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研究成果の概要（和文）：胆道閉鎖症患児の血液・肝胆道組織を用い、全身・局所におけるｻｲﾄ

ｶｲﾝﾌﾟﾛﾌｧｲﾘﾝｸﾞを網羅的・包括的に行った。結果、胆道閉鎖症患児の免疫環境は全身と局所とで

異なっており、全身のそれは Th1 と Th2 の極端なアンバランスを生じていない一方で、局所環

境においては Th1優位の免疫環境を構築していることが示唆された。 

 
 
 
研究成果の概要（英文）：Using the serum and liver specimens taken from biliary atresia 
(BA)patients around the operation, we investigated both the systemic and local 
immunological environment of BA. It was suggested the significant difference between Th1 
and Th2 cytokines expression levels has not been found in the systemic immunity. However, 
the representative local environment in the liver showed Th1 polarization. 
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１．研究開始当初の背景 

肝は’lymphoid liver’と呼ばれ免疫担当
細胞が豊富である。門脈・胆道から侵入する
外来抗原や微生物は、これらに捕捉され種々
のｻｲﾄｶｲﾝが産生されるが、このｻｲﾄｶｲﾝの広範

なﾈｯﾄﾜｰｸを介して最終的な免疫応答と免疫
寛容が決定される。BAの発症時期は生後 2 カ
月頃までの極めて限定された時期であり、獲
得免疫系統は未熟な状態と考えられ、その防
御機構は自然免疫に依存するところが大き
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い、と推測される。外来異物が自然免疫担当
細胞の pathogen-recognition receptor に捕
捉され、特定のｻｲﾄｶｲﾝｶｽｹｰﾄﾞが過剰に活性化
してﾈｯﾄﾜｰｸの破綻が生じ、胆道の炎症が生じ
ている可能性がある。従来の報告では、幾つ
かの炎症性ｻｲﾄｶｲﾝ(IL-2, TNF-α, IL-8など)
の発現を血清や肝を試料として散発的に調
べているが、包括的検討とは言い難い。また
自然免疫との関連を検討した報告も、ｳｲﾙｽ感
染を前提としたもので、特定のｼｸﾞﾅﾙ伝達を
調べたものである。さらに rotavirus接種に
より作成した BAモデルマウスを用い、ｻｲﾄｶｲ
ﾝﾌﾟﾛﾌｧｲﾙを調べそこでみられる炎症が Th1優
位であるとする報告はあるものの、これらは
本モデルマウスの病態が BA のそれに合致す
るかという根本的な問題を内在している。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、BAにおける炎症の全体像を把
握するという観点から、主として臨床検体を
用い、BA 患児における全身と局所のｻｲﾄｶｲﾝ
環境を洞察することを目的とした。全身もし
くは局所のｻｲﾄｶｲﾝﾊﾞﾗﾝｽに不均衡があるか、
門脈域にｻｲﾄｶｲﾝの偏向が存在するか(分布す
る helper T cell は Th1 と Th2のどちらが優
位か)、を検討した。さらに、門脈域におい
て炎症を惹起する主たるｶｽｹｰﾄﾞを明らかに
し、それへの自然免疫の関与を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) BA とｺﾝﾄﾛｰﾙ群(先天性胆道拡張症(CBD), 
その他)の手術前後に経時的に採取された血
液検体を用い、flowcytometry 法でｻｲﾄｶｲﾝ濃
度を測定した。ｺﾝﾄﾛｰﾙ群は正常 control 群 
(normal control; NC)、胆汁鬱滞性 control
群(cholestatic control; CC)に分類し、胆
汁鬱滞がｻｲﾄｶｲﾝ発現に与える影響を把握で
きるよう留意した。また手術施行患児におい
ては、術前に検体を採取することとし、炎症
が成立しつつある時点でのｻｲﾄｶｲﾝ環境を捉
えることに努めた。一方、手術未施行例では、
検体採取時期を BA 群とそろえることに留意
した。BAの術前検体は、発症初期段階におけ
る全身のｻｲﾄｶｲﾝﾊﾞﾗﾝｽを反映している可能性
があり、②で用いる術時検体(肝組織)では窺
えない事象が隠れている可能性がある。検索
したｻｲﾄｶｲﾝは、Th1 (IL-2, IFNγ, IL-12p70, 
TNF-β)、Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13)、
Th17 (IL-17A)、炎症性 cytokine (TNF-α, 
IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8)、 chemokine 
(MCP-1, sCD40L) 、 細 胞 接 着 分 子 
(sE-selectin, sICAM-1, sVCAM-1) 、 IFN 
(IFN-α)など 20 種類である。最近関節ﾘｳﾏﾁ
などでその重要性が指摘されている IL-17も
選択した。ｳｲﾙ ｽが胆道炎症を惹起する

trigger として機能している可能性は捨てき
れず、IFN-αとβも含め解析した。  
 
 
(2) BAとｺﾝﾄﾛｰﾙ群の手術時に採取した肝組織
を用い、核酸抽出・cDNA作成後 real time PCR
を行い、着目したｻｲﾄｶｲﾝ、IFN の mRNA発現量
を解析した。(3)では、より限局した領域で
ある門脈域と肝小葉域でのｻｲﾄｶｲﾝの定量を
行うが、BA 肝全般でのｻｲﾄｶｲﾝﾊﾞﾗﾝｽを観察す
ることは学術的に重要である。 
 
 
(3) 術 時 に 採 取 し た 肝 組 織 よ り 、
microdissection 法を用いて、肝の主要構成
要素である門脈域と小葉域を切り出した。こ
こから核酸を抽出し、(2)と同様な方法で微
小環境におけるｻｲﾄｶｲﾝ発現レベルを検索し
た。BA においては主として門脈域が炎症の惹
起・展開される領域と推測され、このｻｲﾄｶｲﾝ
ﾌﾟﾛﾌｧｲﾙを BA小葉域と、またｺﾝﾄﾛｰﾙ群門脈・
小葉域と比較検討することで、BA の病態に直
結する免疫学的特徴が明らかになる可能性
が存在するからである。 
 
 
(4) (1)から(3)の結果を解析し、BA の病態形
成に関与すると推定されるｻｲﾄｶｲﾝｶｽｹｰﾄﾞ構
成因子、TLR さらに自然免疫細胞(樹状細胞、
Kupffer 細胞など)を選択し、肝組織を用いて
免疫組織化学染色を行った。樹状細胞、
Kupffer 細胞の特異的一次抗体としては、
CD11 と CD68 を選択した。同時に特異的転写
因子の免疫染色も行い、発現量と局在を観察
した。TLR ｼｸﾞﾅﾙ経路の活性化は IRF/NF-κB
の、Th1 への偏向には T-bet の、Th2 への偏
向には GATA3の活性化が関与するとされてお
り、免疫染色にあたっては、同抗体を使用し
た。これにより各ｻｲﾄｶｲﾝ、免疫担当細胞、転
写因子の多寡と局在を把握した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
(1)本研究における対象患者は BA16例、正常
control(NC)群 12例、胆汁鬱滞性 control(CC)
群 15 例であった。NC群は先天性消化管疾患
5例や非胆汁鬱滞性胆道拡張症(CBD)3例など
を、CC群は胆汁鬱滞性 CBD3 例、肝内胆管減
少症や胆汁鬱滞症候群を含む。BA は全例Ⅲ型、
脱黄率は 81%、自己肝生存は 69%であった。
各群の血液検体採取日齢は BA20～106(中央
値 53), NC5～199(同 57), CC5～152(同 33)。
BA の手術日齢は 24～112(同 59)で、手術日を
day0とすると検体採取時期は day－40～－1
日(同－6 日)であった。NC群、CC群における
肝組織採取時期は各々35～243(同 84)、43～
167(同 73)であった。Demographic data に関
し検討すると(検体採取日齢, WBC, CRP, AST, 
ALT, ALP, T-Bil, C-Bil, γGTP など)、BA
と NC との比較では検体採取日齢以外すべて
で有意差を生じたが、CC との比較では
CRP,T-Bil,γGTP 以外で有意差が生じていた。 
 
(2)血清ｻｲﾄｶｲﾝ濃度の比較では、BA群と NC も
群間で有意差が生じたのは IL-1β, IL-8, 
TNF-βと E-selectin,ICAM-1の細胞接着分子
であった。一方 Th1 系ｻｲﾄｶｲﾝである IFNγ・
IL-2・IL-12(p30)、Th2系ｻｲﾄｶｲﾝである IL-4・
IL-5・IL-10、炎症性ｻｲﾄｶｲﾝである TNF-α・
IL-6などでは有意差はみられなかった。有意
差を生じた 3 ｻｲﾄｶｲﾝと 2細胞接着分子の各測
定値をプロットし極端な値をとる症例を排
除してみると、群間で有意差を生じていたの
は E-selectin と ICAM-1であった。 

 
同様に BA群と CC群間での検討を行った。有
意差が生じたのは IL-1β, IL-8 と細胞接着
分子である MCP-1, E-selectin,ICAM-1 であ
った。一方 Th1 系、Th2 系、炎症性の各ｻｲﾄｶ
ｲﾝでは有意差はみられなかった。有意差を生
じた 2 ｻｲﾄｶｲﾝと 3細胞接着分子の各測定値を
プロットし極端な値をとる症例を排除して
みると、群間で有意差を生じていたのは
MCP-1, E-selectinと ICAM-1の細胞接着分子
であった。 
 
(3)肝組織中のｻｲﾄｶｲﾝ mRNA 発現レベルを
real-time PCRで調べてみると、BA 群では NC
群・CC 群に比し、Th1 系ｻｲﾄｶｲﾝである IL-2, 
IFNγ 、 お よ び 細 胞 接 着 分 子 で あ る
E-selectin, ICAM-1が有意に高発現していた。
一方 Th2系ｻｲﾄｶｲﾝである IL-4と IL-10では、
BA 群と他群間で有意差は認められなかった。
また、炎症性ｻｲﾄｶｲﾝである IL-6, IL-8 につ
いては、BA群で有意に発現レベルが高かった。 
 
(4) 同 一 症 例 の 門 脈 域 ・ 小 葉 域 を
microdissection で切り出し、各々3-6 領域
をまとめ、その症例における門脈域・小葉域
検体とした。このサンプルより RNA を抽出し
局所におけるｻｲﾄｶｲﾝ発現レベルを検索した。
同部から採取できる検体量はごく少量であ
ったため、代表的ｻｲﾄｶｲﾝのみ検討した。門脈
域の検討では、(3)と同様、Th1 系である
IL-2・IFNγ および細胞接着分子の発現が BA
で有意に高く、Th2 系である IL-4・IL-10 の
発現には BA 群と他群との間に有意差を認め
なかった。一方、小葉域に関してみると、Th1
系、Th2 系、炎症性のいずれのｻｲﾄｶｲﾝでも有
意差がみられなかった。ただし、小葉域でも
E-selectin と ICAM-1、MCP-1 の発現量は、BA
群で高い傾向がみられた。 
 
(5)門脈域・小葉域における免疫担当細胞と
代表的ｻｲﾄｶｲﾝの局在と多寡、さらに Th1/Th2
のマスター転写因子の局在を組み合わせて
調べた。BA の門脈域では、CD11+CD68+である
樹状細胞と Kupffer 細胞が集簇し、その近傍
にはヘルパーCD4+T 細胞や細胞障害性 CD8+T
細胞が散見された。このうちヘルパーCD4+T
細胞の過半数において、Th1 への分化を決定
づけるマスター転写因子 T-betの発現が認め
られた。代表的ｻｲﾄｶｲﾝ mRNA の局在を調べる
と、IL-2, IFNγ は主に樹状細胞と 
CD4+T 細胞での発現が顕著であり、ICAM-1 の
発現は Kupffer 細胞で強い傾向がみられた。
上記は小葉域では明らかでなく、そのパター
ンは門脈域から小葉域にかけて同心円状に
減弱してゆく傾向が認められた。一方、Th2
系のマスター転写因子である GATA3を発現し
たヘルパーCD4+T 細胞は肝内にわずかに認め



 

 

られるにすぎず、その分布傾向も門脈域と小
葉域で有意差はみられなかった。さらに Th2
系ｻｲﾄｶｲﾝの一つである IL-4の mRNAは散発的
に小葉域の Kupffer 細胞でみられたが、いず
れも発現レベルは微弱であった。 
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