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緒言 

 

 過去20年の免疫抑制剤の進歩により移植後急性拒絶反応を抑制することで臓器移

植後の短期グラフト生着率の成績は飛躍的に向上したが、長期グラフト生着率の改善

には至っていない 1。長期グラフト生着率を妨げる主要な原因として移植後動脈硬化

症が挙げられるが、その治療法がないのが現状である。移植後動脈硬化症は動脈グラ

フトの内膜の肥厚により血管閉塞が起こり、血流が保てず臓器の線維化に繋がる特徴

的な所見がみられる。移植後動脈硬化症の進行は以下のように分けることができる。

(1)グラフト組織損傷期；抗原の有無に関係なくグラフト組織障害が引き起こされる。

(2)炎症期；マクロファージやT細胞がグラフト動脈の周囲に遊走、活性化され炎症性

サイトカイン（interleukin (IL)-2、interferon (IFN)- , tumor necrosis factor 

(TNF)- など）を産生し、最終的に血管平滑筋細胞の増殖および動脈グラフト内膜肥

厚を引き起こす 2-4。(3)動脈グラフト内膜肥厚期；種々の増殖因子（platelet derived 

growth factor (PDGF),basic fibroblast growth factor (b-FGF), vascular 
endothelial growth factor (VEGF),transforming growth factor (TGF)-βなど）産

生により血管平滑筋の遊走および増殖により血管閉塞に至る 5-7。 

 この動脈グラフト内膜肥厚を惹起・血管閉塞を促進させる中心的な役割を担ってい

るのは、主にT細胞系の免疫反応である 8。T細胞が活性化するには二つのシグナルが

必要とされている 9。第1シグナルはT細胞受容体を介した抗原そのものの刺激によ

り抗原特異的な反応を引き起こす。第2シグナルは副刺激と呼ばれ、抗原提示細胞の

表面のリガンドと相互作用により刺激が加えられることによりT細胞が完全に活性化

される。代表的な副刺激経路としてCD28-CD80/CD86とCD40-CD154が挙げられる。融

合蛋白であるCytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 (CTLA-4) Igは抗原提

示細胞に発現するCD80/CD86に結合しCD28シグナルの刺激を阻害することでT細胞の

活性化を抑制し、移植後動脈硬化症の進行減弱させることが動物モデルでは報告され

ている 10,11。また、T細胞に発現するCD154に結合することで抗原提示細胞からのCD40

シグナルを阻害する抗CD154抗体とCTLA-4 Igを併用することで長期グラフト生着が

得られている 12,13。さらに、CD4+T細胞を欠損もしくは減少させることで移植後動脈硬

化の進行を予防することができる 14-17。一方、CD4+T細胞を欠損させてもCD40シグナ

ルを刺激させると移植後動脈硬化症は増悪し、CD40シグナルを阻害すると移植後動脈

硬化症の改善につながることから 18、CD40-CD154のシグナルが移植後動脈硬化症の治

療標的の一つとして考えられている。 

 炎症性サイトカインであるIFN- も移植後動脈硬化症の重要な促進因子と考えられ

ている 19-31。抗IFN- 抗体の投与やIFN- ノックアウトにより移植後動脈硬化症の進展

は抑制される 19,20,22,24。更に、T細胞がない状態でもIFN- の刺激により移植後動脈硬
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化症は惹起されることがわかっている 22,23。つまり、IFN- の産生を抑制することが移

植後動脈硬化症の治療につながると考えられている。 

 免疫抑制剤を使用しながらも移植後動脈硬化症の進展が抑制できないため、動脈内

膜肥厚期で中心的な役割を果たす血管平滑筋細胞に対する評価も行われている。代表

的なものとしてmammalian target of rapamycin (mTOR)阻害剤が挙げられる 28,32-42。

mTOR阻害剤は免疫抑制効果に加えて、血管平滑筋細胞の増殖および遊走を阻害するこ

とで動脈内膜肥厚を抑制する効果があることが動物モデルの実験から考えられ、現在

臨床試験で評価中である。 

 移植後動脈硬化症の治療法の確立のため、T細胞の副刺激遮断薬だけでなく 43-50、カ

ルシウム阻害剤、angiotensin converting enzyme (ACE)阻害剤から

hydroxymethylglutaryl- CoA (HMG-CoA)還元剤 51-53まで臨床に使用されている既存の

薬剤を用いたマウスの研究は行われ、移植後動脈硬化の進行を阻害する効果は確認さ

れている。これら薬剤の臨床での効果は不十分であるかもしくは臨床試験段階である。

それゆえ、移植後動脈硬化症の新しい治療戦略の確立は重要である。 

 以前の研究で、抗生物質９−メチルストレプトチミドン由来の新規化合物である

3-[(dodecylthiocarbonyl) methyl]glutarimide (DTCM-G)54は RAW264.7 マクロファ

ージ細胞に対して炎症性転写因子activator protein (AP)-1の核内移行を抑制するこ

とで抗炎症効果を発揮することが示された 55。また、DTCM−GはmTORシグナルの下流

にあるp70s6kのリン酸化を抑制しT細胞の活性化を阻害することで免疫抑制効果示し、

特にcalcineurin inhibitor (CNI)とnuclear factor-kappa B (NF-κB)を併用するこ

とで著明なグラフト生着率の改善を認めた 56。本研究はさらに移植後動脈硬化症に対

するDTCM−Gの効果および抑制効果の機序について検討した。 

 本研究により、DTCM−Gはアロ免疫応答を抑制する免疫抑制効果および血管平滑筋細

胞内のcyclin D1の発現を減少させ血管平滑筋細胞増殖抑制する血管再構築抑制効果

により移植後動脈硬化症を減弱させたことが確認された。以上により、本剤は移植後

動脈硬化症の予防および治療に有用である可能性が示された。  
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略語表 

 

本文中および図中に使用した略語は以下の通りである 

Akt  protein kinase B (also referred as PKB) 

b-FGF  basic fibroblast growth factor 

BrdU  bromodeoxyuridine 

CDK  cyclin dependent kinase 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's medium 

DTCM−G  3-[(dodecylthiocarbonyl) methyl] glutarimide 

ERK  extracellular signal-regulated kinase 

EVG  elastic Van Gieson 

FCS  fetal calf serum 

FITC  fluorescein isothiocyanate 

FoxP3  forkhead box P3 

GAPDH  glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GSK-3   glycogen synthase kinase 3 beta 

HE  hematoxylin and eosin 

HPF  high power field 

ICAM-1  intercellular adhesion molecule 1 

IFN-   interferon gamma 

JNK  c-jun N-terminal kinase 

MAPK  mitogen-activated protein kinase 

MHC  major histocompatibility complex 

MLR  mixed lymphocyte reaction 

mTOR  mammalian target of rapamycin 

PE  phycoerythrin 

PerCP  peridinin chlorophyll protein complex 

PDK  3-phosphoinositide-dependent kinase 

PI3K  Phosphoinositide 3-kinase 

p70s6k  p70s6 kinase 

Rb  retinoblastoma 

RPMI  Roswell Park Memorial Institute medium 

VCAM-1  vascular cell adhesion molecule 1 

4EBP  eukaryotic translation initiation factor 4E - binding protein 

7-AAD  7-amino-actinomycin D   
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実験方法 

 

（１） 動物：8-10週齢の雄C57BL/6マウス（日本エスエルシー株式会社）および

B6.CH-2bm12マウス（日本チャールス・リバー株式会社）を実験に使用した。動物

の飼育、管理および実験においては北海道大学動物実験に関する規定に従った。 

（２） 試薬：DTCM−Gは、in vitroの実験用には0.1% dimethylsulfoxide 

(Sigma-Aldrich)で、in vivoの実験用には4% dimethylsulfoxideに溶解し後

-80℃凍結保存した。マウスへの投薬には0.5% carboxymethyl cellulose (信越

化学工業株式会社)で溶解した後、腹腔内投与した。 

（３） 細胞培養：マウスの白血球は、マウスの脾臓から分離した後、2 mM 

L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 g/ml streptomycin、10% fetal calf 

serum (FCS)および50 M 2-mercaptoethanolを加えたRoswell Park Memorial 

Institute medium (RPMI)1640培養液（Sigma-Aldrich Inc）で培養した。マウス

の血管平滑筋細胞は、マウスの胸部大動脈よりexplant法を用いて単離行った。

マウスの胸部大動脈を切開し、内膜をメスで除去した後、2x2 mm切片にした。血

管中膜面がプレートの底に接するようにして、20% FCSを加えたDulbecco's 

Modified Eagle's medium (DMEM)培養液（Sigma-Aldrich Inc）でプレートの底

が乾燥しない程度に48時間毎に培地交換しながら1-2週間37℃および加湿空気

中CO2濃度5%の条件下で培養した。血管平滑筋細胞が遊走しプレートに接着し始

めたところで、大動脈切片を取り除き、細胞がconfluentになるまで更に培養し

た。細胞継代後は100 U/ml penicillin, 100 g/ml streptomycinおよび10% FCS

を加えたDMEM培養液で培養した。血管平滑筋細胞はalpha-smooth muscle actin 

( -SMA)免疫染色（Dako）で99％の同質性を満たした5-10継代の細胞を実験に

用いた。 

（４） リンパ球混合試験：Responder（レシピエント）のC57BL/6マウスの脾細胞

（5x105 cells/well）と30 Gyで照射したStimulator(ドナー)のB6.CH-2bm12マウ

スの脾細胞（5x105 cells/well）を96 well U底プレートで37℃および加湿空気

中CO2濃度5%の条件下で72時間培養した。培養終了16時間前に 3H-thymidine (MP 

Biomedical Inc)を1 Ci/ml加え後、その取り込み量を counter (PerkinElmer)

を用いて計測した。実験はそれぞれ３回行い、データはmean±SEで表記した。 
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（５） 血管平滑筋増殖試験：血管平滑筋細胞(5x103/well)は96 well平底プレート

に接着を確認した後、0.2% FCSのDMEM培養液で37℃および加湿空気中CO2濃度

5%の条件下で48時間培養し血清飢餓状態にすることで細胞周期を同調させた。

その後、増殖因子であるbasic fibro growth factor (b-FGF) (R&D systems Inc) 

(20 ng/ml)もしくは10% FCSで刺激し24時間培養した。培養終了8時間前に
3H-thymidine (MP Biomedical Inc)を1 Ci/ml加え後、その取り込み量を

counter (PerkinElmer)を用いて計測した。 

 

 本研究では血管平滑筋増殖試験の刺激にb−FGFの他、IFN- (BD Pharmingen)お

よびアロ抗原に暴露した脾細胞を用いて評価した。血管平滑筋細胞を10 ng/ml

のIFN- で24時間刺激した後、Phosphate buffer salineで２度洗浄し、その後

30 Gyで照射した異所性心移植後14日目のレシピエントの脾細胞(5x106)と24時

間共培養を行った。共培養した血管平滑筋細胞の増殖はCell counting kit 

(Dojindo)を用いて測定した。 
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 細胞毒性試験もCell counting kit-f (CCK-F)を用いて評価した。細胞生存率 

(cell viability)は以下のように計算した。 

細胞生存率=[(As-Ab)/(Ac-Ab)]×100 

As:サンプルの蛍光強度（血管平滑筋細胞+DTCM−G+CCK-f） 

Ac:陰性対象の蛍光強度（血管平滑筋細胞+CCF-f,DTCM-Gなし） 

Ab:ブランクの蛍光強度（培地+CCK-f, 細胞なし） 

実験はそれぞれ３回行い、データはmean±SEで表記した。 

（６） 異所性心移植：ドナーのB6.CH-2bm12マウスの心臓をレシピエントのC57BL/6

マウスの腹部に異所性心移植を行った。グラフト大動脈とレシピエントの腹部大

動脈をグラフト肺動脈とレシピエントの下大静脈をそれぞれ10-0ナイロンで端

側吻合を行った。グラフト心臓の拍動は腹壁より移植後毎日確認した。レシピエ

ントのC57BL/6マウスは移植日より毎日DTCM−G (20 or 40 mg/kg/day)もしくは

0.5% carboxymethyl cellulose溶媒を腹腔内に投薬した。 

（７） 組織学および免疫組織化学的評価：心臓移植後28日にレシピエントから心

臓グラフトを摘出した。10%ホルマリンで組織固定し、パラフィン切片として

Hematoxylin and Eosin (H&E)染色およびElastic Van Gieson (EVG)染色をした。

動脈グラフト内腔の閉塞の評価Image Jを用いて計算した。グラフト血管は直径

80 m以上のものを対象とし、それぞれ200 m以上離れたレベルで、4切片から

得られる平均の動脈内腔狭窄率：{（内弾性版内の動脈腔面積 — 動脈内腔開存面

積）/内弾性版内の動脈腔面積}を計算した。また、免疫組織化学のため心臓グラ

フトをoptimal cutting temperature compound (Sakura Finetek Inc)で包埋し、

凍結切片としてAnti-mouse CD4 (Santa Cruz Biotechnology Inc) , CD8 (Chemicon 

International Inc), F4/80 (Serotec)モノクローナル抗体を用いて免疫染色を

行った。グラフト浸潤細胞数は強拡大(x400)で３つの離れた切片からそれぞれラ

ンダムに8視野選びカウントした。データはmean±SEで表記した。 
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（８） フローサイトメトリー：BD Pharmingeの抗体anti-CD4-PerCP, 

anti-CD154-PE抗体, anti-CD25-FITC抗体, anti- forkhead box P3 (FoxP3)-PE

抗体, anti-BrdU-FITC抗体および7-amino-actinomycin D (7-AAD)を用いて細胞

を染色し、FACS Calibur (BD Bioscience)を用いて解析した。ドナー抗原特異的

なT細胞を検出するために、レシピエントの脾細胞は30 Gyで照射されたドナー

の脾細胞および1 g/mlのCD28モノクローナル抗体(BD Pharmingen)を加えて再

刺激し6時間培養した。細胞回収4時間前に5 g/mlのBreferdin A 

(Sigma-Aldrich Inc)を添加した。インキュベートした細胞を回収後、細胞表面

をanti-CD4で染色し、細胞内染色でanti-CD154を染色した。データはmean±SD

で表記した。 

 制御性T細胞の染色はレシピエントの脾細胞をそのままanti-CD4および

anti-CD25抗体で細胞表面を染色し、fixation permeabilization bufferで細胞

を固定後、anti-FoxP3抗体にて細胞内染色を行った。データはmean±SDで表記

した。 

 血管平滑筋細胞の細胞周期の評価はFACSCantoTMⅡ (BD Bioscience)を用いて

解析した。血清飢餓状態の平滑筋細胞に1mMのbromodeoxyuridine (BrdU)と

growth factorであるb-FGF (20 ng/ml)を添加し培養した。回収した血管平滑筋

細胞はBrdU Flow kit (BD Pharmingen)で染色後解析を行った。データはmean±

SEで表記した。 

（９） Enzyme-Linked Immunospot (ELISPOT) assay：レシピエントのC57BL/6マウ

スの脾細胞（5x105 cells/well）と30 Gyで照射したドナーのB6.CH-2bm12マウス

の脾細胞（5x105 cells/well）をIFN-  capture抗体がコートされたELISPOTプ

レートで48時間共培養した。培養終了後は洗浄した後、検出用のビオチン標識

のIFN- 抗体を添加しインキュベートした。最後に酵素標識ストレプトアビジン

を添加後、基質を加え酵素反応で発色させた。ELISPOTリーダーを用いてスポッ

トをカウントした。データはmean±SEで表記した。 

（１０） Immunoblot assay：培養終了した血管平滑筋細胞に、氷冷した

radioimmunoprecipitation (RIPA)バッファーにプロテアーゼ阻害剤とフォスフ

ァターゼ阻害剤と共に加えて細胞を溶解した。10 gの全細胞溶解液を10% Sodium 

dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel (Bio-Rad laboratories Inc)に流

し込み電気泳動し、polyvinylidene difluoride membranes (Life Technologies 

Corporation)に蛋白質をトランスファーした。5 % bovine serum albuminで非特

異的な結合をブロックした後、メンブレンに一次抗体を加えオーバーナイトでイ

ンキュベートした。HRP標識の二次抗体を加えインキュベートした。最後に化学

発光ルミノール試薬を用いて蛋白を可視化した。データはmean±SDで表記した。 
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実験結果 

 

（１） リンパ球混合試験 mixed lymphocyte reaction (MLR) 

 まず初めに、DTCM−G の免疫抑制効果について in vitro にて評価した。

Responder である C57BL/6 マウスの脾細胞と 30 Gy で照射した Stimulator

であるB6.CH-2bm12マウスの脾細胞の共培養の条件検討を行った。Stimulator

と Responder をそれぞれ 5.0x105 cells/well もしくは 2.5x105 cells/well

で48, 72, 96時間培養を行い細胞増殖を評価したところ、5.0x105 cells/well 

で72時間培養した細胞が最もよく増殖していた。同条件下にてDTCM−Gを加

えて増殖抑制試験を行ったところ、DTCM−Gは濃度依存性に細胞増殖を抑制し

た（図１）。以上によりin vitroの実験において、DTCM−Gの免疫抑制効果が

示唆された。 

 

図１：DTCM−Gはリンパ球細胞増殖を抑制 

 

（左）MLR の条件検討 (n=1)。5.0x105 cells/well、72 時間培養で効果的な増殖を確認した。データは

mean±SDで表記した。（右）細胞増殖抑制試験 (n=3)。5 g/mlからDTCM−Gは有意な増殖抑制効果を得

た。データはmean±SEで表記した。(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 

 

（２） 移植後動脈硬化症の抑制効果の検討 

 In vitro のリンパ球混合試験において、DTCM−G がリンパ球の細胞増殖の

抑制が確認できたため、次に In vivo における DTCM−G の効果について検討

した。ドナーのB6.CH-2bm12マウスの心臓グラフトをレシピエントのC57BL/6

マウスの腹部に異所性心移植を行った。レシピエントのC57BL/6マウスは移

植後より毎日DTCM−Gもしくは0.5% carboxymethyl cellulose溶媒を腹腔内

注入した。移植後 28 日にグラフトを採取し、移植後動脈硬化症の程度を組
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織学的に評価した。DTCM−G はグラフト動脈内腔閉塞を有意に抑制した 

(Control vs. DTCM−G: 37.9±5.9 vs. 14.8±5.4 %, n=8, P<0.05)（図２）。 

 

図２：DTCM−Gは移植後動脈硬化症を抑制 

 

（左）代表的なEVGおよびHE染色。（右）グラフト動脈内腔狭窄率(n=8)。データはmean±SEで表記し

た。(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 

 

 DTCM−Gのin vivo効果はin vitroと同様に濃度依存性に効果があること

を確認した（図３）。 

 

図３ DTCM−Gは濃度依存性にグラフト動脈内腔狭窄を軽減 
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（上）代表的なEVG染色。（下）グラフト動脈内腔狭窄率。データはmean±SEで表記した。(Transplantation. 

2015 May;99(5):948-56) 

 

（３） グラフト浸潤細胞の評価 

 DTCM−Gが移植後動脈硬化症の抑制効果が確認できたので、次にグラフト内

に浸潤している細胞を評価した。Vehicle control 群ではグラフト動脈周囲

に相当量のCD4, CD8, F4/80陽性細胞の浸潤が確認された。しかし、DTCM-G

治療群においては有意に細胞浸潤が抑制されていた(CD4: 35.6±1.5 vs. 

14.7±2.0/HPF, CD8: 25.7±2.6 vs. 12.7±0.9/HPF, F4/80: 31.7±4.3 vs. 

11.0±2.9/HPF, n=3, P<0.05)。以上のことより、DTCM−Gはin vitroおよび

in vivo においてドナー特異的免疫応答を抑制することで、移植後動脈硬化

症を軽減することが示唆された（図４）。 

 

（図４）DTCM−Gはグラフト浸潤細胞を抑制 
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（上）代表的なHE染色およびCD4, CD8, F4/80免疫染色。（下）グラフト浸潤細胞数(n=6)。データはmean

±SEで表記した。(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 

 

（４） ドナー特異的免疫応答の検討 

 グラフト浸潤細胞の抑制が確認できたので、ドナー特異的免疫応答を抑制

の有無について検討した。ドナー特異的免疫応答の評価するために、ELISPOT 

assay を用いて IFN- 産生細胞を計測およびフローサイトメトリーを用いて

CD154 の発現を評価した。IFN- およびCD40-CD154 シグナルは移植後動脈硬

化症の重要な進展因子であり、これらを抑制することで動脈硬化を減弱させ

ることが報告されている 18,20,23,57,58。 

 移植後14日目のレシピエントのC57BL/6マウスの脾細胞を30 Gyで照射し

たドナーの B6.CH-2bm12 マウスの脾細胞でアロ抗原にて再刺激を加え、IFN-

産生細胞を検出した。Vehicle control 群の脾細胞は抗原暴露していない

Naive の脾細胞に比べIFN- 産生を有意な増加がみられた。一方、DTCM-G 治

療群は INF- の産生を control 群に比べ有意な抑制が確認された (Control 

vs. DTCM-G: 20.9±2.2 vs. 5.0±1.7 spots/well, n=3, P<0.05)（図５）。

同様に、移植後14日目にドナー細胞で再刺激したCD4+細胞でCD154 の発現
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を確認した。IFN- 産生と同様に、vehicle control 群に比べDTCM-G 治療群

は有意にドナー特異的 CD154 発現を抑制した (Control vs. DTCM-G: 3.1±

0.7 vs. 2.0±0.1%, n=3, P<0.05)（図６）。以上のことより、DTCM−Gがドナ

ー特異的免疫応答を抑制することが確認できた。 

 

（図５）DTCM−Gはドナー特異的IFN- 産生を抑制（移植後14日目） 

 
IFN- 産生細胞(n=3)。データはmean±SEで表記した。(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 

 

（図６）DTCM−Gはドナー特異的CD4+CD154+発現を抑制（移植後14日目） 

 

CD4 陽性細中の CD154 発現率(n=3)。データは mean±SD で表記した。(Transplantation. 2015 

May;99(5):948-56) 

 

しかし、同様の実験を移植後 28 日目に行ったところ、vehicle control

群とDTCM−G治療群の間に有意な差は認められなかった（図７）。 
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（図７）ドナー特異的免疫応答（移植後28日目） 

 

（左）IFN- 産生細胞(n=8)。データはmean±SEで表記した。（右）CD4陽性細中のCD154発現率(n=8)。

データはmean±SDで表記した。(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 

 

（５） 制御性T細胞の検討 

 DTCM-Gがドナー特異的に免疫応答を抑制していたので、免疫応答を抑制する

制御性 T 細胞の誘導の有無について検討した。移植後 14 日目の脾細胞におい

て、CD4陽性細胞内でCD25およびFoxP3を発現している細胞を評価したところ、

vehicle control群およびDTCM-G治療群はNaive細胞に比して有意な増加が認

められた。しかし、vehicle control群とDTCM-G治療群の間には有意な差は認

められなかった(Naive: 4.1±0.8 %, Control: 6.2±0.5 %, DTCM-G: 7.5±0.5 %, 

n=3)。次に、CD4 陽性細胞の内で CD25+FoxP3+を regulatory 細胞とし、CD154+

を発現している細胞を effector 細胞として regulatory/effector ratio を評

価した。Vehicle control 群とNaive 群においては有意な差は認められなかっ

たが、DTCM−G治療群はvehicle control群およびnaive群に比し有意な増加が

認められた (Naive: 2.2±0.7 or Control: 2.0±0.6 vs. DTCM-G: 3.9±0.6, 

n=3, P<0.05)。つまり、DTCM−G治療群においては免疫応答のバランスを抑制す

るようシフトしていることが確認された（図８）。 

 

（図８）免疫応答のバランス（移植後14日目） 
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（上）CD4 陽性細胞中の CD25+FoxP3+陽性率(n=3)。データは mean±SD で表記した。（下）免疫応答の

regulatory/effector のバランス(n=3)。DTCM-G は免疫応答を抑制する傾向があった。データは mean±

SDで表記した。 

 

 同様の実験を、移植後28日目においても評価したところ、vehicle control

群とDTCM−G治療群において有意な差は確認できなかった（図９）。 

 

（図９）免疫応答のバランス（移植後28日目） 
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（左）CD4陽性細胞中のCD25+FoxP3+陽性率。（右）免疫応答のregulatory/effectorのバランス。データ

はmean±SDで表記した(n=8)。 

 

（６） 血管平滑筋細胞への効果の検討 

 DTCM−G は移植後早期のドナー特異的免疫応答を抑制することは確認され

たが、移植後 28 日目まで持続的に抑制したわけではないことがわかった。

そこで、移植後動脈閉塞の進展に直接関わる血管平滑筋の増殖について検討

することにした。B6.CH-2bm12マウスの胸部大動脈からexplant 法を用いて血

管平滑筋細胞を単離して 5-10 継代の間で実験を行った。血管平滑筋細胞が

プレートに接着するのを確認した後、0.2% FCS を加えた DMEM 培養液で 48

時間血清飢餓状態にさせ細胞周期を同調させた。その後、growth factor で

あるb-FGFを添加し細胞増殖試験を行った。まず初めに、growth factorの

濃度の検討を行った。血管平滑筋細胞は5 ng/ml以上のb-FGFの刺激で増殖

することが確認できた。最終的には Immunoblot assay の蛋白抽出濃度の兼

ね合いによりb-FGF 20 ng/mlの刺激にて実験を行った。 

 次に、DTCM-Gが血管細胞増殖を抑制するか検討したところ、2.5 g/mlか

ら濃度依存性に増殖を抑える事が確認された（図１０）。 

 

（図１０）DTCM−Gは血管平滑筋細胞の増殖を抑制 
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（左）血管平滑筋細胞の条件検討(n=1)。b−FGF 5 ng/ml以上から細胞増殖効果が示された。データはmean

±SDで表記した。（右）細胞増殖抑制試験を行った(n=3)。2.5 g/mlからDTCM−Gは有意な増殖抑制効果

を得た。データはmean±SEで表記した。(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 

  

 同時に、DTCM−Gの細胞毒性試験も行った。DTCM−Gは15 g/ml以上から細

胞生存率に有意な差がでることが確認された（図１１）。 

（図１１）細胞毒性試験 

 

細胞毒性を0.2%（左）もしくは10% FCS（右）を加えたDMEM培養液上で評価した。DTCM−G 15 g/mlか

ら細胞毒性が出現した。データは mean± SE で表記した(n=3)。(Transplantation. 2015 

May;99(5):948-56) 

 

In vitro の条件をより in vivo の条件を模倣した状況で検討を加えた。
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まず、IFN- のみの刺激にて細胞増殖試験を行ったが、血管平滑筋の増殖は

確認できなかった（図１２）。 

 

（図１２）IFN- による血管平滑筋細胞増殖の検討 

 

細胞増殖試験(n=1)。IFN- のみの刺激では血管平滑筋は増殖しなかった。データはmean±SDで表記した。

(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 

 

 次に、血管平滑筋細胞と脾細胞の共培養を行った。レシピエントのNaive

脾細胞と共培養した血管平滑筋細胞はIFN- の刺激の有無に関わらず、増殖

は確認できなかった。移植後 14 日目のレシピエントの脾細胞と血管平滑筋

細胞を共培養すると軽度の増殖が確認された。一方、IFN- により活性化さ

れた血管平滑筋細胞と移植後 14 日目のレシピエントの脾細胞を共培養する

と有意な増殖が確認された。その条件において DTCM-G の細胞増殖抑制試験

を行ったところ、DTCM−G は濃度依存性に細胞増殖を抑制することが確認で

きた（図１３）。 

 

（図１３）血管平滑筋細胞のリンパ球との共培養および増殖抑制試験 
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（左）リンパ球と共培養した血管平滑筋細胞増殖試験(n=3)。INF- で活性化した血管平滑筋細胞はドナ

ー抗原に暴露したリンパ球刺激によって増殖促進する。データは mean±SE で表記した。（右）細胞増殖

抑制試験(n=3)。10 g/ml で DTCM−G は有意な増殖抑制効果を得た。データは mean±SE で表記した。

(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 

  

以上より、DTCM−Gが直接血管細胞増殖を抑制していることが示唆された。 

 

（７） 血管平滑筋細胞周期の評価 

 DTCM-Gの血管平滑筋細胞増殖抑制効果の機序を解明する足がかりとして、

血管平滑筋細胞の細胞周期を評価した。血清飢餓で同調させた血管平滑筋細

胞にb-FGF (20 ng/ml)と BrdU で刺激し、BrdU Flow kit で細胞周期を評価

した。8, 16, 24時間とインキュベートした結果を以下に示した（図１４）。 

 

（図１４）血管平滑筋細胞の細胞周期の経時的変化 
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 次に、DTCM-Gを加えて24時間培養した結果、DTCM-Gは血管平滑筋細胞の

G0/G1からS期の移行を抑制していることが確認できた（図１５）。 

 

（図１５）DTCM−Gは細胞周期のG0/G1からS期の移行を抑制 

 

細胞周期の評価(n=3)。データはmean±SDで表記した。(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 

  

（８） Immunoblot assay 

  G0/G1-S期に関連する蛋白の評価をimmunoblot assayで評価した。Growth 

factorのシグナルを受けた細胞はmitogen-activated protein kinase (MAPK)

が活性化される。そこで、b-FGF (20 ng/ml)で刺激した血管平滑筋細の MAPK

である extracellular signal-regulated kinase (ERK), c-jun N-terminal 

kinase (JNK), p38 MAPKのリン酸化を評価した。刺激後15分後にはERKのリ

ン酸化は確認できたが、p38 MAPKおよびJNKのリン酸化はERKに比べると非常

に軽度であった(図１６)。 

 

（図１６）b-FGF刺激による血管平滑筋細胞のMAPKのリン酸化の経時的変化  
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 次に、DTCM−Gを加えて刺激後30分後の評価したところ、特にDTCM−GはMAPK

のリン酸化の抑制効果は確認されなかった（図１７）。 

 

（図１７）DTCM-GはMAPKのリン酸化を阻害せず 

 

（左）代表的な実験結果。（右）相対的なリン酸化量(n=3)。データは mean±SD で表記した。

(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 

 

 次に、MAPKの下流にあるcyclin, cyclin dependent kinase (CDK)およびCDK 

inihibitorの評価を行った。b-FGF刺激後16時間において、DTCM−Gはcyclin 

D1の発現を有意に抑制していることがわかった。しかし、cyclin E, CDK2, CDK4, 

およびCDK inhibitorであるp21Cip1とp27Kip1の発現に変化はなかった（図１８）。 

 

（図１８）DTCM−Gはcyclin D1の発現を抑制 
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（左）代表的な実験結果。（右）蛋白量(n=3)。データはmean±SDで表記した。(Transplantation. 2015 

May;99(5):948-56) 

 

 S期の直前にcyclin-CDK複合体が活性化すると、次にretinoblastoma (Rb)

蛋白をリン酸化される。Rbは転写因子E2Fと結合しその働きを抑制されている

が、Rbがリン酸化されるとE2Fを遊離し、E2FがS期の初期遺伝子群を活性化

させる 59,60。そこで、Rbのリン酸化を評価したところ、DTCM−G は有意にRbの

リン酸化を抑制していた（図１９）。 

 

（図１９）DTCM-GはRbリン酸化を抑制 

 

 

（左）代表的な実験結果。（右）相対的なリン酸化量(n=3)。データは mean±SD で表記した。

(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 

 

 Cyclin D1の発現にはmTORシグナルの下流にあるp70s6 kinaseからも部分

的に制御されているため 61、mTOR シグナルに関連する蛋白の評価を追加したが、

有意な p70s6 kinase の抑制は確認されなかった（図２０）。以上のことより、

DTCM-Gは血管平滑筋細胞のcyclin D1の発現を抑制することで、G0/G1からS

期への移行を抑制したと考えられた。 
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（図２０）DTCM−GはmTOR経路のシグナルを阻害せず 

 

（左）代表的な実験結果。（右）相対的なリン酸化量(n=3)。データは mean±SD で表記した。

(Transplantation. 2015 May;99(5):948-56) 
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考察 

 

 本研究からマウスの移植後動脈硬化モデルにおいてDTCM−Gの有用性が示された。本

実験で用いたB6.CH-2bm12マウスからC57BL/6マウスへのMHC classⅡミスマッチモデ

ルではT細胞由来のアロ免疫応答により慢性拒絶反応の特徴的な所見であるグラフト

動脈内腔狭窄が惹起される。このモデルにおいて、CD4+T細胞 62もしくはCD40シグナ

ル 18,63は移植後動脈硬化症の重要な増悪因子である。さらに、移植後後期のグラフト

動脈内腔狭窄の進行には自己抗体の関与も示唆され、グラフト生存期間中央値は約95

日であるが 64、移植後4週間まではB細胞欠損マウスとwild typeマウスの間に移植

後動脈硬化症の進行の違いは認められていない 18,62。つまり、移植後4週間までのグ

ラフト動脈内腔狭窄の進行に、アロ抗体および自己抗体の影響は受けてないと考えら

れる。以前、我々はマウスのMHC full ミスマッチモデルでin vitroおよびin vivo

においてDTCM-GがT細胞のp70s6kのリン酸化を阻害することでアロ免疫応答を抑制

すること、またタクロリムスとの併用にて相加効果あることを示したが 56、この移植

後動脈硬化モデルにも同様の効果が得られるか確認した。以前の結果と矛盾なく、DTCM

−GはH-2bm12抗原に対するH-2b T細胞の増殖をin vitroの実験では濃度依存性に抑制

し（図１）、in vivoにおいてはH-2bm12抗原で再刺激によるH-2b T細胞のIFN- 産生を

抑制した（図５）。これらの結果はDTCM-Gがグラフト動脈内腔狭窄を進行させる主な

原因であるCD4+細胞とCD8+細胞 65のグラフト浸潤を抑制していることからも確証が得

られた（図４）。 

 アロ免疫応答が惹起された後、グラフト動脈内では血管内皮細胞の損傷がおこり、

引き続き血管内腔の再構築が行われる 4,27。この血管内腔の再構築の期間は、IFN- が

重要な役割を担う。IFN- は自然免疫応答の増強および獲得免疫の制御するサイトカイ

ンとしてよく知られている 66。しかし、IFN- はT細胞 67やマクロファージ 68を活性化

するだけでなく、血管平滑筋細胞や内皮細胞の接着因子であるMHC-classⅡ、vascular 

cell adhesion molecule 1 (VCAM-1)やintercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1)

を活性化させる 22,28,69,70。抗VCAM-1抗体や抗ICAM-1抗体の治療により長期のグラフト

生着が得られることからも 71,72、これらの接着因子の発現はアログラフト拒絶反応に

おいて重要であると考えられる。本実験と同じH-2bm12からH-2b マウスの心移植実験に

おいてH-2b レシピエントマウスのINF- ノックアウトしたモデルでは、グラフト実質

への拒絶反応は抑制されなかったものの、移植後動脈硬化症の有意な改善が得られて

いる 20。また、移植直後の短期のアロ免疫応答だけでも移植後動脈硬化症が惹起され

るが、INF- ノックアウトしたレシピエントにはこの進行が抑制されることが確認され

ている 22。これらの結果を踏まえ、本実験ではIFN- に注目し、また、DTCM-GがIFN-

産生を抑制できるか評価した。アロ抗原の再刺激により得られるINF- 産生細胞数は
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DTCM-G治療群では移植後14日目では有意に抑制されたが（図５）、移植後28日目に

はvehicle control群のINF- 産生細胞数も減少し有意な抑制効果は認められなかっ

た（図７）。H-2bm12からH-2b マウスの心移植モデルにおいてIFN- の産生は一過性であ

り、移植後7日目以降から減少していくことは以前の研究で示唆されていることから
73、本実験結果と矛盾しないと考えられる。組織病理学の結果も踏まえて（図４）、

DTCM-Gは移植直後のT細胞介在性アロ免疫応答を抑制したと考えられる。 

 制御性T細胞であるCD4+CD25+FoxP3+細胞は免疫応答を抑制し、免疫寛容を導く重要

な細胞として注目されている 74-78。また、制御性T細胞による細胞治療で移植後動脈

硬化症を抑制できることが確認されている 79,80。そこで、DTCM-Gが制御性T細胞を誘

導するかについて検討した。移植後14日目のCD4+細胞内の制御性T細胞の割合は

DTCM-G治療群では増加する傾向は認められたが有意な差とはならなかった。しかし、

regulatory/effector ratioで免疫応答のバランスを評価したところ、DTCM-Gは免疫

応答を制御するようにシフトしていたことが確認された(図８)。アロ免疫応答が弱ま

った移植後28日目にはその傾向は消失していた（図９）。以上のことからも、DTCM-G

は制御性T細胞を有意に誘導することはなかったが、regulatory/effector のバラン

スをregulatory responseを強くするように傾けて、アロ免疫応答を抑制しているこ

とが確認できた。 

 移植後動脈硬化症の進行には血管平滑筋細胞も深く関わっているため 81、T細胞介

在性アロ免疫応答だけでなく血管平滑筋細胞に対するDTCM-Gの効果についても検討

を加えた。血管平滑筋細胞増殖の刺激となる増殖因子のb-FGFはラットの心移植 7,82

やヒトの肺 83、小腸 6移植後の慢性拒絶反応時に発現が増加していることが報告されて

いる。DTCM-Gはb-FGF刺激された血管平滑筋細胞の増殖を濃度依存性に抑制した（図

１０）。さらに、移植後のin vivoの条件により近付けるため、IFN- とアロ抗原細胞

で刺激した血管平滑筋細胞増殖試験を追加した。IFN- のみで刺激した血管平滑筋細胞

の増殖は確認ができなかったが、これは以前Hansson等により報告された結果と矛盾

はなかった 84。IFN- で刺激した血管平滑筋細胞は、アロ抗原に暴露された脾細胞の刺

激により増殖することが確認できたが、Naiveな脾細胞の刺激には増殖反応は示さな

かった（図１３）。また、IFN- 刺激を加えなかった血管平滑筋細胞はアロ抗原暴露し

た脾細胞の刺激を加えても増殖しなかったことから（図１３）、このin vitroの条件

にIFN- の刺激は必要であると考えられた。IFN- のみの刺激では血管平滑筋細胞は増

殖しなかったので（図１２）、IFN- は血管平滑筋細胞の接着因子やCD40の発現の促進

に関与 85,86していることが疑われた。このモデルにおいてIFN- を主に産生するのは主

にCD4+T細胞と考えられている。また、アロ抗原に暴露されたCD4+T細胞に発現して

いるCD154が血管平滑筋細胞に発現しているCD40にシグナル送り、血管平滑筋細胞が

増殖因子を産生したのではないかと推察した。さらに、IFN- は白血球がない状態でも
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platelet-derived growth factor (PDGF)により血管平滑筋細胞を増殖させグラフト動

脈閉塞を惹起することが報告されている 23。その他、IFN- およびIFN-  induced 

protein 10 (IP-10)などが血管平滑筋細胞増殖を促進させることが報告されている
31,87。これらの実験結果は、移植後動脈硬化症の進行においてアロ免疫応答、特に血管

再構築のトリガーもしくはブースターになるIFN— の重要性が示されている。そして、

DTCM−Gがb-FGF刺激だけでなくIFN- とアロ抗原暴露細胞の刺激により増殖した血管

平滑筋細胞の増殖抑制効果を示したことは注目に価する（図１３）。これらの結果より、

in vivoで得られた結果はDTCM−Gがアロ免疫応答とグラフト血管の再構築を抑制する

ことで移植後動脈硬化症の進行を減弱したと考えた。しかし、これらの効果はDTCM−G

の効果の一面であるとも考えられる。なぜなら、本実験では評価しなかったが血管平

滑筋細胞や内皮細胞の接着因子の発現をDTCM-Gが抑制している可能性も除外できな

いからである。 

 DTCM−Gの血管平滑筋細胞増殖抑制効果の機序を解明するために、b-FGFで刺激した

血管平滑筋細胞の細胞周期の検討を行い、G1-S期の移行を抑制することがわかった

（図１５）。G1-S期において、増殖刺激によりCDK4からCDK2へとcyclin D-CDK4複

合体およびcyclin E-CDK2複合体を形成しながら連続して活性化されていく 88。次い

でRbがリン酸化され、Rbと結合していた転写因子E2Fが遊離し、cyclin EやS期進

行に必要な遺伝子群の発現が誘導される。Cyclin D1は血管疾患や血管平滑筋細胞の

増殖に重要な分子である 89-92。DTCM-Gはcyclin D1発現のみを抑制し、CDK4, CDK2, 

cyclin EおよびCDK inhibitorであるp21とp27には影響がなかった（図１８）。そ

して、DTCM-GはRbのリン酸化を濃度依存性に抑制していた（図１９）。さらに、cyclin 

D1の発現にはp70s6 kinaseが一部関与しており 61、p70s6 kinaseはT細胞 93や血管

平滑筋細胞 94の活性化や増殖に関与しているため、PI3K/Akt/mTOR pathway95-99の評価

も行った。しかし、DTCM-GはmTOR pathwayに対して影響を与えなかった（図２０）。 

 G１静止期にはcyclin-CDK複合体の上流にあるMAPKであるERK1/2100,101やp38 MAPK102

の関与も確認されている。しかし、DTCM-GはERK1/2, p38 MAPK, JNKのリン酸化を抑

制していなかった（図１７）。以上の結果、DTCM−Gは血管平滑筋細胞のcyclin D1の

発現を抑制することを解明した。しかし、これらの実験で得られた結果を一般化する

には、さらに様々な細胞を用いてDTCM−Gの詳細な標的分子の同定することが必要であ

ると思われる。  

 

総括および結論 

 

 マウスの移植後動脈硬化症モデルにおいて、DTCM−Gはドナー特異的なIFN- の産生

およびCD4+CD154+細胞の発現を抑え、アロ免疫応答を抑制した。また、DTCM−Gは血管
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平滑筋細胞のcyclin D1の発現を抑えることで細胞周期のG1-S期の移行阻害し、血管

平滑筋細胞増殖を抑制した。つまり、DTCM-Gはアロ免疫抑制効果に加えて、血管平滑

筋細胞の増殖を抑制することでグラフト動脈内腔狭窄を減弱させたと考えられる。

DTCM−Gは移植後動脈硬化症の予防および治療に有用である可能性が示された。 
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