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研究成果の概要（和文）：肝臓における自然リンパ球と肝障害におけるリンパ球の機能について
解析した。肝 NK 細胞の解析では、他の臓器由来の NK 細胞に比べ、肝 NK 細胞特異的な活性
化を見出し、肝臓での独特な免疫応答を明らかにした。また、α-galactocylceramide 誘導性肝
炎において、NKT 細胞が B-1 細胞活性化を促進し、自己抗体産生による自己応答による病態
形成を明らかにした。肝肉芽腫形成においては NKT 細胞が抑制的に調節することを見出し、
病態形成における肝リンパ球の機能について明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the activation of the natural lymphocytes and the 
function of the hepatic lymphocyte on hepatitis. We found that hepatic NK cells activated 
strongly than other NK cells. This finding indicated hepatic natural lymphocytes had 
unique immunoresponses. In α-galactocylceramide-mediated hepatic injury, NKT cell 
promoted B-1 cell activation and autoantibody production. NKT cells also suppressed 
zymosan A-mediated granuloma formation in the liver. 
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１．研究開始当初の背景 
肝臓は、消化・代謝臓器としてのみなら

ず、免疫臓器として注目されている。他の
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、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、肝移植時の拒絶反
応・免疫寛容など、多くの免疫現象に関与
している。肝臓に多く存在するリンパ球と
しては、NKT 細胞、NK 細胞、胸腺外分化

T 細胞、γδT 細胞などが挙げられ、これら
は、肝臓における免疫反応の鍵を握ってい
る。そのため、これらの自然リンパ球の解
析を進めることにより、肝臓が担う種々の
免疫現象の解明が期待できる。 
特に代表者らは、自己免疫性肝炎や感染に

よる肝臓疾患におけるリンパ球の関与につ
いて研究を行っている。ヒトの病態に類似す
るマウスモデルにおける自己免疫性肝炎で
は、NKT 細胞が活性化し、Fas-FasL 依存性
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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、不明の点も多い。ま
た、肝臓の感染モデルとしては、真菌由来成
分の投与により、肝肉芽腫形成における NKT
細胞の関与が示唆されている。本研究では、
これらの病態における肝リンパ球の解析を
進め、肝臓における免疫反応を明らかにする
ことにより、肝リンパ球による急性および慢
性肝障害などの病態形成メカニズムを解明
し、免疫系を介した病態調節や治療法の確立
に貢献することが考えられる。 
 
２．研究の目的 
肝臓に存在する自然リンパ球の解析によ

り、肝疾患発症メカニズムを解明することを
目的とし、検討を行った。先ず、肝臓は独特
の免疫環境を有することから、肝臓の自然リ
ンパ球の機能解析を行い、肝臓特異的なリン
パ球の活性化メカニズムを検討した。そして、
肝疾患での免疫メカニズムを解明するため
に、肝障害モデルマウス等を用い、肝疾患発
症時のリンパ球の詳細について検討を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
（１）肝 NK 細胞機能の検討 
肝臓の自然リンパ球の機能解析として NK

細胞の機能について解析を行った。NK 細胞
の活性化を促進するため、IFN-αの投与を行
い、肝臓と脾臓の NK 細胞について比較を行
った。 

 
（２）α-GalCer 誘導性肝炎における肝リンパ
球の検討 

肝臓に豊富に存在する NKT 細胞は、MHC
クラスⅠ様分子である CD1d を介して
α-galactosylceramide(α-GalCer)を認識し、
特異的に活性化されることが知られている。
この α-GalCer による活性化により、NKT 細
胞は自己応答性を示し、自己免疫性の肝障害
が誘導される。本検討では、この肝炎モデル
マウスを作製し、肝臓内リンパ球や自己抗体
と病態形成の関係について解析した。 

 
（３）肝肉芽腫形成に対する NKT 細胞の検
討 
 Zymosan A は酵母型真菌の細胞壁成分で、
β-グルカンを主成分とする不溶性の粒子であ
る。 
Zymosan A の投与により、肝臓や肺に肉芽種
が形成されることが知られている。本検討で
は、NKT 細胞が欠損する CD1d ノックアウ
ト(KO)マウスを用いて、Zymosan A 誘導性
の肉芽腫病変における NKT 細胞の役割や
NKT 細胞に活性化される細胞、そして産生
されるサイトカインについて解析し、病態形

成や真菌排除について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）肝 NK 細胞機能の検討 
①IFN-αによる肝 NK 細胞の細胞傷害活性 
 肝NK細胞の特有な活性化機構を解析する
ために、IFN-α投与による NK 細胞の細胞傷
害性について検討した。NK 細胞特異的な細
胞傷害作用を有する YAC-1 腫瘍細胞に対す
る傷害活性を肝臓由来および脾臓由来の NK
細胞で比較した結果、肝 NK 細胞の細胞傷害
活性の有意な増強が確認された。一方、脾
NK 細胞には有意な差は確認されなかった。
このことから、肝 NK 細胞の独特な活性化機
構の存在が示唆された。 
②肝 NK 細胞特異的性状の検討 
 肝NK細胞が特に活性化されやすい要因に
ついて解析するため、IFN-α投与時の NK 細
胞の性状の違いについて検討した。NK 細胞
表面に発現する、活性化レセプター、および
抑制レセプター、共刺激レセプターの発現を
解析したところ、共刺激レセプターである
2B4の発現が肝NK細胞で特に増強が見られ
た。無刺激時の IFN-αレセプターについても
リアルタイム PCR にて解析したところ、肝
NK 細胞で IFN-α レセプターの発現が他の
NK 細胞より多く発現していることが分かっ
た（図 1）。このことより、肝 NK 細胞は他臓
器由来の NK 細胞に比べ、レセプターの発現
が元々高いことから、特に活性化されること
が示唆された。 
 
図 1 
NK 細胞における 
IFN-αレセプター 
発現量 
 
 
③NK 細胞によるサイトカイン産生の検討 
α-GalCerはNKT細胞を特異的に活性化す

るが、α-GalCer 存在下では NK 細胞は早期
に IFN-γを産生する。このことから、IFN-α
投与後に α-GalCer で刺激したときの NK 細
胞の IFN-γ産生能について検討した。その結
果、肝 NK 細胞による IFN-γ産生が脾臓由来
のNK細胞に比べ特に増強することが分かっ
た（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 NK 細胞の IFN-γ産生 



この結果から、肝 NK 細胞が NKT 細胞の
作用による経路によっても増強されている
ことが示され、肝臓の免疫細胞の環境が肝臓
独特のNK細胞活性化に寄与することが示唆
された。 
 
①～③により、肝臓特有の免疫細胞の活性化
が独特な肝臓免疫応答に関与していること
が示唆された。 
 
（２）α-GalCer 誘導性肝炎における肝リンパ
球の検討 
①α-GalCer 肝炎による自己抗体の産生 
マウスの肝リンパ球の増加や肝障害は

α-GalCer 投与後 3 日目に増大していた。そ
して、HEp-2 蛍光抗体法や二本鎖 DNA に対
する自己抗体価を測定したところ、自己抗体
は 14 日目をピークとして 3 日目から出現し
た。そのとき増加した自己抗体は IgG タイプ
であった。 
②自己抗体産生細胞の解析 

自己抗体が血清中に増加する α-GalCer 投
与後 3 日目では、NKT 細胞の活性化ととも
に B220low 細胞が増加していることが分かっ
た。このような B220lowを示す B-1 細胞は腹
腔内にも存在しているが、α-GalCer 投与で腹
腔内でも B220low 細胞の割合が増加すること
が示された。この肝 B-1 細胞と腹腔内 B-1 細
胞に着目し、LPS 刺激下で培養したところ、
培養上清中に自己抗体が検出され、肝リンパ
球が自己抗体産生能を有することが確認さ
れた（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 肝リンパ球培養上清中の自己抗体 
 
これらの結果より、α-GalCer による肝障害

は他の急性自己免疫性肝炎と同様に、NKT
細胞が自己応答性を示すとともに、自己抗体
産生性B-1細胞活性化による自己応答に深く
関与していることが明らかになった。 
 
（３）肝肉芽腫形成に対する NKT 細胞の検
討 
①CD1d KO マウスにおける肝肉芽腫形成 
 肝肉芽腫形成に対する NKT 細胞の影響を
検討するため、NKT 細胞が欠損する CD1d 
KOマウスにzymosan Aを投与して野生型マ
ウスと比較した。その結果、野生型マウスに
比べ、CD1d KO マウスの肝肉芽種数が有意
に増加した。このことから、何らかの作用で

NKT 細胞が肉芽腫形成に抑制的に作用する
ことが示唆された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 肉芽腫形成数の変化 
 
②肉芽腫形成および抑制に関与する肝白血
球の解析 
 zymosan A 投与による肝白血球数につい
て解析を行ったところ、投与により全白血球
数が増加した。野生型マウスと CD1d KO マ
ウスの比較すると、CD1d KO マウスではマ
クロファージが有意に増加していることか
ら、NKT 細胞がマクロファージを抑制する
ことにより、肉芽腫抑制に関与していること
が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 zymosan A は
TLR(Toll-like receptor)2 のリガンドである
ことから、zymosan A 投与後の NKT 細胞お
よびマクロファージ表面上のTLR2発現量に
ついて検討した。その結果、マクロファージ
での発現が増強されたのみならず、NKT 細
胞でも発現が増強された。このことから、
NKT 細胞も直接的に zymosan A を認識する
ことでマクロファージ抑制に関与すること
が示唆された。 
③肉芽腫形成に関与するサイトカインの測
定 
 IFN-γ や TNF-α はマクロファージの類上
皮細胞への分化や肉芽腫形成の作用を促進
するサイトカインである。このため、これら
のサイトカインについての検討を行った。
zymosan A 投与後の血清 TNF-αは野生型マ
ウスと CD1d KO マウスで有意差はなかった
が、一方、血清 IFN-γは CD1d KO マウスで
増加していた。肝白血球の培養でも同様の結
果が得られた（図 5）。このことから、NKT
細胞が IFN-γ産生を抑制し、肉芽腫形成を抑
制的に制御していることが示唆された。また、
IFN-γ KOマウスへのzymosan A投与による
肉芽腫形成の解析により、IFN-γが肉芽種形
成を抑制することを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 肝白血球培養上清中の IFN-γ 
 



④肉芽腫形成抑制機構の解析 
 NKT 細胞の存在下で IFN-γ 産生が抑制さ
れる機構を調べるため、抑制性サイトカイン
である IL-10 の産生について検討した。血清
中の IL-10 は CD1d KO より野生型マウスで
有意に増加していた。さらに、肝白血球の
IL-10 産生を PCR およびリアルタイム PCR
により解析すると、同様に野生型マウスの肝
白血球で有意に発現が見られた（図 6）。この
ことから、IL-10 により IFN-γの産生が抑制
されることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 肝白血球の IL-10 mRNA 発現量 
 
 以上の結果より、NKT 細胞が直接あるい
は間接的に、IL-10 産生に関与することで、
IFN-γ産生を抑制し、肉芽腫の形成を抑制的
に制御することが分かった。また、真菌感染
において NKT 細胞が肉芽腫促進ではなく抑
制的に制御していることから、NKT 細胞は
感染防御を促進するというより、肉芽腫過形
成の調節に関与していることが明らかにな
った。 
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