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　約 7～ 8万年前と目される共通祖先の発生以来、累積人口一千百五十億、現時点で七十八億という巨
大な地球社会を築き上げた人類は今や自らの存続にとって致命的な環境破壊という障壁に直面すること
となった。
　その解決策として 2015年に国連総会で採択された 17の世界的目標、169の達成基準、232の指標か
ら成る SDGs（持続可能な開発目標）の旗印の下、ようやく世界規模での対応が始まり直近では 2021
年末に開催されたグラスゴーでの COP26において条約加盟各国の温室効果ガス排出量ゼロ目標達成計
画（30～ 50年の幅）の発表に辿り着いた。
　これらの SDGs課題が数十年後に解決されると仮定した場合、その段階で人類滅亡の危機脱出の見
通しが立つのであろうか？　SDGsに掲げられた目標は主に “物” や “政治” 又は “制度” といった可
視的なものであり不可視的な「心の問題」の解決の遅延が予想されるからである。人間の脳活動の深奥
にある “心” には宿命的に善と悪が共存する。その最たる戦争を含めて全ての犯罪の根源たる悪の要素
を抑制又は排除する為に人類は死闘を重ねて来た。その結果、近時での大規模戦争回避という成果は挙
げ得たものの地域紛争やテロリズムほか一般犯罪は世界人口増加という基盤があるにせよ減少を見せて
いない。
　その悪をより効率的且つ予防的に抑制乃至制御することが出来れば人類存続の道に光明が見出せるの
ではなかろうか。まさにMV（Mind Vaccine）の創出が希求されるところである。その手法としては人
類がこれまでに同じ目標に向かって用いて来たような教育、政治、宗教ではなく、より具体的且つ実践
的な新しいツールが必要となろう。
　先ず心に潜む “悪” の心因要素を解明することが前提となる。例えば「過ち先入観」、「過信」、「利己」、
「反道徳」、「孤独」などが｛基本的な悪心因要素｝、次にこれらから派生する「人種差別」、「誘拐」、「性
差別」「詐欺」など個別的なものから「武力主張」や「侵略」など集団的なものが｛派性的な悪心因要素｝
として挙げられる。次にこれら各要素に対応したMVを創ることになるが、二つの方向性が考えられる。
一つは各心因要素の発現に関わる特定な脳の生理活性素因物質の発見とその抑制物質発現型ワクチンで
従来のワクチンと同じ「物質型」、他の一つは個々の悪心因要素を感情路線ではなく道義的理性路線で
排除する「心因型」である。前者の物質型ワクチンは急速な発展をみせている分子生物学、遺伝子操作、
AIなどの先端技術を駆使すれば実現も可能と予測されるが、結果的には脳組織に直接的に作用する医
薬品となる可能性が強く、人間の尊厳無視への危惧が予想されて実用化の公算は小さい。従って究極的
には後者の心因型ワクチン・MVの開発に希望を託することとなろう。一例として「利己ワクチン」を
挙げれば、その内容は「他人を 1．喜ばせたか？ ～ 2．励ましたか？ ～今日一日、言葉と行動で」
といった倫理的理性路線上に創られた簡潔な catch word抗原が記載されたもので、その使用形態とし
ては幼児期～小学低学年で使う教科書型と一般使用可能な SNSアプリ型となり、使用方法としては
「一日一回抗原唱読」を基準とし、抗原の反復刺激による心的抗体産生即ち利己心発現を予防する精神
構造の醸成を図るものである。
　この心因型MVの特性は遅効性であること、そしてその効果が他の複数のワクチンと重複性を持つ
ことで、例えば「利己ワクチン」の効果は「孤独ワクチン」の効果と重なり、「利他精神」や「協調精神」
が共に醸成、定着されること、さらにはその重複使用によってより強固なブースター効果も期待される
ことである。また上述した基礎的な悪心因要素対応のワクチンは派生型の悪心因要素にも有効となるの
で殆どの派生型ワクチンが開発不要となり経済性が高まり全地球的普及を容易にすることである。但し
このMVは既存の一部教育や宗教が過去に犯したmind control的な使用を排除することが絶対条件と
なりその対応策樹立も必須要件となるが遠くない未来での開発を夢見る余地も皆無ではないと考えられ
る。〔（註）本稿はロシアのウクライナ侵攻直前の 2022. 1. 18受領、編集部〕
 （名誉顧問）

野 村 吉 利

MV（Mind Vaccine）・考
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図 1　LPS の刺激によるクッパー細胞の二面性に基づいた肝病変への影響（本文参照）
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はじめに

　肝臓は、体内に取り込まれた様々な化学物質を代

謝・解毒する最も重要な器官である。それ故に、化

学物質の毒作用により肝障害が生じるリスクが常に

ある。毒作用に基づいた肝障害の発生機序について

は広く研究されている。一方、肝障害は、肝在住の

マクロファージ（クッパー細胞やグリソン鞘間質樹

状細胞など）や傷害部位に出現する炎症細胞により

多様に修飾される。このような生体反応に基づいた

肝毒性の発現機序に関する研究は少ない。「マクロ

ファージ病理学」の「第 3回：マクロファージと肝

毒性（その 1）」（第 68巻第 2号）では、肝恒常性

維持と、化学物質による肝障害に係わるマクロ

ファージ機能について、M1/M2分極化の観点から

紹介した。今回は、（その 2）として、肝在住のマ

クロファージを介した肝毒性と、肝硬変症や胆管周

囲線維症などの慢性病変に出現するマクロファージ

の特性について解析した研究成果を紹介する。

1．肝毒性病変の発現に係わる肝マクロファージの

役割

　化学物質誘発肝障害モデルとして広く利用されて

いるチオアセトアミド（TAA）は、薬物代謝酵素に

より生成される中間代謝物が肝毒性を惹起する［1］。

ラットに TAAを投与すると、投与後 1日で肝小葉

中心性の凝固壊死を誘起し、1日目と 2日目では炎

症細胞が浸潤し、3日目と 5日目には炎症細胞が減

じつつ修復性線維化が生じ、7日目までには肝細胞

が再生し元の組織に復する［2, 3］。炎症細胞の多く

は CD68発現M1型（炎症誘導）と CD163発現M2

型（抗炎症作用）のマクロファージである。クロド

ロネート前処置により肝マクロファージを枯渇させ

ると、TAA誘発肝細胞傷害は遷延し、異栄養性石

灰沈着が生じる［4］。すなわち、組織傷害を助長し

貪食活性の高いM1型と、抗炎症作用と修復性線維

レビュー

マクロファージ病理学
第 3回：マクロファージと肝毒性（その 2）

山手丈至（大阪府立大学名誉教授）
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化に係わるM2型の機能が欠失することで、TAA

誘発肝障害が増悪する。M1/M2型マクロファージ

が適切な時期に出現し、機能が分極化し効果的に作

用することが肝細胞傷害後の組織修復において重要

である［4］。そこで、肝毒性発現に係わる肝マクロ

ファージの影響についてラットを用いてさらに解析

した。

1–1．デキサメサゾンの TAA誘発肝毒性への影響

　デキサメサゾンは抗炎症薬として広く利用されて

いる。デキサメサゾンの臨床適用量を正常なラット

に投与すると、類洞に沿って存在する CD163発現

クッパー細胞が 7割程度減少した。組織学的な異常

はみられなかったが、肝逸脱酵素の ASTと ALTの

値が増加した。なお、投与中止 4日後にはクッパー

細胞は 8割程度回復し、かつ ASTと ALTの値も対

照群レベルに戻った。デキサメサゾンはクッパー細

胞を減少させること、またクッパー細胞が肝逸脱酵

素のクリアランスに係わることが改めて示された

［5, 6］。

　そこで、デキサメサゾンを前処置し、その後

TAAを投与する実験を行った［5］。その結果、TAA

単独投与群では投与後 1～ 3日に肝細胞傷害部位に

CD68発現M1型と CD163発現M2型が多数出現

したが、デキサメサゾン処置後に TAAを投与した

群では、M1型は投与後 1～ 7日まで常に 7割程度、

M2型は投与後 1～ 3日に 5割程度減少した。なお、

M2型は投与後 5日と 7日では正常レベルまで回復

した。興味ある所見として、TAA投与による肝細

胞傷害後の修復性線維化は投与後 3～ 5日に生じ始

めるが、その程度はデキサメサゾン前処置群におい

てかなり軽減していた。デキサメサゾン処置により

炎症を助長するM1型の誘導が抑制され組織傷害が

減じた結果、線維化の程度も軽減したと考えられた。

また、デキサメサゾン処置によりクッパー細胞が減

数していたことから、M1型の誘導抑制にはクッ

パー細胞の機能低下も係わると考えられた。さらに、

デキサメサゾン処置でM2型も減少していたが、

M1型よりもより早く回復していたことから、M2

型による修復性の線維化が良好に機能したとも考え

られた。クロドロネート処置では、ほとんどの肝マ

クロファージが長期に亘り枯渇するために、M1/

M2型の機能が欠失し、その結果 TAA誘発肝障害

が増悪した［4］が、デキサメサゾンの臨床適用量

では、肝マクロファージ機能がほどよく抑制され、

その結果線維化（組織修復）が改善したと考えられ

た［5］。

1–2．低用量リポポリサッカライド（LPS）の TAA

誘発肝毒性への影響

　グラム陰性菌の細胞壁構成成分である LPSは、

大腸菌症等の際に肝臓へ多量に流入することで肝障

害を惹起する。正常なラットに低用量 LPSを投与

した際の肝マクロファージへの影響と、LPS前処置

による TAA誘発ラット肝障害への効果を検討した。

なお、予備実験により、ASTや ALTなどの肝逸脱

酵素値に影響が生じることなく、かつ肝細胞傷害が

惹起されない用量を LPS低用量として設定した。

要するに、肝臓には病理学的な変化が認められない

用量である［7, 10］。

1–2–1．低用量 LPSの肝マクロファージへの影響

　低用量 LPSを正常なラットに投与すると、

CD163発現クッパー細胞が活性化して腫大する（写

真 1）。腫大したクッパー細胞には、M2型に発現す

る CD204の増加があり、かつ抗炎症作用のある

M2型因子の IL–10や TGF–β1が増加していた。

なお、MCP–1、IL–1βや TNF–αなどの炎症性因

子の増加があったが、CD68発現M1型の浸潤マク

ロファージの反応は極軽度であった。クッパー細胞

は、微小環境条件に依存しM1型あるいはM2型の

特性を現すと考えられる［7, 9, 10］が、低用量 LPS

の刺激ではM2型の機能がより優位になることが示

唆された（図 1）。興味ある所見として、低用量

LPS投与により肝細胞における LC3B抗体陽性の



写真 1　低用量 LPS により活性化した CD163 免疫陽
性クッパー細胞（矢印）
挿入図：クッパー細胞の拡大像

中心静脈 写真 2　低用量 LPS により誘導さ
れた肝細胞内の LC3B 免疫陽性の
オートファゴゾーム
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オートファゴゾームが増数していた（写真 2）。また、

クロドロネート前処置によるクッパー細胞枯渇下で

の低用量 LPS投与では、オートファゴゾームの誘

導が抑制された。すなわち、低用量 LPSにより刺

激されたクッパー細胞は、肝細胞のオートファジー

の誘導にも係わることが示された。

　以上より、低用量 LPSの正常ラットへの投与は、

クッパー細胞を活性化することでM2型の機能が誘

導され、かつ肝細胞のオートファジーを亢進するこ

とが分かった（図 1）。

1–2–2．低用量 LPS前処理の TAA誘発肝毒性へ

の影響

　TAA投与前 24、12、6及び 2時間のポイントで

低用量 LPSを投与しておくと、TAA単独投与群

（LPS前処置なし）に比べ、LPS前処置群で TAA誘

発肝障害が軽減した。特に、24と 12時間前に低用

量 LPSを投与した群では顕著であり、時間依存性

に TAA誘発肝病変が軽減することが分かった。そ

こで、低用量 LPSの 24時間前処置の TAA誘発肝

毒性への影響をより詳細に解析した［8］。その結果、

肝細胞傷害と炎症反応が最も顕著となる TAA投与

後 1日と 2日において、低用量 LPS前処置群でそ

の病変が 8割程度も軽減され、同時に TAA単独投

与群で増加した ASTと ALTの値も低用量 LPSの前

処置で低下していた。さらに、TAA単独群に比較し、

低用量 LPS前処置群では、CD68発現M1型は投与

後 2日に減少し、かつM1型が産生する炎症誘導・

組織傷害に係わるMCP–1と IL –1β、そしてM2型

誘導に係わる IL–4が低下していた。IL–4の低下

に関連し、実際に低用量 LPS前処置群では、投与

後 2日に CD163発現M2型も減少していた。また、

低用量 LPS前処置群では、傷害部位周囲の肝細胞に

LC3B抗体陽性のオートファゴゾームの増数があっ

た。一般的には、TAAにより傷害された肝細胞内

では、核内から細胞質に移動する HMGB–1（high 

mobility group box –1）などの DAMPs（damage–

associated molecular patterns）が、細胞外に放出さ

れることで炎症が増強される［1, 11］。この起炎因

子となる DAMPsが、オートファジーにより効果的

に処理されれば炎症が抑制される。低用量 LPSで

刺激されたクッパー細胞はM2型の抗炎症作用を現

し、かつ肝細胞内で増数したオートファゴゾームは

TAA投与の傷害で生じた DAMPsを効果的に処理

することで、TAA誘発肝毒性の病変が軽減したと

考えられた（図 1）。

1–3．ガラクトサミン（D–GalN）誘発肝障害の発

現機序

　D–GalNは、コンドロサミンとも呼ばれ、糖タン

パク質や粘液多糖の主成分で、ガラクトースがアミ

ノ化されたアミノ糖である。D–GalN誘発肝障害

は、TAAやアセトアミノフェン誘発の肝小葉中心

性の肝細胞傷害病変［2, 3, 11］とは異なり、肝小葉

全体に散在する多巣性の病変を形成する。D–GalN

をラットに投与すると、投与後 1日と 2日に、AST



写真 3　ガラクトサミン（D–GalN）誘発の肝小葉内巣
状病変（HE 染色）
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と ALTの値が増加し、肝小葉内に多巣性病変が形

成された（写真 3）［12］。その病巣は、数個の肝細

胞の変性・アポトーシス・凝固壊死から成り、同時

に炎症反応を伴っていた。加えて、病巣には膠原線

維を産生する筋線維芽細胞が増生し修復性線維化も

並行して生じていた。投与後 3日と 5日ではこれら

病変は急激に消失し肝細胞が再生した。「変性–壊

死–炎症–再生–修復」が同時に生じるこのような

巣状病変の組織像は、ヒトの急性ウイルス性肝炎の

それに類似するとされる［12］。

　D–GalN誘発肝巣状病変において、投与後 2日に

CD68発現M1型と CD163発現M2型が増加し、二

重免疫染色により CD68と CD163を共発現するマ

クロファージが実に約 80％もあった。また、投与

後 1日と 2日において、M1型（IFN–γ、TNF–α、

MCP–1、IL –6）とM2型（IL –4、IL –10、TGF –β1）

の因子が共に増加していた［12］。D–GalN誘発肝

障害では、刺激されたクッパー細胞から TNF –α

などの細胞傷害因子が産生され、肝細胞にアポトー

シスや凝固壊死を引き起こすことで、肝小葉内に多

巣性の病変が形成されると考えられている［13］。

低用量 LPSに刺激されて誘導されたM2型機能を

現すクッパー細胞とは異なり、D–GalN誘発肝障害

でのクッパー細胞はM1型の機能が優位に作動して

いると考えられた。実際、今回の D–GalN誘発肝

障害においては、元来 CD163を発現するクッパー

細胞は投与後 1日で腫大・増数し活性化していた。

すなわち、D–GalNにより刺激されたクッパー細胞

がM1型機能を現すことで、その後にM1型とM2

型の双方の機能を現す浸潤マクロファージが肝小葉

内の巣状病変に即座に誘導され「変性–壊死–炎症

–再生–修復」が同時に生じたものと考えられた。

なお、D–GalN誘発肝障害では、投与後 1日と 2日

の傷害肝細胞において、異常な形態の LC3B抗体陽

性のオートファゴゾームが観察された。これは細胞

内で処理出来なかった DAMPsが細胞外に放出され、

その後のM1型とM2型の浸潤マクロファージを誘

導する起炎因子として働いている可能性を示す。

　以上より、D–GalN誘発肝障害では、クッパー細

胞はM1型の機能が優位となり、異常なオートファ

ジーを誘導することで、肝小葉内に特徴的な多巣性

病変を形成すると考えられた。

1–4．肝障害に係わるクッパー細胞と LPSの影響

　腸管微生物が産生する LPSなどの PAMPs

（pathogen–associated molecular patterns） は、 門

脈を介し、TLRsを発現するクッパー細胞や類洞内

皮を、肝障害が惹起されない程度に常に刺激してい

ると考えられる［14］。これが異常となると自然免

疫が起動し、特に、マクロファージ系細胞である

クッパー細胞は、炎症誘導に係わるM1型のサイト

カイン（TNF–α、MCP–1、IL–1β、IL–6）、ある

いはM2型の抗炎症性サイトカイン（IL–10や

TGF–β1など）を産生する［9, 10］。化学物質誘発

の肝毒性病変は、そのようなクッパー細胞の機能状

態に依存し多様に修飾されると考えられる（図 1）。

　上述したように、低用量 LPS前処理により TAA

誘発肝障害が軽減された。その現象は、M2型の抗

炎症作用が優位に機能したためと考えられる。また、

LPSそのものがオートファジーを誘導することが報

告されている［15］が、低用量 LPS前処理により
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刺激されたクッパー細胞を介してもオートファジー

がさらに亢進されることが分かった。オートファ

ジーは、細胞内の DAMPsなどの不要物を処理し、

細胞の恒常性維持に係わっている。すなわち、低用

量 LPSは、肝細胞保護作用を示すことで肝障害を

軽減すると考えられた（図 1）［8］。

　そこで、高用量の LPS投与により生じる肝臓の

病態を解析した。高用量 LPSは、ASTと ALTの値

が異常に増加し、かつ肝細胞に凝固壊死を惹起する

用量とした。その結果、やはりクッパー細胞は腫大

し活性化するが、肝組織には CD68発現M1型の出

現とその関連因子である TNF–αや IL –1βが増加

していた。さらに、傷害されつつある肝細胞では、

HMGB–1の核内から細胞質への移行が顕著にみら

れ、かつ LC3B抗体陽性の空胞状の異常な形態を示

すオートファゴゾームが散見された。これらの所見

から判断すると、高用量 LPS投与により活性化し

たクッパー細胞はM1型機能を現すことで、TNF–

αなどの因子を産生し肝細胞に壊死を惹起させると

ともに、肝細胞に異常なオートファジーが誘導され

HMGB–1などの DAMPsを処理することができず

細胞外に放出し、その結果、DAMPsが起炎因子と

なり、M1型の浸潤マクロファージが誘導され肝障

害がさらに助長されると考えられた。すなわち、高

用量 LPSは傷害促進作用を現す（図 1）。上述した

ように、D–GalN誘発肝障害においてもクッパー細

胞はM1型として機能しており、かつ異常なオート

ファジーがその病変形成に係わっていることが示さ

れた。D–GalN/LPS併用投与では、D–GalN単独

投与よりも肝小葉内の肝細胞により広範な壊死と炎

症反応が生じることが報告されている。それは、

LPSで刺激されたクッパー細胞が TNF–αなどの

細胞傷害因子を過剰に産生するためと考察されてい

る［13］。この D–GalN/LPS併用投与は、ヒトの薬

剤性やウイルス性の急性肝不全（劇症型肝炎など）

の病態モデルとして用いられている［13］。

　以上のように、肝在住マクロファージであるクッ

パー細胞は、微小環境、特に門脈から流入する LPS

の血中濃度に依存しM1型（傷害促進作用）、ある

いはM2型（細胞保護作用）の二面性の機能を現す

可能性がある［9, 10］。肝毒性病変の形成において、

その炎症反応に対し前者では促進的に、後者では抑

制的に作用すると思われる（図 1）。ヒトの薬剤性

肝障害では、LPSにより刺激された肝マクロファー

ジによる炎症誘導が、その病理発生に重要であると

考えられている［16］。また、D–GalN誘発肝障害

では、LPSにより刺激されたクッパー細胞が、その

病変形成の助長因子になる［13］。毒性試験を実施

する際に、クッパー細胞に影響を与える LPSを産

生する腸内細菌叢の状態を勘案し評価する必要があ

るかもしれない。肝臓に常在するクッパー細胞にお

いても、傷害組織に出現する血中単球由来の浸潤マ

クロファージのようにM1型とM2型の機能バラン

スがあることが分かった（図 1）。LPSなどの PAMPs

は、自然免疫系を介し、肝疾患のみならず、神経変

性疾患や癌など様々な病態形成に係わると考えられ

ていることから、「腸内細菌叢–クッパー細胞–肝病

変」の関連は今後さらなる研究が必要となる［14］。

2．化学物質誘発の肝臓の慢性病変（肝硬変症と胆

管周囲線維症）におけるマクロファージの特性

　炎症促進と高い貪食活性を有するM1型と、抗炎

症作用と線維化を誘導するM2型が効果的に出現し

連携することで、傷害された組織が良好に修復する。

一方、難治性の皮膚強皮症モデルであるブレオマイ

シン誘発の皮膚硬化症では、M1型とM2型の出現

が分極化することなく持続するために、これらマク

ロファージの相互連携が破綻する結果、不完全治癒

であるケロイド様の瘢痕が惹起される［17, 18］。そ

こで、難治性の線維化とされる肝硬変症と胆管周囲

線維症のラットモデルを作製し、出現するマクロ

ファージの特性を解析した。



写真 4　肝硬変症の線維性架橋におけるα–平滑筋アク
チン免疫陽性筋線維芽細胞と偽小葉（＊）の形成

＊

＊
＊

写真 5　肝硬変症の線維性架橋（矢印）における CD68
免疫陽性 M1 型マクロファージ

写真 6　肝硬変症の線維性架橋（矢印）におけるCD163
免疫陽性 M2 型マクロファージ
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2–1．TAA の長期反復投与により作出した肝硬変

症におけるマクロファージの特性

　TAAを週 2回 25 –32週間に亘り反復投与するこ

とで肝硬変症の病態を作出することができる。この

モデルでは、15週以降に、中心静脈とグリソン鞘

の間、中心静脈と中心静脈の間、グリソン鞘とグリ

ン鞘の間を繫ぐように線状に膠原線維が増生するこ

とで、いわゆる線維性架橋（線維化）が形成される。

その架橋に囲まれた肝細胞の集団が偽小葉となる。

その後、膠原線維がさらに増生することで線維性架

橋の幅が太くなり線維化が進み、かつ肝細胞の傷害

と再生が繰り返し生じることで偽小葉がより明瞭と

なる［19］。TAA誘発肝硬変症では、肉眼的に大小

の結節病変が形成されることから、ヒトの小結節性

肝硬変症に類似するとされる。

2–1–1．線維性架橋の形成に係わるマクロファー

ジの特性

　線維性架橋にはα–平滑筋アクチンを発現する筋

線維芽細胞が出現する（写真 4）。筋線維芽細胞は、

TGF–β1を産生するマクロファージにより誘導さ

れる［18］。線維性架橋部位には、15週ごろより

CD68発現M1型（写真 5）と CD163発現M2型（写

真 6）のマクロファージが数多く出現し始め、その

後も持続的に増加していた。その架橋部位をマイク

ロダイゼクション法で抽出し、発現因子を解析した

ところ、M1型因子である IFN–γ、IL –1β、TNF –α

と、M2型因子である TGF–β1、IL –4、IL –10が増

加していた。特に、線維化に係わる TGF –β1の発現

は、肝硬変症の進行に伴い増加した。ブレオマイシン

誘発の皮膚硬化症モデル［17, 18］と同様に、M1型

による組織傷害と同時に出現するM2型による線維

化が慢性的に持続することで、線維性架橋が形成さ

れ、進展することが分かった。すなわち、線維性架

橋部位においても、M1型とM2型の効果的な機能

連携が破綻しており、その結果難治性の線維化であ

る肝硬変症の病態が進展することが分かった［19］。



写真 7　肝硬変症の GST–P 免疫陽性（＊）と陰性（＃）
の偽小葉

＊

＊ ＃

＃
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2–1–2．胎盤型グルタチオンS–トランスフェラーゼ

（GST–P）を発現する偽小葉（前腫瘍性病

変）の形成に係わるマクロファージの特

性

　肝細胞癌は肝硬変症を背景に生じることが知られ

ている。TAAの反復投与で作製したラットの肝硬

変症において、GST–Pを発現する偽小葉と発現し

ない偽小葉があることが分かった［20］（写真 7）。

GST–Pを発現する肝細胞は前腫瘍性病変と考えら

れている。そこで、GST –P陽性と陰性の偽小葉に

おけるマクロファージの特性を解析した。GST–P

陽性偽小葉では、CD68発現M1型と CD163発現

M2型の出現が、GST–P陰性偽小葉に比べどちら

も有意に増加していた。興味ある所見として、

MHCクラス II発現マクロファージの出現は、

GST–P陰性偽小葉に比較すると GST–P陽性偽小

葉で有意に減少していた。

　腫瘍組織に出現する腫瘍随伴マクロファージ

（TAM）には、活性酸素種などの細胞傷害因子を産

生することで殺腫瘍効果を示すM1型と、栄養供給

に係わる血管新生や免疫を抑制することで腫瘍形成

を促進するM2型がある［21］。M2型 TAMの出現

は腫瘍の悪性度と関連する。CD68発現M1型と

CD163発現M2型が GST–P陽性偽小葉において混

在していたが、これは GST–P陽性偽小葉は前腫瘍

性病変であることから、抗腫瘍性機能のあるM1型

と腫瘍促進作用のあるM2型が鎬を削っている像と

考えられた。また、M1型の機能を有するとされる

MHCクラス II発現マクロファージの出現が GST –

P陽性偽小葉で有意に減じていたが、これは GST –

P陽性偽小葉は、やはり腫瘍の特性を備えつつある

前腫瘍性病変として捉えることができる［20］。

GST–P陽性の偽小葉に出現する TAMの特性解析

は、肝硬変症を背景として生じる肝細胞癌の病理発

生機序の解明に繫がることが期待できる。

3．α–naphthylisothiocyanate（ANIT）誘発の胆管

周囲線維症に係わるマクロファージの特性

　ANITは、胆管上皮を傷害することで胆汁うっ滞

型の肝毒性を現す。ANITを週 2回 19週間に亘っ

てラットに反復投与した。投与開始後 7週ごろから、

総ビリルビン値が増加し始め、グリソン鞘の小葉間

胆管上皮が傷害され、その周囲に水腫・炎症を伴い

線維化が形成され始めた。線維化は投与後 13週ご

ろからより顕著となり、その後は小胆管（偽胆管）

の増生を伴い進展した［22］（写真 8）。傷害された

グリソン鞘において、CD68発現M1型は投与後 7

週ごろから出現し、観察期間を通じ増加し続けた。

CD163発現M2型は線維化が顕著となる投与後 13

週ごろから増加した。また、CD163発現M2型の

出現に伴い線維原性因子である TGF–β1が増加し

た。すなわち、肝硬変症での線維性架橋（上述）に

みられるように、炎症と組織傷害を誘導するM1型

と線維化を導くM2型が相互に複雑に関連すること

で、小葉間胆管周囲に進行性の線維化が生じること

が分かった。

　興味ある所見として、MHCクラス II発現細胞が、

投与初期から観察期間を通じ常に高頻度で出現して

いた（写真 9）。MHCクラス II発現細胞は、ANIT

の単回投与によるグリソン鞘の小葉間胆管上皮の急

性傷害とその後の線維化においても、CD68発現M1



写真 9　ANIT 投与によるグリソン鞘の胆管周囲線維症
における MHC クラス II 発現間質樹状細胞（矢印）

写真 8　α–naphthylisothiocyanate （ANIT）投与によ
るグリソン鞘における炎症細胞反応と小胆管の増生を
伴った胆管周囲線維症（HE 染色）
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型や CD163発現M2型よりもより早く出現していた

［23］。グリソン鞘には、元来MHCクラス IIを発現

する間質樹状細胞が存在する。この細胞は、クッ

パー細胞と同様に肝固有のマクロファージである。

クッパー細胞は肝小葉内で自然免疫として機能する

ことで肝細胞傷害を誘導する（図 1）［14］。ANIT

による小葉間胆管上皮の傷害では、グリソン鞘に在

住するMHCクラス II発現間質樹状細胞が即座に

応答することで機能し、グリソン鞘に病変が形成さ

れると考えられた。さらに、グリソン鞘間質樹状細

胞には抗原提示能があることから、獲得免疫が起動

する可能性がある。ヒトの原発性胆汁性胆管炎は、

アレルギー介在性の自己免疫性肝疾患とされる

［24］。ANIT誘発胆管上皮傷害後のグリソン鞘の線

維化に特徴的に出現するMHCクラス II発現間質

樹状細胞の機能特性の解明は、胆汁性胆管炎の発症

機序を追究する上で有用であると考えられた。

おわりに

　肝固有マクロファージ（クッパー細胞やグリソン

鞘間質樹状細胞）は、肝臓の毒性病変の形成におい

て自然免疫や獲得免疫として重要な役割を演じてい

る。腸内細菌叢から産生される LPSは門脈から流

入することで、その血中濃度に依存しM1型、ある

いはM2型の二面性の機能を現す可能性がある。前

者では、肝毒性病変を増悪（傷害促進作用）させ、

後者では軽減（細胞保護作用）することが示された

（図 1）。また、グリソン鞘に存在するMHCクラス

II発現間質樹状細胞は、胆管上皮細胞の傷害に対し

即座に、かつ長期に亘り影響を与え、自然免疫や獲

得免疫として機能することで、グリソン鞘に生じる

原発性胆汁性胆管炎のような複雑な病変形成に係わ

る可能性が示された。また、肝硬変症においては、

線維性架橋はM1型とM2型の機能的な連携が破綻

することにより進行すること、そして GST–P陽性

の前腫瘍性病変では TAMが作動していることが分

かった。「マクロファージ病理学：第 3回（その 1）

と（その 2）」において紹介したように、肝臓の病

変は、肝固有のマクロファージの状態と、浸潤する

M1/M2型マクロファージの分極化の特性を踏まえ

評価する必要がある。「肝腎なことは忘れないよう

に……」と子供のころよく言われたものである。

「マクロファージ病理学：第 4回」の最終稿では 

マクロファージと腎線維化」について紹介する。
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レビュー

抗原のキトサン粒子化による粘膜ワクチンへの応用
髙井 亮 輔

はじめに

　従来、ワクチンはその生物学的性状から生ワクチ

ンと不活化ワクチンに分類されてきた。生ワクチン

としては異種細胞や発育鶏卵に継代馴化して弱毒化

した微生物を利用したものや人工的に遺伝子を欠損

あるいは組換えたものなどがあり、不活化ワクチン

としては微生物を薬剤などによる処理で不活化し病

原体全体を用いるものや抗原となるタンパク質を精

製もしくは合成した病原体の一部を用いるもの、ま

たあるいはウイルス様粒子を形成させたものなどが

存在する。これらに加えて近年ではmRNAワクチ

ン、DNAワクチン、ウイルスベクターワクチンな

ど世界中の製薬会社で研究・開発が進められていた

ものが、最近では新型コロナウイルスワクチンをは

じめとして急速に実用化されている。

　近年の新興・再興感染症の出現に呼応した急激な

ワクチンの剤型の変化の理由としてドラッグデリバ

リーシステムが挙げられ、最適化へ向けた研究が進

んでいる。今後、人体用医薬品だけではなく、経済

性が求められる動物用医薬品においても、デリバ

リーシステムを考慮してワクチン剤型が変化し、簡
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図 1　粘膜免疫（引用文献［11］より改変）
抗原提示細胞は、M 細胞により伝達された抗原を貪食し、各種免疫細胞へ抗原提示を行う。抗原提示を受けた各種
免疫細胞は細胞傷害性 T 細胞への分化、マクロファージの活性化及びナイーブ B 細胞の IgA 分泌型 B 細胞への分化・
成熟などが起こる。また一部 B 細胞は血流に乗り、抗原提示を受けた組織とは異なる粘膜組織で IgA を分泌する。
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便な操作でより長期間持続する優れた防御免疫を宿

主に賦与できることは獣医公衆衛生上望ましいこと

である。そこで、本稿では動物用医薬品分野でも研

究が進んでいる粘膜ワクチンに関する知見、特にキ

トサン粒子を用いた事例を紹介したい。

粘膜免疫応答

　生物は病原微生物の感染から身を守るため、免疫系

を発達させてきた。多くの病原微生物は、呼吸器や消

化器などの粘膜表面から体内へ侵入し、感染を成立

させる。粘膜免疫はそのような微生物の侵入を防ぐ

第一の砦として非常に重要な免疫機構である。その

粘膜免疫の中心的役割を担っている組織は、リンパ

球が集積している粘膜関連リンパ組織（Mucosal–

associated lymphoid tissues : MALT）である［3］。消

化器及び呼吸器の粘膜面に存在するMALTは、腸管

関連リンパ組織（Gut–associated lymphoid tissues :  

GALT）、鼻咽頭関連リンパ組織（Nasopharynx –

associated lymphoid tissues : NALT）及び気管支関連

リンパ組織（Bronchus–associated lymphoid tissues :  

BALT）と呼ばれ［3］、大部分の粘膜上皮細胞の粘

膜側面は丈が高い微絨毛で覆われているが、唯一

MALTには微絨毛の丈が低いM細胞（Microfold 

cell）が散在する［15］。

　M細胞は微絨毛の丈だけではなく機能的にも他

の粘膜上皮細胞とは大きく異なり、微絨毛が短いが

故に他の粘膜細胞に比べて微生物が侵入しやすい。

M細胞に取り着いた病原微生物はトランスサイ

トーシスにより積極的に細胞内に取り込まれ、粘膜

上皮直下に存在する樹状細胞などの抗原提示細胞へ

と運搬される。運搬された病原微生物はそのまま抗
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原提示細胞に貪食され、プロセッシングを受けて B

細胞や T細胞といった免疫細胞へと抗原提示され

る。このように、M細胞は粘膜表面上の病原微生

物などを受け入れ、効率よく抗原提示細胞側へ受け

渡す役割を持っている。

　抗原提示を受けた CD4＋T細胞はマクロファー

ジを活性化させ、CD8＋T細胞は細胞傷害性 T細胞

として働き、細胞性免疫が誘導される。また、CD4＋

T細胞は、ナイーブ B細胞を、抗原特異的 IgGを

産生する形質細胞へ分化・成熟（クラススイッチ）

させることで液性免疫を誘導する。このほか、抗原

提示を受けたナイーブ B細胞は抗原特異的 IgAを

産生する形質細胞へも分化・成熟する（図 1）［11］。

産生された IgAは粘膜上皮の管腔側に分泌され、病

原微生物や毒素と結合し中和活性などにより、微生

物などがMALTを超えて体内へ侵入することを防

ぎ、無毒化した状態で体外への排出を促す［3］。さ

らに、たとえば局所のある粘膜組織で抗原感作を受

けた B細胞や T細胞は、他の粘膜組織へ移動し、

新たな場所で免疫応答を起こすことができる。この

場合、抗原感作を受けた組織を誘導組織と呼び、免

疫細胞が移動し、IgAが分泌されるなどの免疫応答

が起こる組織を実効組織という。このような免疫細

胞の移動は共通粘膜免疫機構（Common Mucosal 

Immune System : CMIS）といい、粘膜免疫の特徴

の 1つである［16］。

粘膜ワクチン

　現在使用されているワクチンは、冒頭で述べたと

おり、従来型の弱毒生ワクチンや不活化ワクチンの

ほか、抗原となるタンパク質遺伝子をコードした

mRNAワクチンなどが新たなワクチンとして登場

した。これらのワクチンが皮下あるいは筋肉注射に

より接種されると主に IgGが誘導され、全身的な

免疫応答、たとえば血中の中和抗体価が上昇し、病

気の重症化が阻止される。一方、粘膜ワクチンは

IgGだけではなく IgAを微生物感染の門戸である粘

膜に局所的に誘導・分泌させることで、微生物の生

体への侵入、すなわち感染を防ぐ。粘膜ワクチンの

抗原刺激として重要なことの 1つは、M細胞へ抗

原を効率よく取り込ませることであり、その方法に

関しての研究が進んでいる。

　粘膜ワクチンの投与経路としては、経口投与ある

いは経鼻投与が考えられるが、それぞれに長所と短

所がある。経口投与の場合、大型のリンパ組織であ

る GALTが消化器粘膜に存在するため、必然的に

抗原がM細胞に取り込まれやすくなる。しかし、

胃を通過する必要があるため、pH及び消化酵素な

どの影響を受け、抗原が分解され易い。一方、経鼻

投与の場合、NALTでは pH及び消化酵素などの影

響を受けず抗原が分解され難いため、投与量は経口

に比べ少量で済む。しかし、気道には異物を線毛運

動等で体外へ排出する粘膜クリアランス機構が存在

するため、効率の良い抗原の取り込みが行われにく

い［11］。このため、抗原の保護及び効率の良いM

細胞への抗原の取り込みを目的とした研究が盛んに

行われ、その 1つに粘膜ワクチンのキャリアーとし

てのポリマー粒子がある。ここからは粘膜ワクチン

のキャリアーとして有力な分子の 1つであるキトサ

ンに焦点を当てて紹介する。

キトサン粒子によるドラッグデリバリーの機序

　キトサンはカニやエビの殻の主成分として知られ、

キチンの脱アセチル化によって合成される。D–グ

ルコサミンと N–アセチル–D–グルコサミンがβ–

（1–4）グリコシド結合により結合した直鎖状の多

糖類ポリマーである［11］。キトサンはアミノ基を

持つカチオン性アミノ多糖であり、強い正電荷を有

する。一方で、粘膜上皮はシアル酸を含むため、負

の電荷を持っている。この静電的な相互作用により、
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図 2　キトサン粒子の調製方法（物理的方法）
抗原含有キトサン粒子の物理的調製方法の一例。抗原を含んだキトサン水溶液に TPP を攪拌しながら添加すること
で、イオン結合で自発的に抗原を含んだキトサン粒子が形成される。

日生研たより14（48）

キトサン粒子は粘膜上皮に結合しやすくなっている。

その結果、抗原と共に調製されたキトサン粒子は、

長く粘膜表面に存在することになり、最終的にM

細胞へ抗原が取り込まれやすくなる［5］。さらに、

キトサンは細胞間のタイトジャンクションに関連す

るタンパク質である Zonula occludens–1（ZO–1）

の細胞内局在を変化させることが報告されている。

その結果、細胞間の F–アクチンの分布が変化し、

粘膜上皮細胞間のタイトジャンクションが開き、抗

原は細胞間間隙を通過し、粘膜上皮直下の免疫細胞

へ伝達することができるといわれている［5］。この

他、キトサンは生分解性、生体適合性及び非毒性で

あるといった理由で、粘膜ワクチンキャリアーとし

て有力であると考えられている［7］。以上の様に、

粘膜ワクチンのキャリアーとしての最適な物理化学

特性を持つものの、中性付近において水に溶けづら

いため［11］、抗原との混合を可能にすることを目

的として、様々なキトサン誘導体が存在し、キャリ

アーとして用いられている［13］。

　キトサンをキャリアーとして抗原輸送粒子を調製

する方法には、物理的方法と化学的方法の 2種類が

ある。物理的方法とは、カチオン性であるキトサン

とトリポリフォスフェート（TPP）といったアニオ

ン性分子との間で生じるイオン性架橋を利用した粒

子調製法である。抗原を含有させる場合は、抗原を

キトサン水溶液あるいは TPPに抗原を加えた後、

キトサン水溶液に TPPを攪拌しながら添加するこ

とで、自発的に抗原がイオン結合したキトサン粒子

が形成される（図 2）［10, 14］。

　化学的方法とは、キトサンと抗原のアミノ基をそ

れぞれ 3–（2–ピリジルジチオ）プロピオン酸 N–

スクシンイミジル（SPDP）といった二官能性架橋

剤で官能基化し、両分子間でジスルフィド結合を可

能にすることで抗原が共有結合したキトサン粒子を

調製する方法である（図 3）［12］。化学的方法は架

橋剤によるタンパク質の化学的修飾や、高温での反

応が必要であるという理由と未反応の架橋剤の除去

が難しいという 2つの理由で、抗原含有キトサン粒



図 3　キトサン粒子の調製方法（化学的方法）（引用文献［12］より改変）
抗原含有キトサン粒子の化学的調製方法の一例。SPDP により抗原とキトサンのアミノ基にピリジルジスルフィド
基が導入される。DTT などの還元剤により、キトサンに導入されたピリジルジスルフィド基は SH 基に還元され、
ピリジルジスルフィド基を導入された抗原と 40℃で反応させると抗原とキトサンがジスルフィド結合で共有結合さ
れた抗原含有キトサン粒子が形成される。
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子の調製には物理的方法が好まれている［11］。

動物用医薬品への応用

　以下にキトサン粒子を動物用ワクチンに応用した

報告例をいくつか紹介する。

①鶏のSalmonellaEnteritidis 感染症

　S. Enteritidisは鶏の消化管内に存在するが、鶏に

対しては症状を示さず、ヒトに感染すると症状を示

す鶏卵関連食品の食中毒原因菌である［6］。米国で

は年間で約 40,000人が感染し、その内約 400人が

死亡している［4］。S. Enteritidisの外膜タンパク質

（OMP）とフラジェリンタンパク質（F）を抽出し、

キトサン粒子化したワクチン候補（OMPs–F–CS 

NPs）を鶏に 3週間隔で 3回飲水投与を行った後、

S. Enteritidisで攻撃した。OMPs–F–CS NPs飲水投

与群は非免疫群と比較して、攻撃後の S. Enteritidis

の排出量が有意に減少していた。また、OMPs–F–

CS NPsを非免疫の鶏の末梢血単核球（PBMC）に

添加した後、自然免疫応答において重要なシグナル

伝達系の受容体である TLRs及び各種サイトカイン

のmRNA発現量を測定した。その結果、OMPs–

F–CS NPs非添加 PBMC及びキトサン粒子化して

いないタンパク質（OMPs –F）を添加した PBMC

と比較して、TLR–1、TLR–2、TLR–3、TLR–4、

TLR –5、TLR –7、TLR –15、TLR –21、IFN –γ、

IL–2、IL–4及び IL–10といった TLRsやサイトカ

インのmRNA発現量が増加したことから、OMPs–

F–CS NPsによってキトサンは抗原デリバリーシス

テムとして有効であることが示唆された［10］。

②鶏の伝染性気管支炎

　伝染性気管支炎は Infectious Bronchitis Virus 
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（IBV）の感染により発生し、鶏の性別及び日齢に

関係なく、世界中で病気の発生が確認されている。

呼吸器症状を主徴とするが、その他にも腎炎及び産

卵率の低下などの様々な病態を示す［1］。発育鶏卵

の尿膜腔内で増殖させた IBVをβ–プロピオラク

トンで不活化した後、キトサンと結合させたものを

ワクチン候補（IBV–CS）とした。IBV –CSを 14

日齢の鶏に経鼻投与した後、31日齢時に IBVで攻

撃した。攻撃後の涙中の IgA量及び気管での IFN–

γのmRNA発現量は、非免疫群に比べて免疫群で

有意に増加していた。また、攻撃後 5日目の IBV

の RNAコピー数は、気管では非免疫群と比べて免

疫群で有意に減少し、腎臓では検出できなかった。

IBV攻撃後の気管及び腎臓における病理組織学的評

価では、免疫群では約 70％の個体で、IBV感染に

よる異常は認められなかった［8］。

③豚インフルエンザ

　豚インフルエンザは Swine Influenza Virus type A

（SIV）に感染することで発生し、養豚産業に甚大

な経済的損失を与える感染症の 1つである［2］。豚

は日齢を問わず SIVに感染し、急性呼吸器症状を

主徴とする。SIVをバイナリエチレンイミンで不活

化し、キトサンと結合させたものをワクチン候補

（CS NPs–KAg）とした。また、TLR –3のリガンド

である poly（I : C）をキトサンと結合したものを自

然免疫アジュバント（CS NPs–poly（I : C））とした。

CS NPs–KAgと CS NPs–poly（I : C）を混合し、3

週間隔で 2回経鼻投与を行った後、2週間後に SIV

で攻撃した。攻撃後 6日目のサイトカインのmRNA

発現量を測定した結果、IFN–γ、IL –2、IL–6、

IL–10及び IL–13の発現量が、市販多価ワクチン

で免疫した群と比べて有意に増加した。さらに、攻

撃後の鼻腔スワブ中のウイルス力価や、肺の病理組

織学的評価は市販多価ワクチンに匹敵した［9］。

　以上 3つの研究成果を紹介したが、いずれも非免

疫群と比較して、攻撃後の菌やウイルスの排出が抑

えられ、一定の効果を示していた。すなわち、抗原

タンパク質及び不活化ウイルス抗原のキトサン粒子

化によって、ワクチン効果が得られることが示され

た。

終わりに

　今回紹介したキトサン粒子化を用いた抗原の調製

において、その成否を左右する重要な技術は、粘膜

免疫を誘導できる最適な粒子を調製することである。

用いる抗原によって、キトサンや TPPの量等を調

整する必要があり、実用化されるまでに多くの検討

を要する。

　粘膜免疫が誘導されると、細胞性免疫が誘導され

るだけでなく、液性免疫によって微生物侵入時の妨

げになる IgAが粘膜面に分泌され、血中には IgG

が分泌される。粘膜ワクチンとして動物に免疫が可

能となれば、その高い有効性だけでなく、免疫方法

も簡易になる可能性がある。動物用医薬品として実

用化されると、小動物臨床領域では投与時の非侵襲

性の点から飼い主に好まれ、畜産領域においても生

産効率が改善するツールとなり得るだろう。
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生命の「共生・調和」を理念とし、生命
体の豊かな明日と、研究の永続性を願う
気持ちを快いリズムに整え、視覚化した
ものです。カラーは生命の源、水を表す
「青」としています。

表紙題字は故中村稕治博士による揮毫で
す。
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2022 年度定時評議員会開催

　当研究所の 2022年度定時評議員会が、去る 2022年 6月 21日に開催され、2021年度の事業報告及
び決算報告が承認されると共に、任期満了に伴い、次期の評議員、理事及び監事が選任されました。
現在の組織、評議員、理事及び監事は下記のとおりです。

2. 評議員
  佐

さ

々
さ

木
き

　伸
のぶ

雄
お

　　山
やま

手
て

　丈
じょう

至
じ

　　古
こ

我
が

　知
さと

史
し

　　安
あん

齊
ざい

　了
とおる

　　芳
は

賀
が

　猛
たけし

3. 理事・監事
  氏　名 　役　職 　担　当
 長

なが

井
い

　伸
しん

也
や

 理事長 経営統括
 笹

ささ

川
かわ

　千
ち

尋
ひろ

 所長 研究及び検査
 杉

すぎ

浦
うら

　勝
かつ

明
あき

 非常勤理事 

 土
つち

屋
や

　耕
こう

太
た

郎
ろう

 常務理事 経営企画
 林

りん

　　志
し

鋒
ほう

 常務理事 管理
 小

こ

坂
さか

　善
よし

三
ぞう

 監事 

 長
なが

澤
さわ

　洋
よう

二
じ

  監事 

1. 組織

管 理 部 経営企画部 研 究 部 検 査 部

理 事 長 常任理事会

理 事 会 監  事

監 査 室

評議員会


