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研究成果の概要：マラリア感染において、肝臓に多く存在し、原虫の排除に重要である NKT
細胞や CD8+T 細胞を欠如するマウスにマラリア原虫を感染させたところ、NK 細胞やγδT 細
胞がマラリア排除に重要であることが分かった。その中でも特にγδT 細胞が不可欠なエフェ
クターであることを明らかにした。また、新生児期、加齢期や自己免疫性肝炎発症後しばらく
して、独特な自己抗体を産生する B 細胞が増殖してくることを明らかにし、それらの細胞の特
性について検討した。 
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１．研究開始当初の背景 

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、多くの免疫現象に関
与している。肝臓は消化・代謝臓器とし
てのみならず、免疫臓器として注目され
ている。 
（1）我々は、ヒト及びマウスの肝臓には胸
腺外分化T細胞が存在することを明らかにし
た。そして、この胸腺外分化 T 細胞は、肝に
独自に存在する c-kit+ 幹細胞から直接分
化・成熟を遂げていることも明らかにしてい

る。その後も肝臓における特殊なリンパ球の
性状を解析してきた。マラリア感染では胸腺
外分化 T 細胞や NKT 細胞が感染初期の生体
防御に重要なファクターであることが解明
され、自己抗体産生にも関与していることが
示唆された。そこで、本研究において肝臓に
存在するリンパ球の基礎的解析や細胞内寄
生感染症における免疫機構について解析す
ることにより、肝臓内リンパ球の性質や病原
体の排除に関する免疫機構が解明されるこ
とが期待された。 
（2）肝臓に存在するリンパ球の活性化によ
る疾患の１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。
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我々は、Concanavalin A (Con A)やα - 
galactocylceramide(α -GalCer)の投与によ
り、ヒトの自己免疫性肝炎に類似するマウス
モデルを作成し解析してきた。これらのモデ
ルでは、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、
これら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期待された。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、肝臓内に存在するリンパ球の性
状や、寄生虫感染および自己免疫性肝炎にお
ける肝臓の免疫機構を明らかにすることに
より、各疾患の病態の解明をすることを目的
とした。それらについて以下の解析により検
討を行った。 
（1）マラリアの感染時の生体防御に関わる

肝臓の免疫細胞の検討 
マラリア感染の blood stage では、CD8+T

細胞がマラリア原虫やマラリア感染赤血球
の排除に重要な役割を果たしていることが
知られている。他にも NKT 細胞や胸腺外分
化T細胞が関わっていることも報告されてい
る。我々は、この CD8+T 細胞や NKT 細胞の
重要性について調べるためそれらの細胞を
欠損するマウスを用いて調べたところ、マラ
リア排除に不可欠でないことが明らかとな
った。そのため本研究では、マラリアからの
生体防御に必要な免疫細胞について明らか
にしていく。 
（2）新生児期や加齢により現れる自己抗体

産生細胞の検討 
成熟マウスにおいて、肝臓や脾臓の B 細胞

は通常 B220highB 細胞であり、骨髄の B 細胞
では B220highB 細胞あるいは B220lowB 細胞
が混合している。しかし、新生児期や加齢に
より各臓器に B220lowB 細胞が多く見られる
ことが明らかになったことから、この細胞の
性状等を解析し、新生児期の組織障害につい
ての検討を行う。 
（3）Con A 誘導性肝炎における自己抗体産

生細胞の検討 
 Con A 誘導性肝炎は Con A 投与により、自
己応答性のリンパ球（CD4+T 細胞、NKT 細
胞、マクロファージ）が組織障害に関連する
自己免疫性肝炎として知られている。この自
己免疫性肝炎に自己抗体が関連するかどう
か、これまで自己抗体産生 B-1 細胞について
知られていない。本研究では、自己免疫性肝
炎の実態を解明するためこの自己抗体産生
細胞について検討する。 
３．研究の方法 
（1）マラリアの感染時の生体防御に関わる

肝臓の免疫細胞の検討 

マラリア排除に重要な細胞を調べるため
に以下の方法で解析を行う。 
①マウスは C57BL/6(B6)の野生型および
CD8+T 細胞及び NKT 細胞を欠損したβ

2-microglobulin ノックアウト（β2m(-/-)）マ
ウスを用いる。 
②マラリア株は非致死株であるPlasmodium 
yoelii 17XNL を 1×104/mouse を接種して行
う。 
③フローサイトメトリーにて細胞の同定や
フェノタイプの検索を行う。 
④抗体投与により細胞の絞込みを行い、マラ
リア排除に重要な細胞の同定を行う。 
 
（2）新生児期や加齢により現れる自己抗体

産生細胞の検討 
①目的とする B220lowB 細胞をフローサイト
メトリーにて解析を行う。 
②血清中あるいは適宜ソーティングにより
得た細胞の培養を行い回収した上清中の自
己抗体を HEp-2 での蛍光染色、抗核抗体
(ds-DNA)の ELISA により測定した。 
③B220lowB 細胞独特のフェノタイプをフロ
ーサイトメトリーにて解析した。 
④新生児期での肝臓の障害と自己抗体の関
係を調べるため、ALT、AST、総ビリルビン
にて評価を行った。 
 
（3）Con A 誘導性肝炎における自己抗体産

生細胞の検討 
Con A を 20mg/kg 投与し、投与日を 0 日目
として以下の方法にて、B220lowB 細胞の検討
を行う。 
①肝障害の程度を評価するために ALT の測
定を測定した。 
②自己抗体産生細胞の出現あるいはその時
期の他の細胞の特異性を調べるためフロー
サイトメトリーを用いて解析した。 
③自己抗体の検出を行うために、血清を
HEp-2 での蛍光染色や抗核抗体の ELISA を
用いて解析した。 
④細胞が産生する自己抗体を検出するため
に、肝臓細胞を B220highと B220lowの分画で
ソーティングし、5 日間培養した培養上清に
ついてELISAにて自己抗体の検討を行った。 
⑤HE 染色及び免疫組織染色を行うことによ
り、自己抗体の組織障害への関与について検
討した。 

図 1-1 NK 細胞、γδT 細胞 FACS 図 



４．研究成果 
（1）マラリアの感染時の生体防御に関わる
肝臓の免疫細胞の検討 
①マラリア感染時の Parasitemia（感染血）
と肝臓リンパ球数の変化 
C57BL/6(B6) マ ウ ス に お け る P.yoelii 

17XNL 株接種における Parasitemia は、感
染から約 28 日で回復する。マラリア原虫及
びマラリア感染赤血球の排除に重要とされ
る CD8+T 細胞や NKT 細胞を欠如するβ

2m(-/-)マウスでは野生型マウスより感受性が
高いことが予想されたが、野生型マウスと同
等に排除されることが分かった。また肝臓細
胞数もβ2m(-/-)マウスでは野生型マウスより
有為に増加していた。このことより CD8+T
細胞や NKT 細胞以外の免疫細胞がマラリア
排除に関与していることが予想された。 
②β2m(-/-)マウスでのマラリア排除に関わる
細胞の検索 
β2m(-/-)マウスで増加する細胞をフローサ

イトメトリーで検索したところ、最も増加し
たリンパ球サブセットが感染初期(day7)の
NK細胞(CD3－IL-2Rβ+)であった（図 1-1左）。
感染後期では野生型マウスではαβT 細胞が
増加するのに対して、β2m(-/-)マウスではγ
δT 細胞の増加が見られた（図 1-2 右）。絶対
数においても野生型に比べ、β2m(-/-)マウス
において、感染初期で NK 細胞の、感染後期
でγδT 細胞の著しい増加が見られた（図
1-2）。これらのことより、β2m(-/-)マウスで
のマラリア排除には NK 細胞とγδT 細胞が
重要な役割を果たしているのではないかと
予想された。 

    図 1-2 NK 細胞、γδ細胞数 
 
③NK 細胞及びγδT 細胞によるマラリア排

除の解析 
NK 細胞とγδT 細胞の感染における重要

性について解析するために、β2m(-/-)マウス
に抗 NK1.1 抗体投与により NK 細胞を排除
したマウスと、抗γδ抗体投与によりγδT
細胞を排除したマウスにマラリア感染させ
た。その結果、NK 細胞を排除した群では
Parasitemia の上昇が見られ、感染期間も遷
延するが、回復する個体も見られた（図 1-3
左）。一方、γδT 細胞を排除した群では
Parasitemia の上昇と共に、全個体が死亡し
た（図 1-3 右）。これにより、NK 細胞及びγ
δT 細胞がマラリア排除に重要な細胞である
ことが明らかとなった。さらに、γδＴ細胞

の方がマラリア排除により重要な細胞であ
ることが明らかとなった。 

図 1-3 NK細胞またはγδT細胞除去後の parasitemia 
 
④γδT 細胞のサブセット解析 
マラリア排除に重要なγδT 細胞について、

増加してくるγδT 細胞のフェノタイプや
TCR のレパトアの解析を行った。フェノタイ
プ解析では T細胞の活性化マーカー（B220、
CD5、CD69）について検討した。未感染マ
ウスのγδT 細胞は主に B220－CD5＋CD69±

タイプの細胞であるが、マラリア感染により
B220＋CD5－CD69－タイプのγδT 細胞が増
加してくることが分かり、TCRγ鎖のレパト
アは Vγ1、Vγ2、Vγ4、Vγ6 が使用され、
野生型のマラリア感染で使用されるレパト
アと同様であった。増加したγδT 細胞が
CD5－であったことから、CD5＋の脾臓由来の
γδT 細胞ではないことが証明されたが、腸
管由来のγδT 細胞の肝臓への移入も考えら
れた。しかし、腸管由来の Vγ7 のレパトア
が検出されず、さらに腸管型の CD8＋ではな
く、肝臓型の CD4－CD8－であったことから
腸管由来のγδT 細胞ではなく、肝臓独自の
γδT 細胞が増加していることが明らかとな
った。 
 
（2）新生児期や加齢により現れる自己抗体
産生細胞の検討 
①週齢による B220lowB 細胞の変化 
 胎児期あるいは新生児期（～生後 2 週）の
肝臓、脾臓に及び骨髄に多数の B220lowB 細
胞が現われた。この細胞は成熟期（9 週齢前
後）ではほとんど消失するが、加齢により再
び増加した（図 2-1）。 

図 2-1 CD3/B220 の FACS 図 
 
②自己抗体産生性の検討 
 血清中の自己抗体は成熟マウスや生後数
日のマウスでは見られないが、生後 1～2 週
および加齢マウスから検出されることが明



らかになり（図 2-2）、さらに脾臓や骨髄細胞
を培養したときの培養上清からも自己抗体
が産生されることが明らかになった（図 2-3
左）。次いで、B220highB 細胞及び B220lowB
細胞からの自己抗体の産生についても細胞
ソーティングにより解析を行い、B220lowB 細
胞から自己抗体が産生することが明らかに
なった（図 2-3 右）。 

図 2-2 血清中の自己抗体 
 
③B220lowB 細胞により産生される自己抗体

の組織障害関与の検討 
 B220lowB 細胞が自己抗体を産生している
ことから、この自己抗体が新生児期の組織障
害に関与することが考えられた。この組織障
害への関与を調べるために、血清中の ALT、
AST、ビリルビン濃度を解析し、検討した。
その結果、自己抗体の産生する 1～2 週齢で
はなく、生後 1 日で肝障害の指標が増加して
いた。このことより、この新生児期に出現す
る自己抗体は組織傷害に関与していないこ
とが示唆された。 

   図 2-3 B220lowB 細胞による自己抗体 
 
④フェノタイプの解析 
 本研究で解析した B220lowB 細胞は自己抗
体を産生し、CD5－であることから、その分
類としては B-1b 細胞としての機能があると
考えられた。しかし、その他の抗原型として
は通常のB-1b細胞と異なる特殊なB-1b細胞
の１つではないかと示唆された（表 2-1）。 

 
 
 
 
表 2-1 B-1b フェノタイプ 

 
（3）Con A 誘導性肝炎における自己抗体産
生細胞の検討 
①Con A 誘導性の肝障害 

 Con A による肝障害は Con A 接種後 24 時
間頃まで激しく起こるが、3 日目以降は ALT
値も正常範囲となる。 
②B220lowB 細胞の増加 
 Con A 接種から 2 週間目でリンパ球に対す
る割合及び絶対数において、胸腺外分化 T 細
胞、NKT 細胞と共に、B220lowB 細胞増加し
ていることが確認された（図 3-1）。 

図 3-1 B220lowB 細胞の FACS 図 
 
③自己抗体の検出 
 HEp-2 により血清中の自己抗体について
調べたところ、14 日目で自己抗体が強く現わ
れた（図 3-2A）。これは B220lowB 細胞の増
加と同調して出現していることが示唆され
ることから、この自己抗体についてさらに解
析したところ、IgG のアイソタイプが産生さ
れていることが明らかとなった（図 3-2B）。
同様に、抗核抗体検査(ds-DNA)でも IgG が
14 日目に上昇した（図 3-2C）。 

図 3-2 血清中自己抗体 
 
④細胞培養による自己抗体の産生の検討 
 脾臓から細胞分離により得た細胞を 7日間
培養したときの培養上清を HEp-2 により自
己抗体を産生することが分かり、この自己抗
体が B220lowB 細胞で産生されることが明ら
かになった（図 3-3）。 
 
⑤組織染色による肝障害への自己抗体関与
の検討 
肝臓の HE 染色から 14 日目では炎症が終

了していた（図 3-4A）。Con A 投与マウスの 
脾臓には顆粒球浸潤が多いが、肝臓ではほと



んど浸潤していなかった（図 3-4B）。さらに 

図 3-3 B220lowB 細胞 in vitro の自己抗体 
 
Con A投与マウスの脾臓中にヘモジデリンの
散在を確認し、Con A 投与初期時に出血が起
きていたことが推定された（図 3-4C）。これ
らのことより、Con A 投与 14 日後では自己
抗体が産生されているにも関わらず組織障
害が起きないことから、出現してくる
B220lowB 細胞から産生される自己抗体は組
織障害に関与していないのではないかと推
察された。そして、未だに自己抗体の役割は
分かっていないが、炎症により傷害された組
織の修復に寄与している可能性も考えられ
るので、今後 B220lowB 細胞から産生される
自己抗体について明らかにしていく必要が
ある。 

図 3-4 HE 染色と免疫組織染色 
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