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慢性肝障害における肝NKT細胞の動態
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要 旨

生体の中でNKT細胞が最も多く存在する臓器は肝臓である.マウス実験モデルにおいて,忠

性肝障害の病態形成にNKT細胞が閲覧していることが明らかになってきた.しかし,慢性の肝

障害において,NKT細胞がどのように変化し,またその病態にどのように関t3Jしているかは明

らかでない.本研究では,マウスに四塩化炭素を授与して慢性の肝障害 ･肝硬変を発症させ,そ

の発症過程および回復過程でのNKT細胞の解析を行った,四塩化炭素により肝硬変が誘導さ

れる過程において,肝NKT細胞の選択的な減少とともに肝細胞 上のCDldの発現低 下が見ら

れた.四塩化炭素投与中止により,肝硬変から回復する過程では,減少していた肝 NKT細胞数

は正常レベルまで回復し,肝細胞土のCDldの発現も里U.常レベルに戻った.四塩化炭素によっ

て肝細胞が傷害を受け,NKT細胞の分化 ･維持に必須の分子であるCDld分子の肝細胞 王二での

発現が低下し,その結果誹軒NⅨT細胞が選択的に減少することが示唆された.

キ-ワ-ド:NKT細胞,慢性肝障害,肝硬変,CDld

緒 口

肝臓は,末梢の リンパ臓器 (牌臓や リンパ節な

ど)とは大きく異なるリンパ球分布を示す 1).さ

らに,肝臓には,クッパー細胞という独自の機能

をもったマクロプア-ジや,他の臓器のものとは

異なる性質をもつ樹状細胞や懸粒球が存在する.

これら肝臓に特異的な白血球分布は,肝障害,痩

の肝転移,肝臓における感染症,肝再生,移植片

の生者 ･拒絶,免疫寛容など,肝臓における免疫

反応に大きな役割を果たす 2)3)

肝臓に多く見 られるリンパ球 として,NKT細

胞があげられる 4)5).NKT細胞は,NK細胞に特

異 的 とされて きた NK細胞 レセプタ-である
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NK1.1とT細胞 レセプタ-の両方を同時に発現

する細胞として同定された.NKT細胞は,通常の

T細胞とは大きく異なる特徴をもつ.通常のT細

胞は,多様なT細胞レセプタ-を使用するのに対

T細胞レセプタ-を使用するサまた,通常のT細

胞が,MHCに提示 されたペプチ ド抗原を認識す

るのに対し,NKT細胞は,CDldに提示 された糖

脂質を認識する.CDldはNKT細胞の分化にも

必須の分子で,CDld欠損マウスはNKT細胞を

持たない.CDld拘束性のⅤα14NKT細胞は主に

CD4+のものとCD4-CD8-のものからなる.隻

理的な内因性のリガンドは不明であるが,海綿由

来のスフ ィンゴ糖脂質であるα-galactosylce-

ramide(α-GalCer)はNKT細胞を強力に活性化

する.ヒトにおいても,Ⅴα24JαQ (マウスのⅤα

14Ja18に相当する)を均一に発現し,CDld反応

性の NKT細胞が存在 し,やはり肝臓に多い 6)

NKT細胞は,活性化にともない,IL-4や IFN伽

Yを多量に産生し,また,パーフォリンやFasL

などの細胞傷害性分子を用いて,腫癌細胞や自己

細胞など標的細胞を殺傷する7).これらの機能を

発揮し,NKT細胞は種々の病態に関与している.

マウ封 ニα-Ga漫Cerを投与すると,肝臓のNKT

細胞が活性化し,多量のIL-4やTNF-αを産生

するとともに,NKT細胞上のFasLの発現が増強

して,自己の肝細胞を破壊 し,急性の肝障害を引

き起こす 8)9).またきマウスに植物由来レクチン

であるConcanabalinAを投与すると,T細胞依存

性の急性の肝障害が発症するが,NKT細胞を欠

損するマウスでは肝炎の発症が見られず,この病

態にもNKT細胞が関与 している9)10).このよう

に,急性の肝障害の際はNKT細胞が関与 してい

ることが明らかになりつつある.しかし,慢性の

肝障害において,NKT細胞がどのように変化 し,

またその病態にどのように関与しているかはわか

っていない.本研究では,マウスに四塩化炭素を

授与しで慢性の肝障害 ･肝硬変を発症 させ,その

発症過程および回復過程でのNKT細胞の解析を

行った.

材料と方法

1.マウス

C57BL/6マウスは日本チャ-ルズリバーから

購入し,新潟大学脳研究所動物資源 リソースセン

タ-にてSPFの条件下で飼育 した.8-12週齢

の雌を実験に用いた.すべての実験は,新潟大学

動物実験倫理委員会の承認を得た.

2.四塩化炭素投与による肝障害の誘導

四塩化炭素 (シグマ ･アル ドリッチ)をオリ-

プ油に5%の濃度で潜解し,この溶液0.2mlを2

日毎にマウスに腹腔内投与した 11).対照群には,

オリーブ油を投与した.

3.細胞分離

マウスから肝臓,牌臓を摘出した.肝臓をハサ

ミで細切 した後,ステンレススチ-ルメッシュで

漉 し,35%パ-コ-ル (GFJバイオサイエンス)

にて比重遠心を行い,赤血球をACKバッファ-

(インビトロジェン)にて潜血させ,肝 リンパ球

を得た.牌臓をステンレススチ-ルメ､ソシュで漉

し,赤血球をACKバ ッファ-にて潜血させ,牌

リンパ球を得た.肝実質細胞は,肝臓を生理食塩

水で濯流し,コラダナ-ゼ (シグマアル ドリッチ)

処理 した後,比重遠心にて得た.得られた細胞の

生存率は,トリパンブルー (インビトロジェン)

による色素排除試験にて行った.

Ll.フローサイトメ トリー

FITC標識抗 CD3日45-2Cll),PE標識抗

NKl.1(PK136上 PE標識抗 CDld(1Bl)および

アイソタイプコントロール抗体は,BDBioscience

Japanより購入した.抗体の非特異的結合を防ぐ

ために,細胞は未標識抗 CD16/32(2.4G2)(BD

BioscienceJapan)で4℃で 5分間インキュベ-

トした後,標識抗体で染色した.染色した細胞は,

FACSCan(BDBioscienceJapan)にてプロ-サ

イ トメ トリ-にて解析 し,データの解析には,

CellQuestソフトウェアを使用した.
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図 1 四塩化JI是第位与後の肝臓の餐化

A 肉rui怪.B 組親授 (上段 HE染色,卜fiLMaHolY染色)
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図2 四塩化炭素投与橡の肝リンパ球サブセットの変化

5.組織学的解析

マウス肝臓を10%ホルマリンにて固定した後,

パラフィンで包埋 し,毎 mの厚さの切片を作製

し,Hematoxylin-eosinおよびMalloryにて染色

した.

結 果

1.四塩化炭素投与による慢性肝障害の誘導期

における肝リンパ球の解析

四塩化炭素は実験動物に薬剤性肝障害モデルを

作成する際に広く用いられており,過酸化物によ

る肝細胞への直接的な障害を引き起こし,反復投

与によっで慢性肝障害 ･肝硬変を誘導するIl)

本研究においては,B6マウスに,四塩化炭素を2

日毎に4週間授与した.四塩化炭素の投与期間が

長くなると,肉眼的に,肝臓表面の凹凸が徐々に

見られるようになり,投与4週目には,肝硬変の

所見を星した (図 IA).組織学的所見としては,

四塩化炭素投与 1週目では,肝細胞の脂肪変性,

炎症細胞の浸潤が認められるが,4週目では,脂

肪変性はEヨ立たなくなり,繊維化が認められた

(図IB).

頂
【.巨.r妻

このように誘導される慢性肝障害の経過中,肝

臓のリンパ球サブセットに変化があるかどうかを

検討した.四塩化炭素投与∴後,経時的に肝臓から

リンパ球を分離して,肝 リンパ球をF汀C標識抗

CD3抗体とPE標識抗 NKl.1抗体で二重染色 し,

プロ-サイ トメ トリーにて解析 した (図 2).

NKl.1陽性T細胞 (NKl.1+cD3+)は,正常マ

ウスの肝臓のリンパ球のなかで,約 20%を占める

が,四塩化炭素授与によっで慢性肝障害が誘導さ

れた肝臓においては,時間の経過とともにその割

合が減少 していった (図2上段).タイプ Ⅰの

NKT細胞を同意するために,α-GalCer/CDldテ

トラマ-による染色を行った (図 2下段).正常

マウスにおいては,NKl.1陽性で細胞中の約 90%

はタイプINKT細胞である.肝障害の経過ととも

にタイプINKT細胞の割合が減少していった.肝

臓においては,NKT細胞以外のリンパ球である,

NK細胞,B細胞,通常のT細胞の割合には大き

な変化が見られなかった,

2.四塩化炭素投与による慢性肝障害の誘導期
における肝リンパ球の解析

肝線維化は不可逆的な病態と考えられていたが,
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図3 rJLl塩化J*L滋投与後の肝臓の変化

A 肉眼恨.B 組岸剛毅 (r-FxL HE染色.F､段 MaLLollr淡色)
凶JLL.,t化淡滋を4遡Illn授与しf=後,fJxb与を■hJLした L』■F.の過数は.L叫lLi化J'ikt束授与後の過数を示す
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8W 12W

図4 閤塩化炭素投与後の肝 リンパ球サブセットの変化

四塩化炭素を4週間投 与 一した徽 投与を中止した.閉中の遇数は,四塩化炭素投射衆の週数を示す事

肝白血球
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四塩化炭素投与前

四塩化炭素投与4遇後

四塩化炭素投与中止16遇後

卜二Eて 1亡

CDld

肝実質細胞

図5 四塩化炭素投射ニよる肝臓におけるCDld発現の変化
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四塩化炭素やthioacetamide,α-naphthylisothio-

cyanate,ethionine,コリン欠乏食,胆管結数など

の実験的肝線維化モデルにおいて,その原図を除

くと肝線維化が改善することが報告されている.

臨床的にも,アルコール性肝疾患やヘモクロマ ト

ーシスに適切な治療を行うと,肝線維化が改善す

ることが報告されている.ウイルス性肝炎でも,

インタ-フェロン療法に奏功するC型慢性肝 炎

では肝線維化が改善することが証明されている12)

そこで,本研究においても,四塩化炭素を4週間

授与した後,投与を中1上し,肝臓の状 態が改善す
るかどうかを検討した.四塩化炭素中 止後,肉眼

的に観察されていた肝臓表面の凹凸が時間の経過

とともに目立たなくなり,投与中止 8遇後には,

ほぼ正常の外見を呈していた (図3A).組織学的

にも,投与一時に見られた脂肪変性や炎症細胞浸潤

は,投与.中止により徐々に見られなくなり,投与

中止_16過後では,ほぼ正常の肝組織橡を畳した

く図3B).次に,四塩化炭素の投与を中止し,肝硬

変からの回復過程での肝リンパ球の変化を解析し

た (図 4).四塩化炭素投与により減少していた

NKT細胞の割合は,四塩化炭素投与中止後は,時

間の経過とともに増加し,投与中止 16週後には,

正常レベルの約80%にまで回復した,

3.肝臓におけるCl11d分子の発現の変化

CD且dは,MHCclassI関連分子であり,Nml

細胞はCDldに提示された糖脂質を認識する.蕊

た,CDldはNKr細胞の分化 ･維持にも必須の

分子である射.四塩化炭素投与により,肝 NKT

細胞の選択的な減少が見られた.このメカニズム

として,肝臓におけるCDldの発現に変化がある

との仮説を立て,それを検討した.肝臓から,負

血球と肝実質細胞を分離し,四塩化炭素投与によ

り,それら細胞上のCDldの発現に変化があるか

どうかをフローサイトメトリーにて解析した (図

5).白血球上のCDldの発現は,四塩化炭素投与

により,変化はみられなかった.しかし,肝細胞

上のCDldの発現は,四塩化炭素投与により,肝

硬変を発症した肝臓においては,著明に低下して

いた.また,四塩化炭素投与中止により,その発

35

現は正常レベルに回復した.

考 察

本研究により,四塩化炭素で誘導される慢性肝

障害 ･肝硬変において,肝臓のNKT細胞が肝障

害の程度が進行するにつれて減少することが明ら

かになった.特に,肝障害の程度が進行して肝硬

変の状態になると,肝NKT細胞はほとんど見ら

れなくなった.同時に,牌臓を調べてみると,

NKT細胞数は変化していなかった.このことか

ら,このNKT細胞数の減少は,肝臓特異的であ

ることがわかった.このメカニズムを探るため,

肝実質細胞 LのCDldの発現を解析したところ,

慢性肝障害の肝細胞は,CDldの発現が著明に低

下 していた.CDldはNKT細胞の分化 ･維持に

必須の分子である4欄 .cDldを欠損するマウス

では,NKT細胞が存在しない.しかし,CDldは,

NKr細胞以外のリンパ球である,B細胞,T細胞,

NK細胞の分化 ･維持には必須ではなく,CDld

欠損マウスではNKT細胞以外のリンパ球は正常

に見られる.四塩化炭素によって障害を受けた肝

細胞は,CDldの発現を失い,これによって肝

NKT細胞が選択的に減少したことが示唆される.

四塩化炭素を4週間投与すると,肝硬変が誘導さ

れたが,投与を中止して経過を調べたところ,授

与中止後 16週間目で肉眼的および組織学的に,

正常の肝臓に回復することが明らかになった.秤

臓が正常状態に回復するにつれて,肝 NKT細胞

数が正常に回復することも明らかになった.四塩

化炭素投与中止後 16週目では,肝細胞上に発現

されるCDldの発現も正常に回復していた.この

ことからも,肝硬変において肝 NKT細胞の減少

は,肝細胞上のCDldの発現の低下によるもので

あると示唆された.臨床的な観点からみると,肝

硬変患者には,高率に癌の発症がみられる.NKT

細胞は,パ -フォリンやFasLなどの分子を用い

て腺癌細胞を殺傷し,魔癌免疫における重要なエ

フェクター細胞である7).抗腺癌活性を持つ

NKT細胞が,傷害を受けた肝細胞上のCDldの

発現低下により減少し,そのために肝硬変で癌が
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発症することが示唆 された.

マウスのみな らず,ヒ トの肝臓 において も,

NKT細胞の割合が多い 6).肝硬変患者の肝 リン

パ球を解析すると,CD56陽性T細胞の選択的な

α24陽性の invariantNKT細胞であることが知ら

れており,本研究の結果とも一一一致する,その報告

では月干硬変患者の肝細胞上のCDldの発現は解析

されておらず,今後の解析が待たれる.このよう

に,マウスモデルのみならず,ヒ トにおいても慢

性肝障害 ･肝硬変においてNKT細胞の減少が見

られる.また,原発性胆汁性肝硬変においては,

胆管上皮細胞上で,N好T細胞に抗原提示 をする

CDldの発現の増強がみられ,この病態に肝 NKT

細胞が関 与-していることが示唆 されている 14)

その他にも,種々の肝疾患においても,肝 NKT

細胞が病態と密接に関連 している15日6)

本研究では,柳酎 ヒ炭素によって肝細胞が傷害

を受け,NKT細胞の分化 ･維持に必須の分子で

あるCDld分 子の肝細胞上での発現が低 FL,そ

の結果,肝 NKT細胞が選択的に減少することが

示唆 された,この結果は,臨床的にも,肝硬変か

ら肝癌が発症するメカニズムの理解,さらには肝

硬変の予防 ･治療につながるものと考えている.

謝 辞

稿を終えるにあたり,御指導頂いた本学医動物学教室

教授安保徹先生,同准教授川村俊彦先生および医動物学

教室の皆様に深謝申しロブます.また,組織の染色に関

し,御指導頂きました本学第2病理学教室教授内藤輿先

生および第2病理学教室の皆様にも深謝申し上げます.

文 献

1)Abo T,Kawamura T and Watanabe H:

Phys豆ologlCalyesponsesofextrathymiCTcellsin

theliver.ImmunoIRev174:135-149,2000.

2)SekiS,HabuY,KawamuraT,TakedaK,Dobashi

H,OhkawaTandHir･aideH:Theliverasacrucial

organintheBrstlineofhostdefense:theroles

ofKupffercells,naturalkiller(NK)cellsand

NKl.1Ag+T cellsinT helper1immune

r･esponses.ImmunoIRev174:35-49,2000.

3)KawamuraT,ToyabeS,MorodaT,IiaiT,

TakahashレIwanagaH,FukudaM,WatanabeH,

SekikawaH,SekiSandAboT:Neomablgranu -

1ocyiosisisapostparttimeventWhichisseenin

theliveraswellasintheb豆ood.Hepatology26:

1567-1572,1997.

4)KronenbergM:TowardanunderstandingofNKT

cellbiology:progressaridparadoxes.触nuRev

lmmuno123:877-900,2005.

5)God&eyDI,HammondKJ,PouitonLD,Smyth

MJandBa又terAG:NKTcel且S:facts,functions

andfallacies.ImmunoIToday21:573-583,2000.

6)DoheryDGandOtFa王TellyC:innateandadaptive

iymphoidcellsinthehumanliver,ImmunoIRev

174:5-20,2000,

7)Kawamura T,Takeda K, Mendira枕a SK,

KawamuraH,VanKaerL,YagitaH,AbeTand

OkumuraK:C血量ca呈roieofNKl十 Tcellsin

‡L-12-inducedimmuneresponsesinvivo.I

IIllmm1011(～:16-19,19輔.

8)OsmanY,KawamuraT,NaitoT,TakedaK,

VanKaerL,OkumuraKandAboT:Activation

ofhepatic NKT cellsand subsequentliver

injuryfollowingadministrationofα-galactosyト

ceramide.EurJImmuno130:1919-1928,2000.

9)KawamuraT,Takeda醍,KanedaH,Matsumoto

H,Hayakawa Y,RauletDH,IkarashiY,

Kronenber.gM,YagitaH,KinoshitaK AboT,

OkumuraK andSmythMJ:NKG2A inhibits

invariantNETcel豆act豆vat豆oninhepatieinjury.I

王mmunol182:250-258,2009.

10)ToyabeS,SekiS,IiaiT,TakedaK,ShiraiK,

WatanabeH,HiraideH,UchiyamaMandAbeT:

RequirementofIL-4andliverNKl+Tcellsfor

concanavalinA-inducedhepaticinjuryinmice,5

Immunol159:1537I1542,1997.

ll)KawachiY,Arai紘,MorodaT,KawamuraT,

UmezuH,NaitoM,OhtsukaK,Hasegawa醍,

Takahash量-IwanagaH,IwanagaT,ShtlltzLD,

WatanabeH andAboT:Suppotivecellular

elementsforhepaticT celld豆fferentia出on:T

eellsexpresslngintermediatelevelsoftheTcell



小海 :慢性肝障害における肝NKT細胞の動態

reeeptoT are CytOtOXic against syngene豆c

hepatoma,andarelostafterhepatocytedamage.

EurJImmuno125:3452-3459,1995.
12)MalhiHandGoresGJ:Celまularandmolecular

mechanismsofliver豆njury.Gastroenterology134:

ま641-1654,2008.

13)KawarabayashiN,SekiS,Hatsusea,OhkawaT,

KoikeY,｣鮎haraT,HabuY,NakagawaA,AmiK,

Hiraide H and MochizukiH:Decrease of

CD56+ Tcellsandnaturalkillercellsineir-

rhoticliverswithhepatitisCmaybeinvolvedin

theirsusceptibiiib,tohapatoce血larcarcinoma.

Hepatology35:962-969,2000.

且4)KitaH,NaidenkoOV,KronenbergM,AnsariAA,

Roqer･s㍗,HeXS,拡oningF,MikayamaT,VanDe

37

WaterJ,CoppelRL,KapまanMandGershwinME:

Quantiza如nandphenotypicanalysisofnatural

killerTcellsinprimarybiliarycim･hosisusinga

humanCDldtetramer.Gastroenterology123:

1031-1043,2002,

15)KakimiK,Guido吐豆LG,KoeztlkaYandChisari

FV:NaturalkinerT cellactivation inhibits

hepadtisBvimiSreplicationinvivo.JExpMed

192:921-930,2000.

16)AhmadAandAlvarezF:RoleofNKandNKT

celisin the immtlr10pathogenesisofHCV-

inducedhepatitis.ILJeukocBio176:743-759,
2004.

(平成21年 1月15日)


