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研究成果の概要（和文）：本研究では、胆道閉鎖症(Biliary Atresia; BA)の病態形成における制御性T細胞
(regulatory T cell; Treg)とautophagyの意義と役割につき、免疫学的側面より検証した。全身(末梢血)および
局所におけるTregのfrequencyとfunctionには明らかな異常を指摘できなかったが、胆管上皮細胞と全身・局所
CD4細胞(とりわけTreg細胞)ではautophgagy活性の亢進を認めた。今後、BAで観察されるautophagy機能異常が獲
得免疫系に寄与する可能性につき検討する必要がある。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the significance and role of regulatory T cell 
(Treg) and autophagy in the development of the immunological environment of biliary atresia (BA). It
 revealed that neither frequency or function of Treg in the systemic and local environment did show 
significant difference compared to the normal controls. On the other hand, the autophagic activities
 in the systemic CD4 positive cells, in particular Treg, and the local bile duct cells were 
significantly increased. The effect of the accelerated activity of autophagy in both systemic and 
local environment on the immunological aspects in BA remains to be clarified.

研究分野： 小児外科学、肝胆道疾患、炎症性腸疾患、消化管機能

キーワード： 制御性T細胞　オートファジー　胆道閉鎖症　先天性胆道拡張症　獲得免疫　自然免疫　免疫応答　ウイ
ルス感染

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究ではBAの病態について、①全身・局所環境においてTregのfrequencyは低下していなかった、②全身性
Tregの機能は低下していなかった、③胆管上皮細胞と全身性T細胞でautophagy機能が亢進していた、④特に
CD4/8陽性細胞とTregでautophagy機能が活性化していた、ことが示された。autophagyの機能異常が獲得免疫系
を破綻させ、BAの病態を形成している可能性は依然示唆されており、今後の病因研究の方向性を明示している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
胆道閉鎖症(BA: biliary atresia)は、炎症性・線維性の胆道閉塞により、胆汁鬱滞と進行性

肝不全を来たすことを特徴とする重篤な疾患である。生存のためには手術が不可欠だが、手術
により黄疸消失が得られるのは全体の約６割程度であり、最終的には半数以上の患者が成人ま
でに肝移植を必要とする。 

BA の病態仮説として免疫異常説がある。ヒト検体を用いた研究では、獲得免疫系である T
細胞について、Th1, Th2, Th17 への偏向がいくつか報告されている。しかし、BA と制御性 T
細胞(Treg: regulatory T-cell)との関連に言及した報告は少なく、一定の見解は得られていない。 
また真核細胞における autophagy は浄化・代謝・細胞死に関わり恒常性を維持するが、

最近その免疫学的側面が注目されている。autophagy の機能異常が患児の免疫系を破綻
させ BA の病態形成に寄与する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
（1）BA 患児における Treg の多寡及び機能を、全身及び局所で評価する。 
（2）BA の末血 T 細胞と局所胆管上皮細胞における autophagy 機能を検索する。 
上記より BA の病態形成における Treg と autophagy 機能の関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)血液中の Treg の多寡 
フローサイトメトリーを用い、CD4+リンパ球に占める CD4+CD25highFoxp3+細胞の割合を測定
した。 
(2)血液中の Treg の機能 
T 細胞増殖抑制試験により血液中の Treg 機能を評価した。Ficoll PREMIUM (GE Healthcare 
Bio-Sciences AB）を用いた比重遠心で末梢血単核球を分離した。得られた末梢血単核球から
CD4+CD25- および CD4+CD25+ T 細胞を、 CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit 
(Miltenyi Biotec)を用いて Magnetic cell sorting (MACS)により単離した。得られた
CD4+CD25-T 細胞を Carboxy fluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)で標識した。
標識した細胞を Treg と共培養し、3日後に細胞増殖を解析した。 
(3)肝組織における Treg の多寡 
CD4、Foxp3 による免疫染色を行い、門脈域に浸潤した CD4+T 細胞、CD4+Foxp3+ Treg の数を計
測した。門脈域はランダムに 5 つ選び、それぞれの平均細胞数と、CD4+細胞中の Treg の割合
を求めた。 
(4)肝組織におけるオートファジーマーカーの発現 
western blot により LC3-Ⅱ(lipidated form of microtubule associated protein 1 light 
chain 3)分画と p62 の発現量を検索した。また免疫組織染色によりその局在を調べた。 
(5)電子顕微鏡下における胆管上皮細胞での autophagic vacuoles の観察 
胆管上皮細胞と当該 T 細胞 subset における細胞内の autophagic vacuoles の大きさ・数・
分布を電子顕微鏡下に観察した。 
(6)末血 T細胞における autophage 機能の解析 
末血中 T 細胞と、Treg を含む T 細胞分画における autophage 機能を(4)(5)と同様な手法で検
索した。 
 
４．研究成果 
(1)血液中の Treg の多寡 
BA 群の CD4+CD25highFoxp3+Treg の頻度と対照群の頻度に有意差はなかった（中央値［最小-
最大］： BA: 3.4 [0.07-6.5] %; non-BA: 3.2 [0.04-6.0]; p = 0.97)(図 1a)。 
(2)血液中の Treg の機能 
BA 群の抑制率と non-BA 群の抑制率に有意な差は見られなかった（BA：22.0 [-17.7-82.5] %; 
コントロール：7.5 [-10.1-82.1]; p = 0.23）(図 1b)。 
図 1 



 
(3)上記 2 項目について、年齢や治療バイアスを避けるため、術前の BA 患者 13 名と年齢をマ
ッチさせた non-BA 14 名に焦点を当て解析しが、Treg の頻度（BA: 4.6 [0.12-6.5] %; non-
BA: 3.4 [1.4-6.0]; p = 0.38）と機能（BA: 2.7 [-0.18-79.8] %; non-BA: 7.6 [-10.1-
82.1]; p = 0.89 ）の両者において有意差を認めなかった（図 2）。 
図 2 

(4) BA 群と non-BA 群における局所 CD4+ T 細胞と CD4+FOXP3+ Treg の頻度 
門脈に浸潤しているリンパ球を数えた（図 3）。10,000μm2 あたりのリンパ球数は、non-BA 群
と比較して BA群で有意に多かった（平均±標準偏差［SD］：BA：36±12、non-BA：22±9.5、p
＜0.05）。 
図 3 

次に、門脈に浸潤する CD4+細胞および CD4+FOXP3+細胞（Treg）の数をカウントした（図 4a、
b）。門脈に浸潤する CD4+ T 細胞（BA：26±12、non-BA：6.4±4.1、p＜0.001）、CD4+FOXP3+ 
Treg（BA：8.5±4.7 、非 BA：2.1±1.9、p＜0.01）ともに BA 群で高かった。しかし、CD4+細
胞中の Treg の割合（CD4+FOXP3+ Tregs/CD4+細胞）は両群で同程度であった（BA: 0.32 ± 
0.10; non-BA: 0.30 ± 0.13; p = 0.78）(図 4c)。これらの結果から、BA 肝組織の門脈域で
は CD4+T 細胞と Treg の絶対数は高いことが示されたが、CD4+T 細胞に占める Treg の割合は一
定であった。 
図 4 
 

 
 



(5) 肝組織における autophagy マーカーの発現 
LC3-Ⅱと p62 発現をみると、BA 群(n=13)は non-BA 群(n=8)に比し、各 3.2±1.3 倍、2.8±2.5
倍、有意に高発現していた。免疫組織化学染色でその局在をみると、ともに胆管上皮細胞に集
積していたが、電子顕微鏡下では、前者は上皮細胞核内に、後者は細胞質内に蓄積する傾
向がみられた。 
(6) 電子顕微鏡下における胆管上皮細胞での autophagic vacuoles の観察 
Autophagosome と autolysosome の両者をカウントし、autophagic vacuoles として算出した。
胆管上皮細胞 10 個当たりの vacuoles 数は BA 8.2±4.5, non-BA 群 2.3±1.6 であり BA で有
意に多かった。3 個以上の autophagic components を有する細胞数も BA で有意に高い傾向を
示した。同結果は、BA 局所の胆管上皮細胞では autophagy 機能が亢進しているが、autophagy
過程の後半の構成要素である lysosome の機能異常を示唆する所見といえる。 
(7) 末血 T細胞における autophage 機能の解析 
末血 T 細胞 50 個当たりの vacuoles 数は BA 17.3±7.5、non-BA 8.5±3.6 であり BA で有意に
多かった。3 個以上の autophagic components を有する T 細胞数も、BA 3.3±2.5, non-BA 
0.5±0.7 であり、BA T 細胞の autophagy 機能の亢進が示唆された。1％FBS 培養にて飢餓状態
を作り出し活性変化をみると、BA 12.1±4.5%, non-BA 3.0±2.1%と増加し、BA で有意に活性
が強化された。さらに末血 T 細胞各分画の活性では、CD8 と Treg(CD4+CD25+CD127-)で上記傾
向が顕著であった。 
 

以上の結果より、①血液中及び局所環境での Treg の frequency 低下が BA の病態形成に関
与している可能性は低い、②全身性 Treg の機能低下が BA の病態に寄与する可能性は低い、
③BA では胆管上皮細胞と全身性 T 細胞で autophagy 機能が亢進している、④全身性 T 細胞中、
特に CD4/8 陽性細胞と Treg(CD4+CD25+CD127-)で autophagy 機能が活性化している、などが示
唆された。局所にリクルートされている Treg が局所炎症及び線維化を抑制できない原因は、
Effector T cell 側の抑制への抵抗性や、微小環境の変化などの Treg 機能を低下させる外因
性因子にあるのかもしれない。 
本研究では、BA の病態形成への Treg の直接的関与を示唆する知見は得られなかった。一方

で、BA の胆管上皮細胞と Treg を含む T 細胞における autophage の機能が亢進していることが
示唆された。autophagy 機能異常が獲得免疫系を破綻させ、BA の病態を形成している可能性
は依然存しており、今後の病因研究の方向性を提示している。 
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