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研究成果の概要（和文）：ウイルス排除に重要な役割を果たす Natural Killer 細胞においてシ

グナル伝達や誘導遺伝子発現を含めたインターフェロンに対する反応性が、 Ｃ型慢性肝炎患者

では変化していることが明らかになり、治療効果との関連も認められた。 Natural Killer 細

胞におけるインターフェロンシグナル伝達の変化が、Ｃ型肝炎の慢性化や抗ウイルス治療抵抗

性の原因のひとつとなっている可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：The present study demonstrates altered interferon- signaling 
in natural killer cells in patients with chronic hepatitis C virus infection and suggests 
the association of this alteration with the persistence of hepatitis C virus infection 
and the resistance to interferon--based therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

 日本国内で 200 万人、全世界で 1 億 7千万
人の感染者がいるといわれるＣ型肝炎ウイ
ルスは、高頻度に持続的な慢性肝炎を引き起
こし、最終的には肝細胞癌を発生させること
から、Ｃ型肝炎ウイルス感染症は大きな健康
問題の一つになっている。しかしながら、最
先端の抗ウイルス療法でも著効率は 5割程度
にとどまり、治療抵抗性メカニズムの解明が
希求されている。また、治療効果を治療開始
前に予測することは、個々の患者に応じた治

療プロトコールを作成することにより副作
用を軽減できるだけでなく、費用対効果とい
った医療経済の面からも重要である。 
 Ｃ型肝炎に対する抗ウイルス療法の大き
な柱は IFN- である。その作用機序として
は、 IFN- によって誘導される Protein 
kinase R や MxA といった抗ウイルス活性を
もつ蛋白による直接的な作用と、 IFN- に
よって誘導される免疫調節作用を介したウ
イルス感染細胞排除作用とによると考えら
れている。ウイルス感染細胞を排除する際に
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は Natural Killer (NK) 細胞、 NKT 細胞、 
T 細胞といったエフェクター機能を有する
免疫細胞が不可欠であり、それら細胞の持つ
パーフォリン、グランザイムといった細胞傷
害因子や液性因子として産生される IFN- 
が重要な役割を果たす。 
 IFN- シグナルは主に、細胞質に存在する 
Signal Transducer and Activator of 
Transcription (STAT) によって伝えられる。
す な わ ち 、 リ ン 酸 化 さ れ た  STAT 
(phosphoSTAT; pSTAT)が核内に移行し DNA 
と結合することにより数百もの遺伝子発現
が誘導される。誘導される遺伝子には、抗ウ
イルス蛋白の他に免疫調節作用因子として
パーフォリン、グランザイムといった細胞傷
害に関与する因子も含まれている。このよう
なシグナル伝達において STAT1 が重要な役
割を果たすことが知られている。また我々は、 
STAT4 のリン酸化（pSTAT4）によって IFN- 
の誘導シグナルが伝えられることを報告し
た（Miyagi T, et al. , J Exp Med. 2007; 204: 
2383-96 ）。 
 IFN- によって誘導されるパーフォリン、
グランザイムといった細胞傷害因子や IFN- 
は、 NK 細胞、 NKT 細胞、 T 細胞といった
エフェクター機能を有する免疫細胞がウイ
ルス感染細胞を排除する際に重要な役割を
果たすことから、治療として生体に投与され
る外因性 IFN- によるシグナルがこれら細
胞内においてどのように伝達されるかに応
じて、治療効果が規定される可能性が考えら
れる。そこで本研究においては、これら免疫
エフェクター細胞における IFN- シグナル
伝達に注目した。 
 
２．研究の目的 

 Ｃ型慢性肝炎患者の免疫細胞における 
IFN- 応答性に関して、細胞内シグナル伝
達・遺伝子発現誘導・蛋白産生および治療効
果の各段階から解析することにより、慢性化
機序や治療抵抗性メカニズムの解明および
治療効果予測マーカーの探索を行うことを
目的とした。 
 
３．研究の方法 

(1) Ｃ型慢性肝炎における免疫エフェクタ
ー細胞内 IFN- シグナル伝達の解析 
①対象 
 Ｃ型慢性肝炎患者と対照として、健常者。 
②研究材料と方法 
 上記対象より末梢血を採取し、単核球を分
離した。単核球を in vitro にて IFN- を
含めた各種サイトカインで刺激し、細胞を回
収した。細胞を下記特異的抗体により染色し、
フローサイトメトリーにて解析した：細胞膜
表面抗原（CD3, CD56）・細胞内 IFN- シグ
ナル関連分子（pSTAT1/4, STAT1）。細胞より

蛋白を採取後、 Western Blotting にて下記
蛋白を検出解析した： IFN- シグナル関連
分子（pSTAT1/4, STAT1）。 
③検討項目 
 Ｃ型慢性肝炎患者と非感染健常者間にお
いて、NK 細胞、NKT 細胞、T 細胞といった免
疫エフェクター細胞各サブセットでの IFN- 
シグナル伝達様式にサブセット間や対象群
間でどのような差異が認められるか解析し
た。 
 
(2)Ｃ型慢性肝炎における免疫エフェクター
細胞での IFN- 誘導遺伝子発現の解析 
①対象 
 Ｃ型慢性肝炎患者と対照として健常者。 
②研究材料と方法 
 上記対象より末梢血を採取し、単核球を分
離した。単核球より NK 細胞、 NKT 細胞、 T 
細胞といったサブセットを磁気抗体にて単
離した。単離したサブセットを in vitro に
て IFN- で刺激し、細胞を回収した。回収
した細胞より RNA および蛋白を採取した。 
IFN- 刺激により誘導された遺伝子発現の
変化を Real-time PCR にて解析した。 
③検討項目 
 Ｃ型慢性肝炎患者と非感染健常者間にお
いて、免疫エフェクター細胞各サブセットで
の IFN- シグナル遺伝子発現誘導様式にど
のような差異が認められるか解析した。 
 
(3)PEG-IFN-/Ribavirin による抗ウイルス
療法を受けるＣ型慢性肝炎患者において、免
疫エフェクター細胞サブセットにおけるシ
グナル伝達様式や遺伝子発現様式と治療効
果との関連を解析した。 
①対象 
 PEG-IFN-/Ribavirin による治療を受け
る患者（HCV-RNA: genotype 1 型、高ウイル
ス量） 
②研究材料と方法 
 上記対象より治療開始前後下記時点で末
梢血を採取し、血清および単核球を分離し
た：（開始前、開始後 1日、4週、12 週、治
療終了後 6ヶ月）。 
 生体に投与された IFN- による免疫エフ
ェクター細胞内での IFN- シグナル伝達を
解析した。細胞を下記特異的抗体により染色
し、フローサイトメトリーにて解析した：細
胞膜表面抗原（CD3, CD56）・細胞内 IFN シ
グナル関連分子（pSTAT1/4, STAT1）。 
 生体に投与された IFN- による免疫エフ
ェクター細胞内 in vivo 誘導遺伝子発現を
解析した。治療開始前後各採血ポイントで前
記と同様に免疫細胞サブセットを単離した。
単離した細胞より RNA を採取した。投与さ
れた IFN- による誘導遺伝子発現の変化を 
Real-time PCR にて解析した。 



 

 

 治療効果モニタリングとして、各採血ポイ
ントでの血清中 HCV-RNA 量を Real-time 
PCR 法にて定量した。 
 患者背景として、治療開始前血清を利用し
て下記背景因子を測定した：肝機能検査値・ 
血小板値。肝生検施行例については、病理組
織学的に炎症活動性や線維化を評価した。 
③検討項目 
 血中 HCV-RNA の消失から判断した治療効
果と免疫エフェクター細胞サブセットにお
けるシグナル伝達様式や遺伝子発現様式と
の関連を解析した。 
 
４．研究成果 
 IFN- シグナル伝達に重要な役割を果た
す STAT1 発現量が、 NK 細胞において健常
者に比しＣ型肝炎患者で有意に高かった（図
1）。 NKT 細胞や T 細胞においては有意差を
認めなかった。 NK 細胞における IFN- 刺
激でリン酸化される STAT の程度は、健常者
に比しＣ型肝炎患者で STAT1 リン酸化は有
意に増強、 STAT4 リン酸化は有意に減弱し、 
STAT1 発現量とそれぞれ有意な正相関、逆相
関関係を示した（図 2）。 NK 細胞におけるイ
ンターフェロン刺激による誘導遺伝子発現
は、健常者に比しＣ型肝炎患者で、リン酸化 
STAT1 シ グ ナ ル 下 流 の  Suppressor of 
cytokine signaling 1  が有意に増強、リン
酸 化  STAT4 シ グ ナ ル 下 流 の 
Interferon-gamma が有意に減弱していた。 
Perforin、Granzyme-b は減弱傾向を認めた。
また、 IFN- 刺激による NK 細胞の細胞障
害活性の増強度合いが、健常者と対照的にＣ
型肝炎患者においては、明らかに減弱してい
た。治療前の NK 細胞内 STAT1 発現量と治
療開始後の IFN 誘導遺伝子発現量が逆相関
関係を示した。すなわち治療前の STAT1 発
現量が高いほど、投与された IFN- に対す
る応答性が減弱する傾向を認めた。治療前の 
NK 細胞内 STAT1 発現量が比較的高い症例

においては、治療開始後 8 週目の血中 
HCV-RNA が残存する傾向を、比較的低い症例
においては、消失する傾向を認めた。  
 ウイルス排除に重要な役割を果たす NK 
細胞においてシグナル伝達や誘導遺伝子発
現を含めた IFN- に対する反応性が、Ｃ型
肝炎ウイルス感染患者では変調をきたして
いることが明らかになり、治療効果との関連
も示唆された。 
 さらに、 NK 細胞をサブセット（CD56bright、
CD56dim ）別に解析すると、末梢血中の 
CD56dimNK 細胞サブセットの頻度がＣ型肝炎
患者で健常者に比して有意に低かった。 NK 
細胞活性化レセプターである NKG2D の発現
が CD56bright 、 CD56dim 両サブセットにおいて、
Ｃ型肝炎患者で健常者に比して有意に低か
った。また、抑制性レセプターである 
NKG2A/CD94 の発現は、 CD56bright サブセット
において、Ｃ型肝炎患者で健常者に比して有
意に高かった。細胞内 STAT1 発現量が、 
CD56bright 、 CD56dim 両サブセットにおいて、
Ｃ型肝炎患者で健常者に比して有意に高く、 

CD56dim サブセットで顕著であった（図 3）。 
 in vitro での IFN- 刺激で誘導される 
STAT リン酸化の程度が、 CD56bright サブセッ
トでは、サイトカイン分泌に必要な STAT4 
リン酸化が有意に減弱し、 CD56dim サブセッ
トでは、細胞傷害に必要な STAT1 リン酸化
が有意に増強していた。 
 Ｃ型肝炎ウイルス感染症において、機能的
に異なる特徴を有する二つの NK 細胞サブ
セット、すなわち、 CD56bright サブセットと 
CD56dim サブセットとの間で異なった違いが
あることが見出された。 
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