
 

  

                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ａ．研究目的 

肝移植後には免疫抑制療法のため獲得免

疫である T/B 細胞応答性が抑制される。一

方、自然免疫細胞であるマクロファージ、

樹状細胞、Natural Killer(NK)細胞は、免

疫抑制剤の影響を受けにくい。しかし、肝

硬変・肝臓がんの患者では NK 細胞の数・活

性ともに低下していることが報告されてい

る 。 そ こ で 我 々 は 、 肝 移 植 術 後 の

Hepatitis C virus(HCV)再感染における肝

臓内の NK 細胞の関与を解析した。その結

果、肝移植レシピエントの NK 細胞活性は肝

障害度に従って低下していることが分かっ

た。すなわち、NKp46 と NKG2D の表出が肝

障害度に関連して低下していた。また、

NKp46 bright細胞の含有率が高いドナーグラフ

ト肝の移植を受けた患者の術後１週間にお

ける血中 HCV-RNA 値の抑制な低下を確認し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本研究では、NK 細胞の NKp46 分子が HCV

増幅抑制に関与するメカニズムを in vitro 

HCV replicon assay system を用いて解析し

た。 

 

Ｂ．研究方法 

１． HCV replicon 細胞を用いた NK 細胞に

よる HCV 複製抑制効果解析 

 広島大学病院で施行し、同意を得られた

肝移植ドナー９例の摘出肝の臓器灌流液に

含まれる肝内単核球を用いた。NK 細胞は NK 

cell isolation Kit を用い、磁気ソーティ

ング法で分離した。NK 細胞の HCV 増幅抑制

効果について、HCV replicon 保持肝細胞株

(Huh-7)を Target として in vitro replicon 

assay system で評価した。E:T ratio=4:1、

Recombinant human IL-2（25IU/ml）の存在

下で、肝内 NK 細胞と HCV replicon 保持肝

細胞株を共培養し、 48 時間後の HCV 

replicon 細胞のルシフェラーゼ活性をルミ
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ノメーターで測定した。また、培養上清中

のサイトカインを CBA assay 法で測定し

た。 

 

２．肝内 NK 細胞の NKp46 分子の HCV 抑制

能評価 

 昨年度の研究で、肝局在 NK 細胞の活性化

因子である NKp46 表出強度は個体差に富む

ことを突き止めた。また、ドナー肝グラフ

ト内の NKp46 bright 細胞高含有率は肝移植術

後１週間におけるレシピエント血中 HCV-RNA

値の低下と関連していた。そこで、anti-

NKp46 ブロッキング抗体によって HCV 増幅抑

制能が減弱するか否かを検討した。さら

に、NK 細胞の他の活性化分子であり HCV 感

染との関連が報告されている NKp30、NKG2D

についても同様の検討を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

１． HCV replicon 細胞を用いた NK 細胞に

よる HCV 複製抑制効果解析 

 フローサイトメトリー(FCM)によるNK細胞

（CD56+CD3-）のNKp46表出とHCV replicon細

胞のルシフェラーゼ活性抑制能との関係を

解析した結果、NKp46 bright細胞の存在比率が

高いほどルシフェラーゼ活性抑制率も高

く、両者には正の相関を認めた(図１)。 

図 １ ． 肝 内Ｎ Ｋ細胞 の HCV増殖 抑制能は
NKp46bright 分 画 比率 と 最も よく相関 した

 

また、48時間後の培養上清中に存在する

サイトカインをCBAアッセイにより評価し

た。その結果、IFN-γ産生とルシフェラー

ゼ活性抑制率には有意差をもって関連して

いることがわかった（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．肝内NK細胞のHCV抑制能に関わる機能分

子の解明 

 HCVの増幅抑制にNK細胞のNKp46分子の直

接関与を確認するため、 in vitro HCV 

replicon assay systemに抗ヒト NKp46 、

NKp30、NKG2Dモノクローナル抗体を添加し

た。その結果、各々のブロッキング抗体の

添加により、ルシフェラーゼ活性抑制能の

解除を認めた（図３）。さらに、NKp46とそ

図 2. ＨＣ Ｖ増殖抑制能はIFN-γ産生能と
相 関を認めた



 

の他の分子との相乗効果を検討し、NKG2Dと

のコンビネーションにおいて有意な抑制の

解除を示した（図４）。 
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図３． Blocking抗体投与によりHCV増殖抑制能は有意に抑制された  

Blocking experiment  
- agents combination -

n = 9
図３． 抗NKp46抗体と抗NKG2D抗体は

HCV増殖抑制能に対して相乗的に作用した  

 

 

Ｄ．考察 

NK 細胞は、腫瘍細胞に対する傷害能や

Interferon(IFN)産生能が高い。しかし、肝

硬変・肝臓がんの患者では NK 細胞の数・活

性ともに低下していることが報告されてい

る。我々の検討でも、肝移植術後の HCV 再

感染防御における肝内の NK 細胞の関与を解

析したが、肝移植レシピエントの NK 細胞の

活性化は自己の肝障害度に従って低下して

いることが分かった。またグラフト肝内の

NK 細胞の NKp46 の表出強度が移植後の HCV

増幅と深く関わるが、NKp46 が HCV 感染細

胞と接触し IFN-γを介し HCV 増幅抑制効果

を発揮する事が判明した。しかし、NKp46

の発現に個体差が存在する理由は未だ明ら

かではない。IL-28B SNP は、HCV に対する

IFN 治療応答性に関与することが知られて

いるが、今後、IL-28B SNP と NKp46 の個体

差が関連し、HCV 感染制御や IFN 治療への

応答性を予測する指標となりうるか解析を

進める予定である。 

 

Ｅ．結論 

肝臓移植後のレシピエントの HCV 再感染

およびその抑制には、グラフト肝内の NK 細

胞上の NKp46 分子の表出強度が移植後の

HCV 増幅と深く関わり、HCV 抑制機構には

NK 細胞の IFN-γ産生が関わる事が解明され

た。 
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