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研究成果の概要（和文）：　NK細胞の活性化は活性型・抑制型レセプターのシグナルにより制御されているが、C型肝
炎ウイルス感染における意義には明らかでない。　C型慢性肝炎患者(CHC)、健康人から末梢血単核球を分離し、NKp46(
活性型レセプター)/NKG2A(抑制型レセプター)の発現をFACSで解析した。
　NK細胞にはNKp46/NKG2Aともに高発現となる亜分画が存在し、その頻度はCHCで有意に増加し、血中ALT値と正の相関
を認めた。本亜分画はSTAT1/ FasL/ TRAIL/CD107aの発現が亢進していた。IFN-α刺激による細胞内におけるSTAT1のリ
ン酸化も本亜分画で著明に亢進した。

研究成果の概要（英文）：The activation of NK cells was controlled by various NK cell receptors, however, 
the relationship between NK cell receptors and HCV infection remains still unclear.
Peripheral blood lymphocytes were obtained from patients with HCV infection (CHC; n=50) and healthy 
subjects (HS; n=35). The expression of NKp46 (an activating receptor)/NKG2A (an inhibitory receptor) were 
analyzed by flow cytometry. A unique NK cell subset strongly expressed both NKp46 and NKG2A was 
identified (NKp46highNKG2Ahigh subset). The frequencies of this subset were higher in CHC (10.3%) than in 
HS (5.9%), and positively correlated with serum ALT level (P <0.01, r = 0.432). The expression of Fas-L, 
STAT1, TRAIL and CD107a were higher in this subset than in the other. The expression of IFN-γ were lower 
in this subset than in the other. Phosphorylation of STAT1 was higher in this subset than in the 
other.NKp46highNKG2Ahigh NK cell subset exhibited high cytotoxicity and associated with liver injury in 
HCV infection.

研究分野：肝臓学

キーワード： C型慢性肝炎
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1. 研究開始当初の背景 
 肝硬変および関連する肝細胞癌による死
亡は本邦において男性では第 3位、女性では
第 4位と、癌死亡の主要な原因の一つである。
C型肝炎ウイルス(HCV)は本邦でも患者数が
多く、肝硬変や肝細胞癌といった重篤な病態
の約 80%は本ウイルスの影響と考えられて
おり、最も重要な感染症の一つである。この
C型肝炎ウイルスと宿主免疫応答の関連性が
これまでに報告されている。ウイルス感染が
成立した際に、ウイルスを排除する機構とし
て宿主の自然免疫が存在するが、その中でも
NK 細胞は非常に重要な役割を果たす。NK
細胞は直接的な感染細胞の傷害に加え、サイ
トカインの分泌による適応免疫の橋渡しを
行うなど、ウイルスの排除に重要な役割を担
っていることが報告されている。申請者らは
これまで宿主免疫応答と HCV 感染の関連に
ついて報告を行ってきた（Miyagi T. et al, J 
Gastroenterol 2011）。HCV感染は宿主免疫
における細胞傷害活性を亢進させ肝障害に
関連するとともに、IFN-γを中心とする抗ウ
イルス活性をもったサイトカインの放出が
抑制される現象を報告してきた(Miyagi T. et 
al, J Hepatol, 2010)。この点はウイルス自身
による宿主免疫の抑制が、ウイルスの持続感
染が成立しやすい環境を整えているものと
考えられ、ウイルスの排除に自然免疫が重要
である点を示している。NK 細胞の活性化は
IFN や IL-2 などのサイトカインを介する経
路と、NK 細胞レセプターを介する経路に分
類することができる。当初はサイトカインと
の関連性について多く報告を行われており、
NK 細胞レセプターの関連性の解析を行う必
要があった。NK 細胞レセプターは活性型・
抑制型レセプターに分類され、これらのレセ
プターからのシグナルのバランスによって
NK 細胞の活性化は制御されている。近年多
数の NK 細胞レセプターが同定されている。
NKp46 は活性型レセプターで、肝内の
NKp46の発現と血清 HCV-RNA量が逆相関
することが報告されており、活性型レセプタ
ーの発現がウイルスの排除・抑制に関連して
いる可能性がある。また、NKG2Aは抑制型
レセプターで、C型慢性肝炎患者に対するペ
グインターフェロン/リバビリン治療におい
て、治療前の NKG2A が高頻度となる群に
SVR が少なかったということも報告されて
おり、抑制型レセプターの発現が治療抵抗性
と関連しており、インターフェロンの治療効
果予測のマーカーとなる可能性も考えられ
ている。しかしながら、、抑制型・活性型の
シグナルのバランス、あるいはサイトカイン
の誘導といった観点からの HCV 感染と NK
細胞レセプターの関連性の解析は不十分で
あり、検証する必要性があった。 
 
2. 研究の目的 

HCV 感染において、宿主免疫応答の変化
が重要であるとされているが、NK 細胞レセ

プターとの関連は不明な点が多い。HCV 感
染における NK細胞レセプターの意義を、活
性型レセプターである NKp46 及び抑制型レ
セプターである NKG2A に着目して解析し、
その病態の解明や新たな治療標的を開発す
ることを目的とした。 
 
3. 研究の方法 
［1］C型慢性肝炎患者（CHC: 50例）、健康
人（HS: 35 例）の末梢血から末梢血単核球
（ PBMC ） を 比 重 遠 心 分 離 し た 。
CD3/CD56/NKp46(NK 細胞活性型レセプタ
ー)/NKG2A(NK 細胞抑制型レセプター)の特
異抗体で染色し、これらの発現をフローサイ
トメトリーで解析した。またこれらのレセプ
ターの発現と臨床データとの関連について
も解析を行った。 
［2］NKp46及び NKG2Aの発現で分類した
NK 細胞亜分画をフローサイトメトリーで電
気的に単離し、亜分画ごとに NK細胞活性関
連因子の遺伝子発現を Real Time PCRで解
析した。その際にインターフェロン刺激の有
無ごとに解析を行い、サイトカイン応答性に
関しても評価した。 
［3］NK 細胞感受性白血病細胞株である
K562 との共培養、あるいはサイトカインに
よる刺激を行い、各 NK細胞亜分画の細胞傷
害活性を脱顆粒マーカーである CD107a で、
サイトカイン分泌能を細胞内染色での IFN-γ
の発現で評価した。また細胞内のシグナル伝
達の評価のために、インターフェロンによる
刺激による細胞内 STAT1 のリン酸化の程度
についても解析した。 
 
4. 研究成果 
［1］リンパ球中の CD3-CD56+で定義される
NK 細胞の頻度は HS に比べて CHC で有意
に低下した（CHC: 8.3%, HS: 12.0%）。
CD3+CD56+で定義する NKT 細胞及び
CD3+CD56-で定義する T 細胞の頻度には有
意差を認めなかった。NK 細胞には NKp46
及び NKG2A ともに高発現となる NK 細胞
亜分画が存在し、NKp46highNKG2Ahigh亜
分画と定義した。本分画は CD56強発現で定
義される CD56bright NK細胞が約 40%を占
めていた。またリンパ球の未熟マーカーであ
る CD127 の発現が高く、より未熟な細胞集
団である可能性が示唆された。NK 細胞にお
ける NKp46highNKG2Ahigh 亜分画の頻度
はCHCで著明に増加していた（CHC: 10.3%, 
HS: 5.9%）。NKp46highNKG2Ahigh亜分画
の頻度と血中 ALT 値は正の相関を認めた
（r=0.432, P<0.01）。 
［ 2］ NKp46highNKG2Ahigh 亜分画は
STAT1, FasL, TRAILといった細胞傷害活性
に関わる因子の発現が遺伝子レベルで亢進
していた。また本分画の IFN-γの遺伝子発現
は、非刺激下ではその他の分画に比して低下
していたが、IFN-αの刺激により他分画と同
等まで亢進した。 



［ 3］ K562 との共培養系において、
NKp46highNKG2Ahigh 亜分画はその他の
分画に比べて CD107aの発現が高く、蛋白レ
ベルでも細胞傷害活性が亢進していること
が示された。また単離したNK細胞において、
IL-2 での刺激の有無で IFN-γ の蛋白発現に
関して評価すると、遺伝子レベルの発現と同
様に、非刺激下では他分画に比べて
NKp46highNKG2Ahigh 亜分画における
IFN-γの発現が低下していたが、刺激により
その発現は同等となり、サイトカイン応答性
が異なる可能性が考えられた。さらに、IFN-α
刺激による細胞内における STAT1 のリン酸
化 も そ の 他 の 分 画 と 比 べ て 、
NKp46highNKG2Ahigh 亜分画で亢進して
いた。 
以上より、NKp46highNKG2Ahigh亜分画
は遺伝子レベル・蛋白レベルとも高い細胞傷
害活性を有していることが示された。臨床検
体を用いた検討でも血清 ALTと相関があり、
肝障害に関連する可能性が示唆された。また、
本亜分画はサイトカイン刺激による応答性
や STAT1 のリン酸化の程度も異なり、イン
ターフェロン治療およびその効果との関連
性が期待され、臨床的に意義の大きい成果で
ある。 
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