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研究成果の概要（和文）： 
我々はこれまで、肝類洞内皮細胞が抗原特異的な免疫寛容誘導能を持つ事を示してきた。
本研究では実際にマウスモデルを用いて肝類洞内皮細胞を移入し免疫寛容誘導し得るかを
検討した。免疫不全マウスに同種類洞内皮細胞移入し、キメラ肝を構築した。生着したキ
メラ内皮は PD-L1 を強く表出しており、免疫再構築後、キメラ内皮が誘導できた個体では、
T 細胞の応答抑制を認めた。さらに同種心移植を行ったキメラ肝マウスではグラフト心生
着がドナー特異的に有意に延長した。これより、アロ類洞内皮移入により移植臓器に対す
る免疫寛容誘導は可能であることが明らかとなった。      
 
研究成果の概要（英文）： 
We have shown that liver sinusoidal endothelial cells (LSEC) has antigen specific 
immune-suppressive potential in vitro. In this study, we evaluated the possibility 
that adoptive transfer of isolated allogeneic LSECs induce immune-tolerance in vivo 
mouse model. Allogeneic BALB/cA LSECs were intraportally injected into 
immunodeficient RAG2/gc double-knockout (DKO) mice.  After orthotopic allogeneic 
LSEC engraftment, engrafted LSECs expressed PD-L1 molecule. DKO mice were 
immune-reconstituted using C57BL/6 syngeneic splenocytes.  After immune 
reconstitution, mixed lymphocyte reaction revealed specific inhibition of host 
alloreactive T-cell proliferation. Furthermore, allogeneic LSEC engraftment 
significantly prolonged subsequently grafted cognate allogeneic heart survival in 
DKO mice immune-reconstituted with syngeneic bone marrow transplantation.  In 
conclusion, murine LSECs are capable of suppressing T cells with specificity cognate 
to LSECs in an in vivo model.   
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１．研究開始当初の背景 
肝臓移植は劇症肝炎や慢性肝疾患の最終段
階である肝不全に対して唯一根本的かつ最
終的な治療法である。しかし同種の臓器又は
細胞を移植する場合、T 細胞を主体とした細
胞性拒絶反応を回避するために免疫抑制剤
による制御が不可欠となっている。これまで
の免疫抑制剤の多大な進歩にも係わらず、移
植後の非特異的免疫抑制剤の使用は、術後の
肝炎ウイルス再発、易感染性、肝腫瘍の再発
など、移植術後の生存率を低下させる大きな
リスクとなっている。移植成績と患者 QOL
の更なる向上のためには特異的免疫寛容導
入プロトコールの開発が必須である。肝臓移
植後の急性拒絶はレシピエントの T 細胞が、 
抗原提示細胞が提示するドナー抗原を認識
して活性化した後、移植組織を攻撃すること
で惹起される。抗原提示細胞には class II に
より移植抗原を提示し同時に共刺激分子に
よって T 細胞を活性化し拒絶を惹起する、樹
状細胞に代表される professional抗原提示細
胞と、class II は表出し抗原は提示するが共
刺激分子の表出を欠き、その結果 T 細胞を寛
容化するnon-professional抗原提示細胞があ
る。私は最近、肝類洞内皮細胞がこの
non-professional 抗原提示細胞の性格を備え、
T 細胞を抗原特異的に抑制することを確認し
た。マウス肝類洞内皮細胞によって抗原提示
されたT細胞は直接および間接認識経路で死
滅あるいは麻痺に陥り、移植抗原特異的免疫
寛容が誘導されることを in vitro で示してき
た。すなわち、肝類洞内皮細胞移入すること
でドナー特異的免疫寛容導入できる可能性
が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では同種肝臓から類洞内皮細胞を分
離し、移植後のドナー肝臓に経門脈的に移入
しキメラ類洞を構築することによる T 細 
胞性拒絶制御の可能性を、マウスを用いた in 
vivo モデルで検討する事を目的とした。また
前臨床的研究として、同モデルにおいて実際
に同種心移植を行い、同種類洞内皮細胞移入
によるグラフト心生着延長効果の検討を行
った。さらに肝類洞内皮細胞の寛容性メカニ
ズムの検討を行った。 
 
３．研究の方法 
①Balb/c マウスの肝臓から類洞内皮細胞を
分離し、免疫不全 B6 マウス（B6-RAG2/gc ダ
ブルノックアウトマウス）に門脈内移入す
ることでキメラ類洞の構築を行った。さらに
この類洞内皮細胞の生着を組織免疫染色に
より評価した。 
②免疫不全 B6マウスに Balb/c 類洞内皮細胞
を門脈内移入しキメラ肝マウスを作成、4週

後に B6 マウスから同系骨髄移植にて免疫再
構築を行った。免疫再構築後（骨髄移植６週
後）、マウスを犠死させ、脾細胞を responder
とした混合リンパ球試験を行い、同種反応性
（Balb/c 抗原反応性）T細胞の応答を定量し
た。 
③②において確立した免疫再構築キメラ肝
マウスに対する同種（Balb/c）心移植モデル
を用いて、類洞内皮細胞移入による寛容誘導
の検討を in vivo モデルで行った。 
 
４．研究成果 
免疫再構築キメラ肝マウスの作成 
同種異系マウス間で、免疫不全 B6 マウスに
Balb/c マウスより分離した類洞内皮細胞を
門脈内移入すると、4 週後には移入した類洞
内皮細胞は生着しキメラ肝を構築した。続い
て B６マウスより脾細胞移入し免疫を再構築
したが、免疫再構築後も MHC class I 染色に
よって移入類洞内皮細胞の生着およびキメ
ラ構築が確認できた（図１）。 

 
移入した Balb/c 類洞内皮細胞は移入時に
classII、CD80 といった分子を表出し抗原提
示細胞としての性格を持っているのみなら
ず、アポトーシス誘導分子である PD-L1 分子
も表出していたが（図２）、 
移入した類洞内皮細胞は生着後も PD-L1分子
を強く表出していた（図１）。 
 



類洞内皮細胞移入による類洞内皮キメラに
より、同種反応性 T細胞応答は抗原特異的に
抑制される。 
キメラ肝マウスを B６マウス脾細胞を用いて
免疫再構築後、同種反応性 T 細胞の応答を
CFSE 色素を用いた混合リンパ球試験で検討
した。同種類洞内皮細胞を移入したマウスで
は、免疫再構築後も同種反応性 T細胞の応答
はサードパーティー（SJL マウス）に対する
反応と比べ有意に抑制されていた。一方、類
洞内皮細胞を移入していないマウスでは、免
疫再構築後、同種反応性 T細胞応答はサード
パーティー対する反応と同等であり、特異的
免疫抑制は認めなかった（図３）。 

 
さらに抗 PD-L1抗体の投与により類洞内皮細
胞移入による抗原特異的 T細胞応答抑制効果
は消失した（図４）。 

これらの結果より移入した類洞内皮は反応
性 T細胞に対し特異的に免疫抑制効果を発揮
し、表出する PD-L1 により免疫寛容が誘導さ
れていることが示唆された。 
 
類洞内皮細胞移入により同種移植心は生着
が延長する。 
次に前臨床的実験として、類洞内皮細胞の持
つ免疫寛容性により移植臓器の生着延長が
得られるか、心移植を用いた in vivo モデル

で検討を行った。類洞内皮移入後、骨髄移植
により免疫再構築をしたキメラ肝マウスに
対して、移入した類洞内皮細胞と同系マウス
をドナーとした同種心移植を行った。類洞内
皮細胞移入をしていないマウスでは移植後 1
７日までに全例拒絶されたのに対し、類洞内
皮細胞移入を行ったマウスではグラフト心
生着が有意に延長した（図５）。このグラフ
ト心生着延長効果はドナー類洞特異的であ
り、サードパーティー心グラフトの生着延長
は認めなかった。 
 

これらの結果より、同種類洞内皮移入による
キメラ肝により移植臓器に対する免疫寛容
誘導が可能であることが明らかとなった。   
 
まとめ 
拒絶反応を引き起こすことなく、免疫抑制剤
を減弱または中止できる特異的免疫寛容を
人為的に誘導することが可能であれば、移植
後の免疫抑制剤による副作用、感染・がん発
生などの合併症を防ぎ、予後をこれまで以上
に改善できると考えられる。外来的に移入し
た類洞内皮細胞により完全ではないにして
も移植臓器の生着延長を誘導できたことは、
画期的な免疫寛容誘導細胞療法として有望
と考えられる。またそのメカニズムとして
PD-L1 分子が関与していることを示唆させる
結果は非常に興味深く、今後の免疫寛容誘導
法としての tissue engineering を含めた細
胞療法の可能性を期待させる。 
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