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研究成果の概要（和文）：新生児期のマウス肝臓には、自己抗体産生能を持つ B220low B-1 細胞

が存在すること、またこれらの B-1 細胞は、NKT 細胞の活性化に伴い、自己抗体を産生する

ことを明らかにした。NKT 細胞に発現される CD94/NKG2A レセプターが急性の肝障害を抑

制する機能をもつこと、また、このレセプターを発現する NKT 細胞が、小児期の肝臓に多い

ことを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： Autoantibody-producing B220low B-1 cells were abundantly found 
in the liver of neonatal mice. These B-1 cells were found to produce autoantibodies upon 
NKT cell activation. We also found that CD94/NKG2A inhibits NKT cell activation in 
hepatic injury, and that higher proportions of NKT cells express NKG2A in young mice 
than in adult mice. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
(1) 肝臓は、末梢のリンパ臓器とは大きく異
なるリンパ球分布を示し、これら肝臓特異的
なリンパ球は、肝炎などの肝障害、癌の肝転
移、肝臓における感染症、肝再生、免疫寛容
など、多くの免役現象に関与している。肝臓
は、消化・代謝臓器としてのみならず、免疫
臓器として最近注目されている。肝臓に多く
みられるリンパ球としては、NK 細胞、NKT
細胞、γδ T 細胞、胸腺外分化 T 細胞が挙げ
られるが、これらリンパ球群は、肝臓におけ

る免疫反応の中心的役割を果たす。最近、肝
臓の免疫学的特徴が明らかになりつつある。
長い間、リンパ球が肝組織に見出されても、
他の免疫臓器から浸潤してきたものと考え
られていた。しかし、肝に見出されるリンパ
球の約半数は肝で独自に分化した T 細胞（つ
まり胸腺外分化 T 細胞）であることがわかっ
てきた。胸腺のメインストリームで分化・成
熟する通常の T 細胞は negative selection が
行われていて、禁止クローンを保有したまま
成熟する機会はない。このため、構成される
クローンは外来抗原向けとなっていて、これ



は進化した上陸生物が多様な外来抗原にそ
なえるための新しいシステムだったといえ
る。一方、肝 T 細胞は、禁止クローンの
negative selection が不完全で、これがむし
ろ innate immunity を支えるバックボーン
と成っているのではないかと思われる。この
ように、上陸した高等生物は古いリンパ球
（腸管リンパ球も含まれる）システムと新し
い胸腺リンパ球システムの二重構造によっ
て、適切に生体防御を行うことができるよう
になっているものと思われる。 
 
(2) これまでの研究は、主に成人の肝臓に焦
点をあてており、小児の肝臓に関する免疫学
的研究はあまりなされてこなかった。 
 
２． 研究の目的 
 
(1) 小児期から成人へ成長する過程において、
末梢血中のリンパ球群の割合およびそれら
の機能が変化することはよく知られている。
肝疾患の病態を理解するうえで、肝臓内に存
在するリンパ球の解析が重要であることは
疑いの余地はなく、本研究の大きな目的であ
る。新生児期～成人に成長する過程で、肝臓
内のリンパ球がどのように変化するか、の解
析が最重要課題である。 
 
(2) まず初めに、正常な状態における小児期
の肝リンパ球の表面抗原の性状、機能に関し
て、成人の肝リンパ球との違いを明らかにす
る。 
 
(3) 次に、疾患における小児肝臓リンパ球の
関与についての研究を行う。われわれは、肝
臓に存在するリンパ球と、種々の免疫現象と
の関連の研究を行ってきており、その中のひ
とつとして、自己免疫性肝炎が挙げられるが、
その病態には不明な点も多い。申請者らは、
ヒトの自己免疫性肝炎に類似するマウスモ
デ ル を 確 立 し た (Osman et al. Eur J 
Immunol 2000)。このモデルでは、マウスに、
NKT 細胞のリガンドのひとつである 
α-galactocylceramide を投与すると、NKT
細胞を活性化し、Fas-FasL 依存性に肝炎を
発症する。しかし、この病態には、肝臓に存
在する他のリンパ球群や、サイトカインの関
与などの点で、不明の点も多く、このモデル
の病態を解明することが、ヒトにおける自己
免疫性肝炎の病態の解明や治療法の開発に
つながるものと信じている。また、われわれ
は、マウスのみならず、ヒト（成人）の肝臓
に存在するリンパ球の解析も行っており、
CD57+ T 細胞や、CD56+ T 細胞が、肝臓に存
在する胸腺外分化T細胞であることを見出し、
肝疾患との関わりの関する研究も行ってき
た。 

 
(4) 本研究においては、これまで行われてき
た肝臓リンパ球の研究を小児期の肝臓にま
で範囲を広げて行う。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 新生児期～成人に成長する過程で、肝臓
内のリンパ球がどのように変化するか、小児
期の肝リンパ球の表面抗原の性状、機能に関
して、成人の肝リンパ球との違いを明らかに
する。各週齢のマウスより肝臓を分離し、は
さみにて細切し、ステンレススチールメッシ
ュを通す。その後、コラゲナーゼ処理し、更
に、パーコールによって比重遠心を行う。こ
の操作により、肝実質細胞と、非実質細胞を
分離することができる。非実質細胞の分画は
ほとんどがリンパ球である。このリンパ球の
表面抗原の性状をフローサイトメーターで
解析した。 
 
(2) 疾患マウスモデルとしては、自己免疫性
肝炎モデルであるα-galactosylceramide 誘
導性肝炎および concanabalin A 誘導性肝炎
を用いた。 
 
４．研究成果 
 
(1) 新生児期の肝臓に存在する自己抗体産生
B-1 細胞の解析 
 
自己免疫疾患に重要な役割を果たす自
己抗体およびその産生細胞であるB-1
細胞について、加齢によってどのような
変化を示すかを解析した。6～10週齢マ
ウスの肝臓において、B細胞の大部分は
B220highであるが、新生仔マウスの肝臓
においては、B細胞の大部分はB220low

であった。表面抗原の解析により、この
新生仔マウスに見られるB220lowのB細
胞は、自己抗体産生細胞であるB-1細胞
に類似した表面抗原を発現しているこ
とが明らかになった。さらに、このB-1 
like 細胞は、in vitroでのLPS刺激に対
して自己抗体を産生することも明らか
になった。実際、新生仔マウスの血清中
には、自己抗体が高濃度で存在している
ことも明らかになった。以上より、新生
仔マウスの肝臓には自己抗体産生B-1 
like 細胞が存在し、新生時期の免疫能
の調整に関与している可能性が示唆さ
れた。  
 
(2) 自己免疫性肝炎におけるNKG2A の役割 
 
NKT 細胞は肝臓に多く存在し, 肝臓におけ
る免疫反応に深く関与している. マウスに, 



植物由来のレクチンである concanavalin A 
(Con A)を投与すると, T 細胞依存性の肝炎が
発症する. この肝炎は, ヒトの自己免疫性肝
炎と類似しているため, 自己免疫性肝炎のマ
ウスモデルとして研究されている. Con A に
よる肝炎発症には, NKT 細胞が必須である. 
申請者は, この ConA 肝炎モデルにおける
NKT 細胞の活性化抑制に NKG2A が関与し
ているかどうかを解析した. 今回用いた抗
NKG2A/C/E 抗体(クローン：20d5)は, マウ
スNKG2A/C/Eに対するアンタゴニスト抗体
であり, NKG2A/C/E の機能を阻害する. マ
ウスのNK細胞, NKT細胞, CD8+ T細胞上に
発現される NKG2 のうち, この 20d5 で認識
される NKG2 は, 大部分が NKG2A である. 
したがってこの 20d5 による機能阻害は , 
NKG2A に対するものと考えられる . 抗
NKG2A/C/E 抗体(20d5)をあらかじめ投与し
ておいたマウスに ConA を投与し, 血清中の
AST および ALT 値を測定したところ, コン
トロール抗体投与群に比べて有意に高かっ
た. つまり, NKG2A を介した抑制シグナル
を阻害することにより肝障害が悪化するこ
とがわかった. CD94/NKG2A は NK 細胞や
CD8+ T 細胞にも発現されるため, これらの
細胞をそれぞれ, 抗アシアロ GM1 抗体およ
び抗 CD8 抗体投与によって除去しておいた
マウスに 20d5 を前投与してから ConA を投
与しても, 同様に肝障害の悪化が見られたた
め, NK細胞やCD8+ T細胞の関与は小さいこ
とがわかる. このことから, ConA 肝炎モデ
ルにおいては, NKG2A の抑制シグナルが
NKT 細胞の活性化を抑制していることが示
唆された. T細胞レセプターとしてVα14JαQ
を発現し CD1d 依存性の NKT 細胞は
invariant NKT（iNKT）細胞と呼ばれる . 
iNKT 細胞は,CD1d/α-GalCer テトラマーに
よって同定され, 多くは NK1.1 を発現する
が, NK1.1 を発現しないものも含まれる. 肝
臓の iNKT細胞におけるNKG2Aの発現を調
べてみると , NK1.1-の iNKT 細胞のうち
NKG2A を発現するものは 63.5%であるのに
対し, NK1.1+の iNKT細胞のうち NKG2A を
発現するものは 16.3%であった . つまり , 
iNKT 細胞のうち, NK1.1-iNKT 細胞がより
多く NKG2A を発現していることがわかる. 
ConA 投与によって, これらの iNKT 細胞お
よび NKG2A の発現の変化を調べてみた. 
ConA 投与 4 時間後の肝臓において , 
NK1.1+iNKT 細胞の割合は著明に減少した
のに対し, NK1.1-iNKT 細胞の割合は相対的
に増加した. また, ConA 投与後に残ってい
る NK1.1+iNKT 細胞においては NKG2A の
発現するものが正常マウスのそれと比べて
増加していた . つまり , ConA 投与後は , 
NKG2A を発現する iNKT 細胞が残存しやす
いことがわかった. 次に, 20d5 をあらかじめ

投与しておいたマウスに ConA を投与すると, 
iNKT 細胞の割合がコントロール抗体投与群
に比べて減少し, 特に NKG2A をより多く発
現する NK1.1-iNKT 細胞の割合が著明に減
少した. つまり, NKG2A の抑制シグナルを
阻害することによって, 活性化に伴う iNKT
細胞の消失がより顕著となる. アメリカのジ
ャクソン研究所で飼育されているDBA/2Jと
いうストレインのマウスにおいて, NK 細胞
上に本来発現されるはずの CD94/NKG2A 抑
制レセプターが発現されていなことが報告
された. 日本クレア株式会社の DBA/2JJcl
はもともとジャクソン研究所由来あるが , 
CD94/NKG2A の発現が見られる. ジャクソ
ン研究所の DBA/2Jが CD94/NKG2Aを発現
しない理由の詳細は不明であるが, 1980 年代
にCD94の遺伝子が自然に欠損したことであ
ると考えられている. この CD94/NKG2A を
発現しないジャクソン研究所のDBA/2Jを用
い て ConA 肝 炎 の 解 析 を 行 っ た . 
CD94/NKG2A を発現しない DBA/2J は , 
CD94/NKG2Aを発現するDBA/2JJclに比べ
て, ConA によって誘導される肝障害がより
悪化していた. この結果は, NKG2A/C/E に
対するアンタゴニスト抗体（20d5）を用いた
実験を裏付ける. 
 
糖 脂 質 で あ る α-galactosylceramide 
(α-GalCer)は NKT 細胞を活性化する. 筆者
らはα-GalCer をマウスに投与することによ
り, 急性肝障害が起こることを報告した. こ
のα-GalCer 誘導性肝炎は, ConA 肝炎に比べ
て, 肝障害の程度は小さいものの, NKT 細胞
を特異的に活性化するため, NKT細胞依存性
の肝炎モデルとして解析されている . 
α-GalCer 誘導性肝炎は, 活性化した NKT
細胞が FasL の発現を強め, 肝細胞を傷害す
ることにより起こり, TNF-α や INF-γ も肝
炎発症に関与している. このα-GalCer 誘導
性肝炎における NKG2A の役割を解析した. 
CD94/NKG2A を発現しない DBA/2J に
α-GalCer を投与すると, CD94/NKG2A を
正常に発現する DBA/2JJcl に比べて血清
ALT 値の著しい上昇を伴う激しい肝炎が引
き起こされ, 60%が死亡した. この傾向は, 
抗 NKG2A/C/E 抗体（20d5）を前投与し, 
NKG2A のシグナルを阻害した場合でも同様
に見られた. すなわち, NKT 細胞を特異的に
活性化するα-GalCer 誘導性肝炎においても
NKG2A が NKT 細胞の活性化を抑制してい
ることが示唆される. 
 
以上により NKG2A が NKT 細胞の活性化お
よび肝炎の発症を抑制することが明らかに
なったが、次に、NKT 細胞における NKG2A
の発現を新生児期～成人期にわたって調べ
たところ、小児期の肝臓 NKT 細胞は、成人



期のものと比較し、NKG2 を発現する割合が
多いことが明らかになった。この結果は、肝
障害抑制機能をもつNKG2Aレセプターの発
現の差が、小児と成人における肝障害の程度
の差の一因になることが示唆された。 
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