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研究成果の概要（和文）： 
 自己免疫性肝炎（AIH）の発症進展への NKT2 細胞、インスリン抵抗性の関与を明らかにす
る目的で検討を行い、以下の結果を得た。 
① 肝炎の病態形成にNKT1細胞が、その回復にNKT2細胞が関与している可能性が示された。 
② NKT1/NKT2 バランスは肝内 Treg、CD8 細胞の動態には影響を及ぼさないことが示された。 
③ 肝炎期では CD4、CD8 細胞における DAMP 受容体 RAGE、TLR4、TLR9 発現増強、NKT1、

NKT2 細胞における RAGE、TLR9 の発現増強、Treg における RAGE、TLR9 の発現増強を
認め、これら発現増強は炎症性サイトカインにより誘導された。 

④ IR が肝炎慢性化に、CD4 による Th1 サイトカイン産生増強、NKT 細胞数増加、Th1 系サイ
トカイン産生増強を介して影響する可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 To make clear the role of NKT2 cell and insulin resistance in the pathogenesis of autoimmune 
hepatitis, we performed our study and revealed following newly identified points. 
1. NKT1 cell participated in active phase of AIH, on the contrary NKT2 cell participate in recovery 

phase of AIH.  
2. The balance of NKT1 and NKT2 did not influence on the profile of intrahepatic CD8 nor 

regulatory T cells (Treg). 
3. In active phase of AIH, the expression of DAMP receptor RAGE、TLR4、TLR9 were increased on 

CD4, CD8 cell, RAGE、TLR9 were increased on NKT1, NKT2 cell and Treg cells. This increase 
was mediated by inflammatory cytokines. 

4. Insulin resistance participated in the chronic inflammation of AIH by enhancing Th1 cytokine 
production by CD4 cell and increasing number of NKT cell and enhancing Th1 cytokine 
production by NKT cell.    
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１．研究開始当初の背景 

自己免疫性肝炎（AIH）の発症進展機

序の詳細は未だ不明で、経過中にしばし

ばみられる寛解、再燃の機序も明らかで

ない。そのため免疫抑制剤を用いた治療

の継続を余儀なくされるが、その副作用

は臨床的に大きな問題となり、病態解明

による新たな治療法開発が望まれる。 
我々はこれまでの継続した AIH の病

態解析の過程で、ヒト AIH では肝細胞

膜に存在する糖脂質スルファチドに対

する抗体が疾患特異的に存在すること

を見出した（Hepatology 1990;12:664）。
また、樹状細胞と高分化型肝癌細胞の融

合細胞の免疫によるマウス AIH モデル

を 作 製 し た が （ Clinical Immunol 
2005;117:280）、このモデルでは肝細胞特

異的細胞障害性 T 細胞により惹起され

る肝障害が時間経過とともに改善し、そ

の際に肝内で制御性 T 細胞（Treg）が増

加することを明らかにした（Hepatology 
2008;48:997A）。 

一方、アデイポカインと病態の関連の

検討で、ヒト AIH 症例ではステロイド

服用の有無に関わらずインスリン抵抗

性（IR）がみられることを見出した。 
以上の研究結果は 

（1）抗スルファチド抗体が AIH の病態

形成にどのように関わるか？  
（2）モデルでは発症初期に肝内 Treg 増

加をともなう寛解がみられるのに、ヒト

AIH ではなぜ病態が慢性化するか？ 
（3）インスリン抵抗性が AIH の病態形

成にどのように影響するか？  
といった疑問を投げかけてくる。 
近年の研究により、これらの疑問を解

くヒントとなる、（1）スルファチドをリ

ガンドとする type2 NKT 細胞（NKT2）
が存在し、type1 NKT 細胞（NKT1）や

Treg と相互作用を示し免疫環境の形成

に関わる、（2）自己免疫疾患の慢性化に、

ネクローシス細胞から逸脱した細胞内

成分（DAMP）による抗原非特異的免疫

反応が関与する可能性がある、（3）IR
の病態形成には脂肪組織内に浸潤した

CD8 細胞や Treg が関与し、IR により惹

起される免疫環境変化が自己免疫疾患

の病態形成に影響を及ぼす可能性があ

る といった事実が報告された。 
こうした背景をもとに、本研究では

AIH の新たな治療法の開発を念頭に置

きつつ以下の検討を行い、上述した疑問

点の解決を試みた。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、自己免疫性肝炎（AIH）

の病態について 
（１）発症への 新たな NKT サブセット

NKT2 の関与、Hedgehog シグナルの NKT2
増殖への関与  
（２）慢性化への ネクローシス細胞由来

の DAMP で活性化される抗原非特異的免

疫反応の関与 
（３）慢性化・増悪と インスリン抵抗性

の関連 
の各点から解明し、発症・進展および寛

解・再燃機序の解明を試みることである。 
 

３．研究の方法 
（１）AIH 発症への NKT2 の関与と

HedgehogシグナルによるNKT1/NKT2バラ

ンス制御の解析 
①AIH モデルを用い発症時 NKT1/NKT2 バ

ランス動態、Treg との関連を明らかにする 
②同モデルを用い、NKT1/NKT2 バランス

形成への Hedgehog シグナルの関与を検討 
（２）AIH 慢性化への DAMP の関与の解析

と HMGB1 阻害剤を用いた新治療の検討 
①同モデル発症後の免疫細胞の DAMP 受

容体発現を解析する 
②改善後に DAMP または核酸分解酵素阻

害剤を投与時の慢性化について検討する 
（３）インスリン抵抗性と AIH 病態の関連

の解析 
①IR状態にある ob/obマウスを用いAIHモ

デルを作製した際の免疫動態を解析する 
②白色脂肪組織移植したマウスで AIH モ

デル作製時の発症後の IR 状態、脂肪組織

内免疫細胞浸潤を検討、肝炎慢性化刺激を

加えた際も同様の検討を行う。 
 

４．研究成果 

（１）AIH 発症時の NKT1/NKT2 バランス動

態と他の免疫動態との関連の解析 
①NKT1/NKT2 バランスの解析 



 肝炎期、改善期の肝臓を pronase/collagenase
処理しリンパ球分離液を用いた比重遠心に

より肝内浸潤単核球を得て、NK1.1 抗体と

NKT1 が優先的に使用する Vα14 に対する抗

体、NKT2 が優先的に使用する Vα3.2 に対す

る抗体を用いた FACS 解析により各病期にお

ける肝内 NKT1/NKT2 細胞数比を定量的に評

価し、同抗体を用い免疫組織化学検討により

NKT1、NKT2 の肝内分布について検討した。 
 その結果、肝炎期には NKT1 細胞数が多く、

一方、回復期には NKT2 細胞数が多く、免疫

組織化学的検討においても、NKT1、NKT2
の肝内分布は、肝炎期には NKT1 細胞、回復

期には NKT2 細胞が優位であることが明らか

となった。以上より、肝炎の病態形成には

NKT1 細胞が、その回復には NKT2 細胞が関

与している可能性が示された。 
②Treg、CTL との関連の解析 

CD25・Foxp3 抗体、CD8 抗体を用いた FACS
解析により肝内 Treg、CD8 を定量的に評価し、

NKT1/NKT2 バランスとの関連を検討し、さ

らに免疫組織化学検討により、NKT1、NKT2
と Treg、CD8 の位置関係について検討した。 

その結果、NKT1/NKT2 バランスと肝内

Treg、CD8 細胞浸潤の程度の間には、なんら

の有意な相関を認めることはなかった。以上

の結果から、NKT1/NKT2 バランスは肝内

Treg、CD8 細胞の動態には影響を及ぼさない

ことが明らかにされた。 
③NKT1/NKT2バランス形成へのHedgehogシ
グナルの関与 
 Hedgehog シグナル関連分子の免疫染色が

上手くいかず、残念ながら本研究では解明に

至らなかった。 
（２）AIH 慢性化への DAMP の関与の解析 
①AIH 発症時の肝内免疫細胞の DAMP 受容

体発現 
 肝炎期、改善期の肝内浸潤 DC、CD4、CD8、
NKT1 、 NKT2 、 Treg の DAMP 受 容 体

（HMGB1：RAGE、TLR2・4、核酸：TLR9）
発現を FACS、RT-PCR により蛋白、遺伝子レ

ベルで検討した。肝炎期では、CD4、CD8 細

胞の RAGE、TLR4、TLR9 発現の増強を認め

たが、TLR2 発現の変化はなかった。NKT1、
NKT2 細胞ではいずれも RAGE、TLR9 の発現

増強を認めたが、TLR2、TLR4 の発現増強は

見られなかった。またTregにおいてはRAGE、
TLR9 の発現増強を認めたが、TLR2、TLR4
の発現増強は見られなかった。これらの発現

変化は蛋白、遺伝子いずれのレベルにおいて

も認められ、両者間の差異は見られなかった。 
 一方、改善期には、CD4、CD8 で見られた

RAGE、TLR4、TLR9 発現増強は減少してい

た。また NKT1 細胞における RAGE、TLR9
の発現増強が減少したのに対し、NKT2 細胞

におけるそれら分子の発現増強は維持され

ていた。Treg における RAGE、TLR9 の発現

増強は維持されていた。 
 また同じ方法で炎症性サイトカイン（IFN
γ、IL-6、IL-17）、抗炎症性サイトカイン（IL-10、
TGFβ）による各免疫細胞の DAMP 受容体発

現への影響を検討したところ、CD4、CD8 細

胞においては IFNγによる RAGE、TLR4、
TLR9 発現増強が見られたが、TLR2 発現増強

は見られなかった。しかし IL-17 は CD4、CD8
細胞におけるこれら分子の発現にはなんら

影響を及ぼさなかった。一方、IL-10 はこれ

ら分子の発現増強を軽減したが、TGFβはな

んら影響を及ぼさなかった。 
②改善後に DAMP または核酸分解酵素阻害

剤投与時の慢性化について検討 
 この方法により慢性炎症状態を誘導する

ことはできなかった。 
（３）IR にともなう免疫環境変化が AIH の

発症進展、免疫病態に及ぼす影響の解析 
①ob/obマウスで作製したAIHモデルの病像、

免疫病態解析とコントロールとの比較： 
IR 状態にある C57BL/6・ob/ob マウスを用

いて前年度と同様の AIH モデルを作製、血清

ALT、肝組織像を経時的に検討し野生型

C57BL/6 で作製したモデルと比較して、IR の

存在が AIH 発症に及ぼす影響を解析した。そ

の結果、IR マウスでは野生型に比較して血清

ALT 値の有意な上昇を認めたが、肝内の炎症

増強像はみられなかった。また IR マウスで

は野生型にみられた自然改善が見られず、IR
が肝炎慢性化に影響する可能性が示唆され

た。さらに肝内浸潤 CD4 の肝細胞反応性、サ

イトカイン産生プロファイル、CD8 の肝細胞

障害性、CD25/Foxp3 陽性 Treg 数と CD25 陰

性細胞増殖抑制能、NKT 数とサイトカイン産

生プロファイルを経時的に分析し IR による

肝内免疫環境変化を検討したところ、CD4、
CD8の量的、質的動態には変化がないが、CD4
によるTh1サイトカイン産生が増強していた。

また NKT 細胞数が増加し、その Th1 系サイ

トカイン産生も増強していた。 
②IR 改善剤投与による AIH 治療効果： 

上記検討で ob/ob マウスで AIH の増悪が見

られたため、IR 改善作用を持つ PPARγアゴ

ニスト投与による肝炎改善、肝内免疫環境改

善効果を検討したところ、ALT 値の若干の改

善が見られたが、CD4 による Th1 サイトカイ

ン産生増強、NKT 細胞数増加、その Th1 系サ

イトカイン産生増強には PPARγアゴニスト

はなんらの影響も及ぼさなかった。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
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