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研究成果の概要（和文）：本研究では、肝樹状細胞の免疫応答と自然免疫シグナルを用いた免疫

療法の開発に向けた基礎的研究を行った。肝樹状細胞は自然免疫シグナルに対する応答性が他

臓器の樹状細胞と比べてが低いが、その原因にエンドトキシンに対する低反応性が関与してい

ることを in vitro, in vivo の系で明らかにした。これらの結果から、肝疾患に対する免疫療法

の開発にはエンドトキシントレランスの維持と破綻のバランスを考慮する必要があることが示

唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted basic research for the development of 
immunotherapy using liver dendritic cells (DC) and innate immunity. We found that, due to 
the hyporesponsiveness to endotxin, liver DC stimulated by innate immune signal had less 
immunogenicity compared to DC from other organs both in vitro and in vivo. These data 
indicate that it is necessary to consider the balance between maintenance and break 
endotoxin tolerance for the development of immunotherapy in liver diseases. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009年度 1,900,000 570,000 2,470,000 

2010年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,200,000 960,000 4,160,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・消化器内科学・肝臓学 
キーワード：樹状細胞、肝臓、自然免疫 
 
１．研究開始当初の背景 
ウイルス性肝炎、自己免疫性肝炎、肝細胞

癌などの難治性の肝疾患においては、現存の
治療では十分な治療効果が得られていない
患者が多数存在している。一方で、これらの
疾患に対しては、免疫療法が有用である可能
性が示唆されている。 
樹状細胞(DC)は、自然免疫に加え、獲得免

疫の橋渡しおよび獲得免疫の反応指向性を
コントロールするという重要な役割を担っ

ている。申請者らは、肝臓の免疫応答、とく
に DC に関する研究を一貫して行ってきた。
本研究が開始される前に、肝臓に存在する
DC は他臓器に比し、①未成熟であるが、抗
原特異的免疫応答を誘導できること、②サブ
セットにより機能が異なること、③各種肝疾
患モデルで機能低下がみられること、を報告
してきた。また、ウイルス性肝炎や自己免疫
性肝炎の発症や進展に DC の機能低下が関わ
っており、DC の活性化が肝疾患の治療に有
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用であることを報告してきた。これらの研究
結果をもって、申請者らの教室ではウイルス
性肝炎、肝細胞癌に対する免疫療法の臨床応
用を行ってきたが、その効果はまだ十分とは
いえない。 
 肝臓が他臓器と免疫環境が大きく異なっ
ている。その中で、肝臓に門脈を介して流入
しているエンドトキシン（LPS）に着目した。
申請者は、肝 DC では LPS の認識に必要な
Toll-like receptor 4 (TLR4)の発現が脾臓に
比べて低いこと、LPS に対する反応性が低下
していることを報告してきた。これらの結果
から、肝臓という場の特性により自然免疫に
関する免疫関連分子の発現やシグナル伝達
に違いがあり、肝 DC の機能特性を規定して
いるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終目標は肝免疫の特性を利用し
た免疫療法の開発・臨床応用であるが、本研
究期間内には、肝局所に局在する DC の自然
免疫シグナルによる免疫応答を解析し、その
結果をもとに動物モデルでの治療に最適な
DC の調整方法の確立を行うことを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 肝 DCの単離 
C57BL/6マウスの肝臓から比重遠心法を用い
て肝非実質細胞(NPC)を単離した。NPC から
MACSを用いて CD11c陽性細胞を単離し、肝
DC として実験に用いた。また、サブセット別
の解析では、CD11c+B220-細胞をミエロイド
DC(mDC)、CD11c+B220+細胞をプラズマサイト
イド DC(pDC)として単離した。コントロール
としては、同じマウスの脾臓から単離した DC
を用いた。 
 
(2) 肝 DCの TLR刺激に対する反応の解析 
(in vitro) 
申請者は、肝 DCの TLRの発現についてはす
でに報告している。今回は、肝 DC の各種 TLR
リガンド刺激による DCの機能変化の解析を
行った。 
 
① TLRリガンド刺激後の DC 上の共刺激分子
と共抑制分子の発現をフローサイトメトリ
ーで解析した。 
 
② TLRリガンド刺激後の DC のサイトカイン
産生能について ELISAとフローサイトメトリ
ーで解析した。また、NF-κB の発現について
ウエスタンブロット法で解析した。 
 
③ TLRリガンド刺激 DCによる T細胞増殖補
助能について、allogeneic MLRの系で解析し
た。T細胞は C3H/HeN マウスから単離した。T

細胞増殖能は[3H]サイミジンの取り込み能で
評価した。 
 
④ T細胞のサイトカイン産生誘導能につい
ては、ELISA とフローサイトメトリ―で解析
した。また、T 細胞から RNAを抽出し、T-bet, 
GATA-3の発現を RT-PCRで解析した。 
 
⑤ TLRリガンドは、２種類以上のリガンドが
相乗的あるいは拮抗的に働くことが報告さ
れている。そこで、２種類の TLRリガンドを
添加して、肝 DCの機能解析を行った。 
 
⑥ 肝 DCの CCケモカインレセプターの発現
を RNase protection assay で解析した。ま
た、ケモカインに対する遊走能については
Transwell®を用いた in vitro migration 
assay で評価した。 
 
(3) 肝 DCの TLR刺激に対する反応の解析 
(in vivo) 
C57BL/6マウスに TLRリガンドを投与（静

脈注射）した。投与 16時間後に肝臓・脾臓
から DCを単離した。 

 
① DCのサブセットの変化をフローサイト
メトリーで解析した。 
 
② DCのサイトカイン産生能、Ｔ細胞増殖誘
導能、T細胞に対するサイトカイン産生誘導
能については、上記の２）②、③と同様に行
った。 
 
(4) 疾患マウスモデルにおける肝 DCの機能
解析 
C57BL/6マウスに 20%エタノールを８週間投
与することにより、エンドトキシン濃度が上
昇するアルコール性肝障害マウスモデルを
作成した。このマウスにおける肝臓および脾
臓 DC の機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 肝 DC の TLR 刺激による反応の解析（in 
vitro） 
① 肝 DCは、CD80/CD86が低発現であり、CD274
の発現もきわめて弱かった。CpG-ODN による
刺激後には、肝 DC 上の CD80/ CD86、CD274
の発現が増強した。その発現レベルの上昇は、
CD274 で最も強くみられた(CD274/CD86 発現
比 1.17±0.28) 。一方、脾 DC では CD86 の
発現増強が強かった(CD274/CD86発現比 0.62
±0.11)。DC のサブセットでは、特に肝 pDC
上の CD274 の発現レベルの上昇がみられた。 
 
② 肝 DC の IL-12 産生能は脾 DC に比べて低
かった。この低反応性は、TLR リガンド(LPS, 
CpG-ODN, R837)の添加によっても改善しなか



 

 

った。一方、IL-10 の産生能については差が
なかった。また、TLRリガンド刺激後の肝 DC
の NF-κBの活性化は脾 DCに比べて低かった。
この結果は mDCと pDCに単離して行った解析
でも同様な結果が得られた。 
 
③ 肝 DC のＴ細胞増殖誘導能は、脾 DC に比
較して低かった。しかし、DC をサブセットに
分けて解析すると、未刺激の mDC, pDC では
差がみられなかった。 
TLR リガンド(LPS, CpG-ODN)刺激後の肝

mDC のＴ細胞増殖誘導能は脾 mDC に比べて有
意に低かった。同様の結果は pDCにおいても
観察された。 
 
④ 肝 DCの T細胞に対する IFN-γ産生誘導能
は脾 DC に比べて低かった。また、T 細胞の
T-betの発現誘導についても脾 DCに比較して
肝 DC で低かった。mDCを単離して行った検討
でも、同様の結果が観察された。この低反応
性は、TLR リガンド(LPS, CpG-ODN)刺激後の
DC を用いても改善しなかった。一方、IL-4
や IL-10の産生誘導能には差がみられなかっ
た。 
次に、C3H/HeN マウスと TLR4 mutant マウ

スである C3H/HeJマウスから DCを単離して、
CpG-ODN刺激 DC の T細胞に対する IFN-γ産生
誘導能を解析した肝 DCと脾 DCでは差がみら
れなかった。すなわち、LPS-TLR4 の系が肝
DC の免疫応答の特性に必須であることが明
らかとなった。 
 
⑤ 肝臓と脾臓から単離した mDC を LPS 存在
下あるいは非存在下で CpG-ODN と in vitro
で共培養した。脾 mDCの CpG-ODN 刺激による
IL-12 産生能は、LPS の有無により変化がみ
られなかった。一方、肝 mDC では LPSが存在
すると、濃度依存性に IL-12 産生能が低下し
た。この結果は、④の結果を反映しているも
のと考えられた。 
 
⑥ 肝 DC は未刺激の状態では CCR1, CCR2, 
CCR5 を高発現していたが、CCL3, CCL5 に対
する遊走能はみられなかった。TLR リガンド
刺激後には肝 DCの CCR7発現が増強し、CCL19, 
CCL21 に対する遊走能がみられるようになっ
た。pDCでは mDCに比較して CCL19, CCL21 に
対する遊走能が低かった。肝 DC は常に LPS
に暴露されている状況にあり、そのために DC
のケモカインに対する反応性が低下してい
ることが推察された。 
 
(2) 肝 DC の TLR 刺激に対する反応の解析 
(in vivo) 
① C57BL/6 マウスに CpG-ODN を投与した後、
肝臓および脾臓の DC のサブセットを解析し
た。脾臓では mDC, pDC サブセットの割合に

変化はみられなかったが、肝臓では pDCの割
合が増加した。このことは、(1)⑥の現象を
反映しているものと推察された。すなわち、
mDC は TLR 刺激に反応してリンパ組織に遊走
する能力が強いため、結果として pDCの割合
が増加したと考えられた。 
 
② CpG-ODN を投与したマウスから DC を単離
し、IL-12産生能を解析したところ、脾 DCに
比べて肝 DC で有意に低かった。mDC を用いた
解析でも、肝 DCの IL-12産生能は低かった。
この結果は in vitroの結果((1)②)を反映し
ているものと考えられた。 
 
③ CpG-ODN を投与したマウスの肝 DC のＴ細
胞増殖誘導能は、脾 DCに比較して低かった。
ところが、mDC を単離して解析を行うと、T
細胞増殖誘導能に差はみられなかった。この
結果は in vitro の結果((1)③)を反映してい
るものと考えられた。 
 
④LPSを投与したマウスの肝臓・脾臓から mDC
を単離し、in vitroで CpG-ODNにより刺激し
た。 LPS投与マウスの肝 mDC は脾 mDCに比較
して CpG-ODN刺激に対する IL-12産生能が低
かった。また、LPS 投与マウスの肝 mDC は
CpG-ODN 刺激を加えても、T 細胞に対する
IFN-γ産生誘導能が低かった。 
 
(3) 疾患マウスモデルにおける肝 DC の機能
解析 
20%エタノール摂取を８週間投与した段階で
は、LPS 濃度の上昇はみられるが、肝障害は
惹起されていなかった。 
 
①エタノール投与群とコントロール群で DC
の細胞表面マーカー（MHC class I, II, CD80, 
CD86, CD40）の発現には差がなかった。 
 
②CpG-ODN 刺激による共刺激分子の細胞表面
の発現増強は脾 DC ではエタノール群で有意
に低かったのに対し、肝 DC ではエタノール
摂取の影響がほとんどみられなかった。 
 
③エタノール摂取マウスでは肝・脾 DC のＴ
細胞増殖誘導能がコントロール群に比し低
下していた。 
 
④CpG-ODN投与したエタノール群の脾 DCの T
細胞殖誘導能はコントロール群に比して有
意に低下した。一方、肝 DC ではエタノール
摂取による差はみられなかった。 
エタノール摂取マウスでは肝 DC の TLR 刺

激に対する反応性がみられなくなっていた。
この原因としては、エタノール摂取に伴うエ
ンドトキシン濃度の増加による endotoxin 
tolerance の破綻が関与していると考えられ



 

 

た。 
 
上記の結果から、肝 DC の免疫応答は TLR

リガンド刺激に対する反応が脾臓と異なっ
ており、特に LPSの影響を強く受けているこ
とが明らかとなった。したがって、肝疾患に
対する免疫療法の開発にはエンドトキシン
トレランスの維持と傷害・破綻のバランスを
考慮する必要があることが示唆された。 
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