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研究成果の概要（和文）：脂肪肝炎発症に免疫老化による獲得免疫異常を疑い、マウス脂肪肝炎モデルを用いて肝内浸
潤T細胞のFACS解析を行った。結果、老化及び脂肪化で肝内浸潤T細胞上に制御性マーカーであるPD-1の継続的な上昇が
みられ、老化や脂肪化がその発現を助長していると考えられた。この変化は脾臓内や末梢血ではなく肝内に強いことか
ら肝内に脂肪肝炎関連の抗原の存在が示唆された。さらに肝内のPD-1＋CD4及びCD8陽性T細胞をソートし検討したとこ
ろ、CD4＋T細胞ではPD-1は抑制的に機能するが、CD8＋T細胞ではむしろ活性化しており、CD8陽性T細胞のPD-1発現によ
る機能異常が確認された。

研究成果の概要（英文）：PD-1 signaling negatively regulates immune responses in chronically inflamed 
liver. We aimed to clarify the pathophysiological role of PD-1-expressing CD4+ and CD8+ T cells in a 
murine NASH model. Mice were fed HFHC diets for 24 weeks. PD-1-expressing CD4+ and CD8+ T cells were 
increased in livers of HFHC diet-fed mice in a time-dependent manner related to the degree of hepatic 
injury. However, PD-1 expression on CD4+ T cells suppressed tumor necrosis factor alpha and interleukin 
(IL)-6 expression and increased IL-10 expression, and on CD8+ T cells it significantly increased granzyme 
B and perforin expression despite suppressing IL-6 expression. This regulatory molecule may act as a 
suppressor in CD4+ T cells, but an activator in CD8+ T cells. Two different effects of PD-1 expression on 
intrahepatic CD4+ and CD8+ T cells in a murine model of nonalcoholic steatohepatitis, indicating 
imbalance of cytokine production in PD-1 expressed CD8+ Tcells may be contributed to development of NASH.

研究分野： 消化器内科

キーワード： 脂肪肝炎
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１．研究開始当初の背景 

臨床肝臓の分野で本邦でもメタボリック症

候 群 に 関 連 し た 脂 肪 肝 （ NAFLD: 

non-alcoholic fatty liver disease）、脂肪

性 肝 炎 （ NASH: non-alcoholic 

steatohepatitis）が注目されている。 

脂肪肝の約 10％が脂肪性肝炎となり肝硬変

へ、そして肝癌を発症することが認知されて

きた。これまで我々は肝脂肪化と炎症、線維

化の関係について高脂肪食やメチオニン・コ

リン欠乏食で誘導したマウス脂肪肝・脂肪肝

炎 モ デルを 用 いて研 究 を進め て き た

（ Yamaguchi K et al. Hepatology 2007, 

Yamaguchi K et al. Hepatology 2008）。脂

肪肝炎の発症機序に関して定説となってい

る two-hit theory では、1st hit である脂

肪肝にインスリン抵抗性、炎症性サイトカイ

ン、酸化ストレス、肝再生不全といった 2nd 

hit が加わることで肝炎・肝線維化が発症す

ると考えられている。しかし近年の報告では

two-hit theory だけでなく、SNIP 解析結果

から脂肪肝炎になりやすい遺伝的素因が証

明されたことや （kawaguchi T, et al. 2012 

PLoS One）、肝脂肪化は有害な脂肪酸をエス

テル化により中性脂肪として備蓄する一種

の生体の防御反応であることが判明しつつ

あり (Yamaguchi K, et al. 2007 Hepatology)、

脂肪肝炎の発症機序が非常に多岐に渡るこ

とがわかってきた。 

また、脂肪肝炎の免疫学的機序の研究も進み、

免疫と脂質代謝に関する報告も多い。肝炎発

症における免疫学的機序に関しては、①脂肪

細胞由来のアディポカインや炎症性サイト

カインに関するもの、②腸管からのエンドト

キシン刺激と TLR4 を介した肝の自然免疫応

答に関するものが多く(Imajo K, et al. 2012 

Cell Metab) 、我々も炎症性サイトカインで

ある IL-6 の脂肪肝炎における役割について

これまで報告してきた(Yamaguchi K, et al 

2010, 2011 Lab Invest)。また、③肝内の発

症機序としては、遊離脂肪酸や遊離コレステ

ロールによる肝臓自然免疫の賦活やクッパ

ー細胞由来の炎症性サイトカイン、NKT 細胞

の関与などの検討が報告されている(Syn WK, 

et al 2012 Hepatology)。今回我々は③に関

連し、１）脂肪化・風船化した肝細胞の内部

における免疫原性の獲得と、２）免疫老化と

肝炎の発症、３）免疫老化と肝内浸潤制御性

T 細胞の関連に関して検討を予定した。加齢

による免疫老化に関しては 2009 年に

PD(program death)-1 発現 CD4 陽性 T 細胞の

増加が、T 細胞機能低下だけでなく炎症を惹

起すると報告されている (Shimatani K, et 

al. 2009 PNAS)。また脂肪肝炎を含む種々の

ヒト肝炎で PD-1 陽性 T 細胞が増加すること

が知られており (Kassel R, et al. 2009 

Hepatology)、免疫老化と脂肪肝炎の発症に

制御性 T 細胞が関与することが示唆される。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、近年増加傾向にある脂肪肝

炎の発症に、脂肪肥大した肝細胞を自己抗原

とする免疫学的機序と、加齢に伴う免疫老化

が関与している可能性を検討すべく、ヒト脂

肪肝炎に近いと言われている最新のマウス

脂肪肝炎モデルを作成し、末梢血及び肝内浸

潤 T 細胞、NKT 細胞を単離して、免疫老化に

かかわる制御性 T細胞の発現解析を行い、ま

た、制御性 T細胞の機能解析のために、特異

抗体投与によるシグナル遮断実験を行い、得

られた知見を患者検体で確かめることによ

って、肝疾患の病態に関する理解を深めると

共に、その制御方法を見出すことによって、

新たな肝疾患の治療予防法の開発につなげ

ることを目的とした。 

３．研究の方法 

マウス脂肪肝・脂肪肝炎モデルを作成し、肝

内浸潤 T 細胞・脾臓 T 細胞を単離、末梢血 T

細胞における制御性T細胞のマーカー、CD25, 

LAG(Lymphocyte-activation gene)3,PD-1, 



CTLA(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen )4 の

発現を FACS で解析する。得られた T 細胞を

賦活化してサイトカイン産出能を FACS で測

定することで T 細胞の機能解析を行う。T 細

胞の制御性マーカーである、PD-1、LAG3、

CTLA4 に注目し、受容体中和抗体をマウスモ

デルに投与し、脂肪肝炎への影響を検討する。 

ヒト肝生検検体で免疫染色により制御性T細

胞のマーカーの発現を調べる 

動物モデル 

C57BL/6 マウスを 48 匹用いて、各 12 匹ずつ

に普通食、高コレステロール食、高脂肪食、

高脂肪高コレステロール食を投与し脂肪肝、

脂肪性肝炎を誘導する。それぞれ、8 週、16

週、24 週間後に肝臓、脾臓内に浸潤する T細

胞を単離、末梢血 T 細胞とあわせて FACS 解

析を行う。残りの核 3 匹ずつのマウスは 24

週目に肝臓、血液、腹腔内脂肪、皮下脂肪、

筋肉を摘出し脂肪肝炎の解析に使用する。 

C57BL/6 マウスを 48 匹用いて、普通食、高コ

レステロール食、高脂肪食、高脂肪高コレス

テロール食を投与し、されにそれぞれを 2群

にわけて一方に、PD-1 受容体中和抗体、PD-1

のリガンドである PDL1 の抗体を投与、一方

にコントロール抗体を投与する。24 週間の投

与後に肝内 T 細胞の FACS 解析及び、肝臓、

血液、腹腔内脂肪、皮下脂肪、筋肉を摘出し

脂肪肝炎の解析に使用する。2と同様に PD-1

抗体に変えて LAG3、CTLA4 の抗体を投与し同

様の解析を行う。 

FACS 解析の方法 

・肝内 T細胞の単離方法：マウスの門脈より

PBS を還流し脱血後に肝臓を摘出する。続い

て肝臓を磨り潰しながら 70um のメッシュに

通し、35%パーコールで密度勾配遠心分離法

することで肝リンパ球分画を抽出する。T 細

胞は CD3,CD4,CD8 で染色、NKT 細胞には

CD1d-tetramer(α-GalCer)を用いて 選別し、

それぞれの細胞の制御性分子 CD25, PD-1, 

LAG3, CTLA4 の発現を解析する。 

FACS による細胞内サイトカインの測定 

・Intracelluar Cytokine Staining Starter 

Kit を用いて、上記方法で抽出した T 細胞に

対して幼若化を行い、細胞内サイトカインを

発現、蓄積させ、その後サイトカイン抗体を

用いて染色し FACS 解析を行う。今回は TNF

α、IL-2,IL-4、IL-10,INFγ、オステオポン

チン、EGR(early growth response)2 を測定

する予定で、制御性分子の発現による T細胞

の機能変化を Th1、Th2 系のサイトカインを

測定することで判別する。 

PD-1 受容体抗体、PDL1 抗体の投与方法 

・PD-1 抗体と PD-1 のリガンドである PDL1 を

中和する抗体を投与して制御性T細胞の制御

を解除する。24 週間、週 2回のペースで抗体

を腹腔内投与して肝炎に及ぼす影響を 24 週

間後に肝内 T 細胞の FACS 解析及び、肝臓、

血液、腹腔内脂肪、皮下脂肪、筋肉を摘出し

脂肪肝炎の解析に使用する。 

 

肝脂肪化：肝内中性脂肪貯蔵量の測定。H＆E

染色、オイル・レッド O染色。肝内の脂質関

連遺伝子であるSREBP1 やPPARaの発現解析。 

肝線維化：肝内ハイドロキシプロリン含有量。

Sirius red 染色。免疫組織学検査（αSMA な

ど ）。 線 維 化 マ ー カ ー (TGFb-1, 

pro-collagen(1)α1, αSMA, TIMP1)のリア

ルタイム PCRによる RNAレベルでの遺伝子発

現解析。 

炎症および肝内過酸化脂質、酸化ストレス： 

H＆E染色。TUNNEL 染色。AST/ALT を含む血液

生化学検査。肝内の炎症サイトカイン（TNF

α、IL-6）のリアルタイム PCR による RNA レ

ベルの発現解析。肝内 4-HNE, Cyp2E1, TBARS

の測定。 

 

４．研究成果 

脂肪肝炎発症の背景に免疫老化による獲得

免疫の攪乱が関与すると仮定し、マウス脂肪

肝、脂肪肝炎モデルを作成後に肝内浸潤 T細



胞の FACS 解析を行った。具体的には B6 マウ

ス 45 匹を 3 群に分け、普通食、高脂肪食、

高脂肪高コレステロール食を投与し、投与後

8週間、16 週間、24 週間で各 3匹ずつ、肝臓

を還流処置で脱血後に処理して肝内浸潤T細

胞、NKT 細胞、クッパー細胞を単離しそれぞ

れのマーカー（CD3, CD4, CD8, NK1.1, CD1d, 

CD11c, F4/80）および T細胞の制御性マーカ

ーである PD-1, CTLA4, LAG3, CD25/foxp3 で

FACS 解析を行った。結果、老化及び脂肪化で

肝内浸潤T細胞に発現する制御性マーカーの

継続的な上昇が確認された。老化に伴うこれ

らの変化を脂肪化が助長していると考えら

れた。また、同時に末梢血、脾臓内の T細胞

も単離し肝臓との所見を比較検討した。脾臓

でも肝臓と同様の傾向が確認されたが肝臓

ほど強い変化ではなかった。一方、末梢血で

はほとんど変化がなく、肝内浸潤 T細胞の変

化を末梢血で予想することは困難であると

結論した。次に各 6匹の残ったマウスより血

液、肝臓のサンプルを採取し解析を行った。

肝臓より mRNA を抽出し、リアルタイム PCR

で炎症性サイトカイン、ケモカインについて

遺伝子発現解析を行ったところ、炎症の程度

に応じて PD-1, LAG3 の免疫染色を施行した

とこと肝内浸潤リンパ球の一部に PD-1 陽性

細胞が確認されたが、その局在に関しては各

群で有意な差はなかった。次に CD4 陽性、CD8

陽性 T 細胞からそれぞれ PD-1 陰性、陽性細

胞分画をソーティングにより抽出し、mRNA を

取り出してサイトカインの発現解析、72時間

の CD3刺激後に細胞内サイトカインを染色し

PD-1 発現により T細胞機能評価を行った。こ

れらにより脂肪肝炎におけるT細胞に発現す

る PD-1 の役割を検討した。結果、肝脂肪化

と老化における肝内浸潤T細胞の制御性マー

カーを経時的に追うことが出来た。また、脂

肪肝炎における肝内浸潤 CD8T 細胞上に発現

する PD-1 だけでなく、CD4陽性 T細胞に PD-1

の発現が誘導される際に、細胞内蛋白染色で

Foxp3 が強く発現していることが判明した。

PD-1 抗体投与により脂肪肝炎は著明に改善

されるが、この機序に CD4 陽性 PD-1 陽性細

胞に Foxp3 の発現増加の関与が示唆された。 

脂肪肝炎および老化でT細胞の制御性マー

カーが肝臓特異的に増加すること、その役割

が CD4 陽性 T 細胞と、CD8 陽性 T 細胞で異な

る可能性があること、PD-1 シグナル阻害によ

り肝機能が改善する。 今後の課題としては、

PD-1 シグナル阻害は実際の臨床分野におい

て悪性黒色腫治療で大きな副作用なく効果

を発揮している。今後は他の癌腫においても

その適応が拡大される可能性があるため、ヒ

ト脂肪肝炎に及ぼす影響についても検討が

役立つと考えられる。 
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