
原著 C型慢性肝炎患者治療中のナチュラルキラー細
胞動態についての検討

著者 椎名  正明, 小林  光樹, 昆  吏規, 小林  智夫, 
近藤  泰輝, 上野  義之, 下瀬川  徹

雑誌名 東北大学医学部保健学科紀要
巻 18
号 1
ページ 23-30
発行年 2009-01
URL http://hdl.handle.net/10097/44353



東北 大 医 保健 学 科 紀 要18(1):23～29,2009

原 著

C型 慢性肝炎治療 中のナチュラルキラー細胞動態につ いての検討

椎 名 正 明1,小 林 光 樹2,昆 吏 規2,小 林 智 夫3,

近 藤 泰 輝4,上 野 義 之4,下 瀬 川 徹1

1東 北 大 学 大 学 院 医 学 系 研 究 科 消 化 器 病 態 学

2東 北 大 学 大 学 院 医 学 系 研 究 科 が ん 看 護 学

3東 北 労 災 病 院 消 化 器 科

4東 北 大 学 病 院 消 化 器 内 科

AnalysisoftheDynamicsofNaturalKillerCellsin

ChronicHepatitisCPatientsReceivingAnti-viralTreatment

MasaakiSHIINAI,KojuKoBAYAsHi2,SatonoriKoN2,ToエnooKoBAyAsHI3,

YasuteruKoNDo4,YoshiyukiUENo4arldTooruSHIMosEGAwAl

1」〔)it]isiOnOfGast7'oent8re/O壇):
,"1'oliokuUniversidyG7uduat6SchoolOfAfedicinθ

21)ePart7nentOfOncology八1伽 雪初8TohokZtUηiversityGrctdztateSchoolOfHealthSciences

3DePaγtmentOfGastγoenterology
,TohofeZt.reosaiHosPital

4
、DePartmentofGastroenterolog}:,T()hokzcσ1卿 齢 勿Hospital

Keywords:C型 肝 炎 ウ ィ ル ス,ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞,イ ン タ ー フ ェ ロ ン,免 疫

[Background]HepatitisCVirus(HCV)isamajorfactorforlivercirrhosisandhepatocellular

caricinoma,whilelinユitedpatientswithpersistentinfectioncanclearHCVbythestandardized

interferonwithribavirnprotocol,Bothdrugsaresupposedtoeffectonhost-immuneresponses

duringthetreatmenttowardsvira工eradication.Hewever,Iittleisknownabouttheseresponses

includingnaturalkiller(NK)cells.

[Aim]ExamineNK-relatedpopulationandmarkersinpatients'bloodreceivinganti-viral

treatmentanddiscusstheroleofNKanditsdynamicsinthediseasestatus.

[Method]Thirteenpatientswereenrolledanddividedintotwogroupsaccordingtothesub-

groupofinfectedHCV,GrouplandGroup2respectively.HeparinizedbloodwastakenfromalI

patientsinthechronicstate,andGroup2wasfurtherfollowedupduringandafterthe24-week

treatment.NKcellsandNKTcellswereidentifiedil/peripheralbloodmononuclearcellsbythe

surfacestainingofCD56andCD3.NKG2DwasalsostainedandanalyzedorlfiovLTcytometry.

[Results]FrequencyQfCD56b「ightNKsub-populationwashigherillGrouplthaninGroup2

andthecontrolgroup,whilethatoftotalNKcellsdidnotdiffer.DynamicsofNKpopulations

showedtheup-regulationofCD56b「ie'1'tNKaroundtheendoftreatmentandsubsequentdecreaseat

thefollow-uppoint.TheexpressionofNKG2Dshowednosignificantdifferencebe亡weenthegroups,

[Conclusion]Thecontinuousadmissionofinterferonand/orribaVirinchanges亡hebalanceof

NKsub-populationthatmayrelateto亡heimmuneactivityinHCVinfection,
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双 方 の表 面 マーカー をあわせ もつ,NKT細 胞 の

背景 と目的 概 念 も注 目 を浴 びている。 これ ら,NK,NKT細

C型 肝 炎 ウィル ス(HCV)は,血 液 や体 液 を介 し 胞 は,末 梢血 に比 して,有 意 に肝臓 内に多 く認 め

て伝 播す るRNAウ ィル スで あ り,ヒ トの肝 臓 に られて い るが,そ の詳細 な意義 は解 明 されて いな

感 染す る と,70-80%と 高 率 に持続感 染 へ と移行 い7)。

す る。HCVの 持 続感染 と,そ れ に よって引 き起 こ 今 回われわれ は,C型 慢性肝 炎 の標準治 療 に際

され る,肝 実質 の炎症 がC型 慢性肝 炎で あ り,近 して,得 られた臨床検体 をもちいて,NK細 胞 関連

年,肝 硬 変 ・肝細 胞 癌 の最 大 の 原 因 となって い 因子 と,肝 炎 の病態,治 療 との関連 につ いて検 討

る1)。C型 慢性肝 炎 に対す る治療 としては,わ が国 した。

で は,1992年 か ら,イ ンター フェロン をもちい た,

抗 ウ ィルス療法 が開始 され てお り,以 後,リ バ ビ 方 法

リンの併 用や イ ンター フェロ ンのペ グ化 とい った 対 象 は,C型 慢性肝 炎13例(男7例,女6例)で

改良 を経 て,ペ グイ ンター フ ェロン とリバ ビ リン あ り,さ らにHCV群 別 に,sero-group1(Grl)と

の併 用治療が,標 準的治療 として確立 された。 こsero-group2(Gr2)に 分 類 した。 コン トロール

れに よ り,難 治例 とい われた症 例 において も,約 に は,B型 慢 性 肝 炎(CHB)4例 を もち い た。

半数 の患者 に,持 続的 ウ ィル ス排除 へ導 くこ とがHCVの 亜 分類 は,イ ンター フェロ ン治 療効 果 と

で きるよ うにな った2)。 一方 で,治 療 の副作 用や,密 接 な関 わ りが あ り,genotype1(Gr1に 相 当)

治療 無効例 への対応 は,不 十分 であ る。 は日本人 に多 くみ られ るが,難 治性 であ る。一方,

イ ンター フェロ ンや リバ ビ リンは,HCVに 対genotype2(Gr2に 相 当)は,治 療感受性 が高 い。

す る特異 的な治療薬 で はな く,ウ ィルス排除過程 症例 プロ フィール は表1の 通 りであ る。す べての

には,様 々 な作 用が関与 してい る と推測 され る。イ 症例 で,明 らか な感染症 や腫瘍性病 変の存在 は除

ンター フェロンには,α,β,γ な どが あるが,肝 外 されてい る。 また,本 研究 は開始 前 に,東 北大

炎治 療 に使 用 されて い るの は,1型 イ ンター フェ 学 医学 部倫理委員会 の承 認 を得 て,文 書 を もち い

ロンに分 類 され る,前2者 であ る。 ウ ィル ス に感 たイ ンフォー ム ド・コンセ ン トを実施 済みで あ る。

染 した肝 細胞 な ど上 皮 細胞 は,内 因 性1型 イ ンHCV感 染 の診 断は,HCVRNAア ン プ リコア法

ターフ ェロンを産 生 し,autocrine,paracrine的(ロ ッシ ュ社),群 別判定 は,血 清EIA法 に てお こ

に作 用 して,抗 ウィル スシグナル を誘 導す る。 さ なった。

らに,イ ンター フェロンに は,免 疫賦活 ・調節作 肝 炎治療 は,2007年 現 在 にお け る,わ が国 の コ

用が あ るこ とも知 られ てい る3)。治療 併 用薬 とし ンセ ンサ ス ・ガイ ドライ ンに沿 い,体 重換算 に よ

て使 用 され る リバ ビ リンは,核 酸 アナ ログで あ り る ペ グ イ ン ター フェロ ン α2b(60-IOOPt9/週)

な が ら,単 独 でのHCV抑 制 効 果 は,認 め られ てい と,リ バ ビ リン(600-800mg/日)の 併 用 治 療 を,

な い4)。 しか し,近 年で は,そ の免疫調 節作用 が注Gr1に は48週 間,Gr2に 対 し て は24週 間 に わ

目され てい る。 た って施行 した。静脈血 採血 は全例,治 療 開始 直

ナチ ュラル キラー(NK)細 胞 は,リ ンパ球 系の 前 に施行 した。 また,Gr2症 例 は,治 療 開始後,4

細 胞集 団で ある。感 染 に際 して は,好 中球 やマ ク 週,8週,12週,24週 終 了 時 と,終 了後24週 の 時

ロフ ァー ジに次 いで誘 導 され るた め,自 然免 疫や 点 を含 めた,経 時 的 な採血 も施行 した。採 血後,

早 期誘 導免疫 に分類 され る。NK細 胞 の役割 は,正Fico11比 重 遠 心 法 に よ り,末 梢 血 単 核 球

常 な 自己のMHCを 有 さな い,感 染細胞 や腫 瘍細(PBMC)を 分 離 した。一 部症 例 で は,解 析 まで

胞 を,認 知 して細 胞傷 害 をもた らす ことで ある。近80℃ にて凍結保 存 した。

年,マ ウス同様 にヒ トのNK細 胞 に亜分 画が存在 遠 心洗 浄 したPBMCを,1×106cells/ln1の 濃

す ることが示 された5・6)。また,NK細 胞,T細 胞 度 で染 色バ ッフ ァー(0.1%ウ シ 血清 ア ル ブ ミン
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(a)添 加 リン酸緩衝液)に 懸濁 させ,FITC標 識一抗
1・4CD3抗 体(BDBiosciences

,SanJose,CA),

APC標 識 一抗CD56抗 体(MiltenyiBiotec,Ger-

103
0.67、2.7many),PE標 識 一抗NKG2D抗 体(BDBioscien-

o't".ces)を 添 加 し,氷 上 遮 光 で30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト

§1028.、 、講1し た・染色 バ ッフ ァー1こて瀞 し喉1%パ ラホ

～・』 ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定,フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
つうロ

　 ヘ セ　

,ご欝 ∫』 贈膿 騰 黙 緊欝 搬,審 騰
ヨ　 　 コ

1・01・11・21・31。4細 胞 をNK細 胞 と し,CD56発 現 強 度 の 違 い に よ

CD3り,CD56b「ightNKとCD56diMNKに 分 類 し た 。 ま

た,CD3+CD56+細 胞 をNKT細 胞 と定 義 し た(図

1)。

(b)統 計 解 析 は,多 群 問比 較one-wayANOVA,

a。4post -hoctestに はTukey'srnultiplecom .parison

testを も ち い,p<0.05を 有 意 差 あ り と判 定 し た 。
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戴.結 果

齢 擁 蕪69・4対 象症例の臨床検査データ比較(刻 、
。

1。1・'鞍 治舗 瓢 時点で の・年齢 清ALT値 ・HCV
RNA量 は,表 に示す とお りで あ り,い ずれ も,Gr1

。 とGr2の 群 間 では,有 意差 を認 めなか った。また,
tO

1・o{01ao2tO3a・4治 療 終 了 後24週 で の ,ウ ィル ス排 除 率(SVR)

NKG2Dは,そ れぞれ,43%,83%で あ り,群 別 の一般的

図1.フ ローサイ トメ トリーによる末梢血NK細 胞 な治療効果 であ った。

分画の解析NK細 胞 関連分画 の比 較(図2):

差至1磐 鷲 黛 甥 瓢 鴨 頴 鑑lC型 闘 干炎のPBMCに おいて,フ・一サイ
CD56dimNK,NKT細 胞 で あ る(a)。 総NK細 トメ ト リ ー に よ る 解 析 結 果 か ら,リ ン パ 球 に お け

胞(CD56b「ightとCD56dlmの 和)に つ い て ・ るNK細 胞 頻 度 を 求 め る と,Gr121.4+2.5%,Gr2NKG2D発現
レベ ル で 展 開 し解 析 した(b)。 図

中の 数値 は,各 母集 団 に対 す る枠 内細 胞 の比 率20・2+7・0%・ コ ン ト ロ ー ル33・1+6・0%(mean±

を示 す 。SEM)で あ り,群 問 の 有 意 差 を 認 め な か っ た

(a)。 ま た,NKT細 胞 の 頻 度 も,Gr14.5±1.6%,

表1.対 象 症 例 の プ ロ フィ ール

NmeanA器 。
g,)(SexM/F)(温(臨 鑑)SVR・a・ ・

Sero-group1755(25-67)31422-2129-3,70043%(3/7)

Sero-group2657(43-70)4/216-1/2670-4,70083%(5/6)

Control(CHB)447(36-62)4/042-282N/AN/A

SVR,sustainedviralresponse;CHB,chronichepatitisB;N/A,notavailable
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図2.グ ループ問におけるNK細 胞関連集団比率の比較

症例グループ毎のNK細 胞関連集団を,リ ンパ球に対する比率で示 した。(a)NK細 胞,(b)NKT細

胞,(c)CD56b「ightNK細 胞,(d)CD56dユmNK細 胞。

Gr24.9+1.3%,コ ン トロー ル6.4±2.2%で あ り,半 に増加 し,終 了後 は減少 す るパ ター ンを示 し,治

群 問の有意差 を認 めなかった(b)。NK細 胞 につ 療前,4週 後 と終 了時(24週)の 問で は,有 意差

いて は,CD56b「ightNKとCD56dimNKの 亜 集 団に を認 めた(p<0.05)(a)。 一 方,CD56d'mNK分 画

分 けて検討 した結果,前 者 は,Gr1が0.92±0.12%で は,一 定 の傾 向を示 さなか った(b)。

で あ り,Gr20,52±0.09%(p-0.025),コ ン トローNK細 胞 におけ るNKG2D発 現 頻度(図4):

ルO,47+0.03%(p-0.028)と 他 群 に比 して有 意 未治療 時点 でのNKG2D発 現 は,そ れぞれGr1

に高 頻度 で あった(c)。77.6+3.2%,Gr286.7+4.0%,コ ン トロール87.3±

抗 ウィル ス治 療 経 過 に お け るNK細 胞 関連 分3.5%と,い ずれの群で も高頻 度で あった。Grlで

画 の動態(図3)=若 干 低頻 度 の傾 向が あ った が,有 意差 は認 め な

Gr2症 例 に対 して は24週 間 のイ ンター フェロ かった(p=O.12)(a)。 また,Gr2症 例 での抗 ウィ

ン治療 が施 行 された。全6例 につ いて,治 療開始 ルス治療 中の経 時的変動 には,一 定 の傾 向 を認 め

直前,4週,8週,ユ2週,24週 終 了 時,24週 後 効 なか った(b)。

果 判 定時 のNK細 胞 関連分 画の動 態 を検 討 した。

その結果,NK細 胞 とNKT細 胞 に関 して は,治 療 考 察

開始 時点 と比較 して,一 定 の変動 を示 さなか った 免疫学 的側 面か ら,C型 慢性肝 炎の病態 を検討

(datanotshown)。CD56b「'9htNK分 画 は,治 療後 した場合,HCV関 連 蛋 白 は,イ ンター フェロ ンの
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o図4.NK細 胞 におけるNKG2D発 現頻度の比較と
Ow4w8w12w24wA24推 移

Time治 療前の症例グループ間比較(a) ,sero-group
図3.Sero-group2HCV感 染 症例における抗 ウィ2の 抗ウィルス治療前後での経時的変動(b)。

ルス治療期間でのNK細 胞動態

治療前後での,NK細 胞頻度の変動。CD56bright

NK細 胞(a),お よびCD56dimNK細 胞(b)。

ンプル を もちいて,NK細 胞 関連分 画 とマーカ ー

について検討 をお こなった。

シグナル に抑制 的に作用す る8>。また,患 者 にお い 未 治療で の総NK細 胞 は,群 間 にて,有 意差 を

ては,末 梢 血 ・肝 浸潤T細 胞 の特 異的反応 が減 弱 認 めなか った が,Gr2の1例 を除 け ば,Gr1,Gr2

して い る。一方 で,自 然治癒 した患者群 で は,年 ともに,C型 慢性肝炎 では,コ ン トロール に比 し

余 にわた る反応が観察 され てい るこ とか ら,HCVて,や やNK細 胞 が減 少 してお り,既 報 に も合致

の排 除には,宿 主免疫 の動態 が深 く関与 してい る する。NK細 胞 の数的 な減少 に関 しての報 告 は,散

と考 え られ る9)。NK細 胞 は,元 来,非 特異 的な作 見 され るが'2・13>,その原 因や,個 々の細胞 の細胞傷

用 を もつ,自 然免疫応答 に分類 されてお り,慢 性 害能 について は,未 だ議論 の最 中で ある。今 回わ

感染が成立 した環境 で は,あ ま り重要視 されて こ れ われは,コ ン トロール に健常者 で はな く,持 続

なか った。 しか し,近 年で は,C型 慢性肝 炎 での 的 な肝 障害が ある と考 え られ る,B型 慢性肝 炎 を

NK機 能 低下 や,樹 状細 胞 とNK細 胞 の相互作 用 もちいたが,仮 に症例 数の増加 な どによ り,有 意

が,取 り上 げ られ るようにな った10・11)。今 回 われわ な差 が得 られれ ば,こ のNK細 胞 の減少 は,肝 炎

れ は,未 治療状 態,お よび24週 治 療群 の経時 的サ によ る もので はな く,HCV感 染 特異 的 な事 象 と

27一



椎名 正明 ・小林 光樹 ・他

捉 え ることが で きよう。 念 なが ら有意差 はみ られ なかったが,Gr1で は発

また,興 味深 い ことにNK細 胞 の亜分 画でみた 現頻度 がや や低 い ように思 われた。 これ につ いて
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