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研究成果の概要（和文）：計画した実験の結果が期待したものではなく、CD8Tregを用いた免疫寛容を誘導する
という細胞移入療法の開発は断念した。肝移植後の拒絶反応に影響を及ぼす可能性のある、肝臓内の他の免疫細
胞に関して検討を行う方針に変更した。
肝臓内のKupffer cell（F4/80hiCD11b+Tim4+）に着目し、IRF2の及ぼす影響について検討を行った。Kupffer 
cell上にMHC classIIを発現するようになるためには、IFNγによる外的な刺激とcell intrinsicなIRF2の働きが
必要であることが解明された。

研究成果の概要（英文）：The transcription factor IRF2-dependent Ly49 T cells which we found in our 
previous study had a different phenotype from previously reported CD8 positive inhibitory T cells 
(CD8 Tregs). We had planned to evaluate the function of CD8 Tregs using an ex vivo TFH-stimulated 
mice model using peptides, but we were unable to establish this model. For this reason, we gave up 
on developing a cell transfer therapy to induce immune tolerance using CD8 Tregs, and instead 
changed our approach to investigating other immune cells in the liver that may affect the rejection 
reaction after liver transplantation.
We focused on Kupffer cells (F4/80hiCD11b+Tim4+) in the liver and investigated the effects of IRF2 
on this population. We found that external stimulation by IFNγ and the action of cell intrinsic 
IRF2 are necessary for Kupffer cells to express MHC class II.

研究分野：消化器外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Kupffer細胞分化のmechanismを解明することは、肝臓局所での免疫応答、つまり肝移植後の拒絶反応や腫瘍に対
する免疫応答、肝臓における発がんの病態解明につながる可能性がある。
今回我々は、Kupffer細胞上のMHC classII発現には肝臓局所におけるIFNγの存在と、同細胞内でのIRF2の働き
が重要であることを解明した。Kupffer細胞が肝臓局所において免疫抑制状態の誘導に重要な役割を果たしてい
ることが報告されている。この知見をもとに、IRF2を介した免疫制御やIRF2発現の程度による拒絶のリスク評価
などへの臨床応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
周術期管理および免疫抑制剤の発達により，臓器移植は安全に行うことが出来るようになっ
た．しかし，慢性拒絶や免疫抑制剤を生涯にわたり長期に服用することの合併症が，依然として
問題となっている．これらの問題を解決する方法として制御性 T 細胞を移入して，免疫寛容を
獲得しようという試みがなされ，すでに臨床応用も始まっている(1)． 
 制御性 T細胞としては，CD4+ Foxp3+ T細胞についての研究が進み，近年では臨床応用も行
われている．半面，CD8+制御性 T細胞（CD8+ Treg）の存在も以前から指摘されていたが詳細
は不明であった．近年，NK細胞受容体として知られる Ly49やNKG2Aを発現した CD8+ T細
胞が follicular helper T細胞（TFH）を抑制することで自己抗体産生を抑制し，自己免疫寛容
を維持していることが報告された(2, 3)。これらの研究を背景に、CD8+ Tregに関しても注目が
集まっている． 
我々は，Ly49 分子を発現する T 細胞（主に CD8+ T 細胞）の発生に転写因子 interferon 

regulatory factor-2（IRF-2）が重要な役割を果たしていることを解明した（4）．また，研究対
象の Ly49+ CD8+ T細胞（Ly49+ T細胞）は，Ly49のみならずNKG2Aや CD44，CD122,を
細胞表面に発現しており，Kim ら(3)の報告した CD8+ Treg と細胞表面マーカーが酷似してお
り，同じ subsetである可能性が高いと考えている．    
以上の背景から， Ly49+ T細胞は CD8+ Tregとしての機能を有し，TFHを抑制することで
臓器移植における免疫寛容を誘導することが出来るのではないか，と考えるに至った． 
 
 
 
２．研究の目的 
これまでの検討から Ly49+ T細胞が CD8+ Tregと酷似しているため，同様の機能を有する可
能性が高いと考えている．しかし，同 subset が TFH の機能を抑制しうるかについては，まだ
十分な結果を得ていない．さらに，臓器移植において免疫寛容を誘導するかは不明である．そこ
で本研究では，「Ly49+ T細胞は TFHを介した液性免疫を抑制することにより，臓器移植後の
グラフトに対する免疫寛容を誘導する」という仮説をたて，これを証明することを目的とした． 
 
 
 
３．研究の方法 
上記の作業仮説を立証するため，以下の実験系を構築した． 
① Flowcytometry を用いた IRF2 依存性 Ly49+ T 細胞 phenotype の解析 
 野生型マウスより脾臓およびリンパ節を摘出し、それらの臓器からリンパ球を抽出。抽出した
リンパ球を、各種抗体で染色し、Flow cytometer (FACS Aria III, BD Biosciences)を用いて細
胞のphenotypeを解析した。 つまり、IRF2依存性Ly49+T細胞がCD8+ Tregの特徴であるCD44, 
CD122, PD-1, CXCR5, ICOSを発現しているか確認した。 
 
②ex vivo 刺激系を用いた TFH 機能制御の検討  
Ly49+ T細胞がTFHを抑制する能力を有することを証明するために，ペプチドを用いたex vivo
の TFH 刺激系に purify した Ly49+ T 細胞を共培養することで，TFH の活性化を抑制し抗体産生
量が変化するか実験した．野生型マウスからの CD8+ T 細胞（Ly49+ T 細胞含む）または IRF-2
欠損マウス由来の CD8+ T 細胞（Ly49+ T 細胞含まない）を加えた群，さらに CD8+ T 細胞を加え
ない群の 3群で，TFH による抗体産生誘導能について検討を行った． 
 
③肝臓内の Kupffer cell（KC）に関する検討 
 野生型マウス及び IRF2 欠損マウス，さらには IFNγ欠損マウスより肝臓を摘出し、肝臓より
単球を抽出。抽出した単球を Kupffer cell の marker である F4/80、CD11b、Tim4 で染色。Flow 
cytometer (FACS Aria III, BD Biosciences) を用いて細胞の phenotype を解析した。
F4/80hiCD11b+Tim4+を Kupffer cell として同定。野生型と IRF2 欠損マウスで Kupffer 細胞の
数、細胞表面に発現するマーカーの種類について検討を行った。 
 
④in vivo における INFγ補充実験 
1) IFN 投与 
IFN を各マウスに腹腔内投与し。投与後 2日目にマウスより肝臓を摘出。Kupffer 細胞上の MHc 
class II (MHC-II)の発現に違いが生じるか検討した。 
２）Parabiosis 
正常な免疫細胞を間組織に移行させて、細胞間の inter action を正常に回復させた状態での
KC の状態を評価するために parabiosis の手法を用いた。Parabiosis surgery はすでに報告さ



れている方法にのっとって行った(5)。概説すると、イソフルエン麻酔下に、2 匹のマウスを肘
から膝まで縦に皮膚切開を置き、切開した皮膚を、2 匹をつなぎ合わせるようにして縫合した。
Host (CD45.2 バックグラウンド)と partners (CD45.1 バックグラウンド)由来の細胞はそれぞれ
anti-CD45.1 Ab と anti-CD45.2 Ab により評価した。 
 
⑤遺伝子発現の検討 
Real-time RT-PCR の手法を用い、MHC-II 発現に関連する遺伝子について、KC での発現レベル
を検討した。 
 
 
４．研究成果 
①Flowcytometer による IRF2 依存性 Ly49+T 細胞の phenotype の検討 
過去の報告（3）では、CD8 Treg の特徴として CD44, CD122, PD-1, CXCR5, ICOS を発現してい
ると報告されているが、我々のこれまで検討してきた IRF-2 依存性 Ly49+ T 細胞は CD44, CD122
は発現するものの、CXCR5, ICOS の発現は確認されなかった。（図①） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②ex vivo 刺激系を用いた TFH 機能制御の検討 
In vitro で活性化させた CD8 Treg を移入することに
より、follicular helper T 細胞の働きが抑えられ、ex 
vivo の実験系で抗体産生が抑制されていなければいけ
ないが、抗体産生の抑制を得ることができなかった。5
回同様の検討を繰り返したが、1回も上記の予想された
結果を得られず、ペプチドを用いた ex vivo の TFH 刺激
マウスモデルの確立は断念した。 

以上の結果より、仮説として立てていた、Kim らの報告した CD8+ Treg と IRF-2 依存性 Ly49 T
細胞が相同であるということが間違っていた可能性が強くなり、かつ CD8 Treg としての機能を
評価するための動物モデルの確立もできなかったことから、当初本研究の目的として考えてい
た、IRF-2 依存性 Ly49 T 細胞の CD8 Treg として作用しているということを証明し、かつ移植医
療への応用を目指した動物実験を行うことは困難となった。 
 そこで、当初の CD8 Treg と移植後の免疫応答に関する実験計画は断念し、肝移植後の拒絶反
応に影響を及ぼす可能性のある、肝臓内の他の免疫細胞に関して検討を行う方針に変更した。 
 
 
③肝臓内の Kupffer cell（KC）に関する検討 
我々は過去に、IRF-2 欠損マウスでは樹状細胞
の分化に異常があることを報告している(6）。そ
こで今回、肝臓内の Kupffer cells (KC)におけ
る IRF-2 の影響について解析を行った。 
野生型マウスと IRF-2 欠損マウス間では、肝臓
内の KC の数に有意差は認めなかったが（図③-
1）、IRF-2 欠損マウスの KC では有意に MHC-II 
の発現が低下していた（図③-2）。 
 
 
 
④in vivo における INFγ補充実験 
INFγはマクロファージの活性化に重要であることがすでに報告されている。実際、IFNγ欠損
マウスでは KC 上の MHC-II の発現は低下していた（図④-1）。KC 上の MHC-II の発現が低下して



いる IRF-2 欠損マウス、IFNγ欠損マウスそれぞれに IFNγを腹腔内投与して補充すると、INFγ
欠損マウスにおいては KC 上の MHC-II の発現は回復したが、IRF-2 欠損マウスにおいては回復は
見られなかった（図④-2）。 
また、マクロファージの活性化にはサイトカインだけでなく、免疫細胞間の細胞間の
interaction が重要な可能性があるため、parabiosis の手法を用い、それぞれの遺伝子欠損マウ
スに、partner として野生型マウスを接合させ、正常なリンパ球をはじめ免疫細胞が、遺伝子欠
損マウスの肝臓に移入できる状況を作り、KC 上の MHC-II の発現の変化を検討した。すると、IFN
γ欠損マウスの KC では MHC-II の発現は上昇したが、IRF-2 欠損マウスの KC では MHC-II の発現
回復は見られなかった（図④-3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

⑤RT-PCR による遺伝子発現の検討 
KC における MHC-II mRNA の発現を RT-PCR
により定量的に解析すると、IRF-2 欠損マウ
スでは野生型よりも有意に MHC-II mRNA 発
現のレベルが低下していることが分かった
（図⑤-1）。そこで MHC-II 発現に関わる遺
伝子に関してして検討すると、IRF-2 欠損マ
ウスの KC では、転写因子 CIITA の発現が低
下していた（図⑤-2）。 
 
 
 
 
以上の結果から、肝臓内の KC では、MHC-II の発現に IFNγの存在が必要で、かつ IRF-2 は転
写因子 CIITR の発現レベルを制御することで Kc 上の MHC-II 発現に重要な役割を担っているこ
とが分かった。 
本研究で得た知見を基に、KC の肝移植後の拒絶における働きについて IRF-2 の作用を絡めて
研究を進める予定である。 
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