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研究成果の概要（和文）：肝移植において免疫寛容誘導による免疫抑制剤からの離脱は究極の目標である。
Kupffer細胞とともに肝星細胞は免疫寛容環境の維持に重要な役割を果たしていると推測される。肝内免疫と肝
星細胞に関する報告はこれまでなく、そのメカニズムは不明である。免疫制御と小胞体ストレスに関してはこれ
までに、小胞体ストレス経路の1つであるPERK経路が自然免疫を担うマクロファージのCHOP誘導を介したアポト
ーシス抑制や、獲得免疫の恒常性維持のためその源となる造血幹細胞の品質維持に関与していることが報告され
ている。本研究での目的は、肝移植免疫における肝星細胞の役割と小胞体ストレスの関与を明らかにすることで
ある。

研究成果の概要（英文）：Withdrawal from immunosuppressant by induction of tolerance is the ultimate 
goal in liver transplantation. It is speculated that together with Kupffer cells, hepatic stellate 
cells play an important role in maintaining the immune tolerance environment. There have been no 
reports on intrahepatic immunity and hepatic stellate cells, and its mechanism is unknown. Regarding
 immune regulation and endoplasmic reticulum stress, the PERK pathway, which is one of the 
endoplasmic reticulum stress pathways, has been reported to inhibit apoptosis via CHOP induction of 
macrophages responsible for innate immunity. It is also reported that it is involved in maintaining 
quality of hematopoietic stem cells. The purpose of this study is to clarify the role of hepatic 
stellate cells and the involvement of endoplasmic reticulum stress in liver transplantation 
immunity.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（1）肝内免疫の維持 
肝臓への血流は腸管から門脈を介して供給
されており、肝細胞はこれらに含まれる異
物や有毒物質を類洞内で処理する。このよ
うな解剖学的臓器特性上、不必要な免疫活
性をおさえることが肝内免疫を安定に保つ
ために必要である。つまり肝内免疫は
immunogenic ではなく tolerogenic になっ
ているべきであると考えられる。肝類洞壁
細胞(liver sinusoidal endothelial cell)や
Kupffer 細胞等とともに肝星細胞(Hepatic 
stellate cell)はこの免疫寛容環境の維持に
重要な役割を果たしていると報告されてい
る。（Immunol Rev, 2000） 
（2） 肝星細胞による免疫制御  
本研究において我々が着目した肝星細胞
（伊東細胞）は、群馬大学の伊東俊夫教授
により発見され、肝類洞外の Disse 腔に存
在する肝線維芽細胞系の細胞であり、ビタ
ミン A 貯蔵を行うとともに、筋線維芽細胞
へ分化し膠原線維を産生し、肝炎及び肝硬
変の肝線維化過程において中心的な役割を
担っている(Liver int. 2009)。免疫と肝星
細胞についてのこれまでの報告では、①
retinoid signal を介した免疫寛容環境の形
成(J immunology 2014)、②免疫抑制的な
抗原提示細胞としての機能 (Hepatology 
2008)③myloid derived suppressor cell 
(MDSC)の誘導 (Hepatology 2011)といっ
た役割があげられるが、その詳細な免疫制
御の機序は不明である。 

（3）免疫制御と小胞体ストレス 
 小胞体は体内に Ubiquitous に存在して
おり、小胞体ストレス応答は生体の恒常性
維持に重要な役割を担っている。免疫制御
と小胞体ストレスに関してはこれまでにい
くつかの報告がみられ、小胞体ストレス経
路の1つであるPERK経路が自然免疫を担
うマクロファージの CHOP 誘導を介した
アポトーシス抑制や(Nat Cell Biol 2009)、
獲得免疫の恒常性維持のためその源となる
造血幹細胞の品質維持に関与していること
が報告されている(Nat Cell Biol 2011)。 
（４）小胞体ストレスと肝星細胞 
 これまでに肝星細胞と小胞体ストレスに
関しては、肝星細胞による肝線維化に関与
するとの報告があるが(J Hepatol 2013)、
免疫制御に関する研究は皆無である。我々

は実際にマウス肝臓より分離培養すること
に成功しており、小胞体ストレス誘導剤
tunicamycine を用い加齢肝における肝星
細胞の小胞体ストレス応答を評価している。 

 

２．研究の目的 
肝移植において免疫寛容誘導による免疫

抑制剤からの離脱は究極の目標である。元
来肝臓は門脈血流を介して腸管などからの
異物が取り込まれているにも関わらず、肝
内免疫は一定に制御されており、肝内免疫
をコントロールするメカニズムの存在が
示唆され、肝星細胞が重要な変化・役割を
担っていることが推測される。肝内免疫と
肝星細胞に関する報告はこれまでなく、そ
のメカニズムは不明である。近年、適切な
免疫機能の調節に関して、小胞体ストレス
が重要な役割をはたしていることが報告さ
れている。本研究では、肝移植免疫におけ
る肝星細胞の役割と小胞体ストレスの関与
について、ヒト及びマウス検体より単離し
た肝星細胞を用いた in vitro の実験、ノッ
クアウトマウスを用いた in vivo の実験に
より明らかにする。 
肝移植モデルを用いて肝星細胞と小胞体ス
トレス応答について以下の項目に関する検
討を行う。 
(1）肝星細胞における小胞体ストレス応答 
(2）ストレス誘導下における肝星細胞と免
疫応答 
(3）過少グラフトモデルを用いた肝星細胞
と免疫応答 
(4）ノックアウトマウスを用いた各モデル
における各主要調節器 (ATF6, PERK, 
IRE1α)の関与 
 
 



３．研究の方法 
 in vitro 実験で、マウスより isolation し
た肝星細胞を用いて、小胞体ストレスを誘導
し、その免疫制御能を評価する。さらに小胞
体ストレスノックアウトマウスを用いて、小
胞体ストレス経路の関与を検討する。iv vivo
ではマウス肝移植を行い、肝移植後のグラフ
ト肝より肝星細胞を単離しその免疫能を確
認する。さらに小胞体ストレスノックアウト
マウスの肝臓をグラフトとして用いて、小胞
体ストレス経路の関与を検討する。 
 
in vitro における肝星細胞の小胞体ストレ
ス応答を介した免疫制御に対する検討 
（1） 小胞体ストレス誘導による肝星細胞
の免疫制御能についての検討 
小胞体ストレス応答誘導剤（tunicamycine）
を投与し、小胞体ストレスマーカーBip 
(GRP78), CHOP, XBP-1, ATF6 を PCR, Western 
brot で測定し、免疫表面マーカーMHC 
class1/2, CD11b, CD11c, CD40, CD80,CD86, 
B7H1, Gr1, B220, F4/80 を FACS を用いて測
定する。また、骨髄より採取した未熟骨髄細
胞と共培養を行い、その T reg、torelogenic 
DC、MDSC への分化誘導能を評価する。 

 
（2） 小胞体ストレス経路(ATF6, PERK, 
IRE1α)ノックアウトマウスを用いた検討 
小胞体ストレス経路ノックアウトマウスよ
り単離した肝星細胞を用いた検討  
小胞体ストレス誘導剤(tunicamycine)を加
え免疫能を wild type マウスから isolation
した肝星細胞と比較・検討する。 
評価項目は検討１と同様とする。 
 
in vivo 肝星細胞の小胞体ストレス応答を介
した免疫制御に対する検討 
（1）肝移植モデルにおける検討 
移植グラフトより肝星細胞を移植後に採取
し、その免疫能を検討する。検討項目は小胞
体ストレスマーカー、免疫表面マーカーに加
えて、Treg,torelogenic DC, MDSC への分化
誘導能を評価する。 

 
（2）肝移植モデルにおける小胞体ストレス
経路(ATF6, PERK, IRE1α)ノックアウトマウ
スを用いた検討 
小胞体ストレス経路ノックアウトマウスよ
りグラフトを採取し、wild type マウスへ肝
移植を行い、グラフトの生着率、グラフト内
の肝星細胞を単離しその免疫能を検討する。 
 

 
（3）肝移植モデルにおけるケミカルシャペ
ロンを用いた小胞体ストレス軽減による移
植免疫寛容に関する検討 
ケミカルシャペロン誘導剤（ TUDCA ：
tauroursodeoxychokic acid)による前処置を
行い、小胞体ストレスを軽減したグラフトを
移植することで、免疫反応制御を確認する。 
 
４．研究成果 
マウス肝星細胞の単離 
 

単離星細胞 

 
分離した星細胞は培養後 αSMA positive と
なり活性化されまる。 
 
若年肝星細胞と高齢星細胞の比較検討 
 

 



高齢星細胞には脂肪滴が多い。 
 

高齢肝星細胞において、肝再生マーカーの発
現が減弱。 
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