 抗体 製造先 目的 

マクロファージ/

好中球 

FITC-CD11b (M1/70) eBioscience 

検出 
PE-F4/80 (BM8) BioLegend 

Alexa Fluor 647-Ly6G (1A8) BioLegend 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

Treg 

PE-CD25 (PC61) BioLegend 

検出 (細胞内染色) 
PE/Cy5-CD4 (GK1.5) BioLegend 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

FITC-Foxp3 (150D) BioLegend 

Treg 

Alexa Fluor 488-CD25 (PC61) BioLegend 

アポトーシス評価 
APC-CD4 (GK1.5) BioLegend 

APC/Cy7 CD127 (A7R34) BioLegend 

PE-Annexin V BioLegend 

Treg 

Alexa488-CD25 (PC61) BioLegend 

細胞分離 APC-CD4 (GK1.5) BioLegend 

APC/Cy7 CD127 (A7R34) BioLegend 

gd T細胞 
PE-TCR g/d (GL3) BioLegend 

検出 PE-Cy5-CD3e (145-2C11) eBioscience 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

gd T細胞 
FITC-TCR g/d (GL3) BioLegend Migration評価 

細胞分離 
Alexa647-CD3e (145-2C11) BioLegend 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

gd T細胞 

Mito Tracker Green FM Invitrogen 

ミトコンドリア解析 
PE-TCR g/d (GL3) BioLegend 

Alexa647-CD3e (145-2C11) BioLegend 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

gd T細胞 

FITC-TCR g/d (GL3) BioLegend 

CD69発現 
PE-CD69 (H1.2F3) BioLegend 

Alexa647-CD3e (145-2C11) BioLegend 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

FITC-TCR g/d (GL3) Invitrogen 
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gd T細胞 

PE-CCR6 (29-2L17) BioLegend 

CCR6発現 Alexa647-CD3e (145-2C11) BioLegend 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

IL-17A+細胞 

PE-TCR g/d (GL3) BioLegend 
検出 

(細胞内染色) 

PE-Cy5-CD3e (145-2C11) eBioscience 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

Alexa Fluor 488-IL-17A (TC11-18H10.1) BioLegend 

IFN-g+ cells 

PE-NK1.1 (PK136) BioLegend 
検出 

(細胞内染色) 

PE-Cy5-CD3e (145-2C11) eBioscience 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

PE-IFN-g (XMG1.2) BioLegend 

NK/NKT/CD3T

細胞 

PE-NK1.1 (PK136) BioLegend 

検出 PE-Cy5-CD3e (145-2C11) BioLegend 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

NK/NKT/CD3T

細胞 

FITC-NK1.1 (PK136) BioLegend 
検出 

(細胞内染色) 

PE-OPN (Polyclonal) R&D 

Alexa647-CD3e (145-2C11) BioLegend 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

NKT細胞 

FITC-NK1.1 (PK136) BioLegend 

CD69発現 
PE-CD69 (H1.2F3) R&D 

Alexa647-CD3e (145-2C11) BioLegend 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

NKT細胞 

Alexa488-TCR b chain (PK136) BioLegend 

FasL発現 
PE-FasL (MFL3) BioLegend 

APC-NK1.1 (145-2C11) BioLegend 

PE/Cy7-CD45 (30-F11) BioLegend 

 

【実験方法】 

1) 免疫細胞の細胞数を 1サンプルあたり，0.5-1×106の範囲に揃える。 

サイトカイン産生能のアッセイを行う場合は，以下の 2)から 6)の操作を行う。 

2) 細胞を終濃度が PMAは 50 ng/mL，Ionomysinは 1 µg/mL, GolgiStopは 0.64 µL/mLになるように添加

した RPMI complete medium (RPMI-1640, 10% FBS)) 5 mLに懸濁する。 

3) 37 ℃ の CO2インキュベーターで 4時間培養する。 

4) 4 ℃に冷やした 0.5 % BSA/PBSを 10 mL加える。 

5) 4 ℃，500 Gで 10分間遠心し，上清を吸い取る 

6) 0.5 % BSA/PBS 1 mLを加え，4 ℃，500 Gで 5分間遠心し，上清を吸い取る 

以下は抗体染色の手順を示す。 

7) 1サンプルあたり 100 µLの 0.5 % BSA/PBSに 1 µLの FCブロックを添加したバッファーで懸濁す
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る。 

8) 氷上で 15分間静置する。 

9) 1サンプルあたり，細胞表面染色用の各蛍光標識抗体を 1 µL加え，vortexし，氷上で遮光しながら

30分間静置する。 

10) 0.5 % BSA/PBSを 1 mL加え，4 ℃, 500 Gで 5分間遠心し，上清を吸う。この操作を 2回繰り返す。 

11) 細胞表面染色のみの場合は，洗浄が終了後，600-1000 µLの 0.5 % BSA/PBS600に懸濁し，ナイロン

メッシュに通したのち，Cytomics FC500で測定する。 

さらに細胞内抗原の染色も行う場合は，11)で表面抗原を染色した後に細胞の固定を行う。使用する固定

液については，Treg細胞を染色する場合は，True Nuclear Transcription Factor Bufferを，その他の細胞を染

色する場合は，BD Cytofix/Cytopermを用いた。 

12) True Nuclear Transcription Factor Bufferの場合は，1サンプルあたり 200 µLの Transcription Factor 1× 

Fix solutionを，BD Cytofix/Cytopermの場合は，100 µLの Cytofix/Cytoperm solutionを加える。但し，

固定液を加える直前に，vortex をし，細胞ペレットを崩し，固定液を加えると同時にピペッティン

グを行うことで，細胞の凝集を抑えるよう注意する。 

13) True Nuclear Transcription Factor Bufferの場合は，室温で 30分間，BD Cytofix/Cytopermの場合は，

4 ℃で 30分間遮光しながら静置する。 

14) True Nuclear Transcription Factor Bufferの場合は，Transcription Factor 1×Perm Bufferを 200 µL，BD 

Cytofix/Cytopermの場合は，BD Perm/Wash Bufferを 1 mLずつ加え，4 ℃，500 Gで 5分間遠心する。 

15) 0.5 % BSA/PBSを 1 mL加え，4 ℃, 500 Gで 5分間遠心し，上清を吸う。この操作を 2回繰り返す。 

16) 1サンプルあたり，100 µLの Transcription Factor 1×Perm Bufferまたは BD Perm/Wash Bufferに抗体を

1 mL加え，細胞内染色を行う。 

17) 遮光して，氷上で 30分間静置する。 

18) True Nuclear Transcription Factor Bufferの場合は，Transcription Factor 1×Perm Bufferを 200 µL，BD 

Cytofix/Cytopermの場合は，BD Perm/Wash Bufferを 1 mLずつ加え，4 ℃，500 Gで 5分間遠心する。 

19) 0.5 % BSA/PBSを 1 mL加え，4 ℃, 500 Gで 5分間遠心し，上清を吸う。この操作を 2回繰り返す。 

20) 600-1000 µLの 0.5% BSA/PBS600に懸濁し，ナイロンメッシュに通したのち，Cytomics FC500で測

定する。 

 

2.11.2. Cell sorting 

【実験材料】 

・ マウス免疫細胞 

・ ナイロンメッシュ 

・ Easy Sep Mouse T Cell Isolation Kit (STEMCELL, 19851) 

Rat血清 

抗体カクテル 
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RapidSpheres 

・ Easy Sep Buffer (STEMCELL, 20144) 

・ Easy Sep Magnet (STEMCELL, 18000) 

・ BSA (Wako, 017-23294) 

・ FCブロック Purified anti-mouseCD16/32 (Biolegend, 93, 101302) 

・ FACS Aria II flow cytometer (BD Bioscience) 

・ 蛍光標識抗体 

・ 70 µm/80µm径ノズル (BD Bioscience) 

 

 【実験方法】 

セルソーターにより目的細胞をソーティングする前に，磁気ビーズを用いた CD3+T細胞のネガティ

ブセレクションを行なった。 

1) 細胞を 1×108 cells/mLになるように EasySep Bufferで懸濁する。磁気による分離一回あたり細胞懸濁

液量を 0.1 mL - 2 mLにする。 

2) サンプル 1mLあたり 50 µLRat血清を加える。 

3) サンプルを FACSチューブ (ポリスチレン製) へ移す。 

4) サンプル 1mLあたり 50 µLの抗体カクテルを加え，室温で 10分間置く。 

5) RapidSphereを 30秒間 vortexした後，サンプル 1 mLあたり 75 µL加え，2.5分間置く。 

6) 懸濁液が 2.5 mLになるように EasySep Bufferを加える。 

7) マグネットに設置し，2.5分間置く 

8) チューブをマグネットに設置したまま，逆さにし，新しいチューブに上清を移す。 

9) 6)から 8)の操作をもう一度繰り返す。 

10) 得られた上清を CD3+ T細胞の懸濁液とし，細胞表面染色へ進む。細胞の染色方法は，3.10.1 に示し

た通り行う。 

11) サンプルを 5 - 8×106 cells/mL程度に調製する 

12) 70 µm径のノズルを FACS Aria IIにセットする。 

13) ソートされた細胞を受けるチューブを，あらかじめ 1 % BSA/PBSでコーティングしておく。さらに，

2 mL程度の 1 % BSA/PBSを入れることで，ソーティングの際の細胞への衝撃を緩和する。 

14) Flow Rate 3以下で必要な細胞数が得られるまでソーティングを行う。 

 

2.12. 免疫細胞移入実験 

	 絶食を施した THIF-1KOに上記の Cell sortingによって回収した CD4+CD25+CD127- Tregを APAP投与

12時間前に 1´106/mouseで尾静脈に投与し，絶食後 24時間の時点で APAPを 250 mg/kgの容量で投与し

た。同様に，絶食を施した Rag2-/-に対して Cell sortingによって回収した CD45+CD3+TCRg/d+ gd T細胞を

APAP投与直前に 2.5´105/mouseで尾静脈に投与し，絶食後 24時間の時点で APAPを 150 mg/kgの容量で
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投与した。 

 

2.13. 免疫細胞除去実験 

	 好中球除去実験では，APAP投与の 24時間前に抗マウス Gr-1抗体 (RB6-8C5, BioLegend) を 250 µgで

尾静脈注射により投与し，コントロール群にはラット IgG2bk (RTK4530, BioLegend) を投与した。一方，

IL-17Aの中和実験では，APAP投与直前に抗マウス IL-17A抗体 (TC11-18H10.1, BioLegend) を 200 µgで

尾静脈注射により投与し，コントロール群には抗ラット IgG1k (RTK2071, BioLegend) を投与した。 

 

2.14. DNA合成 

2.14.1. RNA抽出 

【実験材料】 

・ NucleoSpin RNA Plus (Machenary Nagel) 

・ マウス肝臓サンプル 

 

【実験方法】 

1) 肝臓片 30 mgを LBP buffer 350 µLで冷やしながら 1,200 rpmでホモジナイズする。 

2) 肝臓破砕液を gDNA removalカラムへ移してチューブに挿し，室温，11,000 Gで 30秒間遠心する。 

3) チューブへ落ちた肝臓破砕液に LBP buffer 100 µLを加える 

4) サンプルを Nucleospin RNA Plus カラムへ移し，室温，11,000 Gで 15秒遠心する。 

5) WB1 buffer 200 µL加え 11,000 Gで 15秒間遠心する。 

6) WB2 buffer 600 µL加え 11,000 Gで 15秒間遠心する。 

7) WB2 buffer 250 µL加え 11,000 Gで２分間遠心する。 

8) カラムを新しい 1.5mLチューブに移し，メンブレンの中央に DEPEC水 30 µLを加え，11,000 Gで

1分間遠心する。 

9) 吸光度計を起動し，DEPEC水でブランクを取ってサンプルの RNA濃度を測定する。 

10) RNA濃度が 500 nL/µLになるように，サンプルを DEPEC水で希釈する。 

 

2.14.2. 逆転写反応 

【実験材料】 

・ GoScript Reverse Transcription System (Promega，A5004) 

・ Random primers (invitrogen，48190-011) 

・ Oligo dT 20 primers (Eurofins) 

・ dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP mix) (Takara, 4029) 
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【実験方法】 

1) 表 2.13に従って，RNA/Primer Mixを作製する。 

 

表 2.13 RNA/Primer Mixの組成 

試薬 使用量 

Total RNA solution 5 µg (x µL) 

0.5 µg/µL Random primer 1 µL 

0.5 µg/µL Oligo dT primers 1 µL 

DEPEC water (8 -x) µL 

 

2) 70 ℃のヒートブロックで 5分間加温する。 

3) 直ちに氷上で 5分間冷やす。 

4) 表 2.14に従って Reverse transcription mixを作製する。 

 

表 2.14 Reverse Transcription Mixの組成 

試薬 使用量 

GoScript 5 X Reaction Buffer 4 µL 

25 mM MgCl2 2 µL 

10 mM dNTP 1 µL 

GoScript Reverse Transcriptase 0.7 µL 

DEPEC water 2.3 µL 

 

5) RNA/primer mix 10 µLに対し，Reverse transcription mix 10 µLを加える。 

6) 25℃ヒートブロックで 5分加温することで，アニーリングを行う。 

7) 42℃ヒートブロックで 1時間加温することで，伸長反応を行う。 

8) 70℃ヒートブロックで 15分間加温することで，伸長反応を停止する。 

9) D2Wで 5 - 10倍に希釈する 

10) -20 ℃で保存する。 

 

2.15. スタンダードベクターの作製 

2.15.1. TAクローニングおよび目的 DNAの大腸菌への導入 

【実験材料】 

・ Crimson Taq DNA Polymerase (BioLabs, M0324S) 

・ 5× Crimson Taq Reaction Buffer (BioLabs, B0324S) 

・ アガロース S (株式会社ニッポンジーン, 313-90231) 

・ 片刃トリミング用カミソリ (日新 EM株式会社, 62-0161) 
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・ PCR clean-up Gel extraction (MACHEREY-NAGEL, 740609.250) 

・ pGEM-T Easy (Promega, A137A) 

・ Ligation Mix (TaKaRa, 6023) 

・ Competent cell (DH5a) (自家製) 

・ SOC培地 (表 2.15) 

・ LB培地，LBプレート (表 2.16) 

・ 10 mg/mL アンピシリン (Wako，018-10372) 

 

表 2.15 SOC培地の組成 

試薬 使用量 

Bacto Tryptone (Becton Dickinson and Company，211705) 20 g 

Bacto Yeast Extract (Becton Dickinson and Company，212750) 5 g 

塩化ナトリウム (Wako，191-01665) 0.5 g 

5 N水酸化ナトリウム水溶液 (Wako，198-13765) 0.2 mL 

MilliQ − 

 

上記試薬をオートクレーブ後，下記試薬を添加 

960 mL 

+ 1 Mグルコース (Wako，041-00595) 20 mL 

+ 1 M 塩化マグネシウム水溶液 (Wako，135-00165) 10 mL 

+ 1 M 硫酸マグネシウム (Wako，131-00405) 10 mL 

 

表 2.16 LB培地および LBプレートの組成 

試薬 使用量 

Bacto Tryptone 10 g 

Bacto Yeast Extract 5 g 

塩化ナトリウム 10 g 

5 N水酸化ナトリウム水溶液 0.2 mL 

MilliQ − 

 1 L 

+ ( LBプレート) Bacto Agar (Becton Dickinson and Company，214010) 15 g 

上記試薬をオートクレーブ後，LB培地は使用可能である。LBプレートは 10 cm dishに 10 mLずつ分注し，固まったら冷

蔵保存する。 
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【実験方法】 

1) 表2.17に従ってMixtureを作成する。 

 

表表2.17 Crimson Taq Mixture組成組成 

試薬 使用量 

5× Crimson Taq Reaction Buffer 5 µL 

2.5 mM dNTP 2 µL 

25 mM Primers 0.2 µL each 

Taq polymerase 0.125 µL 

DNA solution 5µL 

MilliQ 12.5 µL 

 

2) Thermal Cyclerを用いて，図2.3のプロトコルでPCR反応を行う。 

 

 

図図2.3 CrimsonTaq PCRプロトコルプロトコル 

 

3) 1 %アガロースゲルで電気泳動を行う。UVランプでバンドの位置を確認し，目的遺伝子のバンドを

カミソリで切り出し，ゲルの重さを測定する。ただし，UVによるDNAへの損傷を抑えるため，UV

ランプは出力の低い長波長を利用し，短時間の照射にする。 

4) ゲル1 mgあたり2 µLのNTを加え，50 ℃で10分間加温して，ゲルを溶かす。 

5) ゲル溶液をカラムに移し，11,000 gで1分間遠心する。 

6) NT3を700 µL加え，11,000 gで1分間遠心して，メンブレンの洗浄を行う。 

7) 6)の操作をもう一度行う。 

8) 11,000 g，1分間空遠心を行い，有機溶媒を完全に排除する。 

9) NEを30 mLメンブレンの中央に加え，11,000 gで1分間遠心し，DNAを溶出する。 

10) 表2.18の組成でLigation  Mixtureを作成する。16 ℃で30分間インキュベートし，pGEM-T  Easyに

目的配列を挿入する。 

 

 

30 sec.

15 sec.

40 cycles

95 95 

60 5 min.

68 

95 

90 sec.

68 30 sec.
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表 2.18 Ligation Mixtureの組成 

試薬 使用量 

pGEM-T Easy 0.25 µL 

Ligation Mix 5 µL 

Insert 4.75 µL 

 

11) Competent cell 100 µLを氷上で融かす。 

12) Competent cell の 1/10 量を上限として目的配列を挿入したベクターを加え，軽くピペッティングす

る。 

13) 10 - 30分間氷上に静置する。 

14) 42 ℃で 45秒間加温し，ヒートショック処理を行う。 

15) 2 - 3分間氷上に静置する。 

16) あらかじめ 37 ℃に加温しておいた SOC培地 1 mLを Competent cellに加える。 

17) 37 ℃のヒートブロックで 30分間賦活化する。 

18) 3000 rpmで 5分間遠心する。 

19) アンピシリン 50 µLで懸濁 

20) アンピシリン入りの LB培地を温めておき，大腸菌を LBプレートに播いて一晩培養する。 

21) LB培地 2 mLに対し，アンピシリン溶液 1 µLを加えた培地をラウンドチューブに入れる。コロニ

ーを爪楊枝でつつき，ラウンドチューブに爪楊枝を入れる。 

22) 37 ℃の湯浴にラウンドチューブを設置し，6時間以上振盪培養する。 

23) 培養後の大腸菌液はMini prepを行うまで 4 ℃で 1週間程度まで保存可能である。 

 

2.15.2. Mini Prep (ボイル法) 

【実験材料】 

・ ボイル法バッファー (表 2.19) 

・ 10 mg/mL Lysozyme 

・ 2-プロパノール (Wako，166-04836) 

・ エタノール (Wako，005-00457) 

・ RNase A (Sigma，R4642) 

 

表 2.19 ボイル法バッファーの組成 

試薬 使用量 

1 M Tris-HCL (pH 7.5) (Wako, 207-06275) 5 mL 

0.5 M EDTA-2Na (pH 8.0) (同仁化学研究所，345-01865) 12.5 mL 

塩化リチウム (Wako, 123-05241) 10.6 g 

MilliQ − 
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上記試薬をオートクレーブ後，下記試薬を添加 

96 mL 

TritonX-100 (Wako，168-11805) 4 mL 

 

【実験方法】 

1) 培養した大腸菌液 1 mLを 1.5 mLチューブに回収し，遠心した後，上清を除去する。 

2) 1サンプルあたり，ボイル法バファーを 200 mL，10 mg/mL Lysozyme solutionを 15 µL加え，よく混

合する。 

3) 100 ℃のヒートブロックで 2分間加温する。 

4) 氷上に 2分間放置する。 

5) 15,000 rpm，4 ℃で 10分間遠心する。 

6) 未滅菌爪楊枝で沈殿物を除去する。 

7) 2-プロパノールを 200 µL加えてよく混ぜる。 

8) 15,000 rpm，4 ℃で 10分間遠心する。 

9) 上清を除去し，70 %エタノールを 500 µL加える。 

10) 15,000 rpm，4 ℃で 5分間遠心する。 

11) 上清を除去し，エタノールが揮発するまで乾燥する。 

12) RNaseA入りの滅菌水 (10 µg/µL)を 30-100 µL加え，溶解する。 

 

2.15.3. Large prep 

【実験材料】 

・ Solution I (表 2.20) 

・ Solution II (表 2.20，用事調整) 

・ Solution III (表 2.20) 

・ クロロホルム (Wako, 038-02606) 

・ PEG8000 solution (表 2.21) 

・ 2-プロパノール (Wako，166-04836) 

・ エタノール (Wako，005-00457) 

・ RNase A (Sigma，R4642) 

 

表 2.20 Solution I, II, IIIの組成 

Solution I Solution II Solution III 

試薬 使用量 試薬 使用量 試薬 使用量 

D-glucose 

(Wako, 041-00595) 
4.5 g 

10 N 水酸化ナトリウム

水溶液 

(Wako，198-13765) 

0.2 mL 
酢酸カリウム 

(Wako，160-03175) 
147 g 

2 M Tris-HCl  

(pH 8.0) 

6.25 mL 
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0.5 M EDTA-2Na  

(pH 8.0) 

10 mL 20 % ドデシル硫酸ナト

リウム (SDS) 

0.5 mL 酢酸 

(Wako，017-00256) 

57.5 mL 

- MilliQ − MilliQ 9.3 mL MilliQ − 

Total 500 mL  10 mL  500 mL 

 

表 2.21 PEG 8000 solutionの組成 

試薬 使用量 

塩化ナトリウム (Wako，191-01665) 9.35 g 

PEG8000 (MP Biochemicals，195445) 13 g 

MilliQ − 

 100 mL 

上記試薬をオートクレーブにより滅菌後使用する。 

 

【実験方法】 

1) 大量培養した大腸菌を 50 mL遠沈管に入れ，3,500 rpm, 4℃で 15分間遠心する。 

2) 上清を除去する。 

3) Solution Iを 6 mL加え，よく混ぜる。 

4) 10 mg/mL Lysozyme 600 mLを加えてよく混ぜ，室温で 15分間静置する。 

5) Solution IIを 10 mL加え，10回程度転倒混和を行い，10分間氷上に静置する。 

6) Solution IIIを 7.5 mLを加え，10回程度転倒混和を行い，30分間氷上に静置する。 

7) クロロホルムを 5 mL加えてよく混ぜる。 

8) 3,500 rpm，4℃で 10分間遠心する。 

9) 新しい 50 mL遠沈管に上清を移す。 

10) 7)から 9)の操作をもう一度行う。 

11) 2-プロパノールを 35 mL加えてよく混ぜる。 

12) 3,500 rpm，4℃で 15分間遠心する。 

13) デカンテーションで上清を除去する。 

14) 70 %エタノールを適量加え，3,500 rpm，4℃で 2分間遠心する。 

15) エタノールが揮発するまで十分乾燥し，滅菌水 1 mLを加える。 

16) 10 mg/mL RNaseA 10 µLを加え，37℃で 30分間処理する。 

17) PEG 8000 solutionを 1 mL加えてよく混合し，30分間氷上に静置する。 

18) 1.5 mLチューブに移し，13.000 rpm，4℃で 15分間遠心する。 

19) 上清を除去し，適量の 70%エタノールで 2回洗浄する。 

20) エタノールが揮発するまで乾燥し，500-1000 µLの滅菌水を加えて溶解する。 

21) 精製したスタンダードベクターの量を測定し，1 µg/µLに調整して-20℃に保存する。 
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2.16. SYBR Green qPCR/TaqMan qPCR 

【実験材料】 

・ GoTaq qPCR Master Mix (Promega，A6002) 

・ FastStart Universal Probe Master (Rox) (Roche，04 913 957 001) 

・ Primer (表 2.22，表 2.23参照) 

・ 1 µg/µL スタンダードベクター (3.12に従い作製したもの) 

・ TaqMan Probe (Applied Biosystems) (表 2.23 参照) Fast Reaction Tubes (8 Tubes/Strip) (Applied 

Biosystems，4358293) 

・ MicroAmp Optical 8-Cap Strip (Applied Biosystems，4323032) 

・ MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate (0.1 mL) (Applied Biosystems，4346907) 

・ Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems，4360954) 

・ StepOne Plus (Applied Biosystems) 

 

表 2.22 Primer配列 (SYBR Green qPCR) 

目的遺伝子 Forward/Reverse プライマー配列 (5’→3’) 

Cxcl1 
F ACCGAAGTCATAGCCACACTC 

R TTGTCAGAAGCCAGCGTTCA 

Cxcl2 
F TCCAGAGCTTGAGTGTGACG 

R GGCACATCAGGTACGATCCA 

Elane 
F CTGTGTGAACGGCCTAAATTTCC 

R TCACAATGTCGTTCAGCAGTTG 

Pcna 
F TGTGGATAAAGAAGAGGAGGCG 

R TTCAGGTACCTCAGAGCAAACG 

18S rRNA 
F GCTCGCTCCTCTCCTACTTG 

R CCCGTCGGCATGTATTAGCT 

 

表 2.23 Primer配列 (TaqMan qPCR) 

目的遺伝子 F/R プライマー配列 (5’→3’) Probe配列 (5’→3’) 

TNF-a 
F CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA CACGTCGTAGCAAACCACCAAGTGGA 

R TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC  

FasL 
F AAGAAGGACCACAACACAAATCTG TGCAGAAGGAACTGGCAGAACTCCG 

R CCCTGTTAAATGGGCCACACT  

Il-12p40 
F GGAAGCACGGCAGCAGAATA CATCATCAAACCAGACCCGCCCAA 

R AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG  

IFN-g 
F TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA TCACCATCCTTTTGCCACTTCCTCCA 

R TGGCTCTGCAGGATTTTCATG  

OPNの Taqman primer-probeは Aplied Biosystemsから購入した。配列情報は不明である。 
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【実験方法】 

1) 1 µg/µL スタンダードベクターを MilliQ で段階希釈し，10-5~10-12のスタンダード溶液を作製する。 

2) 8連チューブまたは 96ウェルプレートに，ネガティブコントロール (MilliQ)，サンプル，スタンダ

ードの順でそれぞれ 5 mLずつアプライし，コンタミしないようにカバーをし，氷上に置いておく。 

3) SYBR Green qPCR mixまたは，TaqMan qPCR mixを表 2.24，表 2.25に従い作製すし，氷上で冷やし

ておく。 

 

表 2.24 SYBR Green qPCR mix組成 

試薬 使用量 

2× GoTaq qPCR Master Mix 10 µL 

20 µM Primers (F/R) 各 0.5 µL 

MilliQ 3.8 µL 

CXR (reference dye) 0.2 µL 

 

表 2.25 TaqMan qPCR mix組成 

試薬 使用量 

FastStart Universal Probe Master (Rox) 10 µL 

Primers (F/R) Final conc.が 900 nMになるように各 x µL 

TaqMan Probe Final conc.が 250 nMになるように y µL 

MilliQ (5-x-2y) µL 

 

4) ネガティブコントロール (MilliQ)，サンプル，スタンダードの順に，qPCR mixを 15 mLずつアプラ

イする。 

5) ８連チューブまたは 96 wellプレートを StepOne PLUS Real-time PCR systemにセットし，図 2.4 また

は図 2.5のプロトコルに従って，PCR反応を行う。 

 

 
図 2.4 SYBR Green qPCRのプロトコル 

 

60 sec.

15 sec.

40 cycles

95 � 95 �

60 �

60 sec.

60 �
15 sec.

95 �

15 sec.

95 �

10 min.
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図 2.5 TaqMan qPCRのプロトコル 

 

2.17. Migration assay 

【実験材料】 

・ 脾臓細胞 

・ RPMI-1640 (0.5%BSA，10 mM HEPES) 

・ 3 µm pore 24-well transwell plate (Corning) 

・ Oligomycin (Wako，1404-19-9) 

 

【実験方法】 

1) CCL20を 0 ng/mLまたは 50 ng/mLで添加した RPMI-1640 (0.5%BSA，10 mM HEPES) を 3 µm pore 24-

well transwell plateの Lower chamberに 600 µLずつ分注した後，Upper chamberを設置する。実験によ

り，Oligomycinを 300 µg/mLの濃度で添加する。 

2) 脾臓細胞を 0.5%BSAと 10 mM HEPESを含む RPMI-1640に 1.5´107 cells/mLで懸濁し，200 µL (3´107 

cells) を 3 µm pore 24-well transwell plateの Upper chamberに加える。実験により，Oligomycinを 300 

µg/mLの濃度で添加する。Oltgomycinの事前処置は行わない。 

3) 37℃ CO2インキュベーターで 4時間培養して migrationさせる。 

4) Lower chamberおよび Upper chamber下部の細胞を回収し，CD45，CD3，TCRg/dに対する抗体で染色

する。 

5) 細胞を 0.5%BSA 300µLに懸濁する。 

6) Aria II flow cytometerで Flow rate 3にて 3分間測定を行う。 

7) 50 ng/mL CCL20の wellから 0 ng/mL CCL20の wellの細胞数を引き算することで，CCL20依存的に

Lower chamberに移動した細胞を算出する。 

 

60 sec.
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40 cycles
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図 2.6 Migration assayの条件 

 

2.18. 統計解析 

実験結果は，平均値±標準誤差で示した。2群間の比較には，Mann-Whitney U testを用いた。多群間

の比較には One way ANOVAを行った後，Turkey-Kramer testを群間の有意性を検定した。また，生存率に

関しては，Log rank testを用いた。全てのデータは， p < 0.05となるものを有意な結果として示した。  
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3. 実験結果 

3.1. AILIにおける肝障害および生存率に対する T細胞の HIF-1および HIF-2の影響 

	 AILIにおける T細胞の HIF-1および HIF-2の役割を明らかにするため，24時間絶食を施したマウスに

対する APAP投与後の肝障害の評価を行った。APAP投与前 0時間のWTおよび THIF-1KOでは肝障害マ

ーカーである血清 ALT活性は 20 Karmen程度であり，両群間に有意な差は認めなかった (図 3.1A)。APAP

投与により WT では血清 ALT 活性が 6 時間をピークとして上昇し，それ以降で経時的に減少した (図

3.1A)。一方，THIF-1KO では 12時間までは WTと同等の血清 ALT活性を示したが，24時間以降でWT

よりも血清 ALT活性が高値で維持された (図 3.1A)。また，肝臓内の還元型グルタチオン (GSH) は，WT

で 6時間までに低下して 24時間までの以降の時間で徐々に回復した (図 S1)。THIF-1KOでも同様に 6時

間から 24 時間にかけて GSH 量は回復するが，24時間では WT と比較して GSH 量が若干低下していた 

(図 S1)。一方，ALTの結果と一致して，WTでは肝臓の H.E.染色像における肝障害領域が 24時間以降で

減少していくが，THIF-1KO では 48 時間以降でも肝障害領域が減少せずに維持された (図 3.1C, D)。ま

た，肝臓における Ki67陽性細胞数と Pcna遺伝子発現に有意差が認められなかったことから，THIF-1KO

における肝障害の増悪が肝再生の遅延によるものではないことが明らかになった (図 S2)。さらに，THIF-

1KOでは生存率の低下が認められた (図 3.1E)。以上の結果は，T細胞における HIF-1は AILIの障害初期

の APAP 代謝依存的な肝障害や後期の肝再生には寄与せず，障害後期の免疫細胞依存的な肝障害に対し

て保護的に働くことを示唆している。一方，THIF-2KOではWT2と比較して血清 ALT活性に差を認めな

かった (図 3.1B) ことから，T細胞の HIF-1が特異的に AILIに関与することが明らかとなった。 

図 3.1 T細胞特異的 HIF-1a欠損は AILIにおける肝障害および生存率を低下させる。 

APAP投与前および投与後の各時間帯における (A) THIF-1KO群 (n = 6-10) および (B) THIF-2KO群 (n = 7-11) の ALT

活性の評価。(C) 肝臓切片の H.E.染色像 (スケールは 500µm) および (D) 肝障害領域の評価 (n = 6-10)。(E) Kaplan-Meire

法による 250 mg/kg APAP投与後の生存率の評価 (n= 5-10)。*p<0.05。図 3.1A，C，D，Eは Suzuki et al., Hepatol Commun., 

2018; 2 (5); 571-581.の Fig. 1から引用。 
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3.2. THIF-1KOの肝障害増悪に対するマクロファージと好中球の関与 

	 数多くの研究がAILIにおける肝障害に自然免疫細胞であるマクロファージと好中球が関与することを

報告してきた[101]。一方，一般的に T細胞はサイトカイン分泌を介して自然免疫細胞の機能を調節する

ことが知られている。そこで，THIF-1KOの肝障害における自然免疫細胞の関与を評価した。APAP投与

により肝障害を起こしたWTの肝臓では，マクロファージの細胞数が増加することが分かった (図 3.2B)。

THIF-1KOでも APAP投与後 24時間においてマクロファージの細胞数はWTと同程度であった (図 3.2A, 

B)。さらに，炎症性M1マクロファージのマーカーである Tnf-aおよび Il-12p40は APAP投与前後の各時

間において遺伝子発現が同程度であることが分かった (図 3.2)。以上のことから，AILI の病態形成にお

いて，T細胞の HIF-1はマクロファージの浸潤に影響しないことが分かった。好中球に関してもマクロフ

ァージと同様に，WT の肝臓で APAP 投与後に細胞数の増加を認めた (図 3.2E)。一方，THIF-1KO では

APAP投与後 24時間でWTよりも顕著な好中球数の増加を示した (図 3.2D, E)。同様に，APAP投与後 24

時間の肝臓切片の Ly6G 染色像でも，肝小葉の肝障害領域において好中球の数が増加することがわかっ

た (図 3.2F)。また，WTでは肝臓における好中球誘導性ケモカイン (Cxcl1，Cxcl2) の遺伝子発現が 12時

間までに増加し，それ以降の時間においては減少した (図 3.2G)。一方，THIF-1KOでは 24時間でも Cxcl1

および Cxcl2 の発現が WT よりも有意に高い値を維持することが分かった (図 3.2G)。Elane に関しては

WTとTHIF-1KOの肝臓でAPAP投与後に発現の上昇を示すが，両群間で有意差は認めなかった (図 3.2H)。

また，抗 Gr-1抗体による好中球の除去により，既報と一致してWTにおける ALT活性が低下することが

分かった (図 3.2I)。さらに，コントロール群でWTと比較して上昇した THIF-1KOの ALT活性が，抗 Gr-

1抗体投与群でWTと同程度まで低下することが分かった (図 3.2I)。以上の結果は，THIF-1KOでの APAP

投与による肝障害の増悪は，肝臓における Cxcl1および Cxcl2の発現上昇による好中球浸潤によって誘導

されることを示している。 
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3.3. THIF-1KOの肝障害増悪に対する NK細胞と NKT細胞の関与 

	 次に NK細胞および NKT細胞の関与を評価した。WTの肝臓において，APAP投与後 24時間での NK

細胞および NKT細胞の細胞数の減少が確認された (図 3.3B, C)。THIF-1KOでは NK細胞の細胞数は 0時

間で WTと同程度であるが，NKT細胞に関しては APAP投与後 24時間で WTよりもリンパ球に占める

割合および細胞数が低下することがわかった (図 3.3A, C)。NKT細胞は TCR刺激により活性化誘導性細

胞死を引き起こしやすい細胞であることから，THIF-1KO における NKT 細胞数の減少は NKT 細胞の活

性化を示唆している。そこで，NKT細胞のエフェクター機能を評価するため FasLの解析を行った。WT

の肝臓における Faslの遺伝子発現は APAP投与後 24時間でピークを迎えて次第に低下するが，各時間に

おいてその発現は WT と THIF-1KO で同程度であった (図 3.3E)。一方，NKT 細胞の細胞表面における

FasLの発現は，WTでは APAP投与前 0時間と投与後 24時間で発現変化は認められなかった (図 3.3F)。

また，投与後 24時間においてWTと THIF-1KOの間で FasLの発現は同程度であった (図 3.3F)。この結

果と一致して，NKT細胞の TCR活性化マーカーである CD69に関して，WTでは APAPの投与前と投与

後 24時間で発現変化は示さなかった (図 3.3G)。また，投与後 24時間でWTと THIF-1KOで発現量に変

化は認められなかった (図 3.3G)。これらの結果は，AILIにおいて NKT細胞は活性化していないこと，

および，HIF-1は NKT細胞のエフェクター機能の一部に影響を与えないことを示している。また，NK細

胞に関しても APAP投与による FasLの活性化および APAP投与後 24時間における両群間の FasL発現変

化は認められなかった (図 3.3F)。以上により，NK細胞および NKT細胞は THIF-1KOにおける肝障害の

増悪に関与している可能性は低いと考えられた。 

 

図 3.2 THIF-1KOでは APAP投与により肝臓への好中球浸潤が増加する。 

(A) APAP 投与後 24 時間の肝臓のマクロファージ (CD45+Ly6G−CD11b+F4/80+)の Flow cytometry の結果，および，(B) 

APAP投与前後の細胞数の推移 (n = 6-10)。(C) 肝臓における炎症性サイトカイン (TNF-a，IL-12p40) の遺伝子発現 (n 

= 8-13)。(D) APAP投与後 24時間の肝臓の好中球 (CD45+F4/80−CD11b+Ly6G+) の Flow cytometryの結果，および，(E) 

APAP投与前後の細胞数の推移 (n = 6-10)。(F) 肝臓切片の Ly6G染色像。Arrow headは代表的な好中球を示し，スケー

ルは 200µm である。(G, H) 肝臓における好中球誘導性ケモカイン (Cxcl1，Cxcl2) および Elaneの発現 (n = 8-13)。(I) 

好中球除去が APAP投与後 24時間における ALT活性に与える影響の評価 (n = 4-5)。*p<0.05。図 3.2A-Iは Suzuki et al., 

Hepatol Commun., 2018; 2 (5); 571-581.の Fig. 2から引用。 
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3.4. THIF-1KOの肝障害増悪に対する Tregの関与 

	 これまでの解析において，THIF-1KOの肝臓では好中球の浸潤が特徴的に増加することが明らかとなっ

た。過去の報告では，Tregは好中球の浸潤，機能，および，生存に対して抑制的に作用することが報告さ

れている[109, 154]。一方，我々を含めた複数の研究グループは，HIF-1が Tregのエフェクター機能を亢

進することで腸炎に対して保護作用を示すことを報告した[32, 75]。そこで，AILIモデルにおいても Treg

の HIF-1 が保護的に働く可能性を考慮して Treg の評価を行った。APAP 投与前の健常なマウスでは WT

と THIF-1KO で肝臓および脾臓の Treg の細胞数は同程度である (図 3.4C, D) ことから，HIF-1 は nTreg

の分化に影響を及ぼさないことが示唆された。一方，APAP投与後 24時間ではWTと THIF-1KOで CD4+ 

T細胞に占める Tregの割合に変化は認められない (図 3.4A) が，CD4+ T細胞の細胞数が THIF-1KOで有

意に減少することを反映して Treg の細胞数は減少傾向を示した (図 3.4B, C)。THIF-1KO における Treg

の減少の原因を明らかにするため，Annexin Vを用いたアポトーシス評価を行った。その結果，APAP投

与後 24時間において，THIF-1KO Tregのアポトーシスが差は小さいがWTよりも有意に増加することが

図 3.3 NK細胞と NKT細胞は THIF-1KOにおける肝障害の増悪に関与しない。 

(A-D) APAP 投与後 24 時間での NK 細胞  (CD45+CD3e−NK1.1+)，NKT 細胞  (CD45+CD3e+NK1.1+)， T 細胞 

(CD45+CD3e+NK1.1−) の Flow cytometryの結果，および，APAP投与前後の細胞数の推移 (n = 6-10)。(E) APAP投与前後

の各時間における肝臓の FasLの発現評価 (n = 8-13)，および，(F) APAP投与後 24時間における肝臓の免疫細胞の Flow 

cytometryによる NK細胞 (CD45+TGF-b−NK1.1+) と NKT細胞 (CD45+ TGF-b+NK1.1+) の細胞表面における FasLの発現

解析。灰色塗りは APAP非投与のWT，黒線は APAP投与のWT，赤線は APAP投与の THIF-1KOを示す。(G) APAP投

与後 24時間における肝臓の免疫細胞の Flow cytometryによる NKT細胞の細胞表面における活性化マーカーCD69の発

現評価。灰色塗りは APAP非投与のWT，黒線は APAP投与のWT，赤線は APAP投与の THIF-1KOを示す。*p<0.05。

図 3.3B，C，および，Eは Suzuki et al., Hepatol Commun., 2018; 2 (5); 571-581.の Supplementary Fig. 3と Fig. 2から引用。 
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明らかになった (図3.4E)。THIF-1KOにおける肝障害の増悪がTregの減少による可能性を検討するため，

THIF-1KOへの Treg投与実験を行った。過去の報告に反して， Treg非投与群とWTの脾臓から分離した

Treg 投与群で ALT 活性は同程度であった (図 3.4F)。また，WT および THIF-1KO の脾臓から分離した

Tregの投与実験において，両群間で血清 ALT活性に有意差は認められなかった (図 3.4E)。以上の結果に

より，HIF-1は AILIにおける Tregのアポトーシスに対して抑制的に働くが，AILIの病態進行には影響を

及ぼさないことが明らかとなった。 

 

3.5. 好中球浸潤に関わる IFN-gおよび OPNの関与 

	 T 細胞および NKT 細胞が主に分泌するサイトカインである IFN-gは，マクロファージおよび好中球の

浸潤を増加させることで AILIを増悪することが示唆されている[85]。そこで，THIF-1KOにおいて IFN-g

が肝障害を増悪する可能性を評価した。WTでは APAP投与前後で血清 IFN-gレベルに明確な変化は認め

られなかった (図 3.5A)。一方，THIF-1KOでは APAP投与後 24時間においてWTと比較して顕著な血清

IFN-gレベルの上昇が認められた (図 3.5A)。しかしながら，肝臓における IFN-gの遺伝子発現は各時間帯

でWTと THIF-1KOで有意差は認められなかった (図 3.5B)。また，APAP投与後 24時間の肝臓から分離

した免疫細胞を PMA と Ionomycin で再刺激したところ，WTと THIF-1KO で IFN-g産生細胞の細胞数は

同程度であった (図 3.5C)。一方，ConA誘導性急性肝障害において，NKT細胞から分泌された OPNは好

図 3.4 Tregは THIF-1KOにおける肝障害増悪に関与しない。 

(A) APAP投与後 24時間での肝臓の Treg (CD45+CD4+CD25+Foxp3+) の Flow cytometryの結果，および，APAP投与前後

の  (B) CD4+ T 細胞  (CD45+CD4+) と(C)	 Treg の細胞数の推移  (n = 13-17)。 (D) APAP 投与前の脾臓の Treg 

(CD45+CD4+CD25+Foxp3+) の細胞数  (n = 4-5) (E) Annexin V による APAP 投与後 24 時間における肝臓の Treg 

(CD4+CD25+CD127−) のアポトーシスの評価 (n = 5-6) 。(F) THIF-1KOに対する Treg投与実験における ALT活性の評価 

(n = 4)。*p<0.05。 
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中球の浸潤および活性化により肝細胞障害を促進することが報告されている[46]。WT において，血清

OPNレベルは APAP投与後 12時間でピークを迎え，24時間では減少することが分かった (図 3.5D)。一

方，THIF-1KOでは投与後 24時間においてもOPNが高いレベルで維持されることが分かった (図 3.5D)。

しかしながら，肝臓の OPN の遺伝子発現に関しては各時間で両群間に有意差は認められなかった (図

3.5E)。また，予備検討において，APAP投与後 24時間の肝臓から分離した免疫細胞を PMAと Ionomycin

で再刺激してもWTと THIF-1KOの NKT細胞の OPN産生に顕著な差は認められなかった (図 3.5F)。以

上の結果より，IFN-gと OPN は THIF-1KO での肝臓の好中球浸潤の増加には関与しない可能性が高いと

考えられる。 

 

3.6. 好中球浸潤に関わる IL-17Aの関与 

	 IL-17Aは，血管内皮細胞などにおける CXCL1および CXCL2の発現を亢進することで，好中球浸潤に

対して促進的に作用する[87, 138]。また，IL-17Aは AILIでの好中球浸潤も制御することが知られている

[179]。この報告に反して，WTの血清 IL-17Aレベルは APAPの投与前後で変化しなかった (図 3.6A)。一

方，THIF-1KOではAPAP投与後 24時間において血清 IL-17Aレベルの顕著な増加が認められた (図 3.6A)。

THIF-1KO における肝障害および好中球浸潤に対する IL-17A の影響を検証することを目的に，APAP 投

図 3.5 T細胞特異的 HIF-1a欠損は肝臓での IFN-gおよび OPNの発現に影響しない。 

APAP投与前後の各時間における (A) 血清 IFN-gレベルの評価 (n = 11-17)，および，(B) 肝臓の IFN-g発現の評価 (n = 

8-13)。 (C) APAP 投与後 24 時間の肝臓の免疫細胞を PMA と Ionomycin で再刺激後の IFN-g陽性 NK 細胞 

(CD45+CD3e−NK1.1+)，NKT細胞 (CD45+CD3e+NK1.1+)，T細胞 (CD45+CD3e+NK1.1−) の細胞数の評価 (n = 6)。APAP投

与前後の各時間帯における (D) 血清 OPN レベルの評価 (n = 7-8)，および，(E) 肝臓の OPN 発現の評価 (n = 8-13)。

*p<0.05。(F) APAP 投与後 24 時間の肝臓から分離した免疫細胞を PMA と Ionomycin で再刺激後の NKT 細胞 

(CD45+TCRb+NK1.1+) の OPN産生能の評価。 
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与直前にWTおよび THIF-1KOに control IgG抗体または IL-17A中和抗体を投与した。WTに対する IL-

17A中和抗体の投与は肝障害および好中球浸潤には影響を及ぼさなかった (図 3.6B, C)。一方，control IgG

投与群では THIF-1KO の血清 ALT 活性が WT よりも上昇する一方，IL-17A 中和抗体の投与により血清

ALT活性の上昇が抑制されることがわかった (図 3.6B)。同様に，control IgG群で認められた THIF-1KO

の好中球増加に関しても IL-17A 中和抗体の投与により抑制できることが示された (図 3.6C)。以上によ

り，THIF-1KO では IL-17A依存的に浸潤した好中球が肝障害の直接的な原因であることが明らかとなっ

た。 

 

 

3.7. THIF-1KOにおける肝障害増悪への IL-17A分泌型gd T細胞の関与 

	 次に，WTおよび THIF-1KOの肝臓における IL-17Aの産生細胞の解析を行った。APAP投与後 24時間

の肝臓から分離した免疫細胞を PMAと Ionomycinで再刺激した後，gd T細胞とその他の T細胞の IL-17A

産生能を評価した。APAP 投与により，WT では 24 時間の肝臓で IL-17A 陽性gd T 細胞が増加したが，

THIF-1KO ではさらに顕著な IL-17A 陽性gd T 細胞の増加が認められた (図 3.7A, B)。また，WT におい

て，IL-17A陽性gd T細胞とその他の IL-17A陽性 T細胞が CD3+ T細胞に占める比率およびそれらの細胞

数に有意差は認められなかった (図 3.7A, C)。一方，IL-17A陽性細胞における IL-17AのMean fluorescence 

intensity (MFI) 解析により， gd T細胞の方がその他の T細胞よりも IL-17A産生能が高いことがわかった 

(図 3.7D)。また，THIF-1KOでは，その他の IL-17A陽性 T細胞の比率と細胞数はWTと同等であるが，

IL-17A陽性gd T細胞はWTよりも比率と細胞数が顕著に増加することが示された (図 3.7A, C)。ただし，

WTと THIF-1KOの IL-17A陽性gd T細胞における IL-17AのMFIが同程度であった (図 3.7D)。この結果

と一致して，gd T細胞の CD69発現は両群間で差が認められなかった (図 3.7E)。一方，WTでは APAP投

与前 0時間よりも投与後 24時間でgd T細胞が有意に増加したが，THIF-1KOでは 24時間においてWTよ

りもgd T細胞が顕著に増加することが示された (図 3.7F)。また，T細胞の HIF-1は APAP投与前 0時間

図 3.6 IL-17Aは好中球浸潤を介して THIF-1KOでの肝障害増悪を誘導する。 

(A) APAP 投与前後の各時間における血清 IL-17A レベルの評価 (n = 11-17)。(B, C) APAP 投与後 24 時間における血清

ALT活性の測定および Flow cytometryによる肝臓の好中球 (CD45+F4/80−CD11b+Ly6G+) の細胞数解析による IL-17A中

和抗体が肝障害に与える影響の評価 (n = 4-6)。*p<0.05。図 3.6A-Cは Suzuki et al., Hepatol Commun., 2018; 2 (5); 571-581.

の Fig. 3から引用。 
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の肝臓および脾臓におけるgd T 細胞の比率と細胞数に影響しないことがわかった (図 3.7F-I)。さらに，

Rag2欠損マウスに対して脾臓から分離したgd T細胞の移入実験を行ったところ，THIF-1KO から分離し

たgd T細胞が，WT から分離したgd T細胞よりも顕著な血清 ALT活性の上昇と肝臓への好中球浸潤の増

加を促進することが示された (図 3.7J, K)。このことから，gd T細胞の HIF-1が直接的に AILIにおける肝

障害の増悪と好中球浸潤に関与するが明らかとなった。以上の結果より，HIF-1はgd T細胞の活性化およ

び IL-17A産生能には影響せず，gd T細胞の肝臓への浸潤を抑制する可能性が示された。 

図 3.7 THIF-1KOの肝臓では主にgdT細胞が IL-17A分泌に関与する。 

(A) APAP 投与後 24 時間の肝臓の免疫細胞を PMA と Ionomycin で再刺激後の IL-17A 陽性 gd T 細胞 

(CD45+CD3e+TCRg/d+) とその他の IL-17A陽性 T細胞 (CD45+CD3e+TCRg/d−) の Flow cytometryの結果，(B) 0時間と

24時間における IL-17A陽性gd T細胞，および，(C) 24時間における IL-17A陽性gd T細胞およびその他の IL-17A陽性

T細胞の細胞数 (n = 5-8)。(D) Mean fluorescence intensityの解析によるgd T細胞およびその他の T細胞の IL-17A産生能

の評価 (n = 5-8)。 (E) APAP投与後 24時間の肝臓gd T細胞 (CD45+CD3e+TCRg/d+) の細胞表面の CD69発現解析による

活性化状態の評価 (n = 3)。(F) APAP投与前後のgd T細胞数の推移 (n = 5-8)。(G) 24時間における肝臓のgd T細胞に占

める IL-17A陽性細胞の比率 (n = 5-8)。(H) 24時間における肝臓のgd T細胞に占める CCR6陽性細胞の比率 (n = 3)。 
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3.8. gdT細胞の chemotaxisに対する HIF-1の影響の評価 

	 肝線維症や肝再生の実験モデルにおいて，gd T 細胞はケモカインである CCL20 とその受容体である

CCR6 依存的に肝臓に動員されることが報告されている[69, 152]。そこで，脾臓細胞を用いて ，Boyden 

chamber assayにおける CCL20に対するgd T細胞とその他の T細胞の遊走能の評価を行った。HIF-1a欠損

gd T細胞はコントロールのgd T細胞よりも Boyden chamberの下層に遊走した細胞数が多いことがわかっ

た (図 3.8A)。また，ミトコンドリアの ATP synthaseの阻害薬である Oligomycinは非処理群と比較してコ

ントロールのgd T細胞の遊走細胞数にほとんど影響を及ぼさないが， HIF-1a欠損gd T細胞の遊走細胞数

をコントロールのgd T細胞と同等程度に低下させることが分かった。このことは，gd T細胞の HIF-1が

ミトコンドリアの ATP合成依存的な細胞遊走を抑制することを示している。一方，gd T細胞以外の T細

胞では，遊走細胞数に対する HIF-1の影響は認められなかった (図 3.8B)。また，Oligomycin処理により，

コントロールの T細胞と HIF-1a欠損 T細胞の遊走能は同等程度まで低下した (図 3.8B)。HIF-1は c-Myc

の阻害を介して下流遺伝子の PGC-1bの発現を低下させ，ミトコンドリア生合成を抑制することが報告さ

れている[190]。そこで，ミトコンドリア膜電位非依存的なMitotrackerを用いてgd T細胞のミトコンドリ

ア量を評価した。その結果，コントロールのgd T細胞と HIF-1a欠損gd T細胞ではミトコンドリア量は同

程度であることが分かった (図 3.8C)。以上の結果により，HIF-1 はgd T 細胞特異的にミトコンドリア代

謝依存的な細胞遊走を抑制することが明らかとなった。 

  

図 3.8 gd T細胞の HIF-1はミトコンドリア代謝依存的な細胞遊走能を抑制する。 

(A, B) 脾臓細胞を用いた Boyden chamber 法による Oligomycin 非存在下・存在下における gd T 細胞 

(CD45+CD3e+TCRg/d+) およびその他の T 細胞 (CD45+CD3e+TCRg/d−)の CCL20 に対する遊走能の評価 (n = 6-7)。(C) 

膜電位非依存型Mitotrackerによる脾臓のgd T細胞におけるミトコンドリア量の評価 (n = 3)。*p<0.05。図 3.8A，B，C

は Suzuki et al., Hepatol Commun., 2018; 2 (5); 571-581.の Fig. 5から引用。 
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(I) 0時間の脾臓におけるgd T細胞の比率および細胞数の評価 (n = 6)。Rag2欠損マウスに対するgd T細胞の投与実験に

おける 150 mg/kg APAP投与後 24時間の (J) ALT活性，および，(K) 肝臓の好中球数 (n = 4-6)。*p<0.05。図 3.7A，C，

D，E，F，J，Kは Suzuki et al., Hepatol Commun., 2018; 2 (5); 571-581.の Fig. 4から引用。 
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4. 考察 

	 生体内の炎症は病原生物や腫瘍細胞の除去に働くだけでなく，障害を受けた組織の修復や免疫システ

ムの恒常性維持においても重要な役割を果たす。この一連のプロセスが不備無く行われるためには，免

疫システムが精密に制御される必要がある。感染や細胞障害が生じた組織の細胞は，ケモカインや炎症

性サイトカインの分泌を介して免疫細胞の組織への動員および活性化を誘導する。炎症部位への T 細胞

を適切に動員し活性化するシステムが破綻することにより，自己免疫疾患などの過剰な免疫応答が誘導

されることがわかっている。また，炎症部位においては，免疫細胞の浸潤による局所的な酸素需要の上昇

や炎症シグナルを介して HIFsが活性化される。これまで，HIF-1は T細胞の分化と機能を調節する中心

因子であることが数多く報告されてきた。しかしながら，急性免疫応答における自然免疫様 T 細胞にお

ける HIF-1 の役割に関しては明らかにされてこなかった。本研究において，HIF-1 が IL-17A 分泌型gd T

細胞の肝臓への浸潤を抑制することで，好中球による肝細胞障害に対して保護的に作用することを明ら

かにした。さらに，HIF-1 はミトコンドリアにおける ATP 合成を抑制することでgd T 細胞の細胞遊走を

阻害する可能性を示した。 

	 本研究は T細胞の HIF-1が特異的に AILIの病態に関与することを明らかにした。HIF-1と HIF-2は主

に低酸素状態によって誘導される転写因子であり，VEGF などの共通の遺伝子の発現の制御に加えて解

糖系や抗酸化遺伝子など個々に特異的な遺伝子の発現制御も行うことができる[119]。免疫細胞では低酸

素刺激に加えて炎症シグナルが HIF-1 と HIF-2 を誘導し，これらは共通の制御と個別的な制御に関与す

ることが分かっている。例えば，マクロファージの HIF-1 と HIF-2 は炎症性サイトカインの発現を亢進

させることで敗血症や大腸炎を増悪することが報告されている[83, 133, 145]。また，IFN-gによる M1 分

化刺激下では HIF-1 の発現が亢進することで iNOS 発現を介した NO 産生を増加させるが，IL-4 による

M2分化刺激下では HIF-2の発現が亢進することで Arginaseが NO産生を抑制する[169]。一方，予備検討

において，マクロファージの HIF-1と HIF-2は AILIにおける肝障害と組織修復に影響を及ぼさなかった 

(データ未掲載)。このように，HIF-1と HIF-2は病態や刺激依存的に同一の細胞でも異なる表現型を示す

ことがある。T 細胞の HIFs の研究では専ら HIF-1 を中心に機能解析が行われており，HIF-2 に関する報

告は非常に少ない。我々はこれまで，DSS腸炎モデルを中心に HIFsが CD4+ T細胞の機能に及ぼす影響

を解析してきた。DSS腸炎モデルでは Th1，Th2，Th17，Tregが病態の形成に関与することが知られてい

るが，HIF-1は Foxp3発現を亢進することで Th17/Tregバランスを Tregに傾倒させて DSS腸炎に対して

保護的に働くことを明らかにした[75]。T 細胞の HIF-2 に関しては DSS 腸炎の病態形成に対する影響は

認められなかった (データ未掲載)。今回の研究では，HIF-1は Th17/Tregバランスの制御ではなくgd T細

胞の機能を阻害することで AILIの肝障害を抑制することが明らかとなった。また，HIF-2に関しては AILI

における T細胞の制御に関与しないことが分かった。以上のように，マクロファージの HIFsは AILIの

肝障害に影響を及ぼさないが，T細胞の HIF-1は特異的に AILIの病態形成に関与する。本研究ではどの

ような上流刺激が T細胞の HIF-1aを活性化するかは明らかとなっていないが，TCR刺激などの T細胞特

異的な刺激が T細胞の HIF-1aの発現誘導に関与する可能性が考えられる。一方，腎虚血再灌流障害のモ

デルでは， HIF-2が NKT細胞を介した細胞障害を抑制することが報告されている[191]。本研究では NKT



 62 

細胞の活性化は認められなかったが，Con-AやaGalCerによる NKT細胞誘導性肝障害では HIF-2の影響

が認められる可能性がある。また，NKT細胞には，IFN-g分泌型，IL-4分泌型，IL-17分泌型，免疫抑制

型などの様々なサブタイプが存在し，組織ごとにその分布も異なっている[197, 198]。そのため，肝臓と

腎臓の NKT細胞では存在する NKT細胞サブセットや HIF-2aの発現が異なる可能性がある。以上のよう

に，本研究の AILIモデルにおけるgd T細胞特異的な HIF-1の表現型は，T細胞特異的な HIF-aの活性化

刺激の存在や臓器特異的な T 細胞サブセットごとに HIF-aの発現が異なることが原因である可能性が考

えられる。 

	 本研究では，gd T細胞の HIF-1aがどのように活性化されるかはいまのところ明らかに出来ていない。

AILIを引き起こした肝臓は低酸素状態に暴露されるが，血中に遊出したgd T細胞はリンパ組織および肝

臓と比較して高い酸素濃度に晒されていると考えられる。従って，時間的な観点から考えると，肝臓にリ

クルートされたgd T 細胞が肝臓の低酸素状態による HIF-1 が安定化を介して遊走が制御制御されている

とは考えづらい。一方，脾臓などのリンパ組織はもともと低酸素状態にあることから[82]，リンパ組織の

gd T細胞は恒常的に HIF-1aの活性が高い可能性が考えられる。また，AILIを引き起こした肝臓は血清中

にサイトカインや自己抗原を放出するが，それらのサイトカインによる NFkB の活性化や自己抗原によ

る TCR刺激を介したmTORの活性化などが遠隔的に HIF-1a活性を制御する可能性も考慮すべきである。

ただし，Boyden chamber assayにおいて，通常酸素状態で HIF-1aは T細胞の中でもgd T細胞のみの遊走

を特異的に阻害したことは，gd T細胞はその他の T細胞と比べて HIF-1aの発現が高い細胞である可能性

があることを示している。今後の研究により，gd T細胞における HIF-1aの発現制御機構を明らかにする

必要がある。 

	 THIF-1KO における AILIでは肝臓への特徴的な好中球浸潤が認められた。これまで，好中球以外の免

疫細胞に関しても AILIにおける肝細胞障害に寄与することが報告されてきたが，WTと THIF-1KOの両

群間でマクロファージの浸潤と活性化状態，NK 細胞と NKT 細胞の FasL の発現に差は認められなかっ

た。これらの結果は，T細胞の HIF-1が好中球浸潤を抑制することで肝細胞障害に対して保護的に働く可

能性を示している。これまで，高用量の APAP投与によって肝障害を誘導した場合，好中球誘導性ケモカ

インとして知られる CXCL1と CXCL2の受容体である CXCR1欠損，および，好中球除去抗体の投与に

より，投与後 6時間という早期段階においても AILIにおける肝細胞障害を抑制できることが報告されて

いる[84]。同様に，本研究は THIF-1KOの肝臓では APAP投与後 24時間でも CXCL1と CXCL2の遺伝子

発現がWTよりも高値で維持されることを示した。一方で，THIF-1KOでの肝障害の悪化は APAP代謝に

よる初期障害以降の段階で引き起こされていると考えられる。血清 ALT 活性は APAP 投与後 12 時間ま

ではWTと THIF-1KOの両群間で同程度であるが，24時間以降で THIF-1KOがWTよりも高い値を示す。

肝臓の好中球浸潤は APAP 投与後 12 時間までは両群間で同程度まで増加するが，24 時間では WT の好

中球数は変化しない。一方で，THIF-1KO の好中球数は顕著に増加して血清 ALT 活性と同様の動態を示

す。他の報告において，APAPを 300 mg/kgで投与した場合，肝臓の APAPは投与後 30分でピークを迎

えて急激に減少し，APAP-タンパク質複合体も１時間をピークに急激に減少する[124]。肝臓内の還元型グ

ルタチオン (GSH) の量は WT と THIF-1KO で同様に APAP 投与後 6 時間まで同程度まで低下したこと
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から，T細胞の HIF-1は初期の APAP代謝には影響しないと考えられる。一方，WTと TFHI-1KOでは 6

時間から 24時間にかけて GSH量が徐々に回復したが，24時間における GSH量が THIF-1KOで若干低下

していたことを考慮すると，THIF-1KO における GSH量の回復遅延が肝障害の増悪に寄与する可能性が

考えられる。GSH 回復遅延による肝障害の増悪は好中球の浸潤を促す一方，免疫応答を介した肝細胞に

おける酸化ストレスや細胞死は肝臓内の GSH 量に影響する可能性があるため，THIF-1KOにおける GSH

量の回復の遅延と好中球浸潤を介した肝障害を完全に分離して現象を説明することは非常に困難である。

しかしながら，少なくとも抗 Gr-1抗体による好中球の除去により THIF-1KOでの肝障害がWT と同程度

まで低下することから，THIF-1KOの AILI後期における肝障害の増悪は好中球によって誘導されると考

えられる。さらに，Ki67 陽性肝細胞数と Pcna 遺伝子発現が WT と THIF-1KO で同程度であったことか

ら，THIF-1KO の表現型は GSH量の回復遅延の際によく認められる肝再生遅延によるものではないこと

がわかった。以上のことを踏まえると，THIF-1KOにおける肝障害の増悪は APAP代謝による初期障害や

以降の肝再生の遅延によるものではなく，12時間以降のステージにおける肝臓でのCXCL1およびCXCL2

の発現誘導を介した好中球浸潤が直接的な原因であると考えられる。 

	 IL-17Aは主に T細胞から分泌される炎症性サイトカインであり，骨髄における好中球の分化や組織へ

の好中球の浸潤を誘導する。マウスにおける IL-17A欠損は健常時は特に影響は無いが，放射線による骨

髄破壊後の造血細胞の増殖能の低下や感染症に対する脆弱性を示す[38, 170]。T 細胞から分泌された IL-

17Aは Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) を介した Granulopoiesisにも関与することが示されて

いる[33]。本研究の THIF-1KOでは APAP投与前でもWTと比較して IL-17A血中レベルが有意差はつか

ないまでも若干高い傾向を示したが，肝臓の好中球数には影響は認められなかった。従って，THIF-1KO

における肝障害の増悪は Granulopoiesisの亢進によるものではないと考えられる。また，IL-17Aは血管内

皮細胞やマクロファージなどに働きかけて CXCL1と CXCL2の発現を強力に誘導し，AILIモデルにおい

ても好中球浸潤を引き起こすことが示されている[87, 138]。過去の研究では，APAP 投与により血清 IL-

17Aレベルが増加することが示されてきた[110, 179]。一方，この結果に反して本研究の実験モデルでは， 

APAP投与後にWTの血清 IL-17A レベルの上昇は認められなかった。APAP投与後 6時間のごく限られ

た時間帯でのみ IL-17Aレベルの上昇が認められることが報告されていることから，0時間から 12時間の

間で IL-17Aレベルが一時的に上昇している可能性が考えられる。ただし，IL-17A中和抗体投与を行って

も WT の肝臓の好中球数と肝障害に変化が認められなかったことから，WT における CXCL1 および

CXCL2の発現上昇および好中球浸潤は TNF-aや OPNなどの IL-17A以外の因子によって誘導されている

と考えられる。既報の結果との乖離の原因は定かではないが，本研究よりも多少高用量の APAP を投与

していることやマウスの遺伝的背景や飼育状況の違いが影響しているのではないかと考えられる。一方，

APAP 投与後 24時間において，THIF-1KO では顕著な血清 IL-17A レベルの上昇が認められた。さらに，

IL-17A中和抗体投与によって THIF-1KOの肝臓の好中球浸潤および血清ALT活性がWTと同程度まで低

下することもわかった。これらの結果は，肝臓の好中球浸潤は IL-17A分泌がある閾値を上回ると誘導さ

れて肝障害の直接的な原因となりうることを示している。IFN-gも主に T細胞によって分泌されるサイト

カインであり，AILIモデルではマクロファージと好中球の浸潤を引き起こすことが示唆されている[85]。
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THIF-1KO では IFN-gに関しても APAP 投与後 24 時間で顕著な血清レベルの増加が認められた。しかし

ながら，THIF-1KOにおいては好中球の浸潤のみが顕著に上昇し，マクロファージの細胞数に関しては両

群間で有意差は認められなかった。また，肝臓における IFN-gの遺伝子発現と肝臓 T細胞による IFN-g産

生能もWTと THIF-1KO で同程度であった。線維芽細胞において IFN-gが CXCL1と CXCL2の発現を抑

制することを考慮すると，IFN-gはマクロファージなどの他の細胞の活性を制御することでマクロファー

ジや好中球の浸潤を制御していると考えられる。しかしながら，少なくとも肝臓におけるM1マクロファ

ージマーカーの発現は両群間で変化しなかった。IL-17A と IFN-gに加えて，Con-A 誘導性肝炎において

NKT細胞による OPN分泌が好中球浸潤を引き起こすことが報告されている[46]。OPNに関しても THIF-

1KO で血清レベルの上昇が認められたが，両群間で肝臓の遺伝子発現に有意差は認められなかった。ま

た，予備検討において，APAP投与後 24時間の THIF-1KOの肝臓 NKT細胞による OPN産生は確認され

なかった。以上のことを考慮すると，IFN-gと OPNの血清レベルの上昇は THIF-1KOの肝臓からの分泌が

原因ではなく肝障害の増悪によって引き起こされた二次的な現象であり，肝臓への好中球浸潤と肝障害

には直接的には関与しない可能性が高い。すなわち，重篤な AILIの合併症として肺や腎臓で炎症が誘導

されるが，肝臓以外の臓器で二次的に活性化した免疫細胞が IFN-gと OPN を分泌している可能性が考え

られる。THIF-1KOにおける肝障害の増悪は，IL-17A分泌依存的な CXCL1と CXCL2の発現上昇による

好中球浸潤の増加が原因であることが明らかになった。 

	 IL-17Aは発見された当初は Th17により分泌されると考えられてきたが，現在ではgd T細胞，NKT細

胞，NK 細胞などの自然免疫様細胞からも分泌されることがわかってきた。AILI モデルにおける IL-17A

分泌細胞は Th17や NKT細胞以外の早期応答性 T細胞であることが示唆されていたが，近年，gd T細胞

が主要な IL-17A分泌細胞であることが明らかとなった[179]。本研究の実験モデルにおいて，APAP投与

後 24時間の肝臓ではgd T細胞とNKT細胞を含むその他の T細胞の IL-17A産生細胞数は同程度であるこ

とがわかった。一方，IL-17A陽性細胞でMFI解析を行うと，その他の T細胞よりgd T細胞の方が IL-17A

産生能が高いことが示された。このことは AILIモデルにおける主要な IL-17A 産生細胞がgd T細胞であ

るという過去の報告を支持している。しかし，WTにおける IL-17A産生は実際には血清 IL-17Aレベルや

好中球浸潤には影響しなかった。THIF-1KOに関しては，その他の IL-17A陽性 T細胞の細胞数はWTと

同程度であったが，IL-17A 陽性 gd T 細胞は WT よりも顕著に増加することが明らかになった。IL-17A

陽性細胞のMFIはWTと THIF-1KOで同程度であったことから，HIF-1はgd T細胞の IL-17Aの産生能に

は影響しないことがわかる。一方，肝臓中のgd T 細胞の動態を経時的に解析した結果，APAP 投与後 24

時間において THIF-1KO のgd T細胞の細胞数がWTよりも顕著に増加することがわかった。これらの結

果より，THIF-1KO の肝臓中の主要な IL-17A 産生細胞はgd T 細胞であることと，HIF-1a欠損による IL-

17A陽性gd T細胞の増加は肝臓へのgd T細胞浸潤の増加が原因であることが示された。 

	 これまで，T細胞の HIF-1の機能は Th17/Tregバランスを中心に解析が行われ，HIF-1は Th17/Tregバ

ランスを病態依存的に制御することが報告されてきた。我々はマウスの DSS腸炎モデルにおいて Tregの

HIF-1が腸炎に対して保護的に働くことを示した[75]。これらの研究における表現型は DSS投与直後には

認められないが 1週間程度で現れることから，HIF-1は CD4+ T細胞の Tregへの分化に影響しているので
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はないかと推察される。一方，Tregには胎生期に分化する nTregが存在しするため HIF-1が nTregの機能

を調節している可能性も考えられる。また，Treg は皮膚炎モデルにおいて好中球浸潤を抑制し，機能的

な Tregの欠損によりgd T細胞の活性化を介した腸炎の増悪が引き起こされることも報告されている[154]。

従って，急性モデルにおける nTregを介した好中球応答の制御に関しても考慮する必要がある。本研究の

AILIモデルでは， T細胞の HIF-1a欠損により APAP投与後 24時間で Tregの細胞数の減少とアポトーシ

ス細胞の増加が認められた。しかしながら，WTおよび THIF-1KOの Tregを THIF-1KOに投与する実験

を行ったが両群間で肝障害に差は認められなかった。従って，THIF-1KOの肝臓で認められたgd T細胞の

浸潤増加は Tregの HIF-1a欠損による間接的な影響ではなく，HIF-1がgd T細胞の遊走能を直接的に抑制

することで肝臓への浸潤を阻害している可能性が示された。 

	 特定の免疫細胞種が炎症部位に適切な時期に適切な細胞数が遊走することは，免疫応答が適切に収束

へ向かう上で非常に重要である。今回，本研究は HIF-1 がgd T 細胞の遊走能を抑制することを明らかに

した。この結果と一致して，間葉系幹細胞と血管内皮細胞において，HIF-1が細胞遊走を阻害することが

報告されている[150, 182]。一方，癌細胞とマクロファージでは HIF-1 が細胞遊走をむしろ促進すること

も多数報告されている。それでは，細胞種による HIF-1の作用の違いは何に起因するのであろうか。細胞

遊走では，アクチンフィラメントと微小管の再構成，および，Stress fiberの収縮や細胞内小器官の移動な

どの過程で大量の ATP 消費を伴う。HIF-1 は解糖系酵素や PDKs の発現亢進によって低酸素環境におか

れた細胞の解糖系依存的な ATP合成を促進する。解糖系代謝に依存するマクロファージや好中球では，

HIF-1aの欠損は通常酸素下においても細胞内 ATP量を激減させる[36, 162]。また，T細胞も活性化すると

解糖系依存的な代謝へとスイッチすることが知られている[175]。しかしながら，解糖系への依存度が大

きいマクロファージや好中球と異なり，T 細胞はミトコンドリア代謝にも依存することがメタボローム

解析によって明らかにされている。T細胞におけるミトコンドリア代謝は，T細胞の活性化と免疫機能に

おいて重要な役割を果たす。T 細胞は APC から抗原提示を受ける際，APC との接合面 (Immunological 

synapse) にミトコンドリアが集積することが知られている[56]。集積したミトコンドリアは TCR 刺激に

より生じた IP3 により小胞体から放出された Ca2+を取り込み，Ca2+は PDH，Isocitrate dehydrogenase，2-

oxoglutarate dehydrogenase を活性化することで Tricarboxylic acid (TCA) 回路と酸化的リン酸化を介した

ATP合成を促進する。ATP合成が促進される生化学的意義は明確にされていないが，in vitroにおいて naïve 

T細胞に活性化刺激を与えると同時に Oligomycin処理を行うと T細胞は活性化およびクローン増殖を起

こさない[24]。さらに，T 細胞の細胞遊走においてもミトコンドリアによる ATP 合成は非常に重要であ

る。一般的に，遊走細胞は極性化した構造を取り，遊走する方向に Filopodiaと呼ばれる突起を形成し，

遊走する方向とは逆側に uropodと呼ばれる構造を形成する[158]。Filopidiaでは Actin filamentが伸びるこ

とで細胞を前方方向に押し進め，Uropodでは Stress fiberが収縮することで後方の構造が前方に引っ張ら

れることで細胞全体が移動する。Jurkat T細胞では細胞遊走の際に Uropodにミトコンドリアの集積が観

察され，Oligomycin処理によって細胞遊走が抑制される[19]。このことは，Uropodにおけるミトコンドリ

アの ATP合成が T細胞の細胞遊走に必須であることを示している。本研究では，gd T細胞以外のコント

ロールの T 細胞は Oligomycin 処理により細胞遊走が抑制されたが，コントロールの gd T 細胞では
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Oligomycin処理は細胞遊走に影響を与えなかった。この結果は，gd T細胞はその他の T細胞に比べて解

糖系への依存度が大きいことを示唆している。実際，gd T細胞は古典的 T細胞と異なり前活性化状態に

あり，naïve T細胞よりもエフェクターT細胞に近い活性化状態にある[177]。そのため，活性化刺激が無

い状態でもエフェクターT 細胞と同様に解糖系に依存した代謝様式を持つ可能性が考えられる。一方，

HIF-1 a欠損gd T細胞はコントロールのgd T細胞よりも遊走能が顕著に高く，Oligomycin処理により遊走

能はコントロールのgd T細胞と同程度まで低下した。この結果は，gd T細胞では HIF-1がミトコンドリ

ア量を低下させている可能性があること，または， gd T細胞は本質的にはミトコンドリア代謝を行う能

力があるが HIF-1がそれを阻害している可能性があることを示している。実際，前者に関連して，HIF-1

は c-Mycの阻害を介して下流遺伝子の PGC-1bの発現を低下させ，ミトコンドリア生合成を抑制すること

が報告されている[190]。しかしながら，gd T細胞のミトコンドリア量に対する HIF-1の影響は認められ

なかった。従って，gd T 細胞の HIF-1 はミトコンドリアへの代謝物の流入を抑制して解糖系依存的な代

謝を促進することで，gd T細胞の細胞遊走を抑制している可能性が高いと考えられる。以上により，HIF-

1 はgd T 細胞の細胞遊走を選択的に抑制することで APAP による肝障害に対して保護的に働くことが明

らかとなった。 

	 TCR刺激を受けて活性化した T細胞のケモカインに対する遊走能は，受容体の発現調節によって制御

されることが知られている。抗 CD3 抗体で 24 時間刺激を受けた T細胞ではリンパ節へのホーミング受

容体である CCR7の発現が上昇する一方，組織へのホーミング受容体である CCR1，CCR2，CCR3，CCR5，

CCR6，CXCR3および CXCR4の発現が低下する[144, 157]。また，抗 CD3抗体で刺激は CXCR4のリガ

ンドである CXCL12 に対する遊走能を低下させることも報告されている[44]。組織へのホーミング受容

体の発現が低下する一方でリンパ節へのホーミング受容体の発現が上昇することから，活性化を受けた 

naïve T 細胞がリンパ節で持続的な TCR 刺激を受けてクローン増殖し適切な免疫応答を誘導する上で重

要な意義があるのではないかと考えられる。本研究では，肝障害に応じて活性化したgd T 細胞の遊走が

HIF-1によって阻害されることを新たに見出した。このシステムは，古典的 T細胞などにおいて，TCR刺

激を介した HIF-1a発現により T 細胞をリンパ節に止める上で重要な役割を果たしている可能性がある。

一方，gd T細胞では HIF-1aがどのように発現制御されているか定かではないが，刺激から活性化までの

期間が非常に短いgd T細胞では過剰な炎症応答を防ぐ一種の安全装置として作用しているのではないか。

すなわち，HIF-1によるgd T細胞の遊走能の阻害は，急性炎症において炎症部位への過剰なgd T細胞の集

積を抑制することで組織障害を防ぐ役割があると考えられる。 

	 本研究により，AILI において，HIF-1 はgd T 細胞の肝臓への集積を抑制することで好中球依存的な急

性肝障害に対して保護的に作用することを明らかなった (図 4.1)。このことは，HIF-1の活性化が AILIを

含めたgd T 細胞依存的な急性炎症を抑制できる可能性を示している。また，腫瘍などにおける低酸素状

態は免疫細胞の機能を抑制する。近年，gd T細胞や NKT細胞による癌免疫療法が注目されているが，内

在性 T細胞および投与 T細胞の HIF-1を抑制することで腫瘍への効率的な T細胞の動員を行える可能性

も考えられる。今後，gd T細胞の細胞遊走における HIF-1の機能がさらに詳細に解析されることで，gd T

細胞の細胞遊走やその下流の好中球浸潤を薬剤標的とした新規治療法が開発されることが期待される。 
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図 4.1 本研究で明らかとなった AILIにおけるgd T細胞の HIF-1の機能 

gd T細胞の HIF-1aの欠損により，肝臓へ浸潤したgd T細胞による IL-17A分泌を介した好中球炎症による肝障害が誘導さ

れる。また，HIF-1aはgd T細胞のミトコンドリア依存的な ATP産生を抑制することでgd T細胞の遊走能を阻害する可能

性が示された。図 4.1は Suzuki et al., Hepatol Commun., 2018; 2 (5); 571-581.の Fig. 6から引用。 
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6. 補足 

 
図 S1. APAP投与後の肝臓の還元型グルタチオン量の評価 

DTNB-glutathione recycling methodにより APAP投与後の肝臓の還元型グルタチオンレベルの測定を行っ

た。Fedは食事制限を行っていないマウスを示す (n = 7-8)。*p<0.05。図 S1は Suzuki et al., Hepatol Commun., 2018; 

2 (5); 571-581.の Supplementary Fig. 1から引用。 

 

 

 

 

図 S2. APAP投与後の肝再生の評価 

肝障害後の肝再生を (A) 肝臓切片の低倍率における一視野内の Ki67陽性細胞数 (n = 5)，および，(B) 肝臓に

おける Pcna 遺伝子発現 (n = 5-8) により評価した。図 S1 は Suzuki et al., Hepatol Commun., 2018; 2 (5); 571-581.の

Supplementary Fig. 2から引用。 
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