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研究成果の概要： 

マウスへの肝細胞と樹状細胞の融合細胞の投与により得られる自己免疫性肝炎モデルの免疫

動態の解析を行い、肝炎を引き起こす自己反応性活性化 T 細胞は肝内でアポトーシスに陥るが、

その頻度は外来抗原特異性 T 細胞に比し有意に低く、炎症によりさらに低下することが明らか

となった。また炎症により肝内に自己反応性 T 細胞がリクルートするが、それは肝細胞や類洞

内皮細胞の補助分子、接着分子発現、ケモカイン、サイトカイン産生が Th1 反応誘導性に変化

することによることが明らかにされた。 
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１．研究開始当初の背景 

自己免疫性肝炎（AIH）の発症進展機序は
不明である。我々はマウスに肝細胞と樹状細
胞（DC）の融合細胞（FC）を投与すると肝
炎が惹起され、肝内に浸潤している CD8 陽性
細胞は in vitro で肝細胞障害性を示すことを
明らかにした。 
本モデルでは、(1)肝細胞特異的細胞障害性

T 細胞、自己抗体が出現している、(2) FC 投
与後の IL-12 追加投与により肝炎の程度が増
悪する、(3) 一端軽快した肝炎が IL-12 投与

により再燃する、といった特徴を有する。 
また我々は、(4) 正常な肝臓内では活性化

CD8 細胞がアポトーシスに陥る、(5) 糖脂質
が自己免疫性肝疾患の自己抗原として機能
し得ることも明らかにした。 

以上の 5 つの現象が有する意義をさらに解
明すれば、AIH の発症進展に関わる免疫学的
病態を明らかにできると考えるに至った。 
 
 
２．研究の目的 



(1)AIH 発症の分子病態の解析 
自己免疫反応を制御し免疫寛容維持機構

に関わる γδT細胞、CD25＋CD4＋T reg細胞、
NKT 細胞などの免疫制御性細胞群の、発症時
における動態と機能を解析する。 

ついで、上述した肝臓内で生じる抗原特異
的 CD8 細胞のアポトーシス動態を解析する。
特に FC の皮下投与時と門脈内投与時の差異
を検討し、CD8 細胞の活性化部位（肝内かリ
ンパ節か）がアポトーシスに及ぼす影響を検
討する。また、CD4 細胞についても同様の検
討を行い、CD4、CD8 細胞の肝内でのアポト
ーシス動態の差異を明らかにする。 

さらに、IL-12 投与による肝内免疫環境（肝
細胞や類洞内皮細胞における接着・補助刺激
分子発現動態、サイトカインプロファイル）
の変化を検討し、IL-12 による肝細胞障害増
強効果の詳細を明らかにする。 
 
(2)AIH 再燃の分子病態の解析 
寛解誘導・維持に関わる免疫制御性細胞群

の動態の経時的変化、特に IL-12 による肝炎
再燃誘導時の量的、機能的変化を解析する。 

次に、再燃時のメモリー細胞の動態を解析
する。本モデルでは、FC 投与により活性化
された自己反応性T細胞がメモリー細胞化し
て生き残り、IL-12 投与により再活性化され
肝炎が増悪する可能性がある。近年、メモリ
ー細胞の性状、分化・維持機構が分子レベル
で解明されているが、肝内には通常のメモリ
ーT 細胞と異なる活性化されアポトーシス感
受性を示すメモリーT 細胞が集積し易いとの
報告もあり、肝疾患における肝内メモリーT
細胞動態についてはコンセンサスが得られ
ていないのが現状である。そこで本モデルに
おけるメモリーT 細胞動態を経時的に解析し、
AIH 再燃との関わりを解明する。 
 
(3)疾患特異的自己抗原ペプチド、脂質の同定 
本モデルでみられる自己抗体、CTL の認識

抗原の同定を、SELEX 法、cDNA ライブラリ
ー発現クローニング法により試みる。 

また、FC または肝炎を起こしたマウスの
肝内樹状細胞が発現する CD1 分子が提示し
ている脂質をカラムクロマト、ESI-MS を用
いて分析し、その性状を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)AIHの肝内における活性化T細胞アポトー
シス動態の検討 
①AIH 発症時の肝内における自己反応性、外
来抗原特異性 T 細胞のアポトーシス動態 
肝炎発症マウス脾細胞から CD8 細胞を分

離し in vivo で FC により再度活性化し自己反
応性活性化 CD8 細胞を得た。また、正常マウ
ス脾細胞から CD8 細胞を分離し in vivo で肝

内に存在しない SIINFEKL ペプチドにより活
性化し外来抗原特異的活性化 CD8 細胞を得
た。これら活性化 CD8 細胞をアポトーシスマ
ーカー（MitoTracker Red）と活性化マーカー
（CFSE）で染色、SIINFEKL を腹腔内投与し
肝内発現させた正常マウス、AIH 発症マウス
の門脈に注入、その後各マウスの肝臓と脾臓
から CD8 細胞を経時的に分離し、CFSE、
MitoTracker Red 陽性細胞数を FACS で測定、
正常肝内、AIH 発症肝内での外来性抗原特異
的活性化 T 細胞、自己反応性活性化 T 細胞の
アポトーシス動態を経時的、定量的に解析し
た。また、各経時的ポイントで肝臓の組織切
片を作製、共焦点レーザー顕微鏡観察により、
活性化 T 細胞のアポトーシスが生ずる部位、
アポトーシス細胞と接触している細胞を同
定し、アポトーシス誘導に関わる細胞を推定
した。 
以上の検討により、正常肝臓と AIH 発症肝

臓の自己反応性活性化T細胞のアポトーシス
誘導機能の差異を明らかにし、その変化が
AIH 発症に及ぼす影響を考案した。また、活
性化 CD4 細胞についても同様の検討を加え、
CD4、CD8 細胞の差異を明らかにした。 
②自己反応性 T 細胞の活性化場所、肝内免疫
環境の肝内T細胞アポトーシス動態への影響
の検討 

FC の門脈内投与（自己反応性 T 細胞活性
化部位は肝内）、皮下投与（リンパ節内）時
の自己反応性T細胞を正常肝に門脈内投与し、
肝内アポトーシス動態の差異を検討した。 
 
(2)AIH 経過中の免疫制御機構の動態と機能 
①肝内の免疫抑制性補助分子の発現動態 

T 細胞活性化を抑制し自己反応性 T 細胞制
御を介し免疫寛容維持に携わるとされる
Notch、PD-1L、B7-H4、Tim-3 の各分子の肝
内発現動態を免疫組織化学的検討により検
討するとともに、肝臓から RNA を分離し、
それぞれの特異プライマー、内部コントロー
ルプライマーを用いた半定量的 RT-PCR によ
り発現を遺伝子レベルで検討した。また FC
投与前での成績を比較し、肝炎発症にともな
うこれら分子の発現動態変化を解析した。 
②肝細胞、類洞内皮細胞の抑制性サイトカイ
ン産生動態 
肝内での免疫寛容誘導に関与すると考え

られる肝細胞、類洞内皮細胞の IL-10 産生変
化を、免疫組織化学的方法、半定量的 RT-PCR
法により蛋白、遺伝子レベルで解析した。 
③活性化 T 細胞の肝移行性の変化 
 IL-12 投与、非投与 SCID マウスに、in vivo
で肝細胞融合 DC により活性化した自己反応
性 T 細胞、IL-2 で刺激した抗原非特異的活性
化T細胞をそれぞれアイソトープラベルして
投与し、肝内への T 細胞集積動態をオートラ
ジオグラフイーで解析、IL-12が自己反応性、



抗原非特異的Ｔ細胞の肝移行性に及ぼす影
響を明らかにした。また、naïveT 細胞、memory 
T 細胞に分けて検討し、両サブセットの差異
も検討した。 
④肝細胞、類洞内皮細胞の補助分子、接着分
子発現の変化 
 IL-12 投与マウス類洞内皮細胞の ICAM-1、
VCAM-1、VAP-1 等の接着分子発現、肝細胞
の MHC class I、II、CD80、CD86、CD40、PD-1
等の機能分子、補助分子の発現を免疫組織化
学的手法により解析した。また正常マウスの
肝細胞、類洞内皮細胞を分離、培養し in vitro
で IL-12 添加培養した際のこれら補助分子、
接着分子の遺伝子発現を RT-PCR 法により半
定量的に解析した。 
⑤肝細胞、類洞内皮細胞のサイトカイン、ケ
モカイン産生プロフィールの変化 
 IL-12 投与マウスの肝細胞、類洞内皮細胞
のサイトカイン、ケモカイン産生動態を特異
的プローブを用いた in situ hybridization によ
り検討した。さらに正常マウスの肝細胞を分
離培養し in vitro で IL-12 添加培養し、各種サ
イトカイン、ケモカインの蛋白、遺伝子発現
を Cytometric Bead Array 法、リボヌクレアー
ゼアッセイで定量解析した。 
 
(3)疾患特異的自己抗原の同定 
①cDNA ライブラリー発現クローニングによ
る CTL が認識する自己抗原の同定 

肝炎惹起マウス脾細胞から ALT 遊離アッ
セイを用い自己肝細胞障害性 CTL クローン
を作製を試みた。肝炎が惹起された肝臓から
肝細胞を分離し mRNA を抽出、合成した
cDNA をファージにパッケージングして発現
ライブラリーを作製。COS 細胞にプラスミド
プールと抗原提示に必要な class I cDNA を導
入し過剰発現させ、CTL クローンと混合培養
し IL-2 分泌を指標にスクリーニングを行い
CTL 認識抗原遺伝子が導入された COS 細胞
を検出する。得られた cDNA から様々な長さ
の cDNA 断片を作製し COS 細胞に導入し
CTL の反応を検討、MHC 結合ペプチドモチ
ーフを参考にT細胞エピトープの決定を試み
た。 
②CD1 が提示する脂質の性状分析と自己抗
原としての機能の解析 

免疫に用いた FC または肝炎惹起マウスの
肝内 DC の膜可溶性分画からモノクローナル
抗体を用いて CD1a、1b、1c 分子を分離した。
酸処理により抗体を分離し、Folch 法により
有機溶媒を用い CD1 結合脂質分画を抽出、カ
ラムクロマトにより糖脂質、リン脂質を溶出
し、メタノリシス-GC 法、ESI-MS により性
状分析を試みた。 
 
 
４．研究成果 

(1)AIHの肝内における活性化T細胞アポトー
シス動態の検討 
①正常肝内で AIH を惹起する自己反応性活
性化 CD8 細胞のアポトーシスが生じるかを
検討したところ、外来抗原特異性 CD8 細胞と
同様に、自己反応性活性化 CD8 細胞もアポト
ーシスに陥ることが示された。しかし、自己
反応性活性化 CD8 細胞がアポトーシスに陥
る頻度は外来抗原特異性 CD8 細胞と比較す
ると有意に低いことが明らかとなった。 
②AIH 発症時の肝内における自己反応性、外
来抗原特異性T細胞のアポトーシス動態を解
析したところ、自己反応性 T 細胞のアポトー
シスは、正常肝におけるアポトーシス誘導に
比し低下していることが明らかになった。ま
た、外来抗原特異性 T 細胞のアポトーシス動
態も、正常肝におけるアポトーシス誘導に比
し低下していることが明らかになった。 
③肝内免疫環境が肝内でのT細胞アポトーシ
ス動態に影響を及ぼし AIH 発症に寄与する
可能性を検討したところ、肝内で IFNγ、IL-12
が豊富に存在している状態では正常肝でみ
られる外来抗原特異性 CD8 細胞のアポトー
シス誘導が低下していた。 
 
(2)IL-12 投与時の肝内免疫環境変化の解析 
①活性化 T 細胞の肝移行性の変化 
 IL-12 投与、非投与 SCID マウスに、in vivo
で肝細胞融合 DC により活性化した自己反応
性 T 細胞、IL-2 で刺激した抗原非特異的活性
化T細胞をそれぞれアイソトープラベルして
投与し、肝内への T 細胞集積動態をオートラ
ジオグラフイーで解析したところ、IL-12 は
自己反応性、抗原非特異的Ｔ細胞の肝移行性
を増強することが明らかとなった。また、
naïveT 細胞、memory T 細胞に分けて検討した
ところ、両サブセットの肝移行性に差異を認
めなかった。 
②肝細胞、類洞内皮細胞の補助分子、接着分
子発現の変化 
 IL-12 投与マウス類洞内皮細胞の ICAM-1、
VCAM-1、VAP-1 等の接着分子発現、肝細胞
の MHC class I、II、CD80、CD86、CD40、PD-1
の発現を免疫組織化学的手法により解析し
たところ、ICAM-1、VCAM-1、VAP-1、MHC 
class I、II、CD80 の発現増強を認めたが、CD86、
CD40、PD-1 の発現は変化がなかった。 
③肝細胞、類洞内皮細胞のサイトカイン、ケ
モカイン産生プロフィールの変化 
 IL-12 投与マウスの肝細胞、類洞内皮細胞
のサイトカイン、ケモカイン産生動態を特異
的プローブを用いた in situ hybridization によ
り検討したところ、Th1 細胞を誘導する作用
を有するケモカインおよびTh1サイトカイン
の産生増強が認められたが、Th2 細胞を誘導
する作用を有するケモカインおよびTh1サイ
トカインの産生増強は認めなかった。 



 
(3)疾患特異的自己抗原の同定 
①cDNA ライブラリー発現クローニングによ
る CTL が認識する自己抗原の同定 

肝炎惹起マウス脾細胞から ALT 遊離アッ
セイを用い自己肝細胞障害性 CTL クローン
の作製を試みたが、分離当初は肝細胞障害性
を示すものの、残念ながらクローン樹立には
至らなかった。肝内浸潤 CD8 細胞を分離し
CTL クローンの樹立を試みたが、やはりクロ
ーンを得ることはできなかった。そこで肝炎
が惹起された肝臓から肝細胞を分離してそ
こから mRNA を抽出、合成した cDNA をフ
ァージにパッケージングして発現ライブラ
リーを作製し、COS 細胞にプラスミドプール
と抗原提示に必要な class I cDNA を導入し過
剰発現させ、肝細胞障害活性を示す肝内浸潤
CD8 細胞と混合培養し、その IL-2 分泌を指標
にスクリーニングを行い CTL 認識抗原遺伝
子が導入された COS 細胞の検出を試みたが、
残念ながら有意な結果を得ることができず、
T 細胞エピトープを決定することはできなか
った。 
②CD1 が提示する脂質の性状分析と自己抗
原としての機能の解析 

免疫に用いた FC または肝炎惹起マウスの
肝内 DC の膜可溶性分画からモノクローナル
抗体を用いて CD1a、1b、1c。1d 分子を分離
する。酸処理により抗体を分離し、Folch 法
により有機溶媒を用い CD1 結合脂質分画を
抽出、カラムクロマトにより糖脂質、リン脂
質を溶出し、メタノリシス-GC 法、ESI-MS
により性状分析して、DC が CD1 分子を介し
てT細胞を活性化すると考えられる脂質抗原
の同定を試みた。しかし CD1 分子から結合脂
質分画を抽出する実験がうまくいかず、残念
ながら CD1 が T 細胞に提示する脂質抗原の
正常解析を行うには至らなかった。 
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