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研究成果の概要（和文）：C型肝炎の免疫病態の統合的解析を行った。C型慢性肝炎ではミエロイ
ド系樹状細胞やNK細胞のHCV認識機構が低下し、C型慢性肝炎に対するPegIFN-α/Ribavirin治療
では早期のCTL誘導がウイルス排除に重要であった。また担癌状態では肝NKT細胞活性化が抑制
されていること、C型肝細胞癌では制御性T細胞の誘導がおこりやすいことを示した。本研究結
果は新たな免疫治療を開発する上で重要であると考える。 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to analyze the immunological pathogenesis of chronic 
hepatitis C (CHC). The innate immune system recognizing hepatitis C virus (HCV) in myeloid dendritic 
cells was impaired in CHC patients. The IFN-α signaling in NK cells altered in CHC patients and this 
was associated with the outcome of the peg-IFN-α/ribavirin combination therapy. The early induction of 
HCV-specific CTL responses plays an important role in the eradication of HCV by this combination 
therapy. The impairment of activation of NKT cells could be occurred in tumor-bearing host and the 
generation of regulatory T cells could also be occurred in the presence of dendritic cells and HCC cells. 
These results might contribute to the development of future immunotherapy against CHC and HCC. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)本邦の原発性肝細胞癌の約 8割はC型肝炎
ウイルス（HCV）感染を基盤とした肝硬変か
ら発症する。肝癌の一次予防は C 型慢性肝炎
から肝硬変への進展を阻止することであり、
そのためには HCV の排除が必要である。現
在 HCV ジェノタイプ 1 型かつ高ウイルス量
の難治性 C 型慢性肝炎に対しては、ペグイン
ターフェロン α(Peg-IFNα)とリバビリン併用
48 週療法が行われており、HCV 排除が得ら
れる著効率は約 50％となっている。しかしな

がら残りの 50％は依然として肝癌発症の高
リスクグループであり、既存の抗ウイルス療
法以外の新規治療法の開発が望まれる。また、
C 型肝炎から高率に発生する肝癌に対しては、
ラジオ波焼灼術（RFA）などの局所治療の進
歩により、その生命予後は改善しつつある。
しかしC型肝癌は時間的にも空間的にも多発
するため、治療後の再発肝癌を制御する有効
な治療法はないのが現状である。 
(2)HCV の排除には宿主免疫機構が重要な役
割を果たしている。急性 C 型肝炎での HCV



自然排除例では持続的かつ多数のエピトー
プを認識するHCV特異的CD4+T細胞、CD8+T
細胞が誘導されている。また C 型慢性肝炎で
の Peg-IFN/Ribavirin 併用療法において著効が
得られた症例では Th1 型の HCV 特異的
CD4+T 細胞反応が活性化している。これらの
結果から、HCV 排除の免疫応答には CD4+T
細胞、CD8+T 細胞の獲得免疫系が関与してい
ることが示されている。近年、獲得免疫系の
効果的な発動、活性の維持には、DC、NK 細
胞、NKT 細胞などの自然免疫系の活性化が重
要であることが明らかになってきた。しかし
HCV 排除における自然免疫系の関与は不明
なままである。HCV 持続感染の阻止や抗ウイ
ルス治療の治療効果向上のためには、自然免
疫系の制御が重要なアプローチとなる。 
(3)自然免疫系の DC、NK 細胞、NKT 細胞、γδT
細胞、獲得免疫系の T 細胞は癌細胞の認識と
排除に関与している。我々の検討により示さ
れた C 型肝炎患者における DC、NK 細胞、
NKT 細胞の機能低下は、免疫監視機構の破綻
と発癌の増加に関与している可能性がある。
また種々の癌患者においては、免疫抑制作用
を持つ制御性 T 細胞（Treg）が増加、活性化
しており、炎症の亢進、発癌、難治化に寄与
している可能性がある。ウイルス肝炎や肝癌
による自然免疫系、獲得免疫系細胞の機能低
下機序や Treg の誘導機序を明らかにし、DC
による免疫細胞制御の方法を明らかにする
ことで、癌細胞監視機構の制御による発癌予
防法を確立できる。 
２．研究の目的 

本研究では、肝癌の発生母地となる HCV
による肝炎の免疫学的発症機序を解明し、特
に自然免疫系の制御による HCV 排除方法、
肝炎抑制方法を開発する。また前癌病変（肝
硬変）患者、肝癌患者における免疫監視機構
の破綻の機序を解明し、その回復による発癌
抑制と再発抑制効果を目指した免疫細胞療
法を開発することを目的とする。 
1.自然免疫系による HCV 感染感知機構の解
明とその制御方法の開発 

HCV感染において免疫系が発動するため
には、ウイルスセンサー分子であるTLR、
RIG-I、MDA-5がHCVを認識する必要がある。
DC、NK、NKT細胞などの自然免疫細胞群で
のウイルスセンサーの意義に関しては明ら
かではない。HCV感染者におけるウイルス感
知系の自然免疫系での意義を明らかにする
ために、DC、NK細胞、NKT細胞における
TLR/RIG-I/MDA-5の発現を解析する。また各
リガンド添加やウイルス感染刺激によるI型
IFNやサイトカインの発現を検討することで、
各細胞における機能的意義とHCV認識機構
を明らかにする。 
2.HCVによる免疫干渉作用とPeg-IFNα/リバ
ビリン治療における免疫反応性の分子機序の

解明 
C型肝炎においては自然免疫系、獲得免疫系

ともにHCVによる機能修飾を受けており、効
果的なHCV排除の免疫応答が起こりにくくな
っている。Peg-IFNα/リバビリン治療において
HCV陰性化時期と治療効果、再発率との関連
が示されている。Peg-IFNα/リバビリン治療に
おいて、免疫反応性を評価できる細胞マーカ
ーを同定する。 
3.癌細胞免疫監視機構としての自然免疫系細
胞の機能制御方法の解析と肝癌再発予防を目
指した癌免疫治療の開発 
肝発癌抑制の観点からは、肝免疫監視細胞

の機能低下機序を明らかにし、特に肝臓に豊
富に存在するNK細胞、NKT細胞の活性化方法
を確立することが必要である。これらの細胞
群はDCを介した機能制御を受けているが、
DCとの共培養系を用いた機能解析によりそ
の機能制御機構を解明する。またNKT細胞の
活性化リガンドであるα-Galactosylceramide 
(αGalCer）を用いて、免疫監視細胞活性化を
もたらすDC誘導メカニズムを解析する。また
これによる自然免疫、獲得免疫を統合的に活
性化する癌免疫治療を確立する。DC機能低下
を介した機序以外にも、T細胞自体の分化・成
熟障害や免疫抑制作用を有するTregの関与に
よる癌免疫抑制が想定されている。C型肝炎関
連肝癌おけるTregの誘導機序を明らかにする。 
３．研究の方法 
1.自然免疫系による HCV 感染感知機構の解
明とその制御方法の開発 

C 型慢性肝炎患者及び健常成人よりミエロ
イド DC(MDC)を分離し TLRs、RIG-I、MDA5
の発現を Realtime-PCR 法で検討した。各種
cytokine を非感染者 MDC に添加し TLRs と
RIG-I の発現誘導を検討した。TLRs や RIG-I
の刺激による cytokine の産生を検討した。 
2.HCV による免疫干渉作用と Peg-IFNα/リバ
ビリン(PEG-IFN/RBV)治療における免疫反
応性の分子機序の解明 

1 型高ウイルス量の C 型肝炎患者と健常者
を対象とし、末梢血単核球を単離した。CD56、
CD3 により免疫細胞を分画毎に区別し、
IFN-αによって細胞内に伝達されるシグナル
を phospho-STAT1 (pSTAT1)、pSTAT4、STAT1
の発現量で FACS 解析にて評価した。IFN-α
により誘導される遺伝子発現を Real-time 
PCR 法にて評価した。PEG-IFN/RBV 治療を
受けた C 型慢性肝炎患者(16 例)より CD8 陽
性 T 細胞を採取し、IFN-γ ELISPOT 法を用い
てHCV特異的細胞傷害性T細胞(CTL)の誘導
を評価した。 
3. 癌細胞免疫監視機構としての自然免疫系
細胞の機能制御方法の解析と肝癌再発予防を
目指した癌免疫治療の開発 

Colon26マウス大腸癌細胞の皮下担癌マウ
スと正常マウスにおいて、肝DC上のCD1d分



子の発現をFACS解析にて、血清中TGF-β量を
ELISA法にて評価した。また各マウスにおい
てColon26脾注による転移性肝癌を作成し、
α-GalCerの治療効果を評価した。肝リンパ球
中のNK細胞の構成比率をフローサイトメト
リーにて評価し、肝リンパ球のYAC-1細胞に
対する細胞障害活性をクロムリリース法に
て解析した。さらに担癌マウス及び皮下腫瘍
を切除したマウスにおける血清中TGF-β量と
肝DCのCD1d分子の発現を検討した。 
 次にC型慢性肝炎(CH)、C型肝硬変(LC)、C
型肝細胞癌(HCC)患者と健常成人(NV)を対象
に 、 胸 腺 由 来 の natural T reg 
(CD4+CD25highFoxP3+)と末梢で誘導される
Adaptive T reg の う ち IL-10 産 生 性 の Tr1
（CD4+CD25-CD127-FOXP3-）の頻度を解析
した。HCC群においては、切除やRFA治療前
後で細胞頻度の変動を解析した。各細胞を分
取し、RealtimeRT-PCR法によって機能関連分
子のprofileを解析した。さらにnaïve CD4+T細
胞とDC、肝癌細胞株との共培養を行い、Tr1
誘導の系を樹立した。この系を用いて中和抗
体、siRNAなどにより、分化や機能発現に関
与する分子を同定した。 
４．研究成果 
1.自然免疫系による HCV 感染感知機構の解
明とその制御方法の開発 
 CH 群ではMDCにおける TLR2,4,7,8、RIG-I
の発現は HV 群より有意に高値であったが
TLR3、MDA5 は差がなかった。RIG-I は IFN-α
と PolyI:C にて強く誘導されたが、TNFα や
PGE2 などの炎症 cytokine や HCV 蛋白では誘
導されなかった。また各 TLR/RIG-I リガンド
刺激 MDC における IFN-β、TNFα の誘導は
CH 群で有意に低値であった。以上の結果よ
りHCV感染により自然免疫系のHCV認識機
構が低下することが持続感染に寄与する可
能性が示された。 
2.HCV による免疫干渉作用と Peg-IFNα/リバ
ビリン治療における免疫反応性の分子機序
の解明 

C 型肝炎患者(CHC）の NK 細胞、NKT 細
胞、T 細胞といった免疫エフェクター細胞に
おける IFN-αにより伝達されるシグナルや遺
伝子発現について解析した。細胞内 STAT1 発
現量は、NK 細胞において健常成人(Healthy 
subject; HS)に比し CHC で有意に高かった。
NKT 細胞や T 細胞においては有意差を認め
なかった。NK 細胞における IFN-α刺激で誘
導される pSTAT の程度は、HS に比し CHC で
pSTAT1 は有意に増強、pSTAT4 は有意に減弱
し、STAT1 発現量とそれぞれ有意な正相関、
逆相関関係を示した。NK 細胞における IFN-α
刺激による誘導遺伝子発現は、HS に比し
CHC で、pSTAT4 シグナル下流の Ifn-g が有意
に減弱し、pSTAT1 シグナル下流の Socs1 が有
意に増強し、Perforin、Granzyme-b は減弱傾

向を認めた。NK 細胞感受性細胞である K562
細胞との共培養による NK 細胞の脱顆粒機能
は、HS においては IFN-αにより有意に増強し
たが、CHC においては有意な増強が認められ
なかった。またインターフェロン治療が行わ
れた症例においては、治療前 NK 細胞内
STAT1発現量と治療開始後の IFN誘導遺伝子
発現量が逆相関関係を示した。さらに、治療
前NK細胞内 STAT1発現量が比較的高い症例
においては、治療開始後 8 週目の血中
HCV-RNA が残存する傾向を、比較的低い症
例においては、消失する傾向を認めた。ウイ
ルス排除に重要な役割を果たす NK 細胞にお
いてシグナル伝達や誘導遺伝子発現を含め
た IFN-α反応性が、CHC では変化しているこ
とが明らかになり、治療効果との関連も示唆
された。 

C 型慢性肝炎に対する PEG-IFN/RBV 治療
におけるHCV特異的細胞傷害性T細胞(CTL)
免疫反応と治療効果の関連を IFN-γ ELISPOT
法を用いて検討した。HCV コア蛋白由来ペプ
チドあるいは NS3 蛋白由来ペプチド特異的
CTL の頻度は、PEG-IFN/RBV 治療前の患者
群と健常成人群の間には差がなかった。患者
群の HCV コア蛋白あるいは NS3 蛋白由来ペ
プチド特異的 CTL の頻度は、いずれも
PEG-IFN/RBV 治療開始後 4 週間で有意に上
昇した。(下図参照、文献 3 より改変) 
 

 

患者群を SVR 群と non-SVR 群の 2 群に分け
て HCV コア蛋白あるいは NS3 蛋白由来ペプ
チド特異的 CTL の頻度を比較すると、治療前
の CTL の頻度は 2 群間に差はなかったが、
SVR 患者群においては、HCV コア蛋白ある
いは NS3 蛋白由来ペプチド特異的 CTL の頻
度は治療前に比して治療開始 4 週後に有意に
増大していたが、non-SVR 患者群では、治療
開始後の CTL 頻度の有意な増大は認められ
な か っ た 。 C 型 慢 性 肝 炎 に お け る
PEG-IFN/RBV 治療では、治療開始後早期の
HCV特異的CTLの誘導がHCVのウイルス排
除に重要であることが明らかとなった。 



3.癌細胞免疫監視機構としての自然免疫系細
胞の機能制御方法の開発 
 肝 DC 上の CD1d 分子の発現は、正常マウ
スに比して担癌マウスでは有意に低下して
いた。α-GalCer 投与により肝 NK 細胞の構成
比率は、正常マウスでは有意に増加するのに
対し、担癌マウスでは変化がなかった。肝リ
ンパ球の NK 活性は、正常マウスでは高かっ
たが、担癌マウスでは低かった。正常マウス
においては α-GalCer による治療により
Colon26 細胞の転移性肝腫瘍を肉眼的に全く
認めず、α-GalCer にて治療を受けたマウスの
肝重量は、vehicle にて治療を受けたマウスの
肝重量に比べて有意に低かった。一方担癌マ
ウスにおいては、α-GalCer による治療でも肝
全体に転移性肝腫瘍の形成を認め、α-GalCer
にて治療を受けたマウスの肝重量は、vehicle
投与を受けたマウスの肝重量と同等であっ
た。DC 上の CD1d 分子の発現を抑制するサ
イトカインである TGF-βは、Colon26 細胞培
養上清中に多量に産生されていた。また血清
中 TGF-β量は、正常マウスに比して担癌マウ
スで有意に高かった。Colon26 皮下腫瘍を切
除すると、血清中 TGF-β 量は有意に減少し、
肝DC上のCD1d分子の発現低下は回復した。
皮下腫瘍担癌マウスでは、肝 DC 上 CD1d 分
子の発現低下を認め、α-GalCer による肝先天
免疫活性化が減弱していたが、皮下腫瘍切除
により肝 DC 上の CD1d 分子の発現は回復し
た。以上の結果は、肝先天免疫を標的とした
α-GalCer による肝癌再発抑制には、原発腫瘍
のコントロールが重要であることが示唆さ
れた。 

C 型肝癌における Tr1 の解析では、HCC 群
では、末梢血 Tr1 頻度は NV、CH、LC 群に
比し高値であった。肝癌組織中の Tr1、は末
梢血より高頻度であり、癌組織への集積性が
認められた。HCC 群において、切除や RFA
で治療した症例では、Tr1 頻度が低下し、肝
内再発に伴って再上昇を認めた。Tr1 では
LAG-3、IL-21, c-Maf などが高発現であり、機
能関連分子として重要であった。DC と肝癌
細胞株との共培養で、naïve CD4+T 細胞から
Tr1 が誘導され、PD-L1、HLA-G、IL-T4 の
masking やノックダウンによって分化は抑制
された。C 型肝癌においては Tr1 の免疫抑制
性細胞群が増加しており、発癌や治療後再発
と密接に関連していた。肝癌による各細胞の
分化や機能発現に PD-L1/PD-1、HLA-G/IL-T4
経路が関与しており、治療標的としての有用
性が示唆された。以上の結果は C 型肝癌に対
する DC ワクチンを構築するには Tr1 の誘導
を抑制するメカニズムを考慮した上で作成
していく必要性を示唆する結果であった。 
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