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要 旨 
 
【背景と目的】 
臓器移植における急性拒絶反応は T リンパ球を中心とした細胞性免疫により惹起され、   
移植片局所に浸潤したリンパ球の免疫学的活性が移植片の拒絶 /寛容に重要な役割を   
果たす。移植後、ドナー抗原に特異的なリンパ球が活性化、成熟し移植片を拒絶するのに  
7−10 日程度かかるとされるが、移植片には移植後速やかにリンパ球が浸潤する。この移植後

早期の移植片浸潤リンパ球 (Graft Infiltrating Lymphocytes : GILs)の免疫学的機能、 
とりわけ抗原特異性の有無についてはこれまで明らかではなかった。動物実験による先行  
研究によると、移植直後から数日は GILs が直接拒絶反応に関与しない可能性が示唆されて

いるが、これらの抗原特異性について解析を行った報告はこれまでなかった。本研究は、この

移植後早期 GILs の免疫学的機能を、免疫不全マウスへのリンパ球の再構築という手法を 
用いることで可能とし、明らかにした。 
【対象と方法】 
臓器移植モデルとして、マウス心移植モデルを採用した。C57BL/6 マウスの心グラフトを

BALB/c マウスの腹腔に異所性に移植し、移植後 72 時間および 120 時間の時点で     

移植片をレシピエントマウスより摘出、単核球を移植片より摘出し、解析を行った。まず、  

GIL ｓの population、活 性 化 マーカーの発 現 、細 胞 傷 害 性 サイトカイン産 生 を Flow 
Cytometry で直接解析した。一移植片から採取できる GILs の細胞数は少数であり、    

同細胞をそのまま使用しての機能解析は困難であった。そこで、リンパ球系の細胞を持たない

BALB/c Rag2-/- Il2gc-/- マウス (BRG マウス)に GILs を腹腔内投与、同マウス内に GILs に

よる免疫システムの再構築を行った。移入後 10 週目に同マウスを用い ELISpot および   

マウス心移植を行い、機能解析を行った。さらに、移植後 72 時間の心移植片を BALB/c  

マウスから摘出し、それを BRG マウスに直接再移植し、拒絶の有無を解析した。 
【結果】 
移植後 72 時間、120 時間いずれも、GILs はそのほとんどがレシピエント由来であった。  
120 時間で CD8+ T 細胞優位な浸潤細胞数の増加をみとめたが、Naïve/Memory の比率は

両者でほぼ同じであった。移植後 120 時間の GILs では、CD25, CD69, T-bet, Nur77 と 
いったリンパ球の活性化マーカーの発現上昇を認めたが、72 時間での活性化マーカーの 

発現は異系、同系移植で有意差を認めなかった。炎症性・細胞傷害性サイトカインの産生 

増加を移植後 120 時間で認めたが、72 時間では同様に異系、同系で有意差を認め     

なかった。以上の結果からは、移植後 120 時間の GILs は活性化された集団であるが、   

72 時間では活性化されていないことが示唆された。さらに、移植片から抽出した単核球から

CD3+ GILs を sort し microarray を施行したが、免疫学的機能に関する遺伝子の発現  

では両者に有意差は認めなかった。続いて、抽出した移植片浸潤細胞を BRG マウスの   
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腹腔内に投与し、GILs の BRG マウスでの再構築を試みた。野生型マウスの脾細胞を    

腹腔内投与した予備実験では、投与後 2 週間で BRG マウスの末梢血に CD3+リンパ球の 

出現を認めた。投与後 9-10 週目でリンパ球の再構築率がプラトーとなったため、10 週目で 

マウスを解剖、脾細胞でも十分量のリンパ球が再構築されるのを確認した。また、同マウスを

用い ELISpot およびマウス心移植による機能解析を施行したところ、再構築するリンパ球の 

ドナー抗原への曝露歴によって異なる免疫応答を示した。続いて、移植後 72 時間および 

120 時間の GILｓを用いて同実験を施行した。投与後 10 週目で再構築される脾臓内の   

リンパ球の割合は、腹腔内投与時の細胞数により変動を認めたが、いずれも CD44 陽性の

memory phenotype のリンパ球 が再 構 築 された。また、CD4+Foxp3+Treg の再 構 築 も   

認めた。再構築後の BRG マウスの脾細胞で IFN-g ELISpot assay を施行、120 時間の

GILｓを再構築した BRG マウスではドナー抗原特異的な強力な IFN-g 産生を認めたが、  

72 時間の GILｓを再構築した BRG マウスではドナー抗原に対する IFN-g 産生は微弱で  

あった。続いて、再構築後の BRG マウスに対し、ドナー抗原と同種の心移植片を移植した。

120 時間の GILs を再構築した BRG マウスは速やかに心移植片を拒絶した一方で、    

72 時間の GILｓを再構築した BRG マウスでは移植後 100 日目でも移植片の拍動を続けて

おり、脾細胞でのリンパ球の再構築率や抗原特異的な IFN-g 産生能は移植前と移植後とで

変化を認めなかった。さらに、移植後 72 時間の心移植片を、BALB/c レシピエントから摘出、

そのまま BRG マウスに再移植したところ、移植片は拒絶されることなく拍動を続けた。    

再移植後 100 日目の心移植片には CD3+リンパ球の浸潤を認め、脾細胞への CD3+        

リンパ球の再構築を確認した。このことから、移植後 72 時間の GILｓはドナー抗原に対し  

攻撃的な免疫機能を有さないと考えられた。 
【考察】 
BRG マウスへのリンパ球の投与により、投与したリンパ球による免疫システムが再構築され、

再 構 築 さ れ た リ ン パ 球 の 抗 原 特 異 性 に 依 存 し た 異 な る 免 疫 応 答 を 示 し た 。 移 植 後     

120 時間の GILs は活性化された population であり、BRG への再構築後も強力な抗原  

特異的な免疫応答を示したことから、ドナー抗原により感作されたリンパ球であると考えられた。

一方で、移植後 72 時間の GILｓの活性化は微弱で、抗原特異的な攻撃性も示さなかった 

ことから、ドナー抗原に感作されていない集団と考えられた。移植直後に浸潤する抗原    

非特異的なリンパ球は特定の免疫機能を有している可能性があり、今後詳細な解明が期待 

される。 
【結論】 
移植後 120 時間の GILs は活性化されており、抗原特異的な細胞集団を含む一方で、   

移植後 72 時間後の GILs はレシピエント由来にも関わらず活性化は微弱で、抗原特異的な  

反応性も有さない集団であった。 
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略 語 表 
 
本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである 
Ag;  antigen 
APC;   antigen presenting cells 
BRG;   BALB/c Rag2-/- Il2gc-/- 
ELISpot;  enzyme-linked immunospot assay 
EvG;  Elastica van Gieson 
Foxp3;   forkhead box protein P3  
GILs:   graft infiltrating lymphocytes  
IFN-g; interferon-gamma,  
IL;   interleukin 
KLRG;   killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1 
MHC;   major histocompatibility complex 
MLR；  mixed lymphocyte reaction 
MST； mean survival time  
Nur77;   nuclear receptor subfamily 4 group A member 1(NR4A1) 
T-bet;   Th1-specific T box transcription factor,  
TCR；  T cell receptor 
TNF-α;  tumor necrosis factor-alpha 
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緒 言 
 
 臓器移植における拒絶反応は T 細胞を中心とした細胞性免疫が主体となって惹起され、 
移 植 片 局 所 で の リ ン パ 球 の 免 疫 応 答 は 移 植 片 の 拒 絶 ・ 生 着 に 非 常 に 重 要 で あ る 。   
Kendal らは、皮膚移植モデルにて、免疫寛容を導入されたマウス皮膚移植片には制御性  
T 細胞が浸潤しており、この制御性 T 細胞を選択的に皮膚移植片から除去すると移植片が

拒絶されることを示し、移植片局所で制御性 T 細胞とエフェクターT 細胞とのバランスが拒絶・

寛容に強く影響することを示した (Kendal et al., 2011; Zaitsu et al., 2017)。このため、 

移植片に浸潤するリンパ球 (Graft Infiltrating Lymphocytes; GILs)の免疫学的機能の

解析は移植片での拒絶反応の有無の解析に重要である。一般に、細胞性免疫の成立には

抗原提示細胞による二次リンパ組織での抗原特異的 T 細胞の活性化、成熟した抗原特異的

T 細胞の移植片への浸潤、移植片局所での免疫応答という過程を必要とする (Alegre et al., 
2016; Wood and Goto, 2012)ため、一般にその成立には 7−10 日程度かかるとされている。

一方、移植片には移植後 24 時間の時点でリンパ球の浸潤を認める (Schenk et al., 2008)。
この 移植後 24 時間の早期 GILs は抗原特異的なリンパ球ではないと考えられている 
(Schenk et al., 2008) が、その免 疫 学 的 機 能 については明 らかではない。移 植 後 の

CD8+GILs が炎症反応の維持に作用しており (El-Sawy et al., 2004; Setoguchi et al., 
2013; Su et al., 2014)、免 疫 

応 答 の 活 性 化 に 関 与 し て い る 

可 能 性 が 示 唆 さ れ る 一 方 、   

移植後 72 時間までのリンパ球が

移植片に対し直接的な攻撃性を

持たないとする報告もあり (Goto 
et al., 2013b; Li et al., 2012; 
Setoguchi et al., 2011)、その 
評価は一定しない。特に、移植後

72 時 間 の 時 点 で の GILs が  

潜 在 的 に 移 植 片 を 攻 撃 す る  

能力を持つのか、すなわちドナー 
抗原特異的な細胞集団なのかはこれまで明らかではなかった(図 1)。 
 GILs の機能解析、とりわけ抗原特異性の有無に関する解析にはいくつかの困難がある。 
一つに、移植片から得られる GILs は非常に少数であり (Christen et al., 2009)、Mixed 
lymphocyte reaction (MLR), ELISpot などの機能解析に十分な細胞数が得られない。  

また、周術期の移植片は非特異的な炎症反応により修飾を受け、抗原特異的な炎症反応を

評価できていない可能性がある。そしてなにより、免疫応答は多数の細胞の相互作用が   
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経時的に変化するものであり、特定の時間でのその瞬間での機能を記録するのは非常に  

難しい。そのため、これまでに GILs の抗原特異性について間接的に機能を示唆するような 

研 究 は多 数 見 られるが、それを直 接 解 析 した報 告 はなかった。本 研 究 では、リンパ系     

免疫細胞を有しない免疫不全マウス (Kenney et al., 2016)に GILs を移入して同マウスに

GILs の免疫系を再構築し、抗原特異的な攻撃性を解析する動物実験モデルを考案した。 

再構築されたマウスの機能解析を行うことにより、GILs の抗原特異的な反応性を解析し、  

移植後 72 時間と 120 時間の GILs の免疫学的な違いを検証した。 
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方 法 
 
・マウス 
 C57BL/6、BALB/c、C3H、C;129S4-Rag2tm1.1Flv Il2rgtm1.1Flv/J (BALB/c Rag2-/-  

γc-/- : BRG)マウス (Song et al., 2010)を実験に使用した。C57BL/6, BALB/c, C3H は  

日本 SLC から 8 週齢のものを購入し、医歯学研究棟 8 階にて飼育した。BRG マウスは

Breeder Pair を米国のジャクソン研究所より購入し、当学動物実験施設にて維持、繁殖  

させたものを実験に使用した。また、本研究における動物実験は「北海道大学動物実験に 

関する規程」を遵守しながら施行した。 
 
・マウス心移植モデル 
 まず、臓器移植モデルとして、マウスの心移植系を採用した。同モデルは灌流臓器移植    
モデルとして一般的な実験系であり、拒絶反応の有無を移植臓器の拍動の有無の触知という、

簡便かつ非侵襲的な方法で評価することができる利点がある。また、心移植片は異所性に 

移植されることから、グラフト不全状態が全身状態に影響しない、すなわちグラフト不全により

レシピエントが死亡することがない。そのため、臓器移植の免疫応答を解析する動物実験  

モデルとして理想的である。 
 手術はすべてイソフルラン吸入による全身麻酔下に行った。まず、ドナー個体から心移植片

を摘出した。開腹したマウスの腹腔動静脈を切断し脱血、同時に下大静脈からヘパリン加   
生理食塩水を投与し全身の灌流を行った。灌流後に上下大静脈を結紮切離、上行大動脈

および肺動脈は結紮せず切離、残った血管を一括して結紮切離し移植片を摘出した。    
摘 出 した心 移 植 片 は腹 腔 内 に異 所 性 に移 植 した。すなわち、腹 腔 大 動 脈 および腹 部     
下大静脈を露出しクランプの上切開、移植片の上行大動脈と腹部大動脈とを、肺動脈と   
下大静脈とをそれぞれ 10−0 ナイロンの端側吻合で吻合した。吻合後クランプを解除し還流 
させ、止血を確認の上 4-0 ないし 5-0 の縫合糸を用いて２層で閉腹した。移植後 1 日 1 回 

腹部を触診し拍動の有無を確認、拍動停止日を拒絶日と判定した。 
 本研究ではレシピエントマウスとして、Balb/c マウスを、ドナーとして、異系移植：C57BL/6 を、

同系移植：Balb/ｃをそれぞれ使用した。 
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・移植片浸潤単核球の抽出 
 移植後のマウスから移植片を摘出した。まず、全身麻酔下にレシピエントマウスを開腹。    
小腸を頭側に避け、移植片を露出、周囲の癒着を可及的に剥離、動静脈の吻合部を露出  
した。腹部動静脈の頭側をクランプし、動脈吻合部の直下のレシピエント側の大動脈から   
ヘパリン加生理食塩水を注射し腹部の移植片を還流した。灌流中に下大静脈の吻合部の 
尾側を切開し脱血した。移植片の右心房が透明になるまで灌流を行い、動静脈吻合部の  
移植片側直上で動脈、肺動脈を切離し、移植片を摘出した。 
 摘出した移植片は左心室内血栓を可及的に除去し 2mm 大に細切し、コラゲナーゼ IV   

5 mg を加えた RPMI1640 培地で CO2  5%、37℃、30 分間静置した。その後 70 µm     

セルストレイナー  (Corning)でグラフトを濾して単細胞とし、Lympholyte M (Cedarlane 
Laboratories)で比重遠心を行い、中間層を単核球として回収した。 
 
・脾臓細胞の抽出 
 全身麻酔＋頸椎脱臼でマウスを安楽死させ、腹部正中切開にて開腹した。胃および小腸を

マウス右側へ避け脾臓を露出。胃脾間膜および脾門部の血管を切離し、脾臓を摘出した。  
摘出した脾臓を 70 µm セルストレイナー上ですりつぶして単細胞とし、RBC lysis buffer 
(Thermo Fisher)で溶血、洗浄し精製した。 
 
・フローサイトメトリー 
 脾臓細胞、末梢血細胞、移植片浸潤単核球は蛍光標識モノクローナル抗体で染色を行い、

フローサイトメーター  (FACS Canto II, BD Biosciences)で解 析 を行 った。すなわち、    

生成した単核球に蛍光標識されたモノクローナル抗体を付加し、4℃、30 分で静置、洗浄し

解析した。本実験で使用したモノクローナル抗体は以下の通りである； 抗マウス CD3e (clone 
145-2C11), CD4 (GK1.5), CD8a (53-6.7), CD25 (PC61), CD44 (IM7), CD45 (30-F11), 
CD62L (MEL-14), CD69 (H1.2F3), KLRG1 (2F1), Nur77 (12.14), T-bet (4B10), 
GATA3 (L50-823), RORgt (Q31-378), Foxp3 (FJK-16s), H-2Kb (AF6-88.5.5.3), H-
2Kd (SF1-1.1.1), IFN-g (XMG1.2), TNF-α (MP6-XT22), Granzyme B (NGZB)および

Perforin (S16009A) (これらはいずれも BD, Thermo Fisher, BioLegend から購入した)。
死細胞は 7-AAD (BD)を用い、すべての解析で除外された。T-bet, GATA3, RORgt, Foxp3
お よ び Nur77 の 核 内 染 色 で は 細 胞 表 面 染 色 の 後 に Thermo Fisher の

Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Kit に よ り Fix/Permeabilization を    

行った後に抗体を付与した。IFN-g, TNF-a, Granzyme B および Perforin の細胞質内  

サイトカイン染色では、解析前に 2 時間 Monensin (BD)存在化に静置 (CO2 5%、37℃)し、

その後細胞表面染色、Cytofix/Cytoperm solution (BD)による Fix/Permeabilization の

上で抗サイトカイン抗体を付与した。 
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・Cell sorting 
 単離した移植片浸潤単核球に抗マウス CD16/32 抗体  (TruStain FcX, BioLegend)を 

加え 5 分静置、これに抗マウス CD3 抗体 (REA641, Miltenyi Biotec)および 7-AAD を 

付加し 20 分静置した。この検体から FACS Aria III (BD)を用いて 7-AAD-CD3e+ 細胞を

選別した。 
 
・マイクロアレイ解析 
 ソートしたリンパ球から RNeasy mini kit (QIAGEN)を用いて RNA を抽出し、凍結した   
状態でマイクロアレイ解析に提出した。得られた RNA 量は微量でありリニア増幅を含めた

cDNA 作成、解析、生データの抽出は DNA チップ研究所に外注した。cDNA は Agilent 
Sure Print G3 Mouse GE v2 8x60K Microarray (G4858A; 074809)とハイブリダイズし、

Agilent SureScan G4900DA で 解 析 さ れ た 。 取 得 さ れ た デ ー タ は GeneSpring       
ver. 14.9.1 で標準化された。 
 
・細胞の BRG マウスへの移入、再構築 
 単離した単核球を RPMI1640 200 µl に懸濁し、BRG のマウスに腹腔内注射した。組織の

摘出から細胞の精製、マウスへの投与までは、全ての実験で 3 時間以内に行われた。腹腔内

注射されたマウスは注射 1 週間後から週 1 回尾静脈から血液を採取され、リンパ球の    

再構築率を解析した。採取された血液を RBC lysis buffer にて溶血した後に、CD3 陽性  

リンパ球の割合をフローサイトメトリーにて解析した。 
 
・ELISpot 解析 
 単離精製した脾臓細胞を、放射線照射したドナー /3rd party/自己の脾臓細胞とともに

IFN-g capture 抗 体 で 予 め コ ー テ ィ ン グ し た ELISpot MultiScreen Filter Plates 
(Millipore)上で 24 時間培養  (5% CO2, 37℃)した。共培養後 24 時間で細胞を破棄、   

二 次 抗 体 を付 加 し streptavidin-ALP で発 色 させ、プレート上 に発 現 したスポット数 を

ImmunoSpot software (Cellular Technology Limited)でカウントした。 
 
・病理組織学的解析 
 心移植片は拒絶時あるいは移植後 100 日目に摘出され、ホワイトティッシュコート (U.I.化
成)に包埋し−80℃に凍結された。クライオスタット (ライカ)で 5 µm の厚さの切片を作成し  

スライドグラスに貼付。ヘマトキシリン・エオジン染色および Elastica van Gieson (EvG)   

染色を施行した。作成した切片はマリノールで封入し、光学顕微鏡  (BZ-X800, キーエンス)
で観察、撮影した。 
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・免疫組織化学 
 10 µm の凍結切片を作成し、４％パラホルムアルデヒドで 15 分間固定した。非特異的    
結合のブロックのためブロッキングワンヒスト (ナカライ)を添加し 30 分静置した。抗マウス

CD3e一次抗体 (clone: EPR20752, SIGMA)を添加し 4℃で一晩静置。Dako EnVision+ 
system-Rabbit HRP (Agilent)を添加し室温で 45 分静置の後、DAB (Cell Signaling 
Technology)を添加し発色させた。光学顕微鏡で観察し、陽性細胞の有無を確認した。 
 
・統計 
 取得したデータはプリズム第 7.0 版  (GraphPad Software)で解析された。有意差は

Student’s t test にて比較した。移植片の生存はカプランマイヤー法で解析、 log-rank   
test で解析した。サンプルサイズは過去の文献および予備実験、先行実験の結果から   

判断した。p 値 0.05 未満を有意差有りと判断した。 
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結 果 
 
1. GILs は 72 時間から 120 時間で I 型免疫への分化・活性化を認める 
 まず、当教室ですでに確立しているマウス心移植系の手術手技を取得した。移植片の拒絶    
期間において当教室での先行データ、文献的な報告と同等の成績  (MST: 7-10 日 )を     
得られることを確認した (図 2A)。続いて同モデルを用い、GILs の population の経時的   
変化を解析した。すなわち、移植片をレシピエントマウスから摘出し単核球を精製、フロー   
サイトメトリーにてその population を解析した。本研究は移植後 72 時間の GILs の       
免疫学的活性を解析するものであるため、解析対象を 72 時間に。Negative control として

同 時 間 の同 系 移 植  (Balb/c→Balb/c)を、Positive control としてすでに活 性 化 された   
GILｓを選択することとした。GILs 抽出と FACS 解析の練習を兼ねた予備実験 (移植後 24, 
48. 72, 120, 168 時間)の 結果、移植後 120 時間以降で単核球数の増加を認め (図 2B)、
炎 症 反 応 を 反 映 す る と   

考えられたことから、移植後

120 時 間 以 降 が positive 
control と し て 適 当 と 判 断  
した。また、移植後 168 時間

では解 剖 時 に心 筋 細 胞 の    
壊 死 を 多 数 認 め 、 心 筋   
細 胞 の 壊 死 の 少 な い   
120 時間の移植片が解析に

適当であると考え、同時間を

positive control とした。 
 単 核 球 数 は移 植 後 120 時 間 で著 明 な増 加 を認 めたが、72 時 間 では異 系 、同 系 で     

有意差は認めなかった (図 3A)。リンパ球の由来を MHC-class I 分子で解析したところ、  

移植後 72 時間の時点でほぼすべての GILs がレシピエント由来 (H-2Kd+)であった(図 3B)。       
リンパ球の比率では 120 時間で CD8+リンパ球の割合が増加していたが、CD44、CD62L の

発現による Naïve/Memory の population を解析したところ、72 時間、120 時間でその   

比率はほぼ同数であった (図 3C)。続いて、ヘルパーT 細胞の population を、Th1, Th2, 
Th17 の key transcription factor である T-bet, GATA3, RORgt の発現で解析した。   

その結果、72 時間では異系、同系で各因子の発現に有意差を認めなかったが、120 時間 

では T-bet 陽性リンパ球の有意な増加を認め (図 3D)、I 型免疫の活性化が示唆された。 

続いて、移植片における CD4 陽性制御性 T 細胞の活性化を CD25、Foxp3 で解析、    

移植後 120 時間で CD4+CD25+Foxp3+T 細胞の増加を認めたが、同時に CD25+Foxp3- 

活 性 化 T 細 胞 の増 加 も認 め、CD25+細 胞 中 の Foxp3 陽 性 率 は移 植 後 72 時 間 と     
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120 時 間 と で 差 を 認 め な か っ た  ( 図 3E) 。 そ の た め 、 移 植 後 120 時 間 で の

CD4+CD25+Foxp3+T 細 胞 の 増 加 は 、  レ シ ピ エ ン ト の 免 疫 応 答 が グ ラ フ ト 保 護 的 に     

作用しているというよりは、免疫応答全体の活性化に伴う増加と考えられた。以上の結果から、

移植後 72 時間と 120 時間とでは CD4+  T 細胞の Th1 への活性化に差があることが    

示唆されたが、population でその差を見出すのは困難で あった。 
 
2. GILs は移植後 72 時間から 120 時間の間で活性化される 
 実験 1 の結果からは、移植後 72 時間ではリンパ球が活性化されておらず、120 時間では  
活性化されている可能性が示唆された。実際、CD25 の活性化は CD4+ T 細胞のみならず

CD8+T 細胞にも認めた (図 4A)。そこで、CD4+、CD8+ T 細胞両者の活性化マーカーとして
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知られている CD69 (Cibrian and Sanchez-Madrid, 2017), T-bet (Pritchard et al., 
2019)の活性化をフローサイトメトリーで解析した。移植後 72 時間では CD69, T-bet 両者の    

活性化は異系同系で有意差を認めなかったが、移植後 120 時間では CD69 陽性、T-bet 
陽性細胞ともに有意な増加を認めた (図 4A)。これらの活性化マーカー陽性細胞のうち、   

T 細胞受容体 (TCR)刺激により活性化された population の有無を調べるため、Nur77 の 

発現を解析した。Nur77 は詳細な機能が明らかとなっていない orphan transcription 
factor の一つであり、TCR 刺激によりその発現が上昇することが知られている (Ashouri and 
Weiss, 2017; Au-Yeung et al., 2014; Moran et al., 2011)。この Nur77 は 120 時間の

GILｓのうち CD69+Tbet+で特 異 的 に発 現 が亢 進 しており、同 集 団 が TCR 刺 激 により    

活 性 化 されたものであることが示 唆 された  (図 4B)。CD69+Tbet+ 細 胞 集 団 は移 植 後   

120 時間で有意な増加を認めた一方、移植後 72 時間では異系同系ともにわずかな出現に

留まり、移植後 120 時間の移植片には TCR 刺激を受け活性化されたリンパ球が浸潤して 
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いるのに対し、72 時間の時点では TCR 刺激による活性化リンパ球が移植片に浸潤して   

いない可能性が示唆された (図 4C)。また、同個体の血液および脾臓細胞の CD69、T-bet
活性は移植片と比較し低値であり、活性化されたリンパ球は移植片に局在していると考え  

られた (図 4D)。続いて、CD8+リンパ球の細胞傷害性サイトカインである IFN-g、TNF-a、

Perforin、Granzyme B の産生を検討したところ、120 時間の GILs で IFN-g、Perforin、

Granzyme B の産生が 72 時間とくらべ有意に増加しており、細胞傷害性 CD8+ T 細胞の 

存在が示唆された (図 5A)。この細胞傷害性サイトカインの産生は、移植片特異的な現象で

あった  (図 5B)。一 方 で、最 終 分 化 した細 胞 傷 害 性 CD8+T 細 胞 のマーカーである  

KLRG1 の発現は 72 時間、120 時間で同様であり (図 5C)、移植後 120 時間では移植片

局所での炎症反応は認めるものの、浸潤するリンパ球は最終分化していないと考えられた。 
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 さらに、リンパ球の活性化状態を詳細に調べるために、リンパ球の遺伝子発現の解析を   
試みた。すなわち、移植片浸潤単核球から cell sorter を用い CD3 陽性細胞を単離し、   

同細胞から mRNA を抽出、microarray 解析を行った。1 検体から単離できたリンパ球は 

1.0±0.2x104 個  (n=11)と極 小 数 であった。階 層 的 クラスタリングで移 植 後 72 時 間 と    

120 時間で層別化された  (図 6A)。エンリッチメント解析の結果、組織修復、細胞周期、    

エネルギー代謝に関する項目を中心に 2 群間で有意差を認め、120 時間の GILs の活性化

傾 向 を 反 映 し て い る も の と 考 え ら れ た が 、 免 疫 学 的 機 能 に 関 す る 項 目 で は 有 意 差 を     

認めなかった (図 6B)。この結果は、これまでのフローサイトメトリーの結果から、リンパ球が 

非常に雑多な集団であり、検体全体の活性化傾向を解析する qPCR および microarray を

行うには解析する細胞の純度が低く、一定の傾向を持つ集団として解析を行うことができな 

かったためと考えられた。上記の問題に対する解決策として single cell RNAseq (Papalexi 
and Satija, 2018)が考慮されたが、費用の問題から断念した。以上の結果から、移植後 

120 時間の GILs では TCR 刺激から活性化されたリンパ球が移植片に浸潤している     

可能性が強く示唆されたが、72 時間の GILs は異系・同系で活性化に有意差がなく、    

活性化に乏しい集団であると考えられた。 
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3. リンパ球の抗原特異的な免疫応答は免疫不全マウスに再構築される 
 これまでの実験で、移植後 72 時間の GILs と 120 時間の GILs とで活性化状態が異なる 

ことが明らかになったが、これらの GILs のドナー抗原に対しての免疫応答性については   

不明であった。さらに、この移植後 72 時間と 120 時間の GILs が同一の集団であり、     

活性化により細胞傷害性が獲得されるのか、それとも 72 時間から 120 時間の間に細胞   

傷害性を有するリンパ球が新たに浸潤してくるのか、明らかではなかった。これらの疑問を  

解明するには機能解析が必要と考えられたが、得られる細胞数が非常に少数であるため、 

直接機能解析を行うのは困難であった。そこで、ヒト化マウスモデル (De La Rochere et al., 
2018; Kenney et al., 2016; Shultz et al., 2012)を参 考 にし、免 疫 不 全 マウスへの      

リンパ球 の免 疫 の再 構 築 を試 みた。すなわち、リンパ球 を有 しない免 疫 不 全 マウスに      

リンパ球を投与することで、投与されたリンパ球が投与されたマウス内で定着し、免疫系が  

再構築されると仮説した (図 7A)。 
 まず、予備実験として移植を受け 60 日以上経過した BALB/c マウス (Stimulated 群)  

および移植を受けていないマウス (Naive 群)の脾臓細胞を 5x105 個ずつ、免疫不全マウス 
(BALB/c Rag2-/-gc-/- : BRG マウス)に腹腔内投与し、再構築の有無を調べた。投与 1 週後

から週 1 回、尾静脈から血液を採取し、フローサイトメトリーにて血中の CD3+細胞の割合を 

測定したところ、移植後 2 週目から CD3+細胞の出現を認め、経時的に増加、9 週目で    

プラトーに達した (図 7B)。10 週目に同マウスの脾臓細胞でのリンパ球の population を   

解析したところ、脾臓でも良好なリンパ球の再構築を認め  (図 7C)、腹腔内投与による    

リンパ球 の再 構 築 が可 能 であることを確 認 した。また、脾 臓 に再 構 築 されたリンパ球 の   

CD4/8 比は Naïve, Stimulate 両群で有意差を認めなかった (図 7D)。また、再構築された

リンパ球はほぼ全てが CD44 陽性の memory phenotype であったが、両群で再構築の   

傾向に有意差は認めなかった (図 7D)。BRG マウス再構築後に採取できた脾臓細胞の  

細 胞 数 は 2ｘ106 個 を超 えており、機 能 解 析  可 能 と考 えられた。 In vitro 解 析 として   

IFN-g ELISpot を施行。移植後 BALB/c マウスの 脾細胞を再構築した BRG マウス 
(Stimulated 群)で、有意差はないがドナー抗原特異的な IFN-g 産生を認めた (図 7E)。 

更にこの再構築したマウスに対しマウス心移植を施行、Stimulated 群でドナー抗原と同一 

系統の移植片の拒絶を認めた (図 7F)。一方、Naïve 群のリンパ球を投与し再構築した   

マウスでは、ELISpot 解析でのドナー特異的な IFN-g 産生、心移植でのドナー抗原への  

拒 絶 反 応 の い ず れ も 認 め な か っ た  ( 図 7E, F) 。 な お 、 リ ン パ 球 を 再 構 築 し て い な い    

BRG マウスにドナー心 移 植 を行 うと、移 植 片 は拒 絶 されなかった。以 上 の結 果 から、      

リンパ球の BRG マウスへの移入により同マウスにリンパ球が定着し、ドナー抗原に感作された

ことのあるリンパ球がドナー抗原に対する免疫応答を示したと考えられた。すなわち、抗原  

特異性を有するリンパ球の免疫応答性が同マウスに再構築され、リンパ球の抗原特異性の解

析が可能なモデルと考えられた。 
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4. BRG マウスに再構築させた GILｓは、異なる免疫学的応答を示す 
 上記の腹腔内投与モデルを用い、移植後 72 時間の GILs と 120 時間の GILs の      

免疫系を再構築することにした。すなわち、単離した GILs を BRG に腹腔内投与し、     

再構築を試みた  (図 8A)。腹腔内投与後、1 週間毎にマウス末梢血中の CD3+細胞の    

再構築率を確認したが、再構築率は良好であった (図 8B)。腹腔内投与時の自然免疫系 

細胞の混入を避けるために、cell sorter で sort した CD3+細胞のみの再構築も試みたが、

CD3+細胞のみの投与では投与後 4 週目で再構築が得られなかった (data not shown)。 

再構築がプラトーに達すると考えられる投与 10 週目に再構築後の population 解析および

機能解析を施行した。BRG マウスの脾臓細胞における GILs の再構築率は、移植後    

72 時間と 120 時間とで有意差を認めなかった (図 8C、左 2 群, p=0.23)。CD4/CD8 の   

比率に関しては、移植後 120 時間の GILｓで CD8+T 細胞優位の再構築を認めた。この

CD4/8 比の差は腹腔内投与時の細胞数が両者で異なる  (図 3A)ことに起因すると考え   

られたため、120 時間の GILｓの腹腔内に投与する細胞数を 72 時間の GILｓの投与     

細胞数と同数に減量して投与し再構築を試みた (減量投与群)。その結果、減量投与群の

CD4/CD8 比は 72 時間と同様であり (図 8C)、CD8+T 細胞の BRG マウスでの再構築率は

腹腔内投与時の細胞数に依存すると考えられた  (図 8C)。再構築された T 細胞はほぼ   

全てが CD44 陽性の memory phenotype であり (図 8D)、CD4+CD25+Foxp3+制御性   

T 細胞の再構築も確認された (図 8D)。移植後 120 時間の GILs で CD8+ T 細胞での

central memory T 細胞の増加を認めたが、120 時間 GILs を減量して再構築した群 (120h 
GILs-reduced)では 72 時間と同様の CD8+ central memory の割合を示し (図 8D)、BRG
マウスへの腹腔内投与時の細胞数が再構築する細胞集団の割合に影響していると考え   

られた。 

 BRG マウスに再構築後はいずれの GILs も機能解析を実施可能な細胞数が回収された 

た め 、 IFN-g ELISpot 解 析 に よ る ド ナ ー 抗 原 に 対 す る 反 応 性 を 観 察 し た 。 移 植 後     

120 時間の GILs を再構築した BRG マウスから回収したリンパ球は、非常に強いドナー抗原

特異的な IFN-g 産生を認めた一方、72 時間の GILs のドナー抗原に対する IFN-g 産生は

微弱で、3rd party 抗原、auto 抗原に対する反応との間に有意差を認めなかった (図 9A)。
更に、GILs を再構築させた BRG マウスに対しドナー抗原と同一系統のマウスの心移植片を

移植し、拒絶反応の有無を解析した。その結果、移植後 120 時間の GILs を再構築した

BRG マウスは心移植片を速やかに拒絶した (図 9B、Mean Survival Time; MST 5.83 日、

n=6)。一方、移植後 72 時間の GILs を再構築した BRG マウスでは移植片は拒絶され    

なかった  (MST>100 日、n=5)。72 時間の GILs を再構築した BRG マウスは移植後    

100 日目に解剖したが、その際に心拍動を直視で確認した。移植片の病理組織学的検討で

は、移植片の心筋構造は保たれており、EvG 染色で動脈内腔の軽度肥厚と周囲組織の  

線維化を認めた。また、CD3 陽性リンパ球の心筋内への浸潤を認めた (図 9C)。移植後 
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120 時間の GILs で認めた非常に強い抗原特異的な免疫応答は、再構築に用いる GILs を

減量した群でも同様であり (図９A, B)、腹腔内投与時の細胞数は再構築後の免疫応答の 

強さに影響を与えないと考えられた。以上より、移植後 72 時間の GILs の抗原特異的な   

免疫応答が生じない、または微弱である理由は再構築に用いた細胞数が少ないためでは  

ないと考えられた。 
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 さらに、同マウスの脾臓細胞を用いて population 解析および ELISpot 解析を施行し、  

移植前の再構築状態と比較した。その結果、CD3+T 細胞の再構築率、CD4/8 比率は   

移植の前後で同じであった (図 10A)。CD4、CD8 それぞれの memory phenotype の   

分布も大きな変化を認めず(図 10B)、CD4+CD25+Foxp3+制御性 T 細胞の割合も移植の 

前後で同様であった  (図 10B)。更に、IFN-g ELISpot 解析でも、ドナー抗原に対する   

微弱な IFN-g 産生は移植の前後で同様であり (図 10C)、再構築されたリンパ球の活性が  

ドナー抗原への暴露の影響で変化していないと考えられた。 
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5. 移植後 72 時間の GILs は微小環境を維持しても抗原特異的な活性を示さない 
 前項で、移植後 120 時間の GILs が BRG マウスへの再構築後に急速な免疫応答を    

示す一方で、72 時間の GILs が BRG マウスへの再構築後にドナー抗原に対し微弱な    

反応しか示さないことが明らかとなった。しかし、移植片から GILs を抽出する過程で、     

リンパ球の活性を変化させている可能性が排除できなかった。すなわち、コラゲナーゼへの 

暴露や比重遠心が GILｓの免疫学的活性に影響を与える可能性や (Rissiek et al., 2014; 
Stark. et al., 2018)、抗原を除去し細胞間相互作用を中断させることによるドナー抗原への

応答性減弱の可能性 (Hugues et al., 2004; Katzman et al., 2010; Miskov-Zivanov et 
al., 2013)に配 慮 する必 要 があると考 えた。そこで、免 疫 細 胞 の微 小 環 境 をできるだけ    

維持したまま BRG マウスへ GILs を移入する方法として、心再移植モデルを考案した    
(図 11A)。本モデルでは、まず初回の心移植を行い、移植後の任意のある時点で移植片を 

レシピエントから摘 出 する。摘 出 した移 植 片 は、そのまま BRG マウスの腹 腔 内 に再 度     

移植した。同モデルでは移植片が移植後の炎症反応により組織が硬化、脆弱化しており、

BRG マウス自体の脆弱性も併せて技術的に非常に困難な手技であった。移植後 72 時間の

移植片の再移植の成功率は最終的に 80％程度となったが、120 時間の移植片の再移植は

更に困難であり、成功例は得られなかった。また、仮に成功したとしても、移植片自体の   

損傷がかなり強い状態での移植であり、移植後の拍動停止の原因が免疫学的要因のみに 

限 定 できないと考 え、最 終 的 に 120 時 間 の移 植 片 の再 移 植 は実 験 系 として不 適 切 と     

判断した。 
 移植後 72 時間の移植片は、再移植後、拒絶されることなく拍動を続けた  (図 11B, 
MST>100, n=6) 。 マ ウ ス は 移 植 後 100 日 目 に 解 剖 さ れ 、 心 拍 動 を 確 認 し た 。 病 理      

組織学的に移植片の心筋構造は保持されていることと、血管内皮の肥厚と周囲の線維化が

確認された (図 11C)。また、免疫組織化学染色により移植片への CD3 陽性細胞の浸潤を

認めた。再移植後の BRG マウス脾臓内には GILs が再構築されており、CD4/CD8 はほぼ

同数の再構築率であり、CD4 が effector memory 優位、CD8 が central memory 優位と、

移植後 72 時間の GILs の再構築の時と同様の傾向を認めた(図 11D)。ELISpot 解析では

ドナーと 3rd party で微弱な IFN-g 産生を認め、Auto とは有意差を 認めたが、Donor,  

3rd 間で IFN-g 産生はほぼ同等であった(図 11E)。以上から、72 時間の GILs は、抗原に

持続的に暴露された状態でも十分な反応性を示さず、抗原特異的な免疫応答性を有して 

いないと考えられた。 
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考 察 
 
 臓器移植後のレシピエントにおいて、リンパ球が抗原特異的な攻撃性を有するかどうかは、

免疫抑制剤の適切な使用において重要な問題である。すなわち、抗原特異性を有する    

リンパ球は急性拒絶反応を惹起するために免疫抑制治療が必要である一方、抗原特異性を

有しないリンパ球に対しての免疫抑制治療は必須ではない。そのため、移植後早期における

ドナー抗原特異的なリンパ球がいつ出現するかは、適切な免疫抑制剤の開始時期の決定に

重要である。ドナー抗原特異的な免疫応答は T 細胞受容体を介した抗原提示と共刺激と  

による活性化・成熟を必要とし (Ford, 2016)、移植直後の GILs は抗原特異的でないと  

考 えられるが、移 植 後 早 期 に移 植 片 に浸 潤 する T 細 胞 の免 疫 学 的 活 性 がどのように     

変化するかについてはこれまで明らかではなかった。本研究では、マウス心移植系を用いて 

早期 GILs の免疫機能、とりわけ抗原特異的な反応性の有無について解析を行った。    

その結果、移植後 120 時間の GILs は T-bet, Nur77 といった活性化マーカーの発現    

上昇を認め、細胞傷害性サイトカイン (IFN-g, Perforin, Granzyme B)の産生増加を伴った

活性化された集団であった。さらに、BRG マウスに再構築された移植後 120 時間の GILs は

ド ナ ー 抗 原 に 対 し 強 力 な 抗 原 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 示 し 、 同 細 胞 が 抗 原 特 異 的 に      

活性化された集団であることが示された。一方、移植後 72 時間の GILs は多くがレシピエント

由 来 の memory T 細 胞 で あ っ た が 、 活 性 化 に 乏 し い 状 態 で あ り 、 BRG マ ウ ス へ の      

再構築後もドナー抗原特異的な免疫応答は微弱であった。以上から、GILs は移植後   

72 時間と 120 時間とで異なる免疫学的活性を有する集団であることが示された。すなわち、

移植後 120 時間の GILs はドナー抗原特異的に活性化され、移植片を拒絶する細胞集団で

あるのに対し、72 時間の GILs は免疫学的な活性化に乏しく、ドナー抗原特異的な免疫  

応答性に乏しい集団であると考えられた。 
 T 細胞の活性化を示すマーカーは複数報告されており、T 細胞受容体シグナルの活性化に

関 わ る マ ー カ ー も い く つ か 報 告 さ れ て い る 。 T-bet は 、 CD4+ Th1 T 細 胞 の key 
transcription marker であるのみならず、活性化 CD8+ effector T 細胞のマーカーとしての

有用性が報告されており (Pritchard et al., 2019)、Naïve CD8+ T 細胞の抗原提示による

活性化、Effector T 細胞への分化において T-bet の発現が重要な役割を果たす (Kallies 
and Good-Jacobson, 2017)。本実験では早期活性化マーカーの一つである CD69 を   

発現した細胞の中に、T-bet を強く発現する細胞集団と弱い発現の細胞集団とを認めた。 

抗原提示を受けた T 細胞は short lived effector T 細胞と memory precursor T 細胞とに

それぞれ分化し (Youngblood et al., 2017)、short lived effector T 細胞で T-bet 発現が

上昇する (Joshi et al., 2007)。120 時間で増加を認めた T-bet+ T 細胞は抗原提示により

活 性 化 さ れ た short lived effector T 細 胞 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 Nur77 は     

TCR からのシグナル伝達の下流に存在する転写因子であり、その機能の詳細は明らかに  
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なっていないが、胸 腺 細 胞 の成 熟  (Cunningham et al., 2006)に重 要 とされている。    

成熟 T 細胞となってからも、TCR 刺激により発現が上昇すると報告され (Ashouri and 
Weiss, 2017; Au-Yeung et al., 2014)、TCR を介したリンパ球の活性化を反映すると    

考えられる。本研究でも、CD69+T-bet+ T 細胞で Nur77 の発現亢進を認め、同集団が抗原

提示により活性化された population である可能性が強く示唆された。移植後 120 時間で  

活性化された effector T 細胞が移植片に浸潤していることは細胞傷害性サイトカイン産生の

増加からも推測されるが、short lived effector T 細胞のマーカーである KLRG1(Herndler-
Brandstetter et al., 2018)の発現は 120 時間でも僅かであり、同集団はまだ最終分化に 

至っていない集団であるとも考えられた。 
 直接解析では、移植後 72 時間の GILs と 120 時間の GILs が、活性化において異なる 

集団であることが強く示唆されたが、抗原特異的な反応性の有無について明らかにすることは

できなかった。リンパ球の抗原特異的な反応性の解析には一般的にリンパ球混合反応が  

行 われ、解 析 する対 象 により、ELISA, ELISpot, 3H-tymidine uptake, CFSE-MLR,   

細胞内サイトカイン産生解析などが選択されるが、いずれの解析も responder に一定の   

細胞数を必要とし、直接解析により採取する GILs の細胞数では解析困難であった。また、 

手術により検体を作成するため 1 検体の作成に時間がかかるという実験の性質から複数匹の

グ ラ フ ト を 併 せ て 細 胞 数 を 確 保 す る 方 法 も 非 現 実 的 で あ っ た 。 周 術 期 の 非 特 異 的 な     

炎症反応により、抗原特異的な免疫応答がマスクされる可能性も、直接採取した細胞の   

機能解析が困難である要因と考えられた。qPCR による解析も試みたが、少数細胞であること

から解析する細胞の純度という問題がクリアできず、microarray では免疫学的な傾向を  

見 出 すのが困 難 であった。シングルセル解 析 を用 いれば純 度 という問 題 を解 決 できる    

可 能 性 は あ っ た  (Higdon et al., 2019; Michael J. T. Stubbington et al., 2017; 
Papalexi and Satija, 2018)が、実験費が高額となることから現実的ではないと判断した。  

さらに、マウス脳炎モデルにて、TCR 刺激により活性化、クローン増殖した effector CD8+  

T 細胞の攻撃対象が自己の病原体特異的な CD4+ T 細胞であったとの報告 (Saligrama et 
al., 2019)からは、リンパ球のクローン増殖が必ずしもドナー抗原に対する反応性と相関せず、

TCR 多 型 だけではドナー抗 原 特 異 性 の判 断 は困 難 であることが示 唆 され、リンパ球     

混 合 反 応 や in vivo 解 析 が依 然 として重 要 であることを示 している。そこで、我 々は、     

この GILs の免疫系を、リンパ球を持たないマウスに移入し、免疫系を再構築することを   

試みた。近年はマウスの進歩により良好なリンパ球の再構築が得られるようになり (Kenney 
et al., 2016; Shultz et al., 2012)、ごく少数のリンパ球でも再構築が可能である。BRG   

マウスは BALB/c をバックグラウンドとする、リンパ系の免疫細胞を有さない重度免疫不全  

マウスである(Song et al., 2010)。ヒトリンパ球を移入して、in vivo での免疫応答を解析する

ヒト化マウスモデルで広く利用されており (Kenney et al., 2016; Nadig et al., 2010; Zaitsu 
et al., 2017)、少数の細胞の移入でも免疫応答の観察が可能である。本研究でも少数の  
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脾臓細胞および GILs を BRG マウスへ再構築させることが可能であり、ヒト化マウス同様、  

in vivo, in vitro 解析が可能であった。 
 少数のリンパ球が BRG マウスに移入すると、homeostatic proliferation を呼ばれる、  

抗原への暴露を必要としない過程でリンパ球が再構築される。リンパ球は IL-7 および    

IL-15 依存性に増殖を繰り返す (Jason T. White et al., 2015; White et al., 2017)。   

本研究でも GILs は移入後徐々に増加していき、血液中および脾臓にリンパ球が再構築   

された。再 構 築 されたリンパ球 は CD8+ T 細 胞 の再 構 築 率 、とりわけ CD44+CD62L+ 

central memory T 細胞の再構築率に差を認めたが、homeostatic proliferation では、 

増殖開始時の細胞密度により増殖後の CD62L 陽性の割合が変化する (Badovinac et al., 
2007; Polonsky et al., 2018)ため、移入に用いた細胞数の違いによって再構築率の差が 

生 じ た と 考 え ら れ た 。 し か し 、 120 時 間 の GILs で は 、 移 入 す る 細 胞 数 と そ れ に よ る       

再構築後の central memory CD8+ T cell の比率の差に関わらず、ドナー抗原に対する  

非常に強い免疫応答性は同等であったため、CD8+ central memory T 細胞の比率は   

免疫応答性に影響を与えないと考えられた。また、homeostatic proliferation の過程で  

免疫応答が変化し、免疫寛容が阻害される可能性が指摘されている (Iida et al., 2013; 
Moxham et al., 2008; Schietinger et al., 2012; Wu et al., 2004)が、Homeostatic 
proliferation が収束すると免疫応答性は増殖前の状態に戻る  (Miller et al., 2015; 
Schietinger et al., 2012)とされるため、再構築が完了してから機能解析を行うことで、   

免疫応答性の修飾を回避できると考えた。文献的には減少した白血球が元の数に戻るのに

90 日程度を要したという報告がある (Schietinger et al., 2012)が、本研究では末梢血中の

リンパ球の再構築率が 9 週目以降でプラトーに達したことから、10 週目には homeostatic 
proliferation が収束すると考え、同週以降に機能解析を施行した。本研究では ELISpot 
およびマウス心移植にてドナー抗原に対する反応性を検証し、抗原への暴露歴の有無により

異なる反応性が観察された。Homeostatic proliferation により再構築されたリンパ球は  

全てが memory phenotype であり、その抗原特異性は増殖の前後で保存されるとされる 
(Haluszczak et al., 2009; Jason T. White et al., 2015; White et al., 2017)。そのため、

本モデルは memory T 細胞の抗原特異性の有無を解析することが可能であると考えられた。

すなわち、再構築されたリンパ球は特異的な抗原に遭遇した場合に強い免疫応答を示す。 

移植後 72 時間の GILs を再構築した BRG マウスではドナー抗原に対する反応性は非常に

微弱であり、同細胞集団はドナー抗原に対する抗原特異性を持たないと考えられた。 
 また、移植後 72 時間の GILs を再構築した BRG マウスは、ドナー抗原  (C57BL/6     

心移植片)を拒絶しなかったが、移植後 100 日目の心移植片には腹腔内投与モデルおよび

再移植モデルの双方で動脈内皮の肥厚および周囲組織の線維化を認めた。この所見は  

慢性拒絶に見られる所見に類似する (Goto et al., 2013a; Zhao et al., 2017)。移植片に 

おける慢性拒絶の機序の詳細は明らかになっていないが、マクロファージ  (Goto et al., 
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2013a; Wang et al., 2017; Wu et al., 2016; Zhao et al., 2017)などの自然免疫細胞に 

よる慢性炎症反応が病態生理に関わると考えられている。本実験では ELISpot 解析で ドナ

ー抗原に対する微弱な IFN-g 産生を認めており、移植片における慢性炎症の存在を 示唆

していると考えられた。 
 本研究では移植後 72 時間の GILs は抗原特異性を持たない細胞と考えられた。炎症反応

局所に集簇する、抗原特異性を持たないリンパ球は”Bystander T 細胞”と呼ばれ、近年その

機能が注目されている。炎症反応の早期では、memory phenotype の CD8+ T 細胞が   

炎症部位に速やかに浸潤し、炎症性サイトカインに反応し活性化する (Berg et al., 2003; 
Soudja et al., 2014; Soudja et al., 2012)。この反応は抗原認識とは関係なく惹起され、  

さらなる炎症反応の活性化に寄与しうると考えられている (Lauvau et al., 2016)。臓器移植

では、移植後 24 時間以内にレシピエント由来の免疫細胞が移植片に浸潤  (Liu et al., 
2016; Schenk et al., 2008)、自然免疫系が移植片を非自己と認識し、活性化された炎症 

反応を維持する (Dai et al., 2017; Oberbarnscheidt et al., 2014; Zecher et al., 2009)。
移植後早期のリンパ球はこの自然免疫系により惹起された炎症反応により集簇していると  

考 えられ、これらの  ”bystander T 細 胞 ” が炎 症 反 応 の促 進 ・維 持 に寄 与 し、ドナー     

移植片の拒絶を促進すると報告されている (Ishii et al., 2010; Oberbarnscheidt et al., 
2014)。一方、臓器移植後に免疫抑制剤の投与を遅らせた場合に、拒絶反応に対する   

免疫抑制効果が強化されるという報告 (Dresske et al., 2003; Goto et al., 2013b; You et 
al., 2012)、移植後 3 日目の心移植片をヌードマウスに再移植すると移植片が拒絶されない 
(Li et al., 2012)という報告からは、移植後早期に移植片に浸潤しているリンパ球は抗原  

特異的な攻撃性を持たない可能性が示唆される。さらに、マウス臓器移植モデルでは、   

早 期 の移 植 片 浸 潤 細 胞 の機 能 や移 植 片 への浸 潤 を抑 制 すると、免 疫 寛 容 の誘 導 が    

阻害され  (Goto et al., 2013b; Krupnick et al., 2014; Liu et al., 2011)、超早期の  

GILs は移植片保護的な作用を有している可能性もある。これらの知見から、早期移植片  

浸潤リンパ球には移植片の拒絶に関与する memory T 細胞と、免疫寛容誘導に関わる

memory T 細胞とが混在していることが示唆される。他の病態モデルにおいては、bystander 
T 細胞が病態の悪化  (Kim et al., 2018)、病態進行の抑制  (Christoffersson et al., 
2018)のいずれにも寄与しうるとの報告があり、移植免疫においても特定の働きを有する   

可能性が示唆される。移植片に対する抗原非特異的な memory T 細胞の免疫学的な   

役割については、今後の解明が期待される。 
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結 論 
 
1. 本研究全体から得られた知見 

・マウス心 移 植 系 において、移 植 後 早 期 浸 潤 リンパ球 は経 時 的 変 化 により異 なる    

免疫学的活性を示す 
・移植後 72 時間の時点での GILs は活性化されておらず、ドナー抗原特異的な     

攻撃性を有しない細胞集団である可能性が示唆される 
・移植後 120 時間の GILs は TCR 刺激により活性化された集団が含まれており、     

同集団は非常に強いドナー抗原特異的な攻撃性を有する 
 

2. 本研究で得られた知見の意義 
移 植 片 に浸 潤 するリンパ球 の免 疫 学 的 機 能 は、臨 床 的 には免 疫 抑 制 剤 の投 与 の   

要 否 に関 わる。すなわち、移 植 片 に浸 潤 しているリンパ球 がドナー抗 原 特 異 的 な    

攻撃性を有していない場合、免疫抑制は必須ではなくなる。本研究は、移植片浸潤   

リンパ球 の抗 原 特 異 的 な攻 撃 性 が移 植 後 3 日 から 5 日 の間 で獲 得 されることを     

明らかにし、移植後超早期の免疫抑制は必須ではない可能性を示した。臓器移植後の

免疫抑制剤の開始時期については、明確な結論がまだ出ておらず、本研究で得られた

知見は、免疫抑制の適切な開始時期の決定のための根拠の一つとなる。 
 

3. 本研究で得られた知見からどのような研究が展開されうるか 
本研究ではマウス心移植系における移植後 72 時間の GILs が抗原非特異的な     

細胞  集団である可能性を示した。考察で言及したとおり、抗原非特異的なリンパ球も

何らかの免疫学的機能を有している可能性があり、今後はこれらの細胞の果たす役割の

解明が期待される。特に、これらの細胞集団の浸潤が免疫寛容の誘導に必要である  

可能性が示唆されており、その機序の解明が今後の課題となる。 
 

4. 今後の課題 
本研究は臓器移植における適正な免疫抑制法の確立を目標とした研究の一部である。

最終的な目標はヒト臨床臓器移植におけるより簡便かつ効果的な免疫寛容の導入で  

ある。本 研 究 は抗 原 に感 作 されていない個 体 での免 疫 応 答 の機 序 を解 明 したが、    

ヒトへの応用には抗原感作済みの個体における早期の免疫応答の解析が必要である。

抗原感作済みの個体に対しての免疫寛容の導入は未だ達成されておらず、今後の  

課題の一つとなる。 
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