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研究成果の概要（和文）：自己免疫性肝炎は、妊娠や閉経など性ホルモンの変動で誘発されることが報告されているが
、その発症機構について解明に至っていない。このことから、エストロゲンの自己応答性への影響について自己免疫性
肝炎モデルを用いて樹状細胞に焦点を当てて検討した。その結果、エストロゲン投与により自己免疫性肝障害が抑制さ
れ、これらマウス肝内にCD274陽性で未熟な樹状細胞の増加を認めた。また、これら肝内樹状細胞のみにIL-10産生能の
増強を認め、血清中のIL-12量が減少していた。以上から、エストロゲン暴露によって肝内に増加した抑制能を持つ樹
状細胞が、自己免疫性肝障害を抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that autoimmune hepatitis is induced by the drastic change of
 sex hormone, such as pregnancy and menopause. However, its pathogenic mechanism is not well-known. In thi
s study, we focused on the hepatic dendritic cells. We used the mouse model of autoimmune hepatitis to inv
estigate the effect of the autologous reactivity of estrogen. As a result, it was shown that the autoimmun
e liver injury of the mice was inhibited by the administration of estrogen. At the same time, the number o
f CD274+ immature dendritic cells was increased in the liver of those autoimmune hepatitis mice. Moreover 
only these dendritic cells showed the elevated ability to produce IL-10. At the same time they indicated t
he decreased serum level of IL-12. These results suggested that the inhibitory dendritic cells, which were
 increased in the liver by estrogen exposure, suppressed the autoimmune liver injury.
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫性肝炎(autoimmune hepatitis: AIH)

は、他の自己免疫性疾患と同様、罹患者の男
女比は 1:7 と女性に多い。また、日本におい
て閉経期である 50～60 歳代とエストロゲン
の大きく低下する年代が好発年齢である。一
方、罹患者でエストロゲンの産生量が増加す
る妊娠中では軽快例もあるため、本疾患の病
態とエストロゲンとの関連性は深い。しかし、
エストロゲンと自己免疫性疾患との関連性
については、SLE や RA においてエストロゲ
ンが B 細胞に作用し、自己抗体を含む抗体産
生能の増加が見られること、またマクロファ
ージに作用して IL-1, IL-6,TNF-といった炎
症性サイトカインの産生増強が関与するこ
とは報告されている(Cutolo M et al, Ann NY 
Acad Sci, 1089:538-47,2006)が、自己免疫性肝
炎での報告は少ない。 

AIHの発症および肝炎持続の原因として自
己肝細胞への免疫寛容破綻や過剰な免疫応
答がいわれているものの、まだ原因解明にま
では至っていない。しかし、ヒトでは組織適
合抗原である HLA-DR4 や DR3 が感受性遺伝
子であること、モデルマウスにおいて
CD4+CD25+の細胞表面抗原を持つ制御性T細
胞や IL-10 の減少により自己に対する免疫寛
容が破綻し肝障害が起こるとの報告もある 
(Erhardt A, et al, Hepatology, 45:475-485, 2007)。
このように従来の報告では、肝細胞を直接傷
害する細胞群や液性因子など Effector phase
での報告が多く、抗原(自己抗原含む)を提示
する樹状細胞(dendritic cell: DC)に焦点を当て
た報告は少なく、AIH の炎症臓器である肝臓
内の DC となると更に報告は少ない。 

DC は抗原を取り込み T 細胞へ提示して異
物を排除するといった免疫応答や、逆に自己
に対して攻撃しないよう免疫寛容に働くと
いったT細胞の反応を左右する非常に重要な
細胞の一つである。DC は骨髄系 DC (myeloid 
DC: mDC)と形質細胞様 DC (plasmacytoid 
DC:pDC)に大きく分けられ、前者は従来の抗
原提示細胞であり異物を排除する免疫応答
を担い、後者は IFN-産生や免疫寛容誘導に
関与するといわれている。 マウス肝臓には
pDC が多く存在し、それらが T 細胞に対して
免疫寛容を誘導し、肝移植における移植片生
着に関わっている事が報告されている（Lau 
AH, et al, Gut, 52: 307-14, 2003、Castellaneta A, 
et al, J Immunol 183:6922-6932, 2009）。 
このことから、自己免疫性肝炎の病態形成

とエストロゲンとの関連性について樹状細
胞を中心とした免疫応答を研究することは、
自己免疫性肝炎だけでなく今後の自己免疫
性疾患全般の治療の基盤になることが十分
考えられる。 
 
 
２．研究の目的 

AIH モデルである Concanavalin A (Con A)
誘導性肝炎マウスの肝内樹状細胞を中心と

した免疫応答に着目してエストロゲンが病
態制御にどのように影響しているかについ
て、以下の点を検討しその機構を明らかにす
る。 

 
(1)エストロゲン投与量と AIH への有効性に
ついて; 血中のトランスアミナーゼと自己
抗体との関連性 

 
(2)エストロゲン投与が正常マウス免疫担当
細胞の性状及び機能に及ぼす影響 

 
(3)エストロゲン投与が AIH モデルマウスの
肝障害及び病態調節能へ与える影響 

 
 
３．研究の方法 
(1)エストロゲン投与量と AIH への有効性に
ついて; 血中のトランスアミナーゼと自己
抗体との関連性 

自己免疫性肝炎モデルとして Concanavalin A 
(Con A)の静脈的投与(15mg/kg)したマウスを
用いて、エストロゲン投与量を変えて経時的
に血清を採取し、トランスアミナーゼ及び自
己抗体について測定を行う。これにより、エ
ストロゲンの有効投与量と自己免疫性肝炎
の肝障害と自己抗体との関連性が明らかに
なることが予想される。 
 
(2)エストロゲン投与が正常マウスの免疫担
当細胞の性状及び機能に及ぼす影響 
正常マウスに(1)で決定した有効エストロゲ
ン量を投与し、そのマウスの肝臓から定法に
より NKT 細胞を含む T 細胞を分離し、表面
抗原の変化をフローサイトメトリーにて検
討を行う。また、機能（allo に対する T 細胞
増殖応答、マイトジェンに対する T 細胞増殖
応答、細胞傷害活性、サイトカイン産生能な
ど）についても同様に検討を行う。樹状細胞
(Dendritic cell: DC)については、各臓器から
独自の酵素処理・比重遠心法を用いて直接分
離する方法を樹立しているため、その方法を
用いて NKT 細胞と同様に細胞表面抗原と機
能について検討を行う。これにより、エスト
ロゲンが免疫担当細胞及び免疫応答に与え
る影響について、抗原を提示する側の樹状細
胞と、抗原提示を受けて effector 細胞として
反応する NKT 細胞を含む T 細胞の両面から
追究できる。 
 

(3)エストロゲン投与が AIH モデルマウスの
肝障害及び病態調節能へ与える影響 
AIH モデルマウスにエストロゲンを投与

したときの、肝障害の程度（トランスアミナ
ーゼ）、自己抗体の測定を行う。同時に肝臓
のリンパ球及び DC を採取し、その細胞表面
抗原をフローサイトメトリーで解析を行う。
また、サイトカイン産生、細胞傷害活性など
機能についても検討を行う。このような実験
を行うことは、自己免疫性肝炎の肝障害抑制



の解明につながる可能性を十分に含んでい
る。 
 
 
４．研究成果 
(1)エストロゲンの AIH への有効性 
 エストロゲンが自己免疫性肝炎の肝障害
の程度および自己抗体産生に与える影響に
ついて検討した。マウスに各濃度(5g, 25g, 
250g/mouse/day)のエストロゲンを 3 日間皮
下注した後、Con A を静脈的に投与し自己免
疫性肝炎を誘導した。各マウスから経時的に
血清を採取し、肝障害の程度と自己抗体価に
ついて検討した。その結果、エストロゲン濃
度依存的に肝障害が抑制されたものの、最大
投与量においては胸腺委縮を認めた。このこ
とからエストロゲンはCon A誘導性肝炎を抑
制することが明らかとなり、投与量は胸腺萎
縮がなく、かつ Con A 誘導性肝障害を抑制す
る 25g/mouse/day とすることとし、以下すべ
ての実験にて同量の投与を行うこととした。
次に、自己抗体価(ss-DNA)については、肝障
害が抑制された個体に対しては低下傾向に
あったものの、エストロゲン投与量と抗体価
の関連性については不明であった。 
 
(2) エストロゲン投与が正常マウスの免疫担
当細胞の性状及び機能へ及ぼす影響 

 次にエストロゲン投与マウスの DC の性
状・動態解析(in vivo)について検討した。Con 
A 誘導性肝障害を抑制し、かつ胸腺委縮のな
いエストロゲン量の 25g を正常マウスに 3
日間投与し、肝臓及び脾臓 DC の性状解析を
行った。その結果、エストロゲン投与マウス
の DC 絶対数は、肝臓、脾臓ともに正常マウ
スに比して変化を認めず、また、DC 分画の
変化も認めなかった(図 1)。 

 
さらに、DC 機能分子である CD80, CD86, 
CD40, CD273, CD274 について三重染色し、フ
ローサイトメトリー解析を行ったものの、正
常マウスに比して発現の変化のある分子は
認められなかった。 

 
(3)エストロゲン投与が AIH モデルマウスの
肝障害及び病態調節能へ与える影響 

 エストロゲンが AIH モデルマウスの ConA
誘導性肝障害へ与える影響について検討を
行った。その結果、エストロゲンは Con A
誘導性肝障害を抑制した(図 2)。 
次に、エストロゲン投与が Con A 誘導性肝障
害マウスの樹状細胞分画に与える影響につ

いて検討を行った。その結果、Con A 誘導性
肝障害マウスの肝臓において pDC が多く占
める I-AlowCD11clow 分画の減少を、一方脾臓
では mDC が多く占める I-AhighCD11c+分画増
加を認めた。エストロゲン投与により Con A
誘導性肝障害が抑制されたマウスの肝臓で
は、I-AlowCD11clow分画の割合は回復しなかっ
たものの I-AhighCD11c+分画の割合は正常と同
じレベルとなった。一方脾臓では、Con A 誘
導 性 肝 障 害 マ ウ ス で 増 加 し て い た
I-AhighCD11c+分画の割合がエストロゲン投与
によりやや減少した(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
続いて、肝 DC 上の機能分子の発現率変化を
詳細に検討するために三重染色を行った。そ
の結果、Con A 誘導性肝障害マウスにエスト
ロ ゲ ン 投 与 す る こ と に よ り 、 肝 臓 の
I-AlowCD11clow分画において CD80、CD40 の
発現増強を認め、CD274 では発現がやや減少
した（表 1）。その他の機能分子である CD86, 



CD273 についてはエストロゲンによる影響
を認めなかった。 
 
表 1 エストロゲン投与による Con A 誘導性
肝障害マウスの肝 pDC 分画における細胞表
面抗原の発現率変化(%) 
Exp. 
group 

Liver pDC (I-AlowCD11c+) 
CD80 CD40 CD274 

Normal 37.0±9.7 18.3±4.0 82.9±6.3 
Estrogen 17.2±10.1 9.5±1.9 82.4±2.9 
Con A 18.6±9.7 10.3±9.1 96.8±1.6 
Estrogen 
+ Con A 

37.0±10.7 27.8±9.9 91.8±6.4 

 
最後に、DC の IL-10 産生能について検討を
行った(図 4)。エストロゲン単独投与マウス
の肝 DC は正常マウスのそれに比べ、産生量
が著しく増加する傾向を認めた。一方で、脾
DC の IL-10 産生量は検出限界以下にまで減
少する傾向を認めた。エストロゲン投与後に
Con A肝障害を誘導したマウスにも同様の変
化が起こり、その量は倍増した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
当該研究において、エストロゲンは Con A 誘
導性肝障害を抑制した。その抑制機構の可能
性として、肝 DC の IL-10 産生能増強、及び
肝 内 で I-AlowCD11clowCD80+ 分 画 お よ び
I-AlowCD11clowCD274+分画が増加することに
より IL-12 が抑制され、NKT 細胞やその他
の effector 細胞の細胞傷害活性が抑えられ
ていることが示唆された。また、肝 DC は
脾臓のそれに比してエストロゲン受容体α
鎖が優位に発現していることから、エストロ
ゲンが DC に直接的作用を有する可能性も示
唆された。しかし、エストロゲンと自己抗体
産生や産生細胞との関連性は明らかにでき
なかった。 
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