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研究成果の概要（和文）：高い免疫誘導能を発揮し長期間安定なヒト型リンパ節組織を人工的に構築する方法を
確立した。新たに作製したヒトストローマ細胞とヒトI型コラーゲンペプチドの混合培養よりスフェロイドを形
成、そのスフェロイドとヒト末梢血リンパ球を混合し免疫不全マウスの腎臓被膜下に移植して１００％の確率で
機能的ヒトリンパ組織を構築する事が可能となった。免疫組織は１)ヒトＴ細胞、Ｂ細胞、樹状細胞から構成、
２)明瞭なＴ細胞領域とＢ細胞濾胞領域の形成、３)抗原刺激で抗原特異的高親和性抗体の産生、抗腫瘍キラーT
細胞の誘導、４）高内皮細静脈及び機能的な小血管、リンパ管の形成,５）摘出、他の個体への再移植が容易、
等の特徴を持つ。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded to establish the technology to construct human type 
artificial lymphoid tissues. We first established human lymphoid tissue stromal cells from human 
mesenchymal stem cells. The stromal cells were then cultured with recombinant human collagen 
peptides, which formed spheroids of the stromal cells. The spheroids and human peripheral blood 
lymphocytes were mixed and transplanted into renal subcapsular space of immunodeficient NSG mice. 
After 2-3 weeks, human lymph node-like tissues were formed at high efficiency. The tissues are 
composed of B cell follicles with FDC network, T cell areas containing FRC networks and dendritic 
cells. They contain fine networks of blood vessels with HEV, and lymph vessels. Antigen-specific 
antibody production and T cell responses were efficiently induced upon antigen stimulation.The 
structure of the tissues is stably maintained in NSG mice and easy to remove and transplant.

研究分野： 免疫学

キーワード： ヒト型人工リンパ節　ストローマ細胞　スフェロイド形成　抗原特異的免疫反応　がん免疫療法　免疫
組織再生　徐放性ゲル
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 免疫系は生体の恒常性を維持／調節する
ダイナミックで可塑性に富んだ高次システ
ムであるが、成人における胸腺などの一次免
疫組織の機能低下と退縮、加齢やがん、重症
感染症などによる二次リンパ組織の変容、破
綻が不可逆的に引き起こされ、そのために生
命の維持が危機に曝されることがしばしば
生じる。これを克服する手段は殆どないのが
現状である。そこで、免疫組織の再構築の技
術を確立して、加齢、がんの進行等による低
下した免疫機能の回復、重症感染症、がん、
自己免疫病など難治性疾患の治療に有用な
免疫デバイスをあらかじめ準備できればこ
れらの問題の解決の有力な手段になること
が期待される。我々は、これまでにマウスの
リンパ組織ストローマ細胞とその組織構築
を支える scaffoldとしてコラーゲンスポンジ
を用いてマウス体内で末梢リンパ節と類似
した３次元組織を人工的構築することに成
功し、この人工的に構築したリンパ組織内に
抗原特異的高親和性抗体を産生する免疫反
応を誘導出来ることを報告してきた。また、
体内でその３次元構造が長期間安定に維持
されること、免疫不全マウスに移植すると免
疫不全状態の個体において免疫能の著明な
改善がもたらされることを示してきた。近年、
各種臓器の organoidsの構築など臓器組織の
再構築と応用に向けた取り組みが盛んであ
るが、免疫研究においてもその必要性が求め
られる。我々は世界に先駆けて免疫組織、臓
器の再構築の研究に取り組んできた。しかし
我々以外には国内でも国際的にも研究が未
だ殆ど行われていないのが現状である。本研
究では我々の国際的にもユニークな免疫系
organoids の構築の研究をさらに推進し、有
用なヒト型免疫組織を構築して癌、自己免疫
病などの疾患の解析、治療に貢献することを
目標とする。 
 
２．研究の目的 
	 本研究ではこれまでの我々の成果を踏ま
えて、抗原特異的免疫反応誘導能を有し、か
つ体内において長期間安定な「ヒト」二次リ
ンパ節様組織の人工的構築法を確立し、その
感染防御能、抗腫瘍免疫誘導能、抗原特異的
高親和性ヒト抗体産生細胞の樹立などを証
明し、さらには自己免疫疾患の免疫細胞を用
いて免疫不全マウスに人工リンパ節組織を
構築して「ヒト自己免疫病モデルマウス」を
作製して、人工リンパ節様組織構築研究の有
用性、必要性を示す。さらに、ヒト型人工二
次リンパ節組織による抗腫瘍免疫治療法の
効果の定量化および抗がん剤の免疫系への
影響を測定出来る新たなモニター法を確立
する。また、「ヒト自己免疫病マウスモデル」
を確立することにより、ヒト自己免疫病の解
析、治療法開発のためのデバイスの開発を目
指す。 
これらの目的を達成するために以下の研究

を実施する。 
（１）二次免疫組織（リンパ節、脾臓、粘膜
免疫組織など）の人工的再構築に必要な「ヒ
ト型リンパ組織特異的ストローマ細胞」の作
製を行う。さらには、作成したヒト免疫系ス
トローマ細胞の機能に関わる液性因子の解
明、同定を行い、「人工リンパ組織特異的ス
トローマ」を構築してストローマ細胞を用い
ない液性因子のみによるヒト型人工リンパ
節の構築法」の確立を行う。 
（２） 人工ヒト免疫組織の形成と維持に適
した生体適合高分子基材の改良、開発を行う。
（３）生体適合性高分子基材内への抗体産生
細胞、キラーT細胞、記憶 T/B細胞、制御性
T 細胞など機能の異なる細胞集団の集積を促
し、異なった免疫調節機能を発揮させる免疫
デバイスの開発を試みる。 
（４）構築したヒト型人工免疫組織の臨床応
用に向けた基礎的研究を免疫不全マウス、ヒ
ト化マウスなどを用いて行う。 
（５）抗腫瘍免疫治療法の効果判定及び抗が
ん剤の免疫系への影響を測定しうる新たな
モニター法を確立する。 
（６）自己免疫疾患患者リンパ球を用いてヒ
ト型リンパ組織を構築して免疫不全マウス
に移植して「ヒト自己免疫病マウスモデル」
の構築を目指す。 
（７）ヒト免疫系における 4次元免疫空間で
の免疫反応の解析を人工的に作成した免疫
組織で行う。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト間葉系幹細胞より誘導したリンパ
組織ストローマ細胞の樹立を行う。ヒト間葉
系幹細胞株化細胞からリンフォトキシン
(LTα1β2)、Retinoic Acid (RA)などとの共培養
によりヒトリンパ組織ストローマ様細胞を
分化誘導する。 
（２）リコンビナントヒト type Iコラーゲン
ペプチドポリマーを作製し（１）で確立した
ヒトリンパ組織ストローマ細胞に加えて培
養してストローマ細胞のスフェロイドを形
成する。ついでストローマ細胞スフェロイド
とヒト末梢血液リンパ球を混合してコラー
ゲンスポンジに吸着させて、重度免疫不全
(NOG)マウス腎臓被膜下へ移植することによ
りヒト型人工リンパ節組織を構築する。 
（３）ヒトリンパ組織ストローマ様細胞が発
現するケモカイン、サイトカイン、増殖因子
などの液性因子、接着因子を同定し、それら
を安定して含有し徐々に放出できる新規徐
放性ゲルを作成する。それら徐放性ゲルを支
持体(scaffold)であるコラーゲンスポンジに結
合させてリンパ組織特異的「人工ストローマ」
を作製する。次に作製した「人工ストローマ」
とヒト末梢血リンパ球とを混合して重度免
疫不全(NOG)マウス腎臓被膜下へ移植する。 
（４）上記２、３のいずれの場合も２−３週
間後に構築されてくる人工ヒトリンパ節組
織を回収し①組織構造を免疫組織染色で解



析する、②人工リンパ節組織を移植された重
度免疫不全(NOG)マウスを抗原で免疫して人
工ヒトリンパ組織における免疫反応（抗体産
生、サイトカイン産生、キラーT 細胞活性、
免疫抑制活性）などについて検討する。③一
方、がん患者から外科的に摘除されたがん組
織の組織片を免疫不全マウスで継代移植し
て PDX (patient-derived xenograft) マウスを確
立する。摘除がん組織の供給者である同じ患
者から末梢血リンパ球を調整して上記の（２）
または（３）の方法で人工リンパ節組織を構
築して、その人工リンパ組織を同一患者由来
の PDX マウスに移植してその抗腫瘍活性を
測定にする。④上記の系を用いて、抗 PD-1
抗体などチェックポイント抗体の投与によ
る抗腫瘍活性の亢進の有無、さらに抗がん剤
の効果と免疫組織への影響を測定出来る測
定系を確立する。 
（５）ヒト造血幹細胞導入により作製された
ヒト化マウスをさらに改良し「新規免疫ヒト
化マウス」を創出する。HLA、サイトカイン
を含むヒト遺伝子をヒト化マウスに導入し
て抗原特異的免疫反応が誘導出来るヒト化
マウスの確立を目指す。NOD/SCIDマウスま
た NOD/SCID/Il2rgKO(NSG)マウスからは、直
接 ES 細胞を用いた遺伝子組換えができない
事から、一旦、BALB/c バックグラウンドで
の遺伝子組換えの上、NSGへのバッククロス
を行う。このヒト遺伝子組み換え新規免疫不
全マウスにヒト造血幹細胞を移入して「新規
免疫ヒト化マウス」を作成し、これを用いて
ヒト免疫細胞の分化・成熟・免疫機能に関す
る研究を実施する。この新規免疫ヒト化マウ
スに、上記のスフェロイド化したヒトリンパ
組織ストローマ細胞または「人工ストローマ」
を移入することによりヒト型人工リンパ節
の構築を試みる。 
 
４．研究成果	
（１）リンパ組織特異的ストローマ細胞を
用いたヒトリンパ節組織の構築。 
	 ヒト間葉系幹細胞株より今回新たに確立
したヒトストローマ細胞クローンは
lymphotoxin-β 受容体（LTβR）及びリン
パ組織特異的ケモカイン(CCL19, CCL21, 
CVXCL12, CXCL13, CCL6など)、接着因
子分子群(VCAM-1, ICAM-1など)を発現し
ていた。確立したヒトストローマ細胞とリ
コンビナントヒト I 型コラーゲンペプチド
（細胞接着部位のタンデムリピートから構
成されている）とを混合培養してヒトスト
ローマ細胞のスフェロイドを構築した。 
	 このヒト型ストローマ細胞スフェロイド
とヒト末梢血リンパ球を混合し LTβR受容
体に対するリガンド LTα1β2 を加えて培
養し、免疫系を完全に欠損した免疫不全マ
ウス(NSG, NOG)の腎臓被膜下に移植する。
２−３週間後に「１００％の頻度」で数ミリ
大のヒトリンパ球のみの細胞塊の形成が得
られた。 

	 作製した人工免疫組織は以下のような特
性を有する。①ヒトＴ細胞、Ｂ細胞、樹状
細胞クラスターから構成されている、②Ｔ
細胞領域とＢ細胞濾胞領域が明確な区別が
見られた、③Ｂ細胞領域にはストローマ細
胞由来の濾胞樹状細胞（FDC）が認められ、
胚中心が形成され抗原刺激でＢ細胞の活発
な増殖が誘導された、④後述するように抗
原刺激により抗原特異的高親和性抗体産生
細胞が人工リンパ節内に多数出現した、⑤
高内皮細静脈(HEV)が形成され、毛細血管
網、機能的な小血管が発達していた。また
多数の機能的な毛細リンパ管が形成されて
いた、⑥人工リンパ節組織の T細胞領域に
精緻に張り巡らされたストローマ細胞由来
の線維芽様細網細胞(FRC)ネットワークが
構築されていた。⑦ヒト人工リンパ節組織
の構造は免疫不全マウス体内で長期間安定
である、⑧人工リンパ節組織は容易に摘出
及び他の個体への再移植が容易である、⑨
人工リンパ組織は皮質、髄質構造、リンパ
組織の外側の皮膜構造を持たないことから
我々が構築した組織は三次リンパ組織と考
えられる。 
（２）液性因子のみで作製した「人工ストロ
ーマ」で二次リンパ組織を構築する方法の開
発。 
	 ストローマ細胞を常に準備することは必
ずしも容易でない場合も考えられることか
らストローマ細胞を用いない方法も確立し
た。体内各所に存在すると思われるリンパ
組織オルガナイザー（リンパ組織ストロー
マ細胞）を刺激するために① LTα1β2, 
sRANKL,および LIGHT タンパク、TNFα、
免疫細胞増殖維持のために IL-4, 

GM-CSFなどのサイトカイン、③免疫細胞
の遊走促進のために CCL19, CCL20, 
CXCL12, CXCL13などのケモカイン、のそ
れぞれのタンパクを別個に徐放性ゲル
（Medgel）に含有させる。調整された徐放
性ゲルを全て混合して、VCAM-1を結合さ
せたコラーゲンスポンジ上に添加した後に
正常マウスまたはヒト化マウスの腎臓皮膜
下に移植した。その結果、再現性良く、移
植片内には T細胞、B細胞クラスターから
構成されるリンパ組織が再現よく形成され
た（Y. Kobayashi, T. Watanabe.  2016）。T
細胞クラスター内にはストローマ細胞
follicular reticular cell (FRC) のネットワー
クの形成と多数の樹状細胞の分布、B 細胞
クラスター内に follicular dendritic cell 
(FDC)ネットワークの局在を認めた。抗原
刺激により IgG クラスの high affinity 
antibodyの産生が誘導された。 
（３）ヒト型人工リンパ節組織での免疫反応
誘導能。	 ワクチン（水痘、インフルエン
ザ、肝炎ウイルスなど）接種を受けた正常
人の末梢血リンパ球を用いて構築したヒト
型人工リンパ組織をナイーブ免疫不全マウ
スに移植しワクチンウイルス抗原で免疫し



た。その結果、効率よく IgGクラス抗ウイ
ルス抗体及び T 細胞からの IFNγの産生が
誘導された。一方、人工リンパ節組織内お
よびその移植個体において自己抗体の産生
は全く惹起されない 
	 以上から、我々が構築したヒト型リンパ組
織は二次リンパ祖組織とほぼ同等の構造を
もつヒト型三次リンパ組織であり、抗原刺激
により抗原特異的に強い免疫反応を惹起す
る機能を有することが示された。現在、以下
の（５）において記述するようにヒトがん細
胞に対するキラーT 細胞誘導能などについて
の検討、ヒト自己免疫病モデルマウスの作製
に向けた研究を開始している。	
（４）生体での脾臓の再生に関わるストロー
マ細胞の同定と脾臓の再構築。	
	 脾臓の白脾髄はリンパ節と同様に重要な
二次免疫組織である。また赤脾髄には大量の
マクロファージが存在し循環血液中を流れ
る病原体を排除する役割を果たすと共に老
化赤血球を処理する。従って、脾臓も二次リ
ンパ組織として生命維持にとって重要な臓
器である。脾臓は再生能力の高い臓器と考え
られているが成人での脾臓の再生を制御し
ているストローマ細胞については全く不明
であり、さらに成人における脾臓の再生につ
いて研究はこれまで皆無であった。我々は本
研究において、そのストローマを同定、分離
し、そのストローマ細胞を用いて成体におい
て脾臓を再構築することに成功した。我々は
まず、マウスの系において生後から adult ま
でのマウスの非造血系の脾臓間質細胞の中
に少量であるが成人での脾臓の再生を誘導
できる細胞が存在することを見出した。つい
でその分離同定、単離を行なった。生後３日
から adult のマウス脾臓中の非造血細胞
(CD45-)の間質細胞を調整し、細胞表面マー
カーを指標にその脾臓再生能力を検討した
結果、CD45-,CD31+,CD201+,CD105+,PDGFRa+
などの表面マーカーをもつ細胞（脾臓間質細
胞の 0.02	%）を精製単離した。その細胞をマ
ウス腎皮膜下に移植すると完全な構造の脾
臓（白脾髄、赤脾髄）が再構築された。抗原
刺激により強い二次免疫反応が誘導された。	
以上の結果から、生後—成人の脾臓よりスト
ローマ細胞を精製することにより二次リン
パ組織である脾臓組織 organoids を構築し、
整体に移植することにより抗原特異的免疫
反応を誘導できる可能性が示された。	
	
（５）現在進行中の取り組み。	
①がん患者の外科摘除がん組織を免疫不全
マウス（NOGまたは NSGマウス）に移植し
て継代することにより PDX (patient-derived 
xenograft) マウスを確立する。同時に同じ患
者の末梢血リンパ球を用いて、研究成果（１）
の方法で人工ヒトリンパ節組織を構築する。
（A)その人工ヒトリンパ組織を同一患者由
来の PDX マウスに移植して人工ヒトリンパ
節組織の抗腫瘍活性を測定にする。これによ

り、個々の患者の腫瘍免疫能力をより正確に
把握することができる。また、腫瘍免疫研究
のための疾患モデルとなる。 
（B）抗 PD-1抗体などチェックポイント受容
体に対する抗体の投与あるいは種々の免疫
賦活化療法での抗腫瘍活性の亢進の程度を
検定する系として有用になると期待される。 
（C）抗がん剤の腫瘍に対する効果と同時に
抗がん剤の免疫組織への影響の程度を測定
出来る系であることから、がん治療の有効性
と副作用を同時に検定出来る新たな方法と
なる。 
②ヒト免疫細胞による自己抗体あるいは自
己抗原反応性 T細胞を発現するモデルマウス
の作製。全身性エリテマトーデス(SLE)、関節
リウマチ(RA)などの自己免疫疾患患者末梢
血リンパ球から人工リンパ節組織を免疫不
全マウス（NOGまたは NSGマウス）に構築
し、さらにそのマウスに標的となるヒト組織、
臓器片を移植して「ヒト自己免疫病モデル」
を構築する。 
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