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緒緒  言言  

 
自然リンパ球（ILC）は組織常在性のリンパ球であり、障害の際に即急に応答し、特定のサイトカインを産生するこ

とで常在組織の炎症の惹起や組織修復に寄与する［1，5］。これまで3つのサブセットが同定されており、中でも、1型

自然リンパ球（ILC1）は T-bet 依存的に分化する。肝臓に豊富に存在し、インターフェロン-γ（IFN-γ）産生能を      
有し、組織修復・保護に働く［1］。近年、ヒト ILC1に対して、活性酸素種の一種であるH２O２を添加することにより、

IFN-γ産生が惹起されることが明らかとなった［2］。さらに、低酸素誘導性因子 HIF-1α存在下で、IFN-γを産生す

る ILC1 の割合が増加することが報告された［3］。これらのことから、ILC1 は酸素ストレス応答を有し、IFN-γを   
産生することで常在組織を保護すると推論される。しかし、虚血性障害に対する ILC1の役割は明らかでない。そこで、

ILC1 で高発現するグルタミン酸受容体に着目し、免疫細胞遺伝子発現データベース ImmGen にて発現解析を実施し

たところ、ILC1 で代謝型グルタミン酸受容体 mGluR4 をエンコードする Grm4 が高発現することを見出した。この

ことから、ILC1 は酸素ストレスによって活性化し、肝 IRI に対して即効性の高い、より恒常的な制御機能を有し、    
虚血性肝障害の収束を迅速にもたらすために IFN-γを産生すると推測される。そこで本研究では、ILC1の酸素ストレ

ス応答と肝 IRIにおける役割を明らかにした。 
 

方方  法法  
  
11．．肝肝 IIRRII後後のの血血中中ググルルタタミミンン酸酸濃濃度度及及びび IILLCC11ののmmGGlluuRR44、、IIFFNN--γγ発発現現解解析析  
ナイーブ肝、虚血中及び肝 IRI 1時間後のマウスから血漿を採取し、血中グルタミン酸濃度を解析する。また、ナイ

ーブ肝 ILC1、虚血中及び肝 IRI 1 時間後の肝 ILC1 の細胞数、mGluR4 及び IFN-γの発現を FACS 及び qPCR で  
解析した。 
 
22．．mmGGlluuRR44のの二二量量体体形形成成のの解解析析  
代謝型グルタミン酸受容体の大部分は、二量体を形成することで下流のシグナルが活性化される［4］。そこで、ナイ

ーブ肝 ILC1、虚血終了直後及び肝 IRI 1 時間後の ILC1 を純化し、二量体形成をウェスタンブロット法により解析し

た。 
 
33．．IIFFNN--γγ依依存存的的炎炎症症性性細細胞胞動動員員数数及及びび肝肝障障害害のの評評価価  
野生型及び Ifng－／－マウスに肝 IRI を惹起し、5時間後の肝臓における好中球、炎症性単球、クッパー細胞、樹状

細胞数を評価した。また、血中ALT、肝壊死領域を評価した。 
  
44．．IIFFNN--γγ依依存存的的肝肝保保護護因因子子のの同同定定  
抗炎症性サイトカインに着目し、肝 IRI 5時間後の好中球、炎症性単球、クッパー細胞、樹状細胞の IL-10の発現

をqPCRで解析した。 
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55．．IIFFNN--γγをを介介ししたた IILL--1100依依存存的的肝肝障障害害のの評評価価  
野生型及び Ifng－／－マウスに肝 IRI を惹起し、虚血終了直後に IL-10中和抗体を投与する。肝 IRI 6時間後の血中

ALT及び肝壊死領域を評価した。 

 
結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．肝肝 IIRRII後後のの血血中中ググルルタタミミンン酸酸濃濃度度及及びび IILLCC11ののmmGGlluuRR44、、IIFFNN--γγ発発現現解解析析  
肝 IRI をマウスに誘導し、未処置、虚血終了直後、肝 IRI 1 時間後の血液を採取後、3,000 rpm で 15 分間、4℃で  

遠心し、血漿を採取した。血漿中のグルタミン酸濃度を Glutamate Assay Kit-WST（同仁化学研究所）によって、      
比色定量法で解析したところ、虚血直後は、未処置群と比較して有意な差が認められなかったが、肝 IRI 1時間後に著

明に増加した（図1）。 
 

 
図1．肝虚血及び肝 IRI後の血漿中のグルタミン酸濃度 

マウス肝に対して虚血再灌流障害（IRI）を誘導し、虚血直後、再灌流1時間後の

血漿中のグルタミン酸濃度を解析した。**P＜0.01（Tukey’s HSD test）。 
  
次にNIHのGene Expression Omnibusに保存されているデータから、「肝NK細胞と比較して肝 ILC1で高発現し

ているグルタミン酸受容体」に着目し、その遺伝子解析を実施したところ、代謝型グルタミン酸受容体 mGluR4 を     
エンコードする Grm4 の遺伝子発現が肝 ILC1 で高いことが分かった（図 2a）。そこで、未処置、虚血直後、肝 IRI    
1時間後の肝 ILC1 及び肝NK細胞のmGluR4の細胞膜上の発現をFACS解析したところ、mGluR4陽性 ILC1の割

合がNK 細胞と比較して高いことが分かった。また、未処置群と比較して、虚血直後、肝 IRI 1 時間後のmGluR4 の    
発現割合が肝 ILC1 で上昇することが分かった。一方、肝NK 細胞では、未処置群と比較してmGluR4 の発現割合に

変化は認められなかった（図2b）。 

 

図2．肝 IRI後のNK細胞及び ILC1の Ifng及びmGluR4発現 
a） 未処置及び肝 IRI後のNK細胞及び ILC1の Ifng mRNA発現。 
b） 未処置、虚血直後及び肝 IRI後のNK細胞及び ILC1のmGluR4発現。 

*P < 0.05, **P＜0.01（Tukey’s HSD test）。 
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22．．mmGGlluuRR44のの二二量量体体形形成成のの解解析析  
代謝型グルタミン酸受容体mGluR4は、二量体を形成することで活性化シグナルを伝達する［5，6］。そこで、未処

置及び肝虚血直後の肝リンパ球をSortingし、ウェスタンブロット法にてmGluR4の二量体発現を解析した。この時、

十分なタンパク溶解液を調製するために複数匹のマウスの各肝リンパ球のサンプルをプールした。また、mGluR4 が 
大脳皮質神経細胞に高発現することから、マウス大脳皮質由来神経細胞を培養し、mGluR4 選択的作動体 PHCCC を

添加することでmGluR4の二量体形成を誘導し、陽性対照として用いた。未処置群の各肝リンパ球において、mGluR4
二量体が発現していたが、発現量は CD4＋T 細胞及び ILC1 で高いことが分かった。肝虚血後、ILC1 で二量体形成が

促進されたが、NKT 細胞や NK 細胞でも二量体形成が促進された（図 3）。このことから、mGluR4 の二量体形成に 
よる活性化機序は ILC1 特異的ではないことが示唆された。そこで、ILC1 由来の IFN-γが肝 IRI を軽快する機序に 
焦点を当て、以降の解析を実施した。 

図3．未処置及び虚血直後の各肝リンパ球におけるmGluR4二量体発現 
培養大脳皮質神経細胞に10μM mGluR4選択的作動体PHCCCを添加し、

二量体形成を誘導したサンプルを陽性対照とした。NKT：NKT細胞、 
CD4＋T：CD4陽性T細胞、NK：NK細胞。 

  
33．．IIFFNN--γγ依依存存的的炎炎症症性性細細胞胞動動員員数数及及びび肝肝障障害害のの評評価価  

IFN-γが肝 IRI に対して組織保護に働くことから、野生型及び IFN-γ欠損マウスに対して肝 IRI を誘導し、5 時間

後の肝ミエロイド細胞の数を解析したところ、炎症性単球（iMo）及び好中球の数が野生型マウスと比較して IFN-γ 
欠損マウスで有意に減少することが分かった。一方、クッパー細胞及び樹状細胞（cDC）の数に有意な差は認められな

かった（図4）。このことから、IFN-γは炎症性単球及び好中球の炎症部位への浸潤に寄与していることが判明した。 
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図4．野生型及び IFN-γ欠損マウスにおける未処置及び肝 IRI 5時間後の肝ミエロイド細胞数 

Ifng－／－：IFN-γ欠損マウス、iMo：炎症性単球、cDC：樹状細胞。 
*P＜0.05、**P＜0.01（Tukey’s HSD test）。 

  
44．．IIFFNN--γγ依依存存的的肝肝保保護護因因子子のの同同定定  

IFN-γ欠損マウスでは、肝における炎症性単球及び好中球数は、野生型マウスと比較して有意に減少した。このこと

から、炎症性細胞または好中球由来の抗炎症性サイトカインに着目し、肝ミエロイド細胞における Il10発現量をqPCR
法で解析したところ、野生型マウスにおいて好中球の Il10 発現量が未処置群と比較して有意に上昇することが分かっ

た。一方、IFN-γ欠損マウスでは IRI 後も Il10 発現量に差は認められなかった。他のミエロイド細胞では、野生型、

IFN-γ欠損マウスの両方において、未処置群と比較して Il10発現量に有意な差は認められなかった。以上により、IFN-
γ依存的に遊走された好中球が、IL-10産生細胞であることが明らかとなった（図5）。 

  
図5．野生型及び IFN-γ欠損マウスにおける未処置及び肝 IRI 5時間後の肝ミエロイド細胞の Il10発現量 

Ifng－／－：IFN-γ欠損マウス、iMo：炎症性単球、cDC：樹状細胞。*P＜0.05（Tukey’s HSD test）。n.d.：not detected。 
  
55．．IIFFNN--γγをを介介ししたた IILL--1100依依存存的的肝肝障障害害のの評評価価  
図5の結果から、IFN-γ依存的な好中球由来の IL-10が肝 IRIに対して組織保護に働くことが示唆された。そこで、

野生型及び IFN-γ欠損マウスに対して、虚血終了直後に IL-10 中和抗体、またはアイソタイプコントロール抗体を   
腹腔投与し、肝 IRI 6 時間後の肝障害を血中 ALT 濃度、肝壊死領域、肝出血領域を定量することで解析した。その     
結果、野生型マウスでは、IL-10中和抗体投与群において血中ALT濃度が上昇した（図6a）。さらに、肝壊死領域およ
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び肝出血領域が拡大した（図 6b、c）。一方、IFN-γ欠損マウスでは、未処置群と比較して血中 ALT 濃度、肝壊死、   
肝出血は増加したものの、アイソタイプコントロール抗体投与群と IL-10中和抗体投与群の間で有意な差は認められな

かった（図6a～c）。これらのことから、IL-10 産生型好中球は IFN-γ依存的に遊走され炎症組織部位で IL-10 を産生

することで肝保護に働くことが明らかとなった。以上の結果から、ILC1 が産生する IFN-γは炎症性単球や好中球の 
遊走を制御しており、中でも IL-10産生型好中球が炎症部位へ浸潤後、肝 IRIに対して組織保護に働くことが明らかと

なった。しかしながら、ILC1 で mGluR4 の二量体形成が肝 IRI 後に誘導されることが分かったが、それは必ずしも

ILC1特異的ではなく、NKT細胞やCD4＋T細胞でも認められた。従って、グルタミン酸が ILC1を活性化させる可能

性は示されたが、特異的な活性化機序であるかどうかは今後の研究に期待する。 

図6．肝 IRIモデルにおける虚血直後の IL-10中和抗体（αIL-10 Ab）投与による肝障害 
a） 野生型及び IFN-γ欠損マウスを用いた肝 IRI モデルにおけるアイソタイプコントロール

抗体（cIg）、またはαIL-10 Ab投与による血中アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）
濃度の変化。 

b） 野生型及び IFN-γ欠損マウスを用いた肝 IRI モデルにおける cIg、またはαIL-10 Ab 投与

による肝壊死領域の割合。 
c） 野生型及び IFN-γ欠損マウスを用いた肝 IRIモデルにおけるcIg、またはαIL-10 Ab投与に

よる肝出血領域の割合。 
Ifng－／－：IFN-γ欠損マウス。*P＜0.05、**P＜0.01（Tukey’s HSD test）。n.s.：not significant。 
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