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研究成果の概要（和文）：劇症肝炎の多くは、肝免疫制御機構の破綻から劇症化に至ると想定されるがそのメカニズム
は明らかではなく、腸内細菌叢とそれに対する消化管免疫応答が、門脈血を介して肝炎劇症化に関与している可能性が
ある。本研究では、感染病原因子がない飼育環境下で劇症肝炎を自然発症する自己免疫性肝炎マウスモデルを用いて、
肝炎劇症化にいたる分子機構の解析を行った。そして、肝炎の劇症化は、細菌由来のToll様受容体リガンドにより誘導
されうるInterleukin(IL)-18によって惹起され、IL-18に依存した活性化T細胞のCXCR３発現エフェクター細胞への分化
誘導と肝炎局所への移行が劇症化に必要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Some of the patients with autoimmune hepatitis (AIH) manifest liver failure at ini
tial presentation. However, it is unknown how the progression to fulminant hepatitis occurs. We developed 
a mouse model of fulminant AIH by inducing a concurrent loss of Foxp3+ regulatory T cells and PD-1-mediate
d signaling. During AIH progression in these mice, T-bet together with IFN-gamma and CXCR3 were highly exp
ressed in the inflamed liver, and T cells in the spleen and inflamed liver dominantly expressed CXCR3. Exp
ression of one CXCR3 ligand, CXCL9, was elevated in the liver; in vivo administration of anti-CXCL9 suppre
ssed AIH progression. In addition, serum levels of IL-18 were elevated during progression, and dendritic c
ells in the spleen and liver highly produced IL-18. In vivo administration of anti-IL-18R suppressed the i
ncrease of splenic CXCR3+ T cells and the fatal progression of hepatitis. These data suggest that in our m
odel, IL-18 is critical for the progression to fulminant hepatitis.
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１．研究開始当初の背景 
 劇症肝炎は、様々な原因によって生じ
うるが、薬剤などによる直接的な肝細胞
毒性以外では、肝免疫制御機構の破綻が
関与して劇症化に至ることが想定される。
しかし、その劇症化に至るメカニズムは
十分に明らかではない。一方近年、腸内
細菌叢とそれに対する消化管免疫応答が、
門脈血を介して肝免疫制御機構に直接関
与することが明らかとなってきた。たと
えば、Toll 様受容体リガンドなど消化管
の腸内細菌叢由来の細菌因子は、肝免疫
担当細胞の活性化を誘導し、肝局所での
免疫応答に対して抑制的にも促進的にも
働くことが示されている。しかし、腸内
細菌叢とそれに対する消化管免疫応答が、
肝炎の劇症化に至る病態過程に対して、
どのように関与するのかは明らかではな
い。 
 胸腺由来の Foxp3+制御性 T 細胞
（regulatory T cell：Treg）は胸腺で分
化した後、末梢に移行し、様々な免疫現
象において活性化 T 細胞の制御を行い、
自己免疫疾患の発症の抑制に重要な役割
を担っている。一方、抑制性共刺激分子
programmed cell death-1 (PD-1)は活性
化したリンパ球上に発現する抑制性共刺
激分子であり、抗原提示細胞などが発現
するPD-1リガンドからのシグナルが入る
とリンパ球の活性化を抑制し、自己応答
性 T 細胞の活性化制御に重要な役割を担
っている。 
 これまでの研究で報告者らは、PD-1 遺
伝子を欠損したマウス（PD-1-/-マウス）
や、胸腺由来の Treg の除去目的に新生仔
期胸腺摘除 (neonatal thymectomy: NTx)
を施行したマウス（NTx マウス）では自己
免疫性肝炎  (autoimmune hepatitis: 
AIH)は発症しないが、PD-1-/-マウスに NTx
を施行することで、高ガンマグロブリン
血症と抗核抗体産生を伴う重度の AIH が
発症することを明らかにしている。この
マウスでは、ほぼ全例約２週齢で AIH を
発症し、CD4+T 細胞、CD8+T 細胞を中心と
する炎症細胞浸潤から肝炎が劇症化し、
約４週齢までに、高度の肝細胞壊死から
死に至る。 
 このマウスの解析から１）CD4+T 細胞の
存在が、CD8+T 細胞の活性化と肝浸潤誘導
をも含む劇症型 AIH の発症惹起に必須で
あること、２）脾臓が劇症型 AIH の発症
の場であること、３）脾臓では、感染免
疫などが活性化されない飼育環境にも関
わらず通常免疫応答後に形成される 2 次
濾胞（活性化し分化した B 細胞による胚
中心が形成されている）が形成され、CD4+T

細胞はこの 2 次濾胞内に局在し、濾胞ヘ
ルパーT細胞(T follicular helper cell；
TFH細胞)としての形質をもつこと、４）TFH
細胞の機能と分化に必須であるICOSおよ
び IL-21 に対する中和抗体投与で劇症型
AIH の発症が抑制されること、５）劇症型
AIH発症に関与する活性化T細胞の脾臓か
ら肝臓への移行には、ケモカインである
CCL20 とその単一のケモカイン受容体で
あるCCR6系が必須であることが明らかと
なっている。 
 
２．研究の目的 
今回私たちは、劇症肝炎を自然発症す
る自己免疫性肝炎マウスモデルを用いて、
致死性自己免疫性肝炎の劇症化にいたる
分子機構の解析を行い、その免疫学的機
序を明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 BALB/c系統の新生仔期胸腺摘除PD-1遺
伝子欠損マウス（NTx-PD-1-/-マウス）の 3
週齢前後の劇症期において、肝臓・脾臓の
組織学的解析、免疫担当細胞についての免
疫組織学的解析を行った。また、肝組織で
の PCR を用いた遺伝子発現解析、血清の
ELISA 解析を行った。また、肝臓・脾臓の
免疫担当細胞を単離しフローサイトメト
リーによる解析を行い、さらに、各免疫担
当細胞群をセルソーティングし PCR を用
いた遺伝子発現解析を行った。また、種々
の中和抗体の in vivo 投与を行い、肝炎の
抑制効果を検証し、肝炎劇症化に関与する
免疫担当細胞の同定と、劇症化に必須のサ
イトカインやケモカインの特定を行った。 
 
４．研究成果 
免疫組織学的解析とフローサイトメト
リー解析から、劇症期の肝炎組織では、T
細胞、特に CD8+T 細胞が優位に浸潤してい
ることが明らかとなった。肝炎発症後に
抗CD8抗体を経時的にin vivoに投与し、
末梢の CD8+T 細胞を除去すると、肝組織に
浸潤する CD4+T 細胞は遺残するものの
CD8+T 細胞の肝浸潤が消失し致死的な肝
細胞障害が抑制され、肝炎劇症化に CD8+T
細胞の存在が必須であることが明らかと
なった。 
 次に、肝炎劇症期の肝組織での PCR を
用いた遺伝子発現解析を行った。t-bet、
IFN-γ、IL-18 受容体、CXCR3 の発現が上
昇しており、単離した CD4+T 細胞において
も t-bet、IFN-γ、IL-18 受容体、CXCR3
の発現上昇が確認され、肝炎劇症期の肝
組織では、Th1 型の免疫応答が優位である
ことが示唆された。 



 一方、肝組織では、CXCR3 のリガンドの
一つである CXCL9 の発現が上昇し、血清
を用いた ELISA 解析で血中の CXCL9 濃度
も上昇していることが明らかとなった。
そして、CXCR3 の別のリガンドである
CXCL10 に対する中和抗体と比較して、抗
CXCL9中和抗体をin vivoに投与した場合
のみ肝炎の劇症化が抑制でき、CXCR3 発現
細胞の CXCL9 に依存した肝への移行が肝
炎劇症化に必須であることが明らかとな
った。 
 次に、肝炎劇症化に必要とされる炎症
性サイトカインの同定を行った。肝臓・
脾臓の T 細胞をセルソーティングし PCR
を用いた遺伝子発現解析を行うと IL-18
受容体発現が上昇していることが明らか
となった。そして、このモデルの肝炎劇
症化時期に、血清 IL-18 濃度が上昇して
おり、炎症性サイトカインである IFN-γ、
IL-1β、IL-6、IL-12、IL-18 の活性中和
抗体の in vivo 投与を行うと、抗 IL-18
受容体抗体でのみ劇症肝炎が抑制できる
ことが明らかとなった。さらに、IL-18 受
容体抗体投与下での T 細胞の解析から、
Th1 型細胞への分化が抑制され、CD4+T 細
胞、CD8+T 細胞ともに CXCR３発現が抑制さ
れていることで明らかとなった。 
 次に、劇症化病態に必須である IL-18
の産生細胞の同定のため、各免疫担当細
胞群をセルソーティングし PCR を用いた
遺伝子発現解析を行った。その結果、
IL-18を産生する主な細胞はT細胞活性化
を担う樹状細胞であることが明らかとな
った。IL-18 を産生する樹状細胞は、自ら
IL-18受容体を発現し、IL-18がautocrine
にその産生誘導に働くことが示唆された。
また、腸内細菌叢に起因する Toll 様受容
体リガンドによる IL-18 産生誘導を介し
た免疫応答が、肝炎の劇症化に関与して
いる可能性を見いだした。 
 一方、肝組織での CXCL9 発現細胞は免
疫組織学的解析から、クッパー細胞／マ
クロファージであることが明らかとな
り、これらの細胞の CXCL9 発現誘導が
IFN-ではなく、TNF-αによって誘導さ
れ、腸内細菌叢に起因する Toll 様受容体
リガンドによってTNF-α発現誘導が生じ
る可能性が考えられた。また、この劇症
肝炎モデルにおいては、血清 TNF-α濃度
が上昇しているが、抗 TNF-α中和抗体に
よる治療的アプローチは有効ではなく、
肝臓局所でマクロファージや活性化 T 細
胞から autocrine あるいは paracrine で
産生される TNF-αによる CXCL9 の発現誘
導が、抗 TNF-α抗体治療によって十分に
抑制できないことがその原因として考え

られた。 
 さらに、劇症型 AIH に対する治療法を検
証し、ステロイドが治療的に劇症型 AIH
の抑制に有効であること、ステロイド治
療では肝炎の発症に関わる脾臓での胚中
心を形成した濾胞と濾胞ヘルパーT 細胞
が遺残し、ステロイド治療中止にて劇症
肝炎が再燃すること、ステロイド治療を
行なったマウスの脾臓 CD4+T 細胞を免疫
不全マウスに移入すると肝炎が誘導でき
ること、ステロイド治療後に肝炎発症の
誘導臓器である脾臓を摘出するとステロ
イドを中止しても劇症型 AIH の再燃が抑
制できること、そして、脾摘は単独でも
治療的に劇症型 AIH 抑制が可能であるこ
とが明らかとなった。 
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