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11）肝臓における内因性抗菌物質発現プロファイルの

解析

研究代表者大竹孝明

[研究背景と目的］

現在、生体防御システムにおける内因性抗菌ペプチ

ドの重要性が証明きれている臓器は病原微生物暴露の

多い消化管と皮膚領域である。しかし、肝組織も常に

経門脈的または経胆道的に病原微生物や食物抗原の侵

入、暴露の危険にきらされており、これら病原微生物、

食物抗原の大循環への侵入阻止のために、特に肝の細

網内皮系細胞の自然免疫機能が重要な役割と担ってい

ると考えられている。実際に末期肝硬変ではこの機能

低下と肝内シャントがあるため、しばしばbacterial

translocationが起こり、致死的な特発性細菌性腹膜炎

や敗血症の危険にきらされる。つまり感染防御におい

て肝臓は腸管粘膜と同様に重要な臓器であり、生体防

御機構の「最前線」である腸管に対して「セカンドラ

イン」の役割を担っていると言える。

我々は肝臓における自然免疫エフェクター分子であ

る内因性抗菌ペプチドの発現が肝の病態生理に重要な

役割を担っているという仮説を立て、肝臓の自然免疫

関連分子の発現を解析した。

[研究方法］

１．ヒト正常肝組織および肝細胞癌組織における微生

物構成分子認識受容体Toll-likerecCptor（TLR)の発

現をRT-PCR法で検討した。

２．正常マウス肝組織における内因性抗菌ペプチド

（AMP）の発現をRT-PCR法と免疫組織化学染色

法で検討した。
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３．健常人および肝疾患患者における血清中pro-hep‐

cidin濃度に関してＥＵＳＡ法で検討した。

４．.高脂肪食負荷マウスまたはレプチン遺伝子欠損過

食マウス（ob/Ob）の脂肪肝モデルマウスにおいて

ＡＭＰ、ＴＬＲの自然免疫関連分子の発現の変化つい

てマイクロアレイを用いて検討した。

３．血清中pm-hepcidinの検討

ＡＭＰ発現と肝疾患の関係に関して、hepcidinの発

現について検討した。hepcidimは鉄代謝調節因子でも

あることから、健常人において血清中pro-hepcidin濃

度は血清fe1Titin値と正の相関傾向を認めるが、様々

な成因と進行度の`慢性肝疾患において、血清pro-hep‐

cidin濃度は血清feITitin値に関係なく発現低下傾向を

認めた。特に成因に関係なく線維化の進行した肝硬変

症で血清pm-hepcidinは低下していた（図３)。

４．脂肪肝モデルマウスにおける自然免疫関連分子の

発現の変化

高脂肪食負荷マウスまたはoMbマウスの脂肪肝モ

デルマウスにおいてⅡＲおよびＡＭＰ等の自然免疫

関連分子についてその発現をマイクロアレイを用いて

検討した結果を示す（表１)。高脂肪食負荷マウスの

肝臓においてTLRの発現の変化は認めないが、clypt-

din6,10、p-defensin3,４の発現低下を認めた。０b/Ｏｂ

マウスにおいてはflagelUnを認識するＴＩＲ５の発現低

下を認めた。また、エフェクター分子ではcIyptdin3，

5.13、l3-defensin3,５，６の発現が低下し、cryptdinl2

の発現が冗進していた。

[研究成果と考察］

１．肝組織におけるTbU-likerecepbor（Ｔｍ）発現の

検討

病原微生物構成分子認識受容体であるＴＩＲの発現

し関してヒト肝細胞癌組織（HCC）と正常肝組織で

検討した。TLR3～８，１０の発現は認めたが、IRI、

２，９の発現は認めなかった（図１)。また、マイクロ

アレイを用いた正常マウス肝組織での検討では細菌の

構成分子であるflagellinを認識するTLR5、一本鎖

RNAを認識するＴＩＲ８の発現が高いことが明らかと

なった。
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図１肝組織におけるToU-likereceptorの発現

図２肝組織における内因性抗菌ペプチドの発現

２．肝組織における内因性抗菌ペプチド（Ａ１皿）発

現の検討

正常マウス肝組織における自然免疫エフェクター分

子ＡＭＰの発現をRTLPCRで検討した。cmhelicidinの

crampはRT-PCRでは発現を認めず、鉄代謝調節因子

でもあるhepcidinに関してはhepcidin-1、-２（hepcl、

2)ともに発現を確認した（図２)。ＡＭＰの蛋白発現を

免疫組織化学染色法で検討したところ、crampは肝組

織中に存在する好中球に発現を認めるのみであったが、

hepclは肝細胞の細胞質内に発現を確認した。また、

マイクロアレイでの検討ではq-defensinでは腸管型α‐

dcfCnsinのclyptdin-3、１２の発現が、６－defensinではβへ

defCnsin-1、２の発現が高いことが明らかとなった。

図３各種肝疾患における血清中pro-hCpcidm濃度

Contml：健常人、ＡＬＤ：アルコール性肝障害、ＦＬ：

非アルコール性脂肪肝、ＣＨ－Ｂ：Ｂ型`慢性肝炎、ＣＨ－Ｃ

：Ｃ型慢`性肝炎、ＬＣＬＢ：Ｂ型肝硬変、ＬＯＣ：Ｃ型肝

硬変、ＰＢＣ：原発性胆汁性肝硬変
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表１脂肪肝モデルマウスにおける自然免疫関連分子発現の変化

肝組織に微生物構成分子認識受容体であるＴｍ3～

８，１０の発現およびエフェクター分子ＡＭＰであるoL-

defCnsin、p-defensm、hcpcidmが発現を認めることか

ら、肝組織においても自然免疫機構が機能し、ＡＭＰ

が生体防御に重要な役割を担っていることが推察され

る。今回の検討では全肝組織における各遺伝子の発現

を検討したが、今後は肝組織を構成する肝細胞、胆管

細胞、類洞内皮細胞、各種類洞間質細胞の細胞分画別

発現の検討が必要と考えられる。

肝疾患における自然免疫系の関与に関する検討では、

肝疾患患者血清中hepcidinの発現が肝障害度の進行に

伴い低下する可能性が示唆された。このとから、肝障

害の進展・重症度と自然免疫機能の障害の関連性が示

唆された。今回検討した２つのマウス脂肪肝モデルで

はTIRの発現変化はほとんど認めないが、ＡＭＰのい

くつかの発現変化を認められた。全体に発現抑制と

なっており、脂肪肝における自然免疫の抑制が、腸管

からbacterialtranslocationに対する肝障害感受性増大

の原因になっている可能性が示唆された。

[まとめ］

本研究の知見は肝組織においても皮膚や腸管粘膜と

同様に自然免疫系が重要な役割を担っていることが示

きれた。さらに自然免疫系の変化が非アルコール性脂

肪`性肝疾患の病態や`漫`性肝疾患の重症度と深く関わっ

ている可能性が示唆きれた。
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