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研究成果の概要（和文）：我々は抗原特異的細胞障害性リンパ球(CTL)がどのようなメカニズム

で肝細胞に到達し、肝障害を引き起こすのか検討した。HBs抗原を肝細胞に発現した HBV Tg マ

ウスに CTLs を投与することによりヒトの劇症肝炎類似の現象を誘導するマウスモデルを用い

て、接着因子である CD44 が、CTL の肝細胞内への浸潤に重要であることを示し、CTLs 側の CD44

よりも、類洞壁内皮細胞での CD44の発現が CTLの類洞内の浸潤に重要であることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）： There are many uncertain points for regarding with leukocytes 
movement in the liver, especially interaction between liver sinus endothelial cells 
(LSECs) and cytotoxic T lymphocytes (CTLs). We examined role of CD44 for these interaction 
using hepatitis model. CTLs were administered into Hepatitis B virus transgenic mice 
(HBVTg) mice and HBVTgxCD44 knock out (KO) mice, and alanine aminotransferase activity, 
number of intrahepatic leukocytes, cytokine and chemokine mRNA level were examined. To 
determine the number and distribution of CTLs in the liver CFSE-labeled CTLs was 
administered into HBVTg with or without CD44 mice. sALT activity increased since 12 h 
though it had declined to 4 h in the CD44KOxHBVTg mice after CTLs injection. Similarly, 
the levels of Tumor necrosis factor (TNF) a, Interferon (IFN) g, Macrophage inflammatory 
protein (MIP)-2 mRNAs reduced in 4 h though it had been increased since 12 h in the 
CD44KOxHBVTg mice. The number of apoptotic hepatocytes increased intentionally at 24 h 
in the CD44KOxHBVTg livers, and it thought to be due to lower activity of initial nuclear 
factor kappaB (NF-kB). Although the number of CTLs exhibited lower at 4 h in the 
CD44KOxHBVTg livers the difference of Intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 and CD86 
expression on LSECs was not detected. CD44 on LSECs exerts important roles for CTLs 
migration into the hepatocytes. However, since CD44 deficient state was exacerbate 
hepatic injury, attention is necessary for hepatitis treatment as CD44 target therapy.  
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１．研究開始当初の背景 

現在国内で B 型肝炎ウイルス(HBV)感染者数
は約 150 万人ともいわれ、これらのウイルス
感染者の一部は慢性肝炎を経て肝硬変、肝細
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胞癌を生じる。肝細胞癌は最近の調査で男性
において癌死原因の 3 位、女性においては 4
位をしめ、HCV 感染者とともに治療の対策が
急務の感染症の一つである。肝炎の進行を防
御する効果的な抗ウイルス療法にはウイル
ス合成阻害というウイルス側の因子ととも
に宿主側の免疫反応も重要である。ウイルス
を排除するには抗原特異的なリンパ球特に、
細胞障害性 T細胞(CTLs)の働きが重要であり
今回我々は CTLs や炎症細胞の肝臓内動態と
肝障害機序の関与に注目し抗肝炎治療の新
たな可能性について検討した。宿主の効率よ
い HBV に対する免疫反応を誘導するには、
CTLsの機能動態解析が、必須であり今回我々
は、今まで不明な点が多い CTLs がどのよう
な機構で肝細胞内に浸潤するかを研究課題
とした。炎症細胞が組織局所に浸潤するため
には、いくつかのステップがあり 1) 
rolling,activation,arrest 2)adhesion 
3)transmigrationの 3種類の段階を経て細胞
内に浸潤するといわれている。まず最初の
rolling、activation, arrest のステップで
は炎症細胞上の L-selectin やそのリガンド
で あ る P-selectin glycoprotein 
ligand(PSGL1)が重要である。Activation の
際にはケモカインが arrest の際には
LFA-ICAM-1 の integrin が重要な働きをして
いる。次のステップである adhesion には、
CD44-ヒアルロン酸が重要である。今回、こ
のような細胞浸潤の過程で重要なケモカイ
ンと肝障害の機構に着目し、肝障害の制御を
目的として抗肝炎治療の新たなストラテジ
ーとしての可能性を検討した。 
 

２．研究の目的 

B 型肝炎ウイルス(HBV)による肝障害は慢性
肝炎、肝硬変、肝細胞癌を引き起こし治療法
の確立が望まれる感染症の一つである。治療
法の開発に向けて肝障害が起こるメカニズ
ムを解析することは必須である。現在までに
HBV 自身が直接肝障害を引き起こすのではな
く,宿主の免疫応答により肝障害が誘導され
るといわれている。この免疫反応を引き起こ
すと考えられているのが抗原特異的細胞障
害性リンパ球(CTL)である。CTLが HBVに感染
し て い る 肝 細 胞 を 認 識 し 、
Fas-FasL,perforin, granzyme などにより感
染細胞を破壊する。同時に炎症性サイトカイ
ンである IFN-gや TNF-aが細胞を破壊せずに
HBV の複製を制御していると報告されている。
肝炎ウイルスマウスモデル、今回は HBV Tg 

マウスを用いて抗原特異的 CTLs を投与する
肝障害モデルの系を用いて CTL がどのよう
な機構を用いて肝細胞内に浸潤するのか、ま
たこれらの遊走を制御する因子は何かを解
析する。今回は、特に接着因子の一つである
CD44 と osteopontin(OPN)、CCL2, CCL5

に着目しこれらを制御することで肝障害が
抑制されるか検討した。 

 

３．研究の方法 

HBs抗原を肝細胞に発現した HBV Tgマウスに
HBs28-39 のエピト−プを認識した CTL clone
を投与することによりヒトの劇症肝炎類似
の肝障害を誘導するマウスモデルを用いて、
CD44, chemokine が肝障害に関与しているか
検討する。この劇症肝炎モデルは肝障害の進
展が 3段階から成り立っており、1)抗原特異
的 CTLが HBV陽性肝細胞を認識して破壊
(apoptosis)2)好中球などの単核球の浸潤 3)
マクロファージによる広範な肝細胞壊死で
ある。現時点ではどの段階を制御することが
肝障害の進展に最も有効であるか不明であ
り、まず第 1 段階の CTLが肝細胞に遭遇する
前に CD44, ICAM1 の制御が有効か検討した。
具体的には、CD44KOxHBV Tg マウスに CTLを
投与し、肝障害、肝臓内の CTL数、分布、肝
臓内の炎症細胞浸潤数、各種炎症性 cytokine
の解析を行った。次のステップとして CD44KO
マウスから HBs抗原特異的 CTLを誘導し、HBV 
Tg マウスに投与し CTLの CD44 と肝障害の関
与について検討する。また CD44のリガンド
の一つである OPNがこのマウスモデルで肝障
害に関与しているか検討し、OPN の中和抗体
を投与後、炎症細胞浸潤、肝障害が軽減され
るか解析した。 
 
４．研究成果 
1)CD44KOxHBVTg マウス 
CTLs投与初期(4h)において明らかに、肝臓内
の炎症細胞浸潤数が減尐しており同時に血
清 ALT 値も低下していた。しかし投与後 24h
以降では反対に肝臓内の炎症細胞数も増加
しており肝障害も悪化していた。特に好中球、
マクロファージの細胞数が顕著な変化を示
し、早期ではこれらの細胞群は減尐していた
が後期では増加していた。CFSE をラベルした 
CTLを投与することにより, 投与後 4hでは標
識した CTL数が肝臓内で有意に減尐している
ことを FACS解析、免疫組織染色にて示した。
しかし 24hでは肝臓内の CTL数は差を認めな
かった。さらに炎症性サイトカインの解析を
RNAse protection assay を用いて行い、4h
では CD44KOxHBVTg マウス群で IFN-g や
TNF-a, CCL5, CCL2 の発現が低下していた。
これらの発現も 24h以降では逆に上昇してい
た。肝臓内 CTL 数が減尐している 4h に着目
し、類洞内皮細胞(LSEC)と CTLの混合培養に
よる migration assay を行うことにより、
LSEC の CD44 が重要であることを示した。ま
た投与後 24hにおける肝障害の増悪には、肝
細胞のアポトーシス数が増加しており、この
要因として CD44 が欠失したマクロファージ
ではアポトーシスを生じた肝細胞の貪食能



 

 

が低下している点と転写因子の一つである
NF-kB の低下が肝細胞のアポトーシスを生じ
やすくさせる状態にしている点の関与が示
唆された。 
 
2)CD44KO 由来の HBV特異的 CTL 
LSEC の CD44 が CTL の肝細胞への遊走に重要
であることを示したので、次に CTL に発現し
ている CD44 が肝障害に関与しているか検討
した。CD44KO マウスより DNA ワクチンを用い
て CD44KO マウス由来の HBV 特異的 CTL を誘
導し、HBVTg マウスに投与した。CD44KO マウ
スから誘導した CTLは抗原に対してサイトカ
インの産生能は低下していなかったが、複製
能の亢進が認められた。CD44KOCTL、CTL投与
の両群において投与後 4, 24h 共に肝障害の
レベルに差を認めなかった。また肝臓組織像、
炎症性サイトカインの発現にも差はなかっ
た。これらの結果は、CTL 側の CD44は肝障害
に関与しないことを示した。 
 
3)OPN の関与 
CTL投与後の CD44のリガンドのひとつである
osteopontin(OPN)が肝臓内で発現が上昇し
ており、血清中にも増加していた。LSEC の
CD44 の counterpart を同定するために、OPN
に着目した。CTL には細胞内サイトカイン染
色により発現していることを確認した。OPN
の中和抗体を前投与し、CTL を投与したとこ
ろ ALTの低下が認められた。肝臓内の炎症細
胞浸潤の減尐も見られ、主にマクロファージ
からの TNF-aの産生能が低下していた。 
 

4)CCL2, CCL5 の関与 

CTL 投与後肝臓内 mRNA レベルで CCL2, CCL5
の発現が増加していた。これらのケモカイン
を中和抗体を用いてブロックすることによ
り肝障害の程度を解析した。抗 CCL5 抗体を
投与しても肝障害の低下は認められなかっ
たが、抗 CCL2抗体を投与した群では 70%程度
の肝障害の減尐が認められた。同時に肝臓内
に浸潤するマクロファージ数の減尐が認め
られた。 
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