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研究成果の概要（和文）：本研究ではB型肝炎ウイルス(HBV)特異的T細胞応答を誘導するために、実質細胞によ
る内因性抗原提示と骨髄由来細胞による外因性抗原提示のどちらがより重要かを検討した。肝臓内でHBVを発現
するトランスジェニックマウス(HBV-Tgマウス) を利用し、MHC class Iの発現が実質細胞、または骨髄由来細胞
上で欠如するHBV-Tgマウスを作成した。これらマウスにHBV特異的T細胞を養子移入し、その応答性を解析した結
果、骨髄由来細胞による外因性抗原提示がHBV特異的T細胞の最適な増殖に必要であるが、実質細胞による内因性
抗原提示がT細胞の増殖と細胞傷害能の誘導においてより重要という結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we determined whether endogenous antigen presentation by 
hepatocytes or cross-presentation by bone marrow derived cells is more important in the induction of
 hepatitis B virus (HBV)-specific T cell responses. To do so, we employed transgenic mice that 
replicate HBV at high level in the liver (HBV-Tg mice) to generate HBV-Tg mice whose MHC class I 
expression is absent on bone marrow derived cells, or parenchymal cells. We then adoptively 
transferred HBV-specific T cells, and monitored their responsiveness.  Our data suggest that 
cross-presentation by hematopoietic cells is required for the optimum expansion of HBV-specific T 
cells, but endogenous antigen presentation by non-hematopoietic cells, presumably hepatocytes, is 
far more essential in the expansion and cytolytic differentiation of HBV-specific T cells.

研究分野：肝臓、ウイルス、免疫

キーワード： B型肝炎ウイルス　HBV特異的CD8+T細胞　抗原提示
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１．研究開始当初の背景 
B 型肝炎ウイルスはエンベロープで覆われた
不完全二本鎖 DNA ウイルスであり、急性また
は慢性肝炎の原因となり、B 型慢性肝炎の多
くは肝硬変、さらには肝細胞癌へと進行する。
HBV の排除には感染細胞を選択的に破壊する
ことの出来る HBV 特異的 CD8+T 細胞応答が必
要不可欠である。しかしながら、そのような T
細胞応答がどのような機序で誘導されるのか
は明らかにされていない。	申請者らは HBV 特
異的 T 細胞受容体(TCR)を発現する TCR トラ
ンスジェニックマウス(TCR-Tgマウス)を作成
し、そのマウスから単離した	HBV 特異的ナイ
ーブ CD8+T 細胞を上記の HBV-Tg マウスに養
子移入後、経時的に HBV 特異的 CD8+T 細胞応
答を解析した	 (Isogawa	 M,	 et	 al.	 PLOS	
Pathogen	 2013)。ナイーブ T 細胞は通常リン
パ組織でまず活性化されるという免疫学的定
説に反し、HBV 特異的ナイーブ CD8+T 細胞は
肝臓内で速やかに活性化され増殖した。しか
しながら、肝臓内で活性化された HBV 特異的
ナイーブ CD8+T 細胞は、IFN-γ産生能も細胞
傷害能も獲得しなかった。さらに、これらの
機能的に欠陥のあるHBV特異的CD8+T細胞は、
HBV 複製の抑制も出来ず、肝障害もほとんど
誘発しなかった。興味深いことに、機能性に
欠陥のある HBV 特異的 CD8+T 細胞は機能抑制
分子である PD-1 を発現していたため、肝臓内
で抗原認識した HBV 特異的ナイーブ CD8+T 細
胞は PD-1 を介して、免疫寛容に導かれるとか
んがえられた。注目すべきことに、HBV-Tg マ
ウスの樹状細胞(DCs)を抗 CD40 抗体(αCD40)
で刺激することにより、HBV 特異的ナイーブ
CD8+T 細胞は IFN-γ産生能と細胞傷害能を獲
得し、HBV を排除し、肝障害を誘起した。この
ような機能的HBV特異的 CD8+T細胞は PD-1を
ほとんど発現していなかったため、DCs を活
性化することにより、抗原認識による PD-1 を
介した HBV 特異的 T 細胞の免疫寛容を克服出
来ると考えられた。	以上の結果は DCs の活性
化が B 型慢性肝炎に対する有効な治療となり
うることを示唆するものであった。	
 
 
２．研究の目的 
上記の結果は、HBV 特異的ナイーブ CD8+T 細
胞が肝臓内で抗原認識することによって免疫
寛容へと導かれること、そのような HBV 特異
的免疫寛容は DCs をαCD40 で刺激することに
より克服出来るということを示すものである。
しかしながら、αCD40 で活性化された DCs が
どのような機序で HBV 特異的 CD8+T 細胞の機
能分化を促すのかは十分に理解されておらず、
さらには、DCs がαCD40 以外の自然免疫刺激
物質で活性化された場合でも、HBV 特異的免
疫寛容を克服し、機能的 CD8+T 細胞応答を誘
導できるかどうかは完全に明らかにされてい
ない。したがって、本研究では、次の二つを目
標とした。	
目的 1.	 機能的 HBV 特異的 CD8+T 細胞応答が

活性化 DCs により誘導される機序の解明。	

目的 2.	HBV特異的 CD8+T細胞応答の誘導に効

果的な自然免疫シグナル伝達経路の同定。	

 
３．研究の方法 
目的１．機能的 HBV 特異的 CD8+T 細胞応答が

活性化 DCs により誘導される機序の解明。	
第１シグナルの重要性の検討：HBV-Tg マウス
に 1000rad の X 線を照射し、その後 24 時間以
内にβ2-マイクログロブリン(β2m)欠損マウ
スから取り出した骨髄細胞を移入することに
より、実質細胞では	 MHC	 class	 I を発現す
るが、DCs を含む骨髄由来細胞上で MHC	class	
I を発現しない骨髄キメラ HBV-Tg マウスを作
成した（図 1:	red	bars）。また、HBV-Tg マウ
スをβ2m欠損マウスと二度交配することによ
り MHC	class	I を発現しないβ2m 欠損 HBV-Tg
マウスを作成した。このマウスに 1000rad の
X 線を照射し、その後 24 時間以内に野生型マ
ウスから取り出した骨髄細胞を移入すること
により、実質細胞では	 MHC	 class	 I を発現
せず、DCs を含む骨髄由来細胞上でのみ MHC	
class	I を発現する骨髄キメラ HBV-Tg マウス
を作成した。図 1:	blue	bars)。骨髄細胞移入
2−3 ヶ月後、これらのマウスの DCs	をαCD40
で刺激し、HBV 特異的 TCR-Tg マウスから単離
した HBV 特異的ナイーブ CD8+T 細胞を養子移
入した。養子移入 3・7 日後に骨髄キメラマウ
スの肝臓、脾臓、リンパ節から細胞を単離し、
これらの組織中の HBV 特異的 CD8+T 細胞の活
性化状況、IFN-γ産生能、細胞傷害能（グラン
ザイム B 発現）をフローサイトメトリー
(FACS)により、以前報告したように解析した
(Isogawa	M,	et	al.	PLOS	Pathogen	2013)。
これら HBV 特異的 T 細胞応答が HBV の複製・
メッセンジャーRNA(mRNA)発現を抑制するか
どうかを、それぞれサザンブロット・ノーザ
ンブロットを用いて解析した。さらに、これ
ら T 細胞応答の肝障害に対する影響を調べる
ため、血清中アラニントランスアミナーゼ
（sALT）活性を測定した。	
	
目的２．HBV 特異的 CD8+T 細胞応答の誘導に

効果的な自然免疫シグナル伝達経路の同定。	
様々な TLR シグナル伝達経路を刺激すること
により、機能的 HBV 特異的 CD8+T 細胞応答が
HBV 持続感染下で誘導出来るかを検証するた
め、HBV-Tg マウスに Poly	 I-C(TLR3)、CpG	
ODN(TLR9)	を投与し、その翌日に HBV 特異的
ナイーブ CD8+T 細胞を養子移入後、HBV 特異
的 CD8+T 細胞応答、HBV 複製・mRNA 発現、肝
障害の程度を目的１で記述した様に解析した。	
	
４．研究成果	
目的１．機能的 HBV 特異的 CD8+T 細胞応答が

活性化 DCs により誘導される機序の解明。骨
髄由来細胞上で MHC	class	I を発現しない骨
髄キメラ HBV-Tg マウスでは(図 1A;red	bars)、
野生型の HBV-Tg マウス(図 1;white	 bars)に
比較して、HBV 特異的 CD8+T 細胞の増殖は抑



制されたが、	 CD69	 (図 1B)とグランザイム
B(図 1C)の発現にみられるように、その活性
化と細胞傷害能の誘導には変化が認められな
かった。以上の結果から機能的 HBV 特異的 T	
細胞応答の誘導には、骨髄由来細胞による抗
原提示が必要であることが示された。一方で、	
HBV 特異的 CD8+T 細胞は、骨髄由来細胞のみ
で MHC	class	I	を発現する HBV-Tg マウス(図
1:blue	bars)においても、T 細胞養子移入 7日
後には野生型 HBV-Tg マウスとほぼ同程度、活
性化の指標である CD69 を発現していた(図
1B)。このことは骨髄由来細胞が肝細胞で産生
された HBV を取り込み、外因性抗原提示機序
により、HBV 特異的 CD8+T	細胞を活性化する
ことを示している。このような活性化にもか
かわらず、HBV 特異的 CD8+T	細胞は骨髄由来
細胞のみで MHC	 class	 I	 を発現する HBV-Tg
マウスにおいては全く増殖せず（図 1A）、細胞
傷害能の獲得も示さなかった(図 1C)。以上の

結果から、骨髄由来細胞による抗原提示は機
能的 HBV 特異的 CD8+T	細胞応答の誘導に十分
でなく、肝細胞による抗原提示が細胞の増殖
と機能分化、特に細胞傷害能の誘導に必須で
あることが示された。	
	
目的２．HBV 特異的 CD8+T 細胞応答の誘導に

効果的な自然免疫シグナル伝達経路の同定。

HBV-Tg マ ウ ス に Poly	 I-C(TLR3) 、 CpG	
ODN(TLR9)	を投与しても、機能的な HBV 特異
的 CD8+T 細胞応答は誘導されなかった。この
事は、αCD40 による自然免疫の活性化が HBV
特異的 CD8+T 細胞応答誘導に非常に強力であ
る事を示している。	
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