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研究成果の概要（和文）：自己免疫性肝炎において脂質代謝と肝樹状細胞を介した免疫寛容破綻と発症との関連
を明らかにすることを目的とした。本研究に、脂質代謝異常モデルとして卵巣摘出および高脂肪食摂取マウスを
用いた。その結果、卵巣摘出モデルにおいて、肝CD11b+cDCの数的増加と産生されたTNF-αによりAIHが増悪する
可能性が示唆された。一方、高脂肪食摂取マウスにおいては、AIH肝障害は増悪するものの、肝臓より脾臓に
XCR1+cDCの集積を認め、卵巣摘出モデルとは異なる機序である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the relationship between immune 
tolerance disruption and onset of AIH through lipid metabolism and hepatic dendritic cells. In this 
study, ovariectomized and high fat diet-fed mice were used as a model of lipid metabolisms disorder.
 It was suggested that liver injury may be excerbated by a large amount of TNF-α producing hepatic 
CD11b+ cDCs in OVX mice induced AIH. On the other hand, it was observed that XCR-1+ cDCs accumulate 
in spleen of high-fat diet mice induced AIH. It was suggested that the mechanism of exacerbation of 
AIH in high fat diet-fed mice may be different from that in the ovariectomized model.

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自己免疫疾患は免疫寛容の破綻が原因とされているがその発症については未だ解明されていないものが多い。自
己免疫性肝炎についても同様であり、近年中年女性だけでなく男性患者の増加や診断時年齢の高齢化の報告もあ
ることから、性差だけではない発症原因が予想される。今回、低エストロゲンモデルと実験的高脂血症モデルを
用いて免疫応答を始動する樹状細胞の動態から発症原因を探索することは複雑化している発症原因と免疫寛容破
綻との関連性を解明できるため、AIHだけでなく自己免疫性疾患の診断や治療法の基盤作成に貢献できると考え
られる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
自己免疫性肝炎(autoimmune hepatitis: AIH)は、中年以降の女性に好発する慢性でかつ進行
性の肝障害である。しかし近年、男性患者の増加および診断時年齢の高齢化傾向の報告があるこ
とから、AIH の発症原因には複数の因子が関与することが予想され、発症機構の解明をより複雑
にしている。さらに肝障害成立の原因解明にも至っていないため、診断には除外診断、一般的な
抗核抗体および病理組織学的診断が使用されている。治療においても副腎皮質ホルモンを主体
とした非特異的免疫抑制療法がとられているが、一部には診断の遅れによるステロイド抵抗性
症例や肝移植による治療のみとなる重症例もあるため、早期診断は重要である。 
AIH の発症機序として、制御性 T細胞の数的減少・質的異常[Ferri S, et al, Hepatol, 52, 
999 (2010), Longhi MS, et al, J Immunol, 176, 4484 (2006)]、および抑制調節解除状態に
おける IL-18 産生樹状細胞(dendritic cell; DC)と CXCR3-CXCL9 ケモカインシグナルを介した
AIH 様肝障害の惹起などが報告されている[Ikeda A, et al, Hepatol, 60, 224 (2014)]。これ
らのことは、AIH 発症に自己肝細胞の免疫寛容の破綻が関与することを強く示唆するが、AIH に
おけるこの破綻の引き金となる因子についても分かっていない。 
そこで、破綻の引き金となる因子を解明するため、我々は AIH モデルにおいて、1)肝障害は肝
形質細胞様樹状細胞の消失と活性化した骨髄系樹状細胞の炎症性サイトカイン産生を誘導して
起こること[Clin Exp Immunol, 166, 258 (2011)]、2)これら動態変化はエストロゲンを介した
シグナル伝達により抑制・増悪する可能性について報告している。 
 
 
２．研究の目的 
 近年 AIH は男性患者および重症例の増加など女性だけではない発症・病態進展要因も出てき
ている。そこで、本研究では低エストロゲンモデル、並びにエストロゲン低下でも起こり男女共
通する脂質代謝異常と肝形質細胞様樹状細胞との免疫寛容破綻への直接的影響を解明すること
を目的とし、複数因子を焦点とすることで AIH の早期診断・新規治療法の開発の基盤となる可能
性を追究する。研究の前半では低エストロゲンマウスの系による AIH 肝障害への肝樹状細胞の
影響について検討を行い、後半では高脂肪食摂取マウスの系による検討を行った。 
 
 
３．研究の方法 
(1)マウス 
 6～12 週齢の雌性 C57BL/6NCrl (B6N, Charles River)マウスを各種実験に用いた。全ての動
物実験は、新潟大学動物実験倫理委員会の審査・承認を経て行った。 
 
(2)各種モデルマウスの作製 
低エストロゲン状態の誘導には卵巣摘出術を用い、麻酔下において両側卵巣を卵管部より結
索後切除し、術後 2週間飼育し実験に用いた。対照群として偽手術マウスを実験に用いた。高脂
肪食摂取マウスは、糖尿病・肥満研究用高脂肪飼料（粗脂肪含量 32%、総エネルギー中の脂肪由
来のカロリー比(Fat kcal%)約 60%）を 4週間自由摂取させ実験に用いた。通常食（粗脂肪含量
4.5%）摂取マウスを対照群とした。AIH肝障害誘導には、Concanavalin A (Con A, typeⅣ) 10mg/kg
を静脈内投与し解析に用いた。 
 
(3)フローサイトメーター解析 
 DC および T細胞の解析は、各種蛍光色素標識抗体で細胞を染色後、FACS Calibur で解析した。 
 
(4)DC および血清中のサイトカイン解析 
 磁気ビーズ法により純化した DC を一晩培養（37℃、5%CO2）した後に上清を回収した。また、
各種モデルマウスに AIH を誘導し、血清採取を行った。培養上清および血清中の各種サイトカイ
ン量について ELISA キットを用いて測定した。 
 
(5)統計学的解析 
 データは全て有意差検定を行い、P ＜0.05 を有意差有りとした。 
 
 
４．研究成果 
(1) 低エストロゲンと AIH 肝障害の程度との関連 
 低エストロゲンマウスと偽手術マウスに AIH 肝障害を誘導し、血清中の ALT, AST 値測定を行
った。その結果、血清中 ALT, AST 値共に低エストロゲン状態マウスの方が有意に高値であった。 
 
(2) 低エストロゲンにおける AIH 肝障害時の DC動態変化 
 低エストロゲンマウスに AIH 肝障害を誘導し、DC の動態変化について検討を行った。その結
果、AIH 肝障害において低エストロゲンでは肝 CD11b+cDC の割合、絶対数とも有意に増加した。
一方、PDCA-1+pDC および CD103+cDC においては低エストロゲンの影響を認めなかった。さらに、



DC サブセットのうちエストロゲン低下により増加を認めた CD11b+cDC における機能的分子の発
現を検討した結果、CD86、CD40 共に影響は認められなかった。 
 
(3) 低エストロゲン AIH マウスの DCおよび血清サイトカインアッセイ 
 AIH を誘導した低エストロゲンマウスから肝 DC を純化・培養し、そのサイトカイン産生につ
いて検討を行った。その結果、低エストロゲン状態では IL-12 産生が有意に増加したものの、
TNF-αはエストロゲンの有無に関係なく高値であった。一方、エストロゲン存在下での AIH 誘導
時には肝 DC の IL-10 産生増強を認めるものの、低エストロゲン状態ではその増強を認めなかっ
た。また、血清中のサイトカイン量については AIH を誘導した低エストロゲンマウスの TNF-α
および IFN-γ濃度が有意に高値であった。 
 
(4) AIH における effector 細胞への低エストロゲンの影響 
 前述の AIH 誘導低エストロゲンマウスの血清 IFN-γ高値の結果から、effector 細胞に対する
低エストロゲンの影響が予想されたため、検討を行った。その結果、CD69 陽性 CD4+T 細胞および
CD8+T 細胞の絶対数増加を認めた。この変化はエストロゲン存在下で認めなかった。 
 
(5) 高脂肪食摂取マウスを用いた AIH 肝障害の検討 
 高脂肪食摂取マウスに AIH 肝障害を誘導し、血清中の ALT, AST 値測定を行った。その結果、
血清中 ALT, AST 値共に高脂肪食摂取マウスの方が通常食摂取マウスに比して有意に高値であり、
かつ死亡例も認めた。DC の総数については、高脂肪食摂取マウスに AIH を誘導することで標的
臓器である肝臓よりも脾臓への集積を認めた。さらに DC の分画変化においては、脾臓での
XCR1+cDC の増加が顕著であった。一方、SIRPα+cDC は微増、PDCA-1+pDC は減少していた。 
 
 これらの成果から、低エストロゲン条件下では、1)肝 T 細胞の活性化、2)肝 CD11b+cDC の数的
増加と DC の産生するサイトカインが肝障害を誘導し、AIH が増悪する可能性が示唆された。こ
れらの発見により中年女性における AIH の早期特異的診断や治療の基盤作りへの可能性を見出
せた。一方、脂質と AIH 肝障害の関連する可能性は低エストロゲン状態での傷害機序とは異なる
可能性が示唆され、今後さらに検討する必要がある。 
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