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緒言 

 

＜臓器移植の歴史＞ 

 

・移植の黎明期 

1954 年 12 月 23 日、Murray らの手によって、糸球体腎炎によって腎不

全となった患者に対し、患者の一卵性双子の同胞から摘出された腎臓が移植

された 1。移植された臓器は速やかに機能し、患者は免疫抑制剤なしで 9 年

間生存した。死因は糸球体腎炎の再発であり、移植は完全に成功した。この

成功を機に、固形臓器移植の領域は飛躍的に進歩した。  

移植の技術的な飛躍は血管外科のCarrelによってなされた。19世紀初頭、

Carrel は自身の新たな血管吻合の技術についての論文を出版した 2。彼は、

この技術を用いてイヌの自己腎の異所性腎移植を報告し、技術的には固形臓

器移植は可能であることを示した。1936 年には Yuronoy がヒトで初めて腎

移植を行った。死体腎が使用されたこの移植では、初期に少量の排尿があっ

たが、急性拒絶により腎臓は失われた。その後、欧米各地で少しずつ腎移植

が行われ、骨盤内の後腹膜に腎を移植する手技が確立した。ボストンの

Peter Bent Brigham Hospital で、Murray が 11 例の腎移植を施行し、一

例のみ 5 か月間、移植腎が機能しながら生き延びた 3。そして、彼らのグル

ープは、最初の移植医療の成功にたどり着いた。 

 

・急性拒絶反応との戦い 

Murray らの成功を皮切りに、欧米各地で一卵性双生児間の腎移植が行わ

れるようになり、それと同時に同種異型移植の研究が活発に行われるように

なった。Holman らは、1925 年に、広範な熱傷を負った子供たちに皮膚移

植を行っていたが、繰り返し移植を行うことで、初回移植よりも早く拒絶さ

れることを報告し、ボランティアのドナーの「蛋白質」に感作されたためで

はないかと考察した 4。こうした拒絶反応を抑えることが移植医療には必要

であり、1950 年代より免疫抑制についての模索が始まった。最初に検討さ

れたのが全身放射線照射（sublethal-total body irradiation）とステロイド

による免疫抑制であった 5,6。この免疫抑制療法により、多くの患者が感染

症により亡くなり、別の方法による免疫抑制の開発が急がれた。  

Schwartz と Dameshek により新たな境地が拓けた。もともと急性リンパ

性白血病の治療薬であった 6-mercaptopurine（6-MP）に免疫抑制作用があ

ることが見出された 7,8。Murray らは、イヌの腎移植モデルを用いて、さま
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ざまな 6-MP の変化体の中で azathioprine のみ長期のグラフト生着を実現

できることを発見した。Murray らは azathioprine とステロイドを併用す

ることでヒトの腎移植で 1 年生着率 40～50％を実現した 9。 

 Azathioprine とステロイドの併用による免疫抑制法の発見により、献腎

移植と human leukocyte antigen (HLA)合致の家族をドナーとした生体腎

移植が 1960 年から 1970 年代初頭にかけて徐々に増加した。透析の進歩も

腎移植による死亡率の低下の一助となった。1980 年代に cyclosporine-A 

(CsA)が開発され 10、1 年生着率は 70～80％に改善した。それに伴い、肝移

植、膵移植、心移植など、腎臓以外の臓器の移植も臨床的に確立された。そ

の後も次々と新たな免疫抑制剤の開発が進んだ。1990 年代初頭には FK506 

(tacrolimus)が 11,12、1995 年には Mycophenolate mofetil が、1999 年には

mammarian target of rapamycin (mTOR)阻害剤 (Sirolimus)が開発され

た 13。新たに開発された免疫抑制剤を組み合わせて使用することにより、副

作用を抑えつつより強力に急性拒絶反応を抑制することができるようにな

った 14。薬剤やレジメンの開発以外にも、生物製剤のような新たな領域の免

疫抑制法の開発も進んだ。最初はポリクローナルな抗胸腺抗体であったが、

T 細胞に特異的なモノクローナル抗体 (OKT3)が開発され、臨床応用された。

また、ヒト化された抗 CD25 モノクローナル抗体が開発され、臨床で使用

された。その後も B 細胞に対する抗 CD20 モノクローナル抗体、主に骨髄

移植の領域で使用される抗 CD52 抗体、 2011 年に Food and Drug 

Association (FDA) に 承 認 さ れ た cytotoxic T lymphocyte antigen 

(CTLA)-4Ig などが次々に開発され、研究や臨床で大きな効果が期待された

13。 

 

・移植医療における成熟期の課題 

 免疫抑制剤の進歩の元、2002 年には HLA 合致移植でグラフト 10 年生着

率は 70～75％を達成した 15。特に急性拒絶反応を経験しない患者では移植

の成績が良いことが判明した 16。逆に、急性拒絶を乗り切っても、最終的に

グラフトロスに陥ること症例があることが問題となった。慢性拒絶にはさま

ざまな要因が絡んでおり、移植時からその後の急性拒絶のエピソードまでが

リスク因子に含まれる。しかしながら、移植後数年間良好な機能を維持して

きたグラフトでさえ、徐々にグラフト障害が進むことがあり、vasculopathy

の状態に陥った 17。徐々に進行するグラフト機能低下の原因としては、HLA

に対するアロ反応性 IgGやドナーHLAに対する T細胞の primingなどが考

えられた 17-19。慢性拒絶はすべての移植臓器に起き得、移植後 1 年以降の
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グラフトロスの最も多い原因である 17。移植直後のように高いレベルでの免

疫抑制剤の使用は長期には使用できず、免疫抑制剤の減量によってアロ抗原

の認識とアロ抗原に対する活性化が起きるのは必然である。移植でよく使用

される DNA 合成阻害剤や carcineurin inhibitor (CNIs)、sirolimus などは、

naïve なリンパ球は効果的に抑制するが、memory T 細胞や priming された

effector T 細胞に対する抑制が弱い 20。グラフトが機能不全に陥っていなく

とも、生検でグラフトの損傷が認められる場合には、慢性拒絶が示唆される

21。慢性拒絶の要因としては、免疫原性反応と非免疫原性反応に分類され 15、

免疫原性反応としては HLA の mismatch、抗ドナー抗体の存在、免疫抑制

剤の不足などを原因とし、急性拒絶反応や顕在化しないグラフト損傷が起き、

indirect pathway によるアロ反応の活性化と慢性液性拒絶の誘導が考えら

れる。また、非免疫原性反応としては、虚血再灌流障害、脳死、高齢ドナー、

移植手術の質の問題、高血圧・高脂血症、サイトメガロウイルス感染、ポリ

オーマウイルス感染、慢性的な CNI 毒性などが挙げられる。アロ抗原に対

する免疫反応や免疫に依存しない慢性拒絶の要因に対して移植後早期の段

階から介入し、慢性拒絶を防ぐことはいまだに非常に困難な課題である 15,17。 

また、どのような患者で免疫抑制剤を離脱できるかの指標となりうる検査

がいまだに存在しない 22。移植初期に集中的に介入し、免疫寛容を誘導する

ことが、移植医療の最終的な目標である 22。 

 

 

＜免疫寛容と制御性 T 細胞＞ 

 

・「獲得された免疫寛容」の発見  

胎盤を共有する二卵性の仔牛は、両方の血液のキメラを形成し、一方から

他方へ皮膚を移植しても拒絶されない 23,24。この発見が、移植後免疫寛容の

コンセプトを生み出した。Medawar らは新生児期にドナー系統の細胞を輸

注することにより、ドナー系統の皮膚が拒絶されなくなることを発見した

25。この”inducible tolerance”の考え方は Burnet が提唱した「自己-非自己

理論」や”clonal deletion”の考えに合致した 26,27。 

 

・初期の免疫寛容における研究 

制御性 T 細胞の研究は、キメラやリンパ球消去の実験ではなく、アロ反

応性 T 細胞の抑制、signal 1（抗原 /major histocompatibility complex 

(MHC)-Ⅱと CD3/T cell receptor (TCR)の相互作用）や signal 2（共刺激分
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子刺激）の抑制、部分的な T 細胞の消去などの実験から始まった 28。初期

の研究では、アロ抗原特異的抗体を誘導する齧歯類のモデルが用いられた

29,30。このモデルではアロ反応性リンパ球の clonal deletion を機序とせず、

Batchelor と Welsh らによって”split tolerance”と名付けられた 31。ひとた

び免疫寛容が成立すると、ドナーリンパ球や naïve なレシピエントと同種

同型のリンパ球、抗原に感作された同種同型のリンパ球を輸注しても免疫寛

容は破綻しなかった 32。このため、免疫寛容が成立したグラフトは免疫原性

が低下したのではないかと考えられた。免疫寛容が成立したレシピエントの

末梢血を同種同型のマウスに輸血すると、二次移植したグラフトの生着期間

が延長し 33、免疫寛容はほかの naïve なマウスに「移入できる (adaptive)」

ことが判明した。これらの実験結果は免疫寛容が成立する理由はグラフトの

免疫原性の低下だということは示唆するが、なぜ naïve な二次グラフトま

で受け入れられるのかまでは説明できなかった 31,34。 

 

・液性免疫と免疫寛容 

ドナー特異的アロ抗体がグラフト生着期間を延長することから、アロ抗原

のブロックや免疫複合体、オプソニン化などが免疫寛容の誘導や維持に必要

なのではないかと考えられた 35。しかし、免疫寛容となったレシピエントの

B 細胞や血清では免疫寛容を移せないことから、アロ抗体のみでは説明でき

なかった 36。1970 年～1980 年代に、抗イディオタイプ抗体や T 細胞に免

疫を制御する働きがあることが示唆された 37,38。同じころ、NielsとMilstein、

Kohler はモノクローナル抗体を発見し 39、この発見によりマウスやラット

のモデルでの研究手法が飛躍的に進歩した。これらの突破口を機に、まず、

抗イディオタイプ抗体やブロック抗体は免疫寛容に必要ではないことがわ

かった 40。他の機序として、アロ反応性 T 細胞の anergy（無反応）、indirect 

pathway による T 細胞の感作などが考えられた 41。 

 

・抑制性 T 細胞 

1970 年に Gershon らが抑制性 T 細胞の概念を提唱した 42。最初のエビ

デンスは、抗リンパ球グロブリンを投与されリンパ球を消去されたホストに、

免疫寛容となったホストの細胞を輸注することにより、グラフト生着期間が

延長したことである 43。この Brent らの研究は、アロ抗原特異的な抑制の

証拠として画期的であった。さらに、胎児期に免疫寛容を誘導できたレシピ

エントから T 細胞を移入することで、ドナー特異的にグラフト生着期間を

延長した 44。細胞輸注を受けたレシピエントはドナーとのキメラを形成 
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(chimerism)し、キメラ細胞が再生した胸腺で T 細胞を再教育することが機

序であると報告された 45。1970 年代後半から 1980 年代前半にかけて、多

くの研究者が、骨髄細胞でも胸腺細胞でもなく、末梢血リンパ球により免疫

寛容を移入できることを示した 43,46。放射線照射を行ったホストに免疫寛容

となったマウスの脾細胞を移入すると、特別な追加治療をせずともグラフト

生着期間を延ばすことができた 46。また、免疫寛容となったレシピエントマ

ウスから T 細胞の移入を受けたマウスはアロ抗原を産生せず、B 細胞や血

清では免疫寛容を移せなかった 47。免疫寛容マウスの T 細胞は、血液から

リンパ節への移入が起こらず、この性質は活性化メモリーT 細胞に似ていた

48。 

 

・胸腺の免疫寛容における役割 

齧歯類で、幼少期に胸腺を摘出すると自己抗体が産生される 49。成体マウ

スであっても、胸腺摘出は自己免疫疾患を誘発する 50。Gershon と Kondo

は、胸腺細胞に抗原非特異的抑制性細胞が潜んでいることを最初に発見した

42。胸腺細胞は拒絶を誘発せず 51、それどころか naïve T 細胞による拒絶反

応を抑制する 52。胸腺にアロ抗原を注射すると、その抗原に対する免疫寛容

が誘導できる 53。胸腺はある種の免疫寛容モデルでは必須であるが、一方で

免疫寛容が成立したマウスの胸腺にはドナー特異的抑制性細胞は存在しな

い 54。 

 

・T 細胞 subset と抑制性 T 細胞 

T 細胞は拒絶の中心的役割を果たす 55。1980 年代前半、CD4+ T 細胞と

CD8+ T 細胞が拒絶の中心であるとわかった 56,57。CD8+ T 細胞は CD4+ T

細胞に刺激され、拒絶反応や 55,57、Graft Versus Host (GVH)反応を引き起

こし 58、Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)の主体を担うことが判明した

59。 

T 細胞に subset があると報告されてから、その中に抑制性の subset があ

ることが徐々に明らかになった。可溶性イディオタイプや I-J が I-J+CD8+ 

抑制性 T 細胞から産生されると報告され、盛んに研究された 60,61。ところ

が、マウスの H-2 領域にコードされているはずの I-J 遺伝子が見つからな

かったため 62、300 以上の論文で I-J+CD8+ 抑制性 T 細胞が報告されている

にもかかわらず、I-J+CD8+ 抑制性 T 細胞の研究は急速に廃れた。 

 1980 年代中盤、naïve T 細胞は拒絶に働く一方、免疫寛容マウスの CD4+ 

T 細胞はドナーグラフトを拒絶できないことが発見された 34,63。CD8+ T 細
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胞や B 細胞よりも、主に CD4+ T 細胞が抑制に関わるとする報告が多数見ら

れることから 64、抑制の主役は CD4+ T 細胞であることが徐々に明らかとな

った。 

 

・CD4+ T 細胞とサイトカイン 

 CD4+ T 細胞はその増殖のためにサイトカインが必要であり、抑制性

CD4+ T 細胞も抑制能にもサイトカインが必要ではないかと考えられ、検証

された 63,65。Comcanabalin-A (ConA)とリンパ球を培養した培養上清には

Interleukin (IL)-2 を含むさまざまなサイトカインが含まれる。この上清を

用いて ex vivo でドナー抗原と培養した免疫寛容マウスの CD4+ T 細胞は、

naïve T 細胞によって引き起こされる拒絶反応を抑制した 66。ドナー抗原を

加えないで培養した場合には免疫寛容マウスの CD4+ T 細胞は免疫抑制能

を失った。ConA 上清は IL-2 を含んでいることから、IL-2 受容体α鎖であ

る CD25 に注目が集まった。免疫寛容マウスの CD4+ CD25- T 細胞は免疫

寛容を移入できないうえ、グラフトを拒絶した 54。また、ConA 上清および

ドナー抗原と ex vivo で培養した免疫寛容マウスの CD4+ T 細胞のグラフト

生着延長効果は抗 CD25 抗体の投与により阻害された 54。 

1980 年代中盤から、IL-2 はアロ反応性 T 細胞から産生され、拒絶反応を

促進する重要なサイトカインと考えられていた 67。抗 CD25 抗体や IL-2-毒

素複合体はアロ反応性 T 細胞 clone を抹消し、拒絶反応を抑制する 67。ほ

とんどすべての IL-2 や CD25 に関する研究は、移植の拒絶反応に焦点が当

てられていた。免疫寛容を誘導するためには、CD25+ T 細胞を減少させる

必要があると考えられていた。そのため、CD4+ CD25+ T 細胞が免疫寛容を

誘導するという事実は、主要なパラドクスだった。IL-2 が免疫賦活よりも

免疫抑制に重要であるという事実は、IL-2 や IL-2 受容体のノックアウトマ

ウスによって明らかとなった。IL-2や IL-2受容体のノックアウトマウスは、

自己免疫疾患を発症し、移植臓器を拒絶する 68。 

 1980 年代後半には、helper T cell (Th)1 や Th2 といった概念が提唱され

た 69。免疫寛容マウスでは、IL-2 や Interferon (IFN)-γを産生する Th1 よ

りも、IL-4、IL-10、IL-13 などのサイトカインを産生する Th2 が有意であ

ると考えられた 70。しかし、この仮説は普遍的には当てはまらず、Th2 も

拒絶反応を引き起こした。Waldmann らのグループが、CD4+ T 細胞が免疫

寛容を移すことができることを報告し、Th1/Th2 の観点ではなく、制御性 T

細胞の観点に再び火をつけた 71。 
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・制御性 T 細胞 

 1995 年、Sakaguchi らは胸腺由来の CD4+ CD25+ T 細胞が自己免疫疾患

を抑制することを報告した 72。CD4+ CD25+ T 細胞は制御性 T 細胞

（regulatory T cell: Treg）と呼ばれるようになり、その制御能の機序が研

究された。Tregは CTLA-4を介して抗原提示細胞 (antigen-presenting cell: 

APC) に 発 現 し て い る CD80/86 と 結 合 し 、 APC に indoleamin 

2,3-deoxygenase (IDO)の産生を促し、トリプトファンから免疫抑制物質で

あるキヌレニンの産生を促して T 細胞を抑制する 73。その他、APC に抑制

性に働く IL-10 の産生 74、T 細胞を抑制する Tranforming growth factor 

(TGF)-βの産生 75、IL-35 の産生などが Treg の抑制性機序として考えられ

ている 76。 

胸腺 Treg が持つ TCR の repertoire は非常に広範で、主に自己抗原を認

識するよう教育されている 77。胸腺 Treg は自己免疫性疾患の抑制に働いて

いると考えられているが、胸腺 Treg にわずかに混じるアロ反応性制御性 T

細胞が活性化し増殖することで、移植臓器の免疫寛容を誘導すると考えられ

ている 78。胸腺由来の Treg は、forkhead box P3 (Foxp3)を発現しており、

FOXP3 遺伝子領域にある”Treg-specific demethylation region (TSDR)”が

非メチル化されており 79、それが Foxp3 発現を安定化させ、CD25 の発現

や IL-2 の産生抑制を実現している。Foxp3 mRNA は、腎移植モデルにおい

て、拒絶時に尿中に増加を示し、Treg が拒絶時にグラフト内に集積するこ

とでグラフト保護に働くと考えられている 80。グラフトや二次リンパ組織か

ら採取した CD4+ CD25+ T 細胞は単独では免疫寛容を移入できず、CD4+ 

CD25- T 細胞からのサイトカインが必要と考えられている 66。抗原特異的

Treg は、CD4+ CD25- Foxp3- T 細胞から、特異抗原と TGF-βによって誘導

される 81。抗原特異的 Treg は CD62L を発現していず、血液からリンパ組

織へ移動しない。活性化された Treg は炎症組織内に遊走し、炎症を抑制す

る 82。活性化された Treg は、活性化された effector T 細胞と同様にケモカ

イン受容体を発現し、Th1/2/17 と同様の機序で炎症組織に遊走する 83。 

CD4+ T細胞は、effector T細胞であれ Tregであれ、APC上の MHC class

Ⅱに提示された抗原を indirect presentation によって認識する 84。移植に

おける免疫寛容は、しばしば indirect presentation を必要する 85。CD4+ 

Treg は indirect presentation により特異抗原を認識し、維持され、免疫寛

容を誘導する 86。抗原特異的 Treg の誘導と維持にはさまざまな報告がなさ

れており、また Treg を用いた細胞治療も検討されている。いずれにしても、

Treg は現在、免疫寛容の key phenotype と考えられており、移植医療にお
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ける免疫寛容の実現に期待が寄せられている 87。 

 

 

＜DST の歴史＞ 

 

・術前輸血の臨床効果 

 1970 年代前半までは、抗原感作によるグラフトロスの可能性が高くなる

懸念から、腎移植前の患者に対しては輸血療法を控えるべきと考えられてい

た。ところが、輸血療法を受けた患者の方が、輸血療法を受けなかった患者

よりもグラフト生着期間が長かった。Opelz らは、10 単位以上の輸血を移

植前に受けた患者の 1 年生着率が 66％であるのに対し、輸血されなかった

患者は 29%であったと報告した 88。グラフトとは関係のない 3rd-party の輸

血をランダムに受けた患者も、輸血を受けなかった患者に比べ、1 年生着率

が向上した 89。回数を多くすればより大きな効果が得られるというわけでは

ないことも報告された 90。時にドナーからの輸血が行われたため、特に術前

のドナー輸血は donor-specific transfusion (DST)と呼ばれた。 

ヒト MHC-classⅡである HLA-DR には 10 の common antigen が存在す

るため、ランダムに 2 回輸血を受ければ、40％の確率でドナーの HLA-DR

に暴露されることになる。そのため、ランダムな複数回の輸血は、ドナーの

血液を輸血されたのとほぼ同じ機序で作用していると考えられた 91。 

1980 年代前半、移植前の輸血は有益で、固形臓器の生着期間を改善する

と考えられた。Potter らは、DST を行った小児腎移植 37 例で、6 年のグラ

フト生着率が 93％と報告した 92。他の報告では 20 例の小児腎移植で 3 年

生着率が 90％と報告された 93。しかし一方で、小児腎移植における DST の

効果はないとする報告もあった 94。新規免疫抑制剤の開発と、HLA-DR の

適正なマッチング、拒絶反応のマネジメントの向上なども相まって、DST

の価値は次第に薄れていった 95。Scornik らは術前輸血の是非を問うため、

文献的 review を行った 96。全血輸血、白血球フィルターを通した赤血球輸

血、もしくは通していない赤血球輸血を行った文献を対象とし、移植の成績

と抗原感作を検討した。移植の成績については、術前輸血でよいとするもの

と、変わらないと結論付けたもの、むしろ悪化したというものに分かれたが、

術前輸血の成績がよい論文は CNIs の登場以前の文献であり、免疫抑制剤や

術後管理が洗練された 1990年代以降では成績は変わらないかむしろ悪化す

ることがわかった。また、抗原感作については、決して悪い影響はないとす

る報告がある一方、全体としては拒絶とグラフト生着期間の短縮と強い相関
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があるとする報告があった。感作による抗ドナー抗体の出現は通常、拒絶と

グラフト生着期間の短縮に影響するため、DST による抗ドナー抗体の出現

でドナー候補を取りやめるなどの問題が起きた。このような理由から、現在

では DST は臨床では行われていないのが現状である。しかし研究の分野で

はドナー特異的免疫寛容を誘導できるモデルとしていまだに盛んに研究さ

れており、将来的に臨床にも十分に応用可能であると考えている研究者もあ

る 97,98。 

 

・DST についての研究 

 研究領域において、DST は古くから広く研究されてきた。その免疫抑制

能は疑う余地はないが、その機序にはいまだ一定の見解はない。報告されて

いるもので、①キメラ化 (chimerism)、②ある種の抗体の産生、③制御性 T

細胞を含む抑制性 T 細胞の誘導、④アロ反応性 T 細胞の clonal deletion も

しくは anergy、⑤T 細胞 subset の変化、⑥サイトカイン産生の修飾などに

分類される 99。 

 以下に、DST についての一般事項、および免疫抑制機序について概説す

る。 

  

■DST における樹状細胞の関与 

 レシピエントマウスに MHC-classⅡ-/-マウスを使用すると、DST による

免疫抑制効果が阻害される 98。このことは、レシピエントの MHC-classⅡ

分子が DSTによる免疫寛容誘導に必要であることを示している。実際、DST

の機序には indirect presentation が重要とする報告が散見される 100,101。

MHC-classⅡ分子は、APC 上で外来抗原を提示する分子であり、CD4+ T

細胞への抗原提示に重要であることから、DST による免疫抑制機序の根幹

には CD4+ T 細胞が主要な役割を果たしていることが想像される。DST で

は通常、抗原感作のリスクを下げる目的で免疫抑制剤が併用される 102,103。

非炎症環境下では樹状細胞は免疫寛容を誘導すると考えられており 104、免

疫抑制剤による免疫抑制下で DST によって供給されたドナー抗原がレシピ

エントの樹状細胞上の MHC-classⅡに提示され、CD4+ T 細胞を介してドナ

ー抗原特異的な免疫制御環境を作り上げているのではないかと考えられた。 

 また、Ochando らは、DST により供給されたドナー抗原を取り込んだ細

胞は CD11c+ B220+ Gr-1+ PDCA-1+ plasmacytoid 樹上細胞であると報告し

ており 105、DST モデルにおいてどのような樹状細胞が関与しているのか、

詳細な研究が待たれる。 
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■供血源 

 DST は、当初、術前輸血から発展した概念であるため、通常は全血が用

いられる 106が、実験的には脾細胞を用いることが多い。Balshi らは、ラッ

トの心移植モデルで、DST の供血源として赤血球のみでは不十分であり、

UV 照射した全血を使用することを勧めている 107。また、Markees らは供

血源についての興味深い研究を行った。彼らは供血源として、脾細胞、リン

パ節の細胞、胸腺、骨髄、赤血球、buffy coat で回収した細胞などを選定し、

さまざまな供血源で DST を行った 108。その結果、脾細胞やリンパ節の細胞

に比べ、胸腺ではわずかに生着期間が劣り、骨髄や赤血球ではほとんど生着

期間が延長しなかった。骨髄細胞は IL-10 や IFN-γなどのサイトカイン産

生に影響し、Treg の誘導を阻害するため、抑制能を発揮できなかったので

はないかと考察されている。また、DSTに B細胞 109,110や apoptotic cell111、

CD11b+ 樹状細胞 112を用いて行う方法も報告されている。 

DST に MHC-classⅠ-/-、MHC-Ⅱ-/-、CD40-/-、CD80/86-/-を用いても成

績に変わりはないことから 98、DST においてはこれらの分子は抗原として

の提示の対象ではなく、ドナーの APC による抗原提示やドナーの APC か

らレシピエントの APC に MHC が移動する semi-direct presentation の関

与は低いものと考えられた。 

CD47 は樹状細胞やマクロファージなどに発現する inhibitory receptor 

signal regulatory protein-α (SIRPα)のリガンドで、さまざまな細胞に発

現し、貪食から逃避している。CD47-/- ドナーで DST を行うと、DST の免

疫寛容誘導効果が阻害される 113。報告者は、CD47-/-の細胞は樹状細胞に速

やかに貪食され、これがアロ反応性を高める可能性があると考察している。 

通常の DST とは異なるが、1-ethyl-3-(3’-dimethylaminopropyl)-carbodi- 

imide (ECDI)で固定した脾細胞を使うことで、ドナー特異的免疫寛容を誘

導できるとする報告がある 114,115。 

 

■DST のタイミングと回数 

 DST のタイミングは、移植モデルや併用する免疫抑制剤により、さまざ

まである。通常は術前に行うが、術直前に DST を行うとする報告 116、術後

に DST を行ったとする論文もある 117。最もよく研究されている方法はおそ

らく抗CD154抗体（MR-1）を併用したレジメンであるが 98,100,105,113,118-126、

通常移植 7 日前（day -7）に DST を行う。Wood らの研究室では、抗 CD4

抗体（YTS177）を併用するレジメンで、day -27 に 1 回のみ DST を行う方
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法を報告している 101,127-129。DST のタイミングに関しては、Kitade らがラ

ットを用いて検証している。ラットの心移植モデルで、day 0 に DST を行

った場合にはグラフト生着期間はほぼ延長せず、day -6 に行った場合には

緩やかにグラフト生着期間が延長し、day -12 に行うと免疫寛容が得られた

130。Abe らはラットの肝移植モデルでさらに長期間を検討しており、4 回

DST を行い、最後の DST から 7 日目に移植した場合、37 日目に移植した

場合にはほぼ免疫寛容となるが、107 日後だとグラフト生着期間は有意に短

縮した 131。グラフトを移植しないと免疫寛容を担う細胞が誘導されず

121,131,132、グラフト内の passanger leukocyte が免疫寛容の誘導に重要との

報告もある 133。DST を行った後に適切な時期に移植を行うことが肝要であ

る。 

 DST として血液を打つ回数は 1 回とする報告が多いが、複数回打つ方法

も報告されている。Bushell らは、1 回の DST よりも 5 回 DST を行った方

がより強い抑制能を持った CD25+ T 細胞を誘導でき、皮膚グラフトの生着

期間が長くなることを報告した 134。また、彼らは、臨床を想定し、ドナー

系統に限らないランダムな同種異型の DST でも複数回行うことでグラフト

生着期間を延長できることを示した 135。 

 

■DST との併用薬剤・生物製剤 

 DST 単独では抗原感作の問題があり 102,136、マウスでは通常なんらかの

免疫抑制作用を有する薬剤や生物製剤（モノクローナル抗体など）を併用す

る。 

 薬剤については、もともとは臨床で azatioprine が併用され、有効性が示

されていた 137。CNIs の開発により、CsA や FK506 などの併用の有効性も

報告されている 138,139。CNIs については、DST による免疫寛容誘導効果を

阻害するとも考えられている 97。DST の機序のひとつに Treg の誘導がある

が、CNIs は Treg の増殖に必要な IL-2 の産生を抑えるため、ドナー特異的

Treg の誘導が阻害されるためと考えられている。CNIs を使用する場合には

投与量や投与のタイミングが重要となる 140。その他、cyclosphosphamide141、

mTOR 阻害剤 (cirolimus)142、Heme oxygenase (HO)-1 の発現を誘導する

cobalt protoporphyrin IX (CoPPIX)143、deoxyspergualine144、NF-κB の

阻害剤である dehydroxymethylepoxyquinomycin (DHMEQ)145など、さま

ざまな薬剤が DST との併用で免疫修飾効果を発揮することが報告されてい

る。 

 DSTとの併用で最もよく研究されているものは抗 CD154 抗体 (MR-1)と



 

14 

 

考えられる 98,105,109,113,116,120-126,146-149。さまざまな移植モデルで、完全に免

疫寛容を誘導できる場合がある。また、Wood らの研究室では抗 CD4 抗体 

(YTS177)を併用したレジメンを用いている 127-129。CTLA-4Ig を併用したレ

ジメン 150、MR-1 に抗 lymphocyte function associated-antigen (LFA)-1 抗

体を併用するレジメン 151などが報告されている。 

  

■DST による免疫抑制機序 

 

①chimerism（キメラ化） 

 Starzl は microchimerism が固形臓器移植における免疫寛容の鍵だと考

えていた 152-154。Microchimerism とは、固形臓器移植後に時折見られる現

象で、レシピエントに対して非常に少ない（通常は 0.1％以下の）ドナー細

胞がレシピエント体内に生着する現象であり、移植臓器内に潜んでいたドナ

ーの末梢血造血幹細胞がレシピエントの末梢血や組織へ移行することによ

って起きると言われている 155。Microchimerism がグラフト生着に及ぼす

機序や影響についての詳細はいまだ解明されていないが 156、長期生着して

いる移植腎や移植肝からの生検で、ドナーとレシピエントのリンパ球が共存

している症例が報告されており、microchimerism の証拠と考えられている

153。DST の経門脈投与を行った移植小腸モデルでキメラ化が認められたこ

とから 157、DST のひとつの機序として microchimerism が挙げられている。

末梢血にはわずかながら造血幹細胞が含まれており、DST に含まれるこの

造血幹細胞が microchimerism に重要なのではないかと考えられた。しかし

ながら、DST モデルでグラフト長期生着のレシピエントに microchimerism

が認められなかったとする報告や 158、microchimerism が認められていな

がらグラフトが拒絶されたとする報告もある 159。加えて、DST に放射線照

射したドナーの血液を使用した場合でもグラフト生着延長効果が見られる

ことから、microchimerism のみでは DST の機序を十分には説明できない

160。 

 

②抗体の関与 

 DST により、抗 Fc 受容体抗体が産生され、これがハプロ半合致移植の成

績を向上させたとする報告がある 161。DST が抑制性細胞を誘導し、抗イデ

ィオタイプ抗体や非特異抗体の産生を促進させることで、アロ抗原に対する

免疫反応を調整しているのではないかとする報告もある 162。しかし、B 細

胞や抗体の免疫寛容への関与はわずかであるとする報告もあり 47、これらの
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研究結果は抗体の副次的な役割を表しているに過ぎないのかもしれない。  

 

③抑制性 T 細胞 

抑制性 CD4+ T 細胞（特に CD4+ CD25+ Foxp3+ T 細胞：Treg）は、DST

の免疫抑制機序として最も多く報告されており、抑制能を担う細胞として最

有力であると考えられる 105,120,124,125,127-129,131,146。先述の通り、1980 年代

中頃から CD4+ T 細胞が免疫寛容を担う主要な細胞であると考えられてき

たが、Markees らは、抗 CD4 抗体を用いると DST の免疫修飾効果が消失

することを見出し、DST のモデルにおいても CD4+ T 細胞が重要な役割を

担うことを示した 124。Kingsleyらは、DSTによって誘導された CD4+ CD25+ 

T 細胞には免疫寛容を移す能力があることを示した 127。CD4+ CD25+ T 細

胞は細胞接触により抑制能を発揮するが 87、DST によりグラフト内の Treg

が増加すると報告されており 146,163、グラフト内での effector T 細胞の抑制

に寄与しているものと考えられた。組織遊走に関わるケモカインである

CCR4 のノックアウトマウスをレシピエントに用いると、グラフト内の

Treg が減少し、グラフトが拒絶される 120。Treg の抑制機序のひとつであ

る CTLA-4 を中和すると DST の免疫修飾効果を阻害されることから 127、

グラフト内への Treg の遊走と CTLA-4 による細胞接触が、DST における免

疫抑制機序のひとつと考えらえた。 

Treg には胸腺由来の naturally occurring Treg (nTreg)と induced Treg 

(iTreg)が報告されている 87。Ovalbmin-transgenic マウスと ovalbmin を特

異抗原とする OT-Ⅰ、OT-Ⅱ T 細胞を用いた研究では、DST によってドナ

ー特異的 Treg が誘導されることが報告され 125,146、抗原特異的制御性 T 細

胞は胸腺ではなく、末梢で誘導されうることが示された。 

Treg が免疫寛容の誘導と維持のいずれに関わるかの研究も報告されてい

る。DST と抗 CD154 抗体を用いた免疫寛容モデルにおいて、day -11 に抗

CD25 抗体を投与して Treg を消去すると免疫寛容が誘導されなくなるが、

day 50 に投与してもグラフト生着期間に影響がなく、Treg は免疫寛容の誘

導には必要だが維持には必要ではない可能性がある 164。 

 

④Clonal deletion もしくは anergy 

 ある特定抗原を認識する T 細胞 clone は、共刺激分子 (signal 2)やある

種のサイトカインによる刺激 (signla 3)が欠如した状態で T 細胞受容体刺

激 (signal 1)を受けた場合、Fas を介した細胞死を起こすことが知られてお

り (clonal deletion)165、この現象によって特定抗原に対する免疫応答が制
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御されていると考えられている。また、アロ反応性 T 細胞がその特異抗原

に対して反応・増殖しなくなる現象を clonal anergy という 166。 

Maurik らは、TCR transgenic T 細胞を RAG-/-マウスに移入するモデル

で、DST と抗 CD154 抗体 (MR-1)を併用した時にのみ、心移植後にアロ反

応性 CD4+ T 細胞の clonal deletion が見られたと報告し 121、DST と MR-1

の併用によるグラフト生着延長効果の機序のひとつが clonal deletion であ

ると報告した。また、Iwakoshi らは、TCR transgenic マウスを用いて、

DST+MR-1 の併用治療で、CTLA-4 依存性にアロ反応性 CD8+ T 細胞の

clonal deletion が起きることを報告した 122。抗 CD4 抗体で CD4 を消去す

ると、CD8+ T 細胞の deletion が得られなくなるとする報告もあり、CD4+ T

細胞の subset が CD8+ T 細胞の抑制に関わる可能性が示唆される 164。 

また、Quezadaらは、DSTによって CD4+ T細胞の活性化マーカー (CD69、 

CD44、 CD62L)の発現が抑えられ、Th1 サイトカイン (IL-2、IFN-γ)の

産生が抑制されることを報告し、DST の機序のひとつにアロ反応性 T 細胞

の anergy が関与することを示した 147。この anergy は、抗 CD25 抗体や抗

glucocorticoid-induced TNF-α receptor (GITR)抗体によって阻害される

ため、T 細胞の anergy には Treg が関与している可能性が考えられた。 

 

⑤T 細胞 subset の変化 

通常 T 細胞は CD4+ T 細胞と CD8+ T 細胞に分類されるが、CD8+ T 細胞

はその殺細胞作用により、グラフトの拒絶に寄与する 167。Treg に対する

CD8+ T 細胞の比が高いと拒絶に傾くと報告されており 168、免疫バランス

がグラフト保護に重要であることが示唆される。DST により Treg/CD8 比

が上昇することが報告されており、Treg と CD8+ T 細胞のバランスが免疫

抑制状態を反映する可能性が示唆された 119,123。また、Pinelli らは、DST

によって Treg/effector T 細胞比が上昇し、グラフト保護に働いていること

を報告した 125。 

CD4+ CD25- T 細胞は effector T 細胞として機能し、拒絶を促進するが、

Banuelos らは、DST により免疫寛容の誘導には CD4+ CD25- T 細胞より分

泌される IFN-γが重要な役割を果たすと報告し 164、Treg 以外の CD4+ T

細胞 subset の変化の重要性も示唆された。 

 

⑥サイトカイン産生の変化 

CD4+ T細胞には IL-2や IFN-γを産生して拒絶を促進する Th1や、IL-4、

IL-10 などの抑制性サイトカインを産生する Th2 に分類されるが、DST は
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Th2 サイトカイン産生を調整する働きが報告されている。DST により Th2

サイトカイン産生を促すことで、TNF-αの産生低下、白血球遊走因子の抑

制、移植臓器の白血球の遊走の低下などの効果を示すことが報告されている

169。IFN-γについては拒絶反応の促進のみではなく、免疫寛容の誘導に必

要なサイトカインであるとする報告が多数認められる 170,171。IFN-γ-/-や中

和抗体の使用で、免疫抑制の効果が阻害されるが 172、IFN-γの抑制性機序

はさまざまであり、CD8+ T 細胞の抑制 173、Treg の誘導 174 や維持 175、

effector T 細胞の apoptosis117などが報告されている。DST を用いた免疫抑

制モデルにおいて、Treg の IFN-γ産生が増加するとする報告や 129、CD4+ 

CD25- T 細胞からの IFN-γが抑制に重要とする報告 144など、IFN-γの免

疫抑制への関与を示唆する報告が散見される。一方で、免疫寛容マウスでよ

り IFN-γの産生が少なかったとする報告もあり 118,145、IFN-γはやはり拒

絶を誘発するサイトカインとも考えられている。IFN-γがグラフト生着に

寄与するか否かは、IFN-γの量やタイミング、場所、産生細胞などが関係

している可能性がある 130。 

その他の抑制性サイトカインには IL-10 や TGF-βなどが挙げられる 87。

Goto らは DST と NF-κB 阻害剤 (DHMEQ)の併用で、アロ心グラフト移

植後 7日目の脾細胞からの IL-10産生や TGF-β産生が増加したことを報告

した 145。DST を用いた免疫寛容モデルでは、IL-10 の中和によってグラフ

ト生着延長効果が阻害され 101,127、IL-10 は DST による免疫寛容誘導効果

においても重要なサイトカインであると考えられた。Josien らは、DST に

よってグラフト内の TGF-β産生細胞が移植後早期に増加し、抗 TGF-β抗

体の投与により、DST によるグラフト生着延長効果が阻害されることから、

グラフト内での TGF-β産生が免疫寛容に重要であると報告した 176。また、

Abe らは DST によって誘導した CD4+ CD25+ Foxp3+ T 細胞の TGF-β産生

が亢進したことから、TGF-βが免疫抑制に重要であると報告した 131。TGF-

β-/-マウスでは Foxp3 の発現が低下することから 177、TGF-βは Foxp3 の

発現や維持に必要で、DST による免疫抑制機序の一端を担っていると考え

られる。 

 

 

＜NK026680＞ 

 

・概要 

 NK026680 は日本化薬株式会社（東京）によって開発された新規
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triazolopyrimidine 誘 導 体 で 178 、 合 成 ヘ テ ロ 環 を 有 し て い る 。

triazolopyrimidine 誘導体のひとつである trapidil は虚血再灌流を抑制し

179、狭心症やステント内肉芽形成を抑制する 180。また、trapidil は、単球

やマクロファージの CD40 発現を抑制することで、IL-6、IL12、TNF-αな

どの炎症性サイトカインの産生を抑制することが報告されている 181,182。

NK026680 は trapidil と同様の分子構造を有することから、免疫抑制作用

が期待され、開発された。 

 

・毒性・薬物動態 

 NK026680 は抗炎症作用を示し、MHC-class ⅠおよびⅡの不適合での骨

髄移植で GVH 反応を有意に抑え、SCG/Kj マウスにおける糸球体腎炎の発

症を抑制したと報告されている 178,183。また、移植領域ではラットの移植肝

の生着延長効果、マウスでの移植心の生着延長効果が示されている 184,185。

Saiga らは NK026680 の遺伝毒性および細胞毒性について検討を行ってい

る。NK026680 は umu-test では 5 mg/ml で、micronucleus test では 500 

mg/kg の経口投与で、それぞれ遺伝毒性を認めていない 178。また、細胞毒

性であるが、20 mg/kg で 20 日間マウスに投与したところ、体重減少や感

染症を認めず、肝・胆嚢・膵・腎・小腸・大腸などに組織学的な変性を認め

なかった 178。当教室の研究では、NK026680 を 500 ng/ml で 8 時間作用さ

せたときの T 細胞の生存率は 85.3％であり、control と有意差がないことか

ら、この濃度での細胞毒性は許容しうるものであると考えた 185。また、40 

mg/kg/日で 2 週間経口投与した場合も、わずかな体重減少と下痢を認める

のみで、感染や死亡などの主要合併症を認めなかった 185。3 mg/kg の経口

投与により、10 分で最高血中濃度に達し、その値は 1280 nM であった。半

減期は 2.4 時間で、0.5% carboxymethylcellulose に溶解した場合の生体利

用率は 50.9％であった 178。ヒトでの毒性の検証がなされておらず、今後の

検証が必要と考えられた。 

 

・NK026680 の免疫抑制機序 

 NK026680 は主に樹状細胞を抑制する。Saiga らは、ヒトの単球由来樹状

細胞で、NK026680 が CD83、CD80/86 および MHC-classⅡの発現を抑え

ることを示し、NK026680 は樹状細胞の成熟や活性化を抑制することを報

告した 178。当教室でも同様に、NK026680 を用いてマウスの骨髄から誘導

した樹状細胞の成熟および活性化は抑制され、その未熟樹状細胞をマウスに

静脈投与することでアロ移植心の生着が延長することを報告した 186。Ex 
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vivo で NK026680 と培養した樹状細胞では、細胞内転写因子 c-Jun、c-Fos

が抑制され、IL-12 の産生が有意に抑制された。この抑制樹状細胞は、T 細

胞の IFN-γ産生を抑制し、IL-10 産生を増加させ、in vivo で制御性 T 細胞

の割合を増加させた 186。NK026680 は樹状細胞だけでなく、T 細胞の活性

化と IFN-γや IL-2 などの Th1 サイトカインの産生を抑制した 185。 

 

 

＜本研究の目的＞ 

 

NK026680 は主に樹状細胞の成熟を抑制する薬剤である。DST によるド

ナー特異的免疫抑制作用には樹状細胞によるドナー抗原の提示が必須であ

り、DST に免疫抑制剤を併用することでグラフト生着延長効果が高められ

る。本研究では、樹状細胞の成熟を抑制する NK026680 を DST と併用する

ことによる免疫修飾効果につき検討した。 

 

 

＜本研究の結論＞ 

 

 NK026680 と DST の併用治療は、抗原特異的にアロ移植心の生着を著明

に延長した。NK026680 と DST の併用により、ドナー抗原特異的な Treg

が誘導され、移植後にグラフト内で Treg が増加し、CD8+ T 細胞の活性化

は抑制された。また、抗 CD25 抗体の投与で Treg を消去することにより、

NK026680と DSTの併用治療によるマウスのアロ移植心生着延長効果は阻

害された。 

 本研究により、NK026680 による固形臓器移植における新たな免疫抑制

療法の可能性が示唆された。 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略後は以下の通りである。  

 

ACK: ammonium-chloride-potassium 

APC: antigen presenting cell 

CFSE: 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 

CNIs: calcineurin inhibitors 

ConA: concanabalin-A 

CsA: cyclosporine A 

CTLA-4: cytotoxic T lymphocyte antigen-4 

DST: donor-specific transfusion 

DMSO: dimethyl sulfoxied 

ELISPOT: enzyme-linked immune spot 

FACS: fluorescence-activated cell sorter 

FCS: fetal calf serum 

Foxp3: forkhead box P3 

HLA: human leukocyte antigen 

IDO: indolamine 2,3-deoxygenase 

IFN-γ: interferon-gamma 

IL: interleukin 

2ME: 2-mercaptoethanol 

MHC: major histocompatibility complex 

MLR: mixed lymphocyte reaction 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

PBS: phosphate buffer serine 

PD-L: programmed death ligand 

PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 

TCR: T cell receptor 

TGF-β: transforming growth factor-β 

Th: helper T cell 

Treg: regulatory T cell 
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実験方法 

 

本研究の実験計画書は，国立大学法人北海道大学動物実験委員会に承認さ

れ、「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定」に従って施行された。 

 

1) 動物 

 

C57BL/6 (B6; H-2b)、BALB/c (H-2d)、C3H (H-2k)のオスのマウスを 7～9

週齢で日本 SLC 株式会社 （静岡）より購入し、北海道大学大学院医学研究

科附属動物実験施設内で、病原体より隔離された状態で管理した。マウスは

すべて 8 週齢以上で実験に使用した。 

 

2) 抗体および薬剤 

 

FACS 用の抗体として、PE-Cy7-CD3ε (clone 17A2)、APC-H7-CD4 

(GZK-1.5)、V500-CD8a (53-6.7)、Brilliant Violet 421-CD25 (PC61)、

FITC-CD44 (IM7) 、 PE-CD62L (MEL-14) 、 FITC-CD69 (H1.2F3) 、

biotin-MHC-classⅡ  (I-Ab) (AF6-120.1)、FITC-CD40 (3/23)、PE-CD80 

(16-10A1)、PE-CD86 (GL1)、FITC-IFN-γ を BD pharmingen (San Diego, 

CA, USA) よ り 、 APC-Foxp3 (FJK-16s) 、 biotin-PD-L2 (MIH5) を

eBioscience (San Diego, CA, USA)より、Pacific Blue-H-2Kd (SF1-1.1)、

APC-CD11c (N418)、biotin-PD-L1 (TY25)を BioLegend (San Diego, CA, 

USA)より、それぞれ購入して使用した。 

 ELISPOT 用の抗体として、mouse IL-2 or IFN-γ ELISPOT Capture 

antibody (BD Bioscience)および detection antibody (BD Bioscience)を使

用した。 

抗 CD25 抗体 (PC61)は、北海道大学大学院医学研究科 遺伝子制御研究

所 分子神経免疫学分野教授 村上 正晃先生より提供していただいた

hybridoma を培養し、上清より精製して使用した。 

NK026680 は日本化薬株式会社（東京）より無償で提供していただいた。 

 

3) 治療プロトコルおよび移植手術  

  

① 移植手術 
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 （ア）使用マウス 

    ドナー：8 週齢以上の BALB/c (H2d) 

レシピエント：8 週齢以上の C57BL6 (H2b) 

    3rd-party：8 週齢上の C3H (H2k) 

 

 （イ）手順 

    既報に則り、手術手技を確立した 187。 

移植日を day 0 と定め、レシピエントマウスにドナーマウスもしく

は 3rd-partyのマウスから採取した心グラフトを腹腔内に移植する。 

  ・イソフルレンを気化器で気化し、ドナーマウスの呼吸が止まらない適

当な濃度で吸入させ、全身麻酔をかける。 

  ・剃毛後に開腹し、小腸をよけて鋏で腹部大動脈と下大静脈を切離し、

脱血する。 

  ・横隔膜を切開し、開胸する。肋骨を脊椎付着部で切離し、胸郭を頭側

に脱転して視野を展開する。 

  ・よく冷却した 10 E/ml のヘパリン 1 ml を下大静脈より投与する。心

臓が冷却され、拍動が停止する。 

  ・下大静脈、上大静脈の順に 7-0 絹糸で結紮する。 

  ・上行大動脈および肺動脈を、できるだけ首を長くするようにして切離

する。肺動脈は左右の分岐より中枢側で切離する。  

  ・肺動静脈および奇静脈を 7-0 絹糸で一喝して結紮する。これで心臓が

ハーベストされる。 

  ・心臓は on ice の 10 E/ml のヘパリン生食に浸けて保存する。 

  ・ドナーと同様にレシピエントマウスに全身麻酔をかける。  

  ・膀胱・生殖器を尾側へ、小腸を頭側へ、直腸を左側へ脱転し、視野を

展開する。 

  ・レシピエントの腹部大動脈と下大静脈を露出し、スプーンクランプを

かける。 

  ・30 G 針で腹部大動脈、下大静脈を穿刺し、ヘパリン生食でフラッシ

ュする。そのまま吻合孔を鋏で作成する。腹部大動脈は頭側に、下大

静脈は尾側に吻合孔を作成する。 

  ・10-0 の縫合糸（河野製作所、東京）で血管縫合する。グラフトの大

動脈とレシピエントの腹部大動脈を、グラフトの肺動脈とレシピエン

トの下大静脈をそれぞれ連続縫合で吻合する。  

・クランプを外す。グラフト内の血流は、上行大動脈→冠動脈→右心房
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→右心室→肺動脈と流れ、レシピエントに還流する。灌流に問題なけ

れば拍動が始まる。 

  ・閉腹する。 

 

 ②治療プロトコル 

 

 （ア）DST 

  ・ドナー系統 (H2d)もしくは 3rd-party (H2k)のマウスを頸椎脱臼し、

脾臓を摘出する。 

  ・1×phosphate buffer serine (PBS)(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA)を入れたシャーレに 70 µm の cell strainer (BD Falcon, San 

Diego, CA, USA)を乗せ、脾臓を 1ml シリンジの内筒ですりつぶす。 

  ・conical tube (BD Falcon, San Diego, CA, USA)に回収し、遠心分離

する（×300 g、5 分、4℃）。 

  ・上清を破棄、Ammonium-Chloride-Potassium (ACK) lysing buffer 

(Lonza, Walkersville, MD, USA)0.5～1.0 ml を添加し、3 分常温で

静置して赤血球を溶血させる。 

  ・再び遠心し、cell count の後、1×PBS で脾細胞 100×106 個/ml に

調整し 200 µl（=脾細胞 20×106 個）を陰茎静脈より全身麻酔下のレ

シピエントに投与する。 

  ・投与日は移植予定日 (day 0)の 7 日前 (day -7)とする。 

 

 （イ）NK026680 の経口投与 

  ・0.5% carboxymethylcellulose を作成する。carboxymethylcellulose 

(Kanto Chemical CO., INC. Tokyo, JAPAN) 200 mg を conical tube

に取り分け、滅菌精製水 40 ml を加えて溶解する。 

・NK026680 の原末を 0.5% carboxymethylcellulose で溶解し、4 mg/ml

とする。4 mg/ml の NK026680 を、マウスの体重 1 g あたり 0.01 ml

（=40 mg/kg）、経口投与器を用いて 1 日 1 回食道内に投与する。投

与前によく懸濁して投与する。 

・day -7 から day 6 まで、毎日投与する。 

・NK026680 と DST を併用する場合には DST 投与後に、移植当日に

NK026680 を投与する場合には移植終了後に、それぞれ NK026680

を経口投与する。 
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Figure 1 

 治療プロトコルを示す。治療を施さない無治療群、DST の投与のみを行

う DST 群、NK026680 の経口投与のみを行う NK 群、DST と NK026680

経口投与を併用するNK+DST群の 4群を検証した。移植日を day 0とした。 

 DST として、ドナー系統（もしくは 3rd-party）の脾細胞 20.0×106 個を

移植予定日 7 日前 (day -7)に静脈内投与した。NK026680 は 40 mg/kg を 1

日 1 回、day -7～day 6 の 14 日間、経口投与した。 

 拒絶反応については、腹壁を通した心拍動を触知することで評価した。触

診で心拍動の静止を確認した後に、試験開腹を行って肉眼的にも心拍動が完

全静止していることを確認し、拒絶と判断した。  

 

 （ウ）抗 CD25 抗体 (PC61)の投与 

・ hybridoma を培養し、抗体を回収する。培養液  (RPMI1640 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)＋10% fetal calf serum (FCS) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)＋ペニシリン＋ストレプトマ

イシン (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA))を作成し、100 mm シ

ャーレ (BD Falcon, San Diego, CA, USA)を用いて、37℃ 5%-CO2

で培養する。 

・抗体を精製する。エコノカラム  (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)に
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ProteinG (GE healthcare, Buckinghamshire, UK)を入れ、1×PBS

を通してエタノールを除去する。 

・hybridoma の培養液を回収し、1500 rpm、4℃、5 分で遠心して、上

清を濾紙で濾過し、さらにフィルター付きボトル（AGC テクノグラ

ス、静岡）を使用して濾過する。 

・濾過した上清を ProteinG の入ったカラムを通し、ProteinG に抗体

を吸着させる。 

・0.1 M、pH 2.7 のグリシン溶液を 2～3 ml、ProteinG が撹拌されな

いようにゆっくり入れる。回収用エッペンに 1 M のトリス (pH 8.0)

を入れておき、回収時に中和されるようにする。  

・透析膜を通し、グリシンを除去する。 

・測定器で蛋白濃度を測定し、1×PBS で 1.0 mg/ml に調整する。 

・抗 CD25 抗体をレシピエントマウスに投与する場合、DST 投与直前

に、全身麻酔下に陰茎静脈より抗体を含む溶液を 250 µl（=250 µg）

静脈投与する。 

 

4) Fluorescence-activated cell sorter (FACS) analysis 

 

 ①細胞の回収 

 

 （ア）脾細胞の回収 

  ・3) ②DST と同様の操作で脾細胞を回収する。 

 

 （イ）グラフト浸潤細胞の回収 

  ・Roswell Park Memorial Institute (RPMI)1640 5 ml＋50 mg/ml 

CollagenaseIV (Sigma-Aldrich) 100 µl で 1 mg/ml に調整する。On 

ice の 100 mm 培養皿 (BD Falcon)に CollagenaseⅣを取りおく。 

・mouse 全身麻酔下に開腹し、心臓が動いている間に下行大動脈より

10 E/ml のヘパリン生食でフラッシュし、グラフトを切除する。 

・on ice のままクリーンベンチへ移動し、ベンチ内でハサミを用いて心

臓を細かく刻む。 

・1 時間、37℃、5%CO2下で静置する。 

・70 μm cell strainer と 1 ml シリンジの内筒を用いて破砕し、濾過

する。 

・遠心分離し（×300 g、5 分、4℃）、1×PBS で 5.0×106 個/ml 調整
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しておく。 

 

②蛍光抗体による細胞染色 

 

 （ア）表面抗原および死細胞核の染色：CD 抗原、7AAD、MHC-classⅠ

および MHC-classⅡを染色の際には、特殊な膜透過処理は必要ない。  

・セルストレーナー付サンプルチューブ（BD Falcon）に、200 µl（=1.0

×106 個）の細胞懸濁液を取り分け、遠心（×300 g、5 分、4℃）。 

  ・表面抗原の染色抗体および 7-AAD を 1 µl 添加し、Vortex で撹拌す

る。20 分ほど暗所で静置する。 

  ・1×PBS を 500～1000 ml 添加し、遠心（×300 g、5 分、4℃） 

  ・2%ホルマリン-PBS 溶液 200 µl で懸濁し、固定する。 

 

 （イ）細胞内転写因子の染色：Foxp3 染色の際には、細胞膜の透過処理

を行う。 

  ・4) ② （ア）の手順で表面抗原および 7-AAD を染色。 

  ・1×PBS で懸濁し、遠心（×300 g、5 分、4℃） 

・Fixation/permeabilization buffer と Fix/perm-diluent (eBioscience)

を 1:3 で混合した溶液を 300 µl 入れ、懸濁して 30 分静置。 

  ・Permeabiliztion Wash buffer (eBioscience)を Water (Sigma-Aldrich)

で 10 倍希釈したものを 500 ml 加え、遠心。2 回洗浄する。 

  ・Foxp3 染色抗体 (eBioscience)を 1 µl 添加し、Vortex で撹拌する。

30 分静置。 

  ・10 倍希釈の Wash buffer で洗浄。 

  ・2%ホルマリン-PBS 200 µl で懸濁し、固定する。 

 

 （ウ）細胞内サイトカイン染色：IFN-γ、IL-2 を染色の際には、細胞を

boost したのちに細胞膜の透過処理を行い、染色する。  

  ・3) ②DST と同様の操作で脾細胞を回収する。 

  ・培養液 (perfect medium)を作成する。FCS を、56℃の恒温槽に 30

分漬け置き、非動化する。RPMI1640 (Sigma-Aldrich)450 ml に非動

化した FCS 50 ml およびペニシリン＋ストレプトマイシン 

(Sigma-Aldrich)5 ml を添加し、10％FCS-RPMI1640 を作成。10％

FCS-RPMI1640 50 ml に 0.5M-2 mercaptoethanol (2ME)を 5 µl 添

加し、perfect medium とした。 
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  ・回収した脾細胞を perfect medium で懸濁し、5.0×106 /ml に調整す

る。 

  ・96well round-bottom plate (BD Falcon)に細胞液を 100 µl/well（=0.5

×106 個）を播種し、100 µl の perfect medium を追加して全量を 200 

µl とする。 

  ・boost のための薬剤を調整する。Phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA)(Sigma-Ardrich)の原末 1 mg を dimethyl sulfoxide (DMSO) 

10 ml に溶解して 0.1 mg/ml とし、perfect medium 249 µl＋0.1 

mg/ml の PMA 1 µl を混合する。PMA の最終濃度が 40 ng/ml となる

ように、この溶液を 20 µl/well で添加する。また、 Ionomycin 

(Sigma-Ardrich)原液 750 µg/ml 6 µl＋perfect medium 219 µl を混合

し、Ionomycin の最終濃度が 1.0 µg/ml となるように、10 µl/well で

添加する。 

  ・PMA および Ionomycin 添加後、37℃、5%CO2下で 4 時間培養する。 

  ・サイトカイン染色のため、monensin (Sigma-Ardrich)を用いて Golgi 

stop を掛ける。monensin 原液 3.6 µl＋perfect medium 447.4 µl を

混合し、最終濃度が 2 µg/ml となるように 20 µl/well で添加する。 

  ・monensin 添加後、37℃、5%CO2 下で 2 時間培養する。 

  ・細胞を回収し、1×PBS で希釈して遠心（×300 g、5 分、4℃）。 

  ・4) ② （ア）の手順で表面抗原および死細胞核を染色する。  

  ・1×PBS 500 ml 程度で希釈し、遠心（×300 g、5 分、4℃）。 

  ・細胞膜透過処理を行う。Cytofix/cytoperm (BD pharmingen)を 200 µl

添加し Vortex で撹拌する。冷暗所（4℃）で 20 分静置する。 

  ・Perm Wash Buffer を 500 µl 添加し、遠心（×300 g、5 分、4℃）。 

  ・蛍光抗体を 1 µl 添加し、Vortex で撹拌する。30 分静置する。 

  ・Perm Wash Buffer を 500 µl 添加し、遠心（×300 g、5 分、4℃）。 

  ・2%ホルマリン-PBS 200 µl で懸濁し、固定する。 

 

 （エ）抗原による再刺激：生体内にドナーもしくは 3rd-party の脾細胞を

静脈投与することで、 in vivo での抗原刺激を加え、FACS での

phenotype の変化を観察する。Kingsley らは、レシピエント予定の

マウスに、グラフトの代わりに抗原として血液を投与することで、

レシピエントが抗原刺激を受けた際の反応を知ることができること

を報告した 127。 

  ・DST と同様の要領で、無治療もしくは治療を施したレシピエントマ
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ウスに、day 0 でドナーもしくは 3rd-party の脾細胞 20×106 個を陰

茎静脈より投与する。 

  ・24 時間後、レシピエントマウスを犠牲死させ、脾臓を回収する。 

  ・4) ② （ア）（イ）（ウ）の要領で表面抗原、死細胞核、転写因子やサ

イトカインの染色を行う。 

 

 （オ）解析：FACS-CantoⅡ (BD bioscience)により、解析を行った。あ

らかじめ compensation を取った template を用いて解析する。デー

タ解析は FlowJo ver.7.6.5 (Tree Star, Ashland, OR, USA)を用いて

行った。 

 

5) Mixed lymphocyte reaction (MLR) 

 

 ①3H-Thymidine による細胞分裂の検出：細胞分裂を 3H-Thymidine の

uptake により定量化する。 

 

 Responder：C57BL6 (H2b) 

 Stimulator：BALB/c (H2d) 

  ・3) ②DST と同様の要領で Responder、Stimulator の脾細胞を回収

する。 

  ・4) ②（ウ）に記載の perfect medium を作成し、Responder、

Stimulator ともに 5.0×106 個/ml に調整する。 

  ・Stimulator が分裂しないよう、放射線照射を行う。30 Gy を照射す

る。 

  ・96 well round-bottom plate に Responder、Stimulator とも 100 

µl/well（=0.5×106 個/well）ずつ播種する。 

  ・37℃、5%CO2下で 2～4 日間培養する。 

  ・回収の 8 時間前に 3H-thymidine (ParkinElmer, Waltham, MA, USA)

で pulse する。3H-thymidine 1 µl（=1 µCi）/well で添加する。 

  ・Harvesnter で回収し、MicroBeta (ParkinElmer)を用いてβ線をカ

ウントする。 

  ・3 well の平均を n=1 とし、平均±標準誤差で評価した。 

 

 ②5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)を用いた

細胞分裂の検出：分裂前に細胞質に取り込まれた CFSE が分裂により希釈
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され、蛍光度が低下することを利用して、細胞分裂を検出する。  

 

 Responder：C57BL6 (H2b) 

 Stimulator：BALB/c (H2d)もしくは C3H (H2k) 

  ・②DSTと同様の要領で Responder、Stimulatorの脾細胞を回収する。 

  ・CFSE を調整する。CFSE (eBioscience)を DMSO 90 µl で溶解して

10 mM とし、RPMI1640 で調整して最終濃度 1～5 µM に調整する。

Lot により蛍光強度が異なるため、調整後に FACS-CantoⅡで確認し、

至適濃度で実験を行う。 

  ・至適濃度の CFSE 溶液で Responder を懸濁し、37℃、5%CO2 下で

10 分間培養する。 

  ・よく冷えた非働化 FCS を加え、遠心（×300 g、5 分、4℃）。 

  ・perfect medium で 5.0×106 個/ml に調整する。 

  ・Stimulator は 5) ①と同様に 5.0×106 個/ml に調整後、30 Gy の放

射線照射を行う。 

  ・96 well round-bottom plate に Responder、Stimulator とも 100 µl

（=0.5×106 個）ずつ播種する。 

  ・37℃、5%CO2下で 3 日間培養する。 

  ・回収し、4)の要領で表面抗原、死細胞核染色、転写因子の染色を行う。

BALB/c の細胞は BALB/c の MHC-classⅠ  (H-2Kd)を染色し、

gate-out することで解析から除外した。 

 

6) Enzyme-Linked Immuno Spot (ELISPOT) 

 

 Responder：C57BL6 (H2b) 

 Stimulator：BALB/c (H2d)もしくは C3H (H2k) 

  ・ELISPOT のプレートを準備する。96 well ELISPOT MultiScreen 

(Millipore, Billerica, MA, USA) に Capture Antibody (BD 

Bioscience)2 µl＋1×PBS 400 µl を混合し、100 µl/well で分注する。

冷暗所で 24 時間静置する。 

・5) ①の要領で、Responder、Stimulator を調整する。 

  ・ELISPOT プレートの抗体溶液を破棄し、Responder、Stimulator

を 100 µl（=0.5×106 個）ずつ播種する。 

  ・37℃、5%CO2で 24 時間培養する。 

  ・培養液を破棄し、Water (Sigma-Ardrich)で 2 回洗浄、ELISPOT 用
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Wash buffer (1×PBS+0.05%Tween20)で 3 回洗浄。 

  ・Detection antibody 2 µl＋Dilution Buffer (10%FBS+1×PBS)500 µl

を混合し、100 µl/well で分注し、2 時間室温で静置する。 

  ・抗体溶液を破棄し、Wash buffer で 4 回洗浄。 

  ・Steptavidin-HRP (BD Bioscience)4 µl＋Dilution buffer 400µl を混

合し、100 µl/well で分注する。1 時間室温で静置する。 

  ・抗体溶液を破棄し、Wash buffer で 4 回洗浄し、1×PBS で 2 回洗浄

する。 

  ・ AEC substrate (BD Bioscience)1 ml ＋ AEC chromogen (BD 

Bioscience) 1滴を混合し、100 µl/well で分注。10分間反応させ、Water

で反応を止めて溶液を破棄。 

  ・Water で 2 回洗浄後、乾燥させて、KS ELISPOT reader (Carl Zeiss, 

Germany)で spot をカウントする。 

  ・2 well の平均を n=1 とし、平均値±標準誤差で評価した。 

 

7) 統計学的解析 

  ・測定結果は，平均値  標準誤差（或いは、標準偏差）で標記した。 

・グラフト生着曲線は、Kaplan-Meier 法を用いて記載した。 

・グラフト生着期間は、log-rank test を用いて比較検討した。 

・独立した 2 群間の比較検討には Student’s t-test を使用した。 

・独立した多群間の比較検定には分散分析（Tukey 法）を使用した。 

・p value < 0.05 の場合を統計学的に有意差ありと判定した。 

・全ての統計学的処理は，StatMateⅣ for Windows（ATMS、東京）

を用いて計算した。 
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実験結果 

 

① NK026680 と DST の併用は、マウスにおいてドナー特異的にアロ移植

心の生着を著明に延長した。 

 

【目的】NK026680 と DST の併用が免疫抑制効果を持つかどうかを調べる

ため、われわれはまず、NK026680 と DST の併用治療を施した C57BL/6

（H2b）マウスに BALB/c（H2d）マウスの心臓を腹腔内に移植し、生着期

間が延長するかを調べた。また、NK026680 と DST の併用治療の効果にド

ナー特異性があるかどうかを検討するため、NK026680 とドナー系統（H2d）

の脾細胞を用いた DST を行ったレシピエントマウス（H2b）に対して、

3rd-party である C3H（H2k）の心臓を移植した。NK026680 と、3rd-party

である C3H（H2k）の脾細胞を用いた DST を併用したレシピエント（H2b）

に、ドナー系統（H2d）の心臓を移植した。 

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST を併用治療により、グラフト生着期間は著明に延

長した。 

 

 

 

Figure 2 

治療を施さない C57BL/6 マウスは、全例 7 日以内に BALB/c マウスの心

グラフトを拒絶した（n=6）。DST 単独、もしくは NK026680 単剤治療を行
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った場合のアロ移植心の生着期間の中央値はそれぞれ 24.5 日、25.5 日であ

り、無治療に比べてアロ移植心の生着期間を有意に延長した（n=6, * p<0.05: 

vs. control）。また、NK026680 と DST を併用した場合、アロ移植心の生着

期間の中央値は 75.5 日であり、無治療群、DST 単独群、NK026680 単剤治

療群と比較して著明な生着期間の延長を認めた（n=6, ** p<0.01: vs. control, 

DST, NK）。 

 

（イ）NK026680 とドナー系統の DST を施行したレシピエントマウスに

3rd-party の心グラフトを移植すると、ドナー系統の心グラフトよりもグラ

フト生着期間は有意に短かった。 

 

 

 

Figure 3 

 NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を施行したレシピエントマウス

（H2b）に 3rd-party（H2k）の心臓を移植したときのグラフト生着期間の中

央値は 22.0 日であり、NK026680 とドナー系統の DST を施行してドナー

系統の心グラフトを移植した場合のグラフト生着期間と比較して有意に短

かった（n=6, * p<0.05: vs. NK+DST） 

 

（ウ）NK026680 と 3rd-party（H2k）の DST を施行したレシピエントマウ

ス（H2b）にドナー系統（H2d）のグラフトを移植すると、ドナー系統の

DST を施行した場合よりグラフト生着期間は有意に短い。 
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Figure 4 

NK026680 と 3rd-party（H2k）の DST を施行したレシピエントマウス

（H2b）にドナー系統（H2d）の心臓を移植したときのグラフト生着期間の

中央値は 30.5 日であり、NK026680 とドナー系統の DST を施行してドナ

ー系統の心グラフトを移植した場合のグラフト生着期間と比較して有意に

短かった（n=6, ** p<0.01 vs. NK+DST） 

 

 

② NK026680 と DST の併用療法により、MLR は亢進し、ドナー抗原で

刺激した際の IL-2、IFN-γの産生は亢進する。 

 

【目的】NK026680 と DST の併用療法は、ドナー抗原に対する免疫抑制環

境をレシピエント内部に作り上げる可能性があると考えられた。そこで、

NK026680と DSTで治療したレシピエントマウスのドナーに対する免疫応

答を検討するため、移植直前のレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を回収

し、ドナー（H2d）の脾細胞との反応性を in vitro で検討した。 

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST を併用すると、ドナー抗原に対する脾細胞の分裂

は亢進する。 
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Figure 5 

 各群の day 0 のレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を回収し、放射線照

射したドナー系統（H2d）の脾細胞と混合培養した（MLR）。培養から 2 日

目、3 日目、4 日目に回収して 3H-Thymidine の取り込みを測定した。2 日

目では NK 群と比べ、3 日目では無治療群、NK 群と比べ、NK+DST 群で

有意に 3H-Thymidine の取り込みが亢進した（n=3， * p<0.05）。4 日目に

回収した場合、いずれの群でも 3H-Thymidine の取り込みは低下しており、

burn-out したものと考えられた。 

 

（イ）NK026680 と DST を併用すると、ドナー抗原に対する IL-2 および

IFN-γの産生が亢進する。 
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Figure 6 

 各群の day 0 のレシピエントマウス（H2b）の脾細胞と、放射線照射した

ドナーマウス（H2d）の脾細胞を混合して 24 時間培養し、各サイトカイン

産生を調べた。IFN-γ産生細胞は naïve マウス、NK 群に比べ、DST 群、

NK+DST 群で有意に増加した（n=3, * p<0.05, ** p<0.01）。また、IL-2 産

生細胞は、naïve マウス、DST 群、NK 群に比べ、NK+DST 群で有意に増

加した。IL-10 産生細胞については、各群で有意差を認めなかった。  

 

（ウ）NK026680 と DST の併用治療により増加する IFN-γおよび IL-2 産

生細胞は、ドナー抗原に特異的である。 
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Figure 7 

 NK026860 と DST を併用したレシピエントマウス（H2b）より day 0 に

採取した脾細胞を、ドナー系統（H2d）、3rd-party（H2k）の脾細胞と混合

培養してサイトカイン産生細胞を調べた。3rd-party に対する IFN-γ、IL-2

産生細胞は、ドナー抗原に対する IFN-γ、IL-2 産生細胞よりも有意に少な

かった。 

 

 

③ NK026680 と DST の併用治療により、レシピエントの脾臓内でドナー

抗原刺激により制御性 T 細胞が増加する。 

 

【目的】 

NK026680と DSTの併用治療が制御性 T細胞に与える影響を調べる目的で、

移植前の脾細胞中の CD4+ CD25+ Foxp3+ T 細胞について検討した。 

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST の併用治療により、ドナー抗原による刺激を加え

ることで、脾細胞中の制御性 T 細胞の割合が増加する。 
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Figure 8 

 各群のレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を day 0 に採取し、FACS で

CD4+ T 細胞中の CD25+ Foxp3+ 細胞の割合を検討したところ、各群の脾細

胞中の CD25+ Foxp3+ 細胞の割合に有意差を認めなかった。そこで、ドナ

ー抗原としてドナー系統の脾細胞 20×106個を day 0に静脈注射することで

レシピエントマウスに抗原刺激を加えたところ、NK+DST 群でのみ CD25+ 

Foxp3+ 細胞の割合が有意に増加した（n=3、* p<0.05 vs all other groups、 

† p<0.05 vs NK+DST before antigen stimulation）。 

 

（イ）抗原刺激による制御性 T 細胞の増加はドナー特異的である。 
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Figure 9 

 NK026680 と DST を併用した day 0 のレシピエントマウス（H2b）に、

抗原刺激としてドナー系統（H2d）もしくは 3rd-party（H2k）の 20×106

個の脾細胞を静脈注射し、翌日レシピエントの脾細胞を回収して CD4+ T 細

胞中の CD25+ Foxp3+ 細胞の割合を調べた。3rd-party 抗原で刺激した場合、

脾細胞中の CD25+ Foxp3+ 細胞の割合の増加を認めず、ドナー抗原で刺激

した場合に比べて有意に低かった（n=3, * p<0.05）。 

 

（ウ）NK026680 と DST の併用治療により誘導された CD4+ Foxp3+ T 細胞

は、in vitro でドナー抗原刺激により増殖する。 

 

 

 

Figure 10 

 各群の day 0 の脾細胞を回収し、CFSE で染色してドナー系統の脾細胞と

3 日間混合培養し、CD4+ T 細胞中の分裂した（CFSE の染色強度の低下し

た）Foxp3+ 細胞の割合を検討した。混合培養に使用したドナーの細胞は、

ドナー系統の MHC-classⅠを染色し、除外した。NK＋DST 群の CD4+ T

細胞中、分裂した Foxp3+ 細胞の割合は他 3群に比べて有意に多かった（n=4、

** p<0.01, *** p<0.001）。 

 

（エ）NK026680 と DST の併用により誘導された CD4+ Foxp3+ T 細胞の抗

原刺激に対する増殖は、ドナー特異的である。 
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Figure 11 

 NK026680 と DST を併用した day 0 のレシピエントマウス（H2b）の脾

細胞を回収し、CFSE で染色してドナー系統（H2d）もしくは 3rd-party（H2k）

の脾細胞と 3 日間混合培養して、CD4+ T 細胞中の分裂した Foxp3+ 細胞の

割合を検討した。ドナー系統もしくは 3rd-party の脾細胞は、それぞれの

MHC-classⅠを染色することで除外した。CD4+ T細胞中の分裂した Foxp3+ 

細胞の割合は、ドナー抗原で刺激した時の方が 3rd-party 抗原で刺激した時

よりも有意に多かった（n=4, * p<0.05）。 

 

 

④NK026680 と DST を併用することで、抗原刺激に対する CD8+ T 細胞の

増殖は抑制される。 

 

【目的】 

NK026680 と DST の併用治療により抗原刺激に対する CD4+、CD8+ T 細胞

の細胞増殖がどのように変化するかを調べる目的で、CD4+ T細胞と CD8+ T

細胞の抗原刺激に対する増殖を in vitro で検証した。 

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST の併用により、DST によって惹起されるドナー抗

原刺激に対する CD8+ T 細胞の細胞増殖が抑制される。 
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Figure 12 

 NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用した day0 のレシピエン

トマウス（H2b）の脾細胞を回収し、CFSE で染色してドナー系統の脾細胞

と混合培養し、CFSE の希釈された細胞の割合を検討した。CD4+ T 細胞中

の Foxp3- CFSElow の細胞の割合は各群で有意差を認めなかった。一方、

CD8+ T 細胞中の CFSElowの割合は、DST 群で他群に比べて有意に増加し

た（n=3、* p<0.05、** p<0.01）。 

 

（イ）NK026680 と DST の併用により、抗原刺激によって増殖する T 細胞

は CD8 優位から CD4 優位となる。 
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Figure 13 

 NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用した day 0 のレシピエン

トマウス（H2b）の脾細胞を回収し、CFSE で染色してドナー系統の脾細胞

と混合培養し、CFSE の希釈された T 細胞内の CD4+ および CD8+ 細胞の

割合を検討した。NK+DST 群で、CFSElow T 細胞中の CD4+ 細胞の割合が

有意に高く、CD8+ 細胞の割合は有意に低かった。CD4+/CD8+ 比は

NK+DST 群で他群の約 2 倍と、有意に高かった（n=3、* p<0.05、** p<0.01、

*** p<0.001）。 

 

（ウ）NK026680 と DST の併用により見られる抗原刺激に対する

CD4+/CD8+比の増加は、ドナー抗原特異的である。 

 

 

 

Figure 14 

 NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用した day 0 のレシピエン

トマウス（H2b）の脾細胞を回収し、CFSE で染色してドナー系統もしくは

3rd-party の脾細胞と混合培養し、CFSE の希釈された T 細胞内の CD4+ お

よび CD8+ 細胞の割合を検討した。ドナー系統の脾細胞で刺激した場合の

CFSElow T 細胞中の CD4+ 細胞の割合は、3rd-party の脾細胞で刺激した場

合に比べて有意に高く、CD8+ 細胞の割合は有意に低かった。ドナー系統の

脾細胞で刺激した場合の CD4+/CD8+ 比は 3rd-partyの場合に比べて約 2倍

で、有意に高かった（n=3、* p<0.05、** p<0.01）。 
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⑤NK026680 と DST の併用治療は、抗原刺激に対する effector T 細胞の早

期活性化を抑制する。 

 

【目的】 

 NK026680 と DST の併用により、T 細胞の早期の活性化が抑えられるか

を調べる目的で、CD4+ Foxp3- および CD8+ T 細胞の早期活性化マーカー

である CD69 について検討した。 

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST の併用により、ドナー抗原刺激に暴露された際の

CD4+ Foxp3- T 細胞の活性化は抑制される。 

 

 

 

Figure 15 

 NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用した day 0 のレシピエン

トマウス（H2b）の脾細胞を回収し、CD4+ T 細胞中の CD69 の発現を調べ

たところ、各群で CD69 の発現に変わりはなかった。次に、day 0 にドナー

系統の脾細胞を再投与してドナー抗原刺激し、24 時間後にレシピエントマ

ウスの脾細胞を回収して CD69 の発現を調べたところ、無治療群では CD4+ 

T 細胞中の CD69 の発現が著明に亢進したのに対し、各治療群で有意に抑制
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された。DST 群に比べ、NK+DST 群で、CD69 の発現は有意に抑制された

（n=3、* p<0.05、*** p<0.001）。 

 

（イ）NK026680 と DST の併用により、ドナー抗原刺激に暴露された際の

CD8+ T 細胞の活性化は抑制される。 

 

 

 

Figure 16 

 NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用した day 0 のレシピエン

トマウス（H2b）の脾細胞を回収し、CD8+ T 細胞中の CD69 の発現を調べ

たところ、各群で CD69 の発現に変わりはなかった。次に、day 0 にドナー

系統の脾細胞を再投与してドナー抗原刺激し、24 時間後にレシピエントマ

ウスの脾細胞を回収して CD69 の発現を調べたところ、無治療群では CD8+ 

T 細胞中の CD69 の発現が著明に亢進したのに対し、各治療群で有意に抑制

された。DST 群に比べ、NK+DST 群で、CD69 の発現は有意に抑制された

（n=3、* p<0.05、** p<0.01、*** p<0.001）。 

 

⑥NK026680 と DST の併用治療は、CD4+ T 細胞の CD44 の発現を促進さ

せ、CD8+ T 細胞の CD44 の発現と CD62L 陰転化を抑制する。 

 

【目的】 

T 細胞への抗原暴露は、抗原に対する反応性クローンを増加させる可能性が
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考えられる。組織遊走に関与する CD44、リンパ節へのホーミングに関与す

る L-セレクチン（CD62L）は、T 細胞の組織もしくはリンパ節への迅速な

誘導を可能にすることから、メモリーもしくは活性化のマーカーとして知ら

れる。NK026680 と DST の併用治療により、これらのマーカーの発現がど

のように変化するかを検討した。 

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST の併用治療により、CD4+ T 細胞の CD44 の発現

が亢進し、CD8+ T 細胞の CD44 発現が抑制される。 

 

 

 

Figure 17 

 NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用した day 0 のレシピエン

トマウス（H2b）の脾細胞を回収し、CD4+Foxp3- T 細胞、CD4+ Foxp3+ T

細胞、CD8+ T 細胞中の CD44 の発現を FACS で検討した。CD4+ Foxp3- T

細胞、CD4+ Foxp3+ T 細胞のいずれの CD4+ T 細胞でも、無治療群、NK 群

と比べて NK+DST 群で有意に増加した（n=3、* p<0.05）。CD8+ T 細胞で

は DST 群で見られる CD44 の発現亢進（n=3, * p<0.05、** p<0.01）が、

NK+DST 群では見られなかった（n=3, * p<0.05） 

 

（イ）NK026680 と DST の併用治療により、DST によって起きる CD8+ T

細胞上の CD62L 陰転化が抑制される。 
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Figure 18 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用した day 0 のレシピエン

トマウス（H2b）の脾細胞を回収し、CD4+ Foxp3- T 細胞、CD4+ Foxp3+ T

細胞、CD8+ T 細胞中の CD62L の発現を FACS で検討した。CD4+ Foxp3- T

細胞、CD4+ Foxp3+ T 細胞のいずれの CD4+ T 細胞でも、CD62L の発現に

関して NK+DST 群と他の群で有意な差を認めなかった。CD8+ T 細胞では

DST 群で見られる CD62L 発現の陰転化（n=3, * p<0.05、** p<0.01）が、

NK+DST 群では見られなかった（n=3, * p<0.05） 

 

 

⑥NK026680 と DST の併用治療は、CD4+ T 細胞からの IFN-γ産生を促進

し、CD8+ T 細胞からの IFN-γ産生を抑制する。 

 

【目的】 

NK026680 と DST の併用治療により、CD4+ T 細胞、CD8+ T 細胞からのサ

イトカイン産生がどのように変化するかを検討した。  

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST の併用治療により、CD4+ T 細胞からの IFN-γ産

生が亢進し、DST によって起きる CD8+ T 細胞からの IFN-γ産生亢進を抑

制する。 

 



 

46 

 

 

 

Figure 19 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用した day 0 のレシピエン

トマウス（H2b）の脾細胞を回収し、CD4+ T 細胞、CD8+ T 細胞中の IFN-

γ産生細胞の割合を FACS で検討した。細胞染色前に、PMA/Ionomycin で

刺激を加え、透過処理後に染色した。各群における day 0での CD4+ T細胞、

CD8+ T 細胞の IFN-γ産生細胞の割合に有意差を認めなかった。そこで、

day 0 に donor 系統の脾細胞を静脈投与し、24 時間後に脾細胞を回収して

同様に染色したところ、CD4+ T 細胞における INF-γ産生細胞の割合が他

群に比べて有意に増加した（n=3, ** p<0.01）。また、CD8+ T 細胞の IFN-

γ産生細胞の割合は、DST 群で他群に比べて有意に高かった（n=3, * p<0.05, 

** p<0.01）。 

 

（イ）NK026680 と DST の併用治療は各 T 細胞の IL-2 産生細胞の割合に

影響を与えない。 
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Figure 20 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用した day 0 のレシピエン

トマウス（H2b）の脾細胞を回収し、CD4+ T 細胞、CD8+ T 細胞中の IL-2

産生細胞の割合を FACS で検討した。細胞染色前に、PMA/Ionomycin で刺

激を加え、透過処理後に染色した。各群における day 0 での CD4+ T 細胞、

CD8+ T 細胞の IL-2 産生細胞の割合に有意差を認めなかった。そこで、day 

0 に donor 系統の脾細胞を静脈投与し、24 時間後に脾細胞を回収して同様

に染色したが、各群における CD4+ T 細胞および CD8+ T 細胞の IL-2 産生

細胞の割合に有意差を認めなかった(n=3）。 

 

 

⑦NK026680 と DST の併用治療は、脾細胞中およびグラフト内の制御性 T

細胞を増加させる。 

 

【目的】NK026680 と DST の併用治療により、移植後の脾細胞およびグラ

フト内の Treg について検討した。 

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST の併用治療は、術後 14 日目の脾細胞中の制御性

T 細胞の割合を増加させる。 
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Figure 21 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を day 4、

day 7、day 14 に回収して CD4+ T 細胞中の CD25+ Foxp3+ 細胞の割合を解

析した。day 4 ではむしろ無治療群で naïve、NK 群、NK+DST 群で CD4+ T

細胞中の CD25+ Foxp3+ 細胞の割合が有意に高かった（n=3、* p<0.05、** 

p<0.01）。day 7 では各群の CD4+ T 細胞中の CD25+ Foxp3+ 細胞の割合に

有意差を認めなかったが、day 14 では DST 群に比べ、NK 群、NK+DST

群で CD4+ T 細胞中の CD25+ Foxp3+ 細胞の割合は有意に高かった（n=3、

* p<0.05、** p<0.01）。 

 

（イ）NK026680 と DST の併用治療は術後 7 日目のグラフト内の制御性 T

細胞の割合を増加させない。 

 



 

49 

 

 

 

Figure 22 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）のグラフト浸潤細胞

を day 4、day 7 に回収して CD4+ T 細胞中の CD25+ Foxp3+ 細胞の割合を

解析した。day 4 では各群で CD4+ T 細胞中の CD25+ Foxp3+ 細胞の割合に

有意差を認めなかった。day 7 では各群に比べ、NK+DST 群の CD4+ T 細

胞中の CD25+ Foxp3+ 細胞の割合に有意差を認めなかった（n=4、* p<0.05）。 

 

（ウ）NK026680 と DST の併用治療は術後 7 日目のグラフト内の制御性 T

細胞の細胞数を増加させる。 
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Figure 23 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）のグラフト浸潤細胞

を day 4、day 7 に回収して CD4+ CD25+ Foxp3+ T 細胞の細胞数を解析し

た。Day 4 では NK+DST 群で NK 群に比べ、グラフト内の CD4+ CD25+ 

Foxp3+ T 細胞数が有意に多かった。また、day 7 では NK+DST 群で各群に

比べ、グラフト内の CD4+ CD25+ Foxp3+ T 細胞数が有意に多かった。（n=4、

* p<0.05、** p<0.01、*** p<0.001）。 

 

 

⑧NK026680 と DST の併用治療は、心移植後レシピエントの脾細胞中の

CD8+ T 細胞の活性化を抑制する。  

 

【目的】移植後のレシピエントの免疫状態を観察する目的で、脾細胞中の

CD4+ Foxp3- T細胞および CD8+ T細胞の活性化マーカーである CD44およ

び CD62L の発現について検討した。 

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST の併用治療は、CD4+ Foxp3- T 細胞上の CD44 の

発現を抑制しない。 

 

 

 

Figure 24 
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NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を day 4、

day 7、day 14 に回収して CD4+ Foxp3- T 細胞上の CD44 の発現を調べた。

いずれのタイミングでも各群で CD4+ Foxp3- T 細胞上の CD44 の発現に有

意差を認めなかった（n=3、* p<0.05、** p<0.01、*** p<0.001）。 

 

（イ）NK026680 と DST の併用治療は、CD4+ Foxp3- T 細胞上の CD62L

の陰転化を抑制しない。 

 

 

 

Figure 25 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を day 4、

day 7、day 14 に回収して CD4+ Foxp3- T 細胞上の CD62L の発現（陰転化）

を調べた。いずれのタイミングでも各群で CD4+ Foxp3- T 細胞上の CD62L

陰転化に有意差を認めなかった（n=3）。 

 

（ウ）NK026680 と DST の併用治療は、CD8+ T 細胞上の CD44 の発現を

抑制する。 
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Figure 26 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を day 4、

day 7、day 14 に回収して CD8+ T 細胞上の CD44 の発現を調べた。day 4

で、naïve、無治療群に比べ、NK 群、NK+DST 群で CD8+ T 細胞上の CD44

の発現が有意差に亢進した（n=4、* p<0.05、** p<0.01）。また、day 7 で

は各治療群で無治療群に比べてCD8+ T細胞上のCD44の発現が有意差に亢

進した（n=3、* p<0.05、*** p<0.001）。 

 

（エ）NK026680 と DST の併用治療は、CD8+ T 細胞上の CD62L の陰転

化を抑制する。 
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Figure 27 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を day 4、

day 7、day 14 に回収して CD8+ T 細胞上の CD62L の陰転化を調べた。day 

7では各治療群で無治療群に比べて CD8+ T細胞上の CD44の発現が有意差

に亢進した（n=3、*** p<0.001）。 

 

 

⑨NK026680 と DST の併用治療は、脾細胞中の IFN-γ産生 CD8+ T 細胞

の割合を低下させる。 

 

【目的】 

移植後のレシピエントの免疫状態を調べる目的で、移植後のレシピエントの

脾細胞中の IFN-γ産生細胞の割合について検討した。 

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST の併用治療は、IFN-γ産生 CD4+ T 細胞の割合を

変化させない。 

 

 

 

Figure 28 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を day 4、
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day 7、day 14 に回収し、PMA/Ionomycin で刺激したのちに CD4+ T 細胞

中の IFN-γ産生細胞の割合を検討したが、各群とも有意差を認めなかった

（n=3）。 

 

 

（イ）NK026680 と DST の併用治療は、IFN-γ産生 CD8+ T 細胞の割合を

減少させる。 

 

 

 

Figure 29 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を day 4、

day 7、day 14 に回収し、PMA/Ionomycin で刺激したのちに CD8+ T 細胞

中の IFN-γ産生細胞の割合を検討した。day 4 での IFN-γ産生細胞の割合

は naïve に比べ、NK 群、NK+DST 群で低かった。また、day 7 では NK

群、NK+DST 群で、無治療群、DST 群に比べ、IFN-γ産生細胞の割合は有

意に低かった。day 14 では DST 群、NK 群、NK+DST 群で有意差を認め

なかった（n=3、* p<0.05、** p<0.01、*** p<0.001）。 

 

 

⑩NK026680とDSTの併用治療は、グラフト内のCD4+ T細胞を増加させ、

CD8+ T 細胞を抑制する。 

 

【目的】NK026680 と DST の併用治療がグラフト内の T 細胞に及ぼす影響
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を調べる目的で、グラフト内の T 細胞の割合を調べた。 

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST の併用治療は、グラフト内の CD4+ T 細胞の割合

を増加させる。 

 

 

 

Figure 30 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）のグラフト浸潤細胞

を day 4、day 7 に回収して T 細胞中の CD4+ 細胞の割合を検討した。day 4

では NK+DST 群で DST 群、NK 群に比べ T 細胞中の CD4+ 細胞の割合が

有意に高かった。day 7 では無治療群、DST 群に比べ、NK+DST 群の T 細

胞中の CD4+ 細胞の割合が有意に高かった（n=4、* p<0.05、** p<0.01、

*** p<0.001）。 

 

（イ）NK026680 と DST の併用治療は、グラフト内の CD4+ T 細胞の細胞

数を増加させる。 
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Figure 31 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）のグラフト浸潤細胞

を day 4、day 7 に回収して CD4+ T 細胞数を検討した。day 4 では NK+DST

群で無治療群、NK 群に比べ CD4+ T 細胞数が有意に多かった。day 7 では

他群に比べ、NK+DST 群の CD4+ T 細胞数が有意に多かった（n=4、* p<0.05、

** p<0.01、*** p<0.001）。 

 

（ウ）NK026680 と DST の併用治療は、グラフト内の CD8+ T 細胞の割合

を減少させる。 
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Figure 32 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）のグラフト浸潤細胞

を day 4、day 7 に回収して T 細胞中の CD8+ 細胞の割合を検討した。day 4

では DST 群で他群に比べ T 細胞中の CD8+ 細胞の割合が有意に高かった。

day 7 では NK+DST 群の T 細胞中の CD8+ 細胞の割合が DST 群に比べ、

有意に低かった（n=4、* p<0.05、** p<0.01、*** p<0.001）。 

 

（エ）NK026680 と DST の併用治療は、グラフト内の CD8+ T 細胞の細胞

数を減少させる。 

 

 

 

Figure 33 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）のグラフト浸潤細胞

を day 4、day 7 に回収して CD8+ T 細胞数を検討した。day 4 では DST 群

で、他群に比べ CD8+ T 細胞数が有意に多かった。day 7 では DST 群で、

無治療群、NK 群に対し、有意に多かった。NK+DST 群は DST 群に比べ、

少ない傾向にあった（n=4、* p<0.05、** p<0.01、*** p<0.001）。 

 

（オ）NK026680 と DST の併用治療は、グラフト内の T 細胞を CD4+ 優

位にシフトする。 
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Fiuger 34 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）のグラフト浸潤細胞

を day 4、day 7 に回収して、グラフト浸潤細胞内の CD4+ /CD8+ 比を検討

した。day 4 では各群で有意差を認めなかったが、day 7 では NK+DST 群

で無治療群、DST 群に対して有意に CD4+ /CD8+ 比が高かった（n=4、* 

p<0.05、** p<0.01、*** p<0.001）。 

 

 

⑪NK026680 と DST の併用治療は、脾臓内およびグラフト内の樹状細胞を

減少させる。 

 

【目的】NK026680 と DST の併用治療が抗原提示細胞である樹状細胞に与

える影響を調べる目的で、移植後 7 日目のレシピエントの脾臓内およびグ

ラフト内の樹状細胞の割合、細胞数および活性化マーカーの発現について検

討した。 

 

【結果】 

 

（ア）NK026680 と DST の併用治療は、脾臓内の樹状細胞の割合、細胞数

を減少させる。 
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Figure 35 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を day 7 に

回収して CD11c+ 細胞（樹状細胞）を検討した。脾細胞中の CD11c+ 細胞

の割合は NK+DST 群で NK 群に比べ、有意に低かった。また、脾臓内の

CD11c+ 細胞数は DST 群、NK 群に比べて NK+DST 群で有意に少なかった

（n=4、* p<0.05、** p<0.01）。 

 

（イ）NK026680 と DST の併用治療は、脾臓内の樹状細胞の活性化を抑制

する。 
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Figure 36 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を day 7 に

回収して CD11c+ 細胞（樹状細胞）の CD40、CD80、CD86 の発現につい

て検討した。NK+DST 群で、脾細胞中の CD40 の発現は NK 群に比べ、CD80

は無治療群、NK 群に比べ、CD86 の発現は他群に比べてそれぞれ低かった

（n=4、* p<0.05、** p<0.01）。 

 

（ウ）NK026680 と DST の併用治療は、脾臓内の樹状細胞の MHC-class

Ⅱの発現を抑制する。 

 

 

 

Figure 37 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）の脾細胞を day 7 に

回収して CD11c+ 細胞（樹状細胞）の PD-L1、PD-L2、MHC-classⅡの発

現について検討した。NK+DST 群で、脾細胞中の PD-L1 の発現は無治療群、

NK 群に比べ、MHC-Ⅱの発現は DST 群、NK 群に比べ、それぞれ低かった

（n=4、* p<0.05、** p<0.01）。PD-L2 の発現は各群で有意差を認めなかっ

た。 

 

（エ）NK026680 と DST の併用治療は、グラフト内の樹状細胞の割合、細
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胞数を減少させる。 

 

 

 

Figure 38 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）のグラフト浸潤細胞

を day 7 に回収して CD11c+ 細胞（樹状細胞）について検討した。グラフ

ト内の樹状細胞の割合は、NK+DST 群で他群に比べて有意に低かった。ま

た、細胞数は DST 群で他群に比べ、有意に高かった（n=4、* p<0.05、** 

p<0.01）。 

 

（オ）NK026680 と DST の併用治療は、グラフト内の樹状細胞の活性化を

むしろ亢進する。 
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Figure 39 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）のグラフト浸潤細胞

を day 7 に回収して CD11c+ 細胞（樹状細胞）の CD40、CD80、CD86 の

発現について検討した。グラフト内樹状細胞における CD40 の発現は、

NK+DST 群で無治療群、DST 群に比べて有意に高かった。CD80 は他群に

比べ、CD86はNK群に比べ、NK+DST群で有意に高かった（n=4、* p<0.05、

** p<0.01）。 

 

（カ）NK026680 と DST の併用治療は、グラフト内の programmed-death 

ligand (PD-L)2 と MHC-classⅡの発現を亢進する。 
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Figure 40 

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にド

ナー系統の心臓を移植したレシピエントマウス（H2b）のグラフト浸潤細胞

を day 7 に回収して CD11c+ 細胞（樹状細胞）の PD-L1、PD-L2、MHC-class

Ⅱの発現について検討した。グラフト内樹状細胞における PD-L1 の発現は、

NK+DST 群で DST 群、NK 群に比べて有意に低かった。PD-L2 は他群に

比べ、MHC-classⅡは DST 群に比べ、NK+DST 群で有意に高かった（n=4、

* p<0.05、** p<0.01）。 

 

 

 

⑫NK026680 と DST の併用治療によるグラフト延長効果は、CD25 陽性 T

細胞に依存する。 

 

【目的】NK026680 と DST の併用によるグラフト延長効果における制御性

T 細胞の役割を調べる目的で、CD25+ T 細胞を消去したときの NK026680

と DST によるグラフト延長期間を検討した。 

 

【結果】 

 

（ア）抗 CD25 抗体の投与により、NK026680 と DST によるグラフト生着

延長効果は阻害される。 
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Figure 41 

レシピエントマウス（H2b）に、day -7のDST投与前に抗 CD25抗体（PC61）

を 250 µg 静脈注射し、NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用して

day 0 にドナー系統の心グラフトを移植した。NK026680 と DST を併用し

た場合、アロ移植心の生着期間の中央値は 75.5 日であったが、抗 CD25 抗

体を投与することにより、アロ移植心の生着期間の中央値は 11.0 日と著明

に短縮した（n=6, * p<0.01: vs. NK+DST 群）。 

 

（イ）抗 CD25 抗体の投与により、NK026680 と DST の併用治療によるグ

ラフト内の制御性 T 細胞の増加が阻害される。 
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Figure 42 

抗 CD25 抗体（PC61）を静脈注射したレシピエントマウス（H2b）に

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にドナ

ー系統の心臓を移植し、day 7 にグラフト浸潤細胞を回収して CD4+ CD25+ 

Foxp3+ T 細胞の細胞数を解析した。NK+DST 群に比較し、抗 CD25 抗体を

投与した NK+DST 治療群（抗 CD25 抗体投与群）では有意にグラフト内の

CD4+ CD25+ Foxp3+ T 細胞の細胞数が少なかった（n=4、** p<0.01）。 

 

（ウ）抗 CD25 抗体により、NK026680 と DST の併用治療によるグラフト

内 T 細胞の CD4+/CD8+バランスは変わらない。 

 

 

 

Figure 43 

抗 CD25 抗体（PC61）を静脈注射したレシピエントマウス（H2b）に

NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用し、day 0 に腹腔内にドナ

ー系統の心臓を移植し、day 7 にグラフト浸潤細胞を回収して CD4+ および

CD8+ T 細胞の細胞数を解析した。NK+DST 群に比較し、抗 CD25 抗体投

与群では有意にグラフト内の CD4+ 、CD8+ T 細胞の細胞数に有意差を認め

なかった（n=4）。また、CD4+/CD8+比を比較したが、抗 CD25 抗体投与群

と NK+DST 群で比に有意差を認めなかった。 

 

（エ）抗 CD25 抗体の投与により、NK026680 と DST の併用治療による in 

vitro での CD4+ Foxp3+ T 細胞の抗原刺激に対する細胞分裂は抑制される。 
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Figure 44 

抗 CD25 抗体（PC61）を静脈注射したレシピエントマウス（H2b）に

NK026680 とドナー系統（H2ｓ）の DST を併用した。Day 0 に脾細胞を回

収して CFSE で染色し、ドナー系統の脾細胞と 3 日間混合培養して、CD4+ 

T細胞中の分裂した Foxp3+ 細胞の割合を検討した。NK+DST群に比較し、

抗 CD25 抗体投与群では有意に CD4+ Foxp3+ T 細胞の分裂が抑制された

（n=4、* p<0.05）。 

 

（オ）抗 CD25 抗体の投与により、NK026680 と DST の併用治療による in 

vitro での分裂細胞の CD4/CD8 比は変わりがない。 

 

 

 

 

Figure 45 

抗 CD25 抗体（PC61）を静脈注射したレシピエントマウス（H2b）に
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NK026680 とドナー系統（H2d）の DST を併用した。Day 0 に脾細胞を回

収して CFSE で染色し、ドナー系統の脾細胞と 3 日間混合培養して、CFSE

の希釈された（分裂した）T 細胞中の CD4+ 細胞、CD8+ 細胞の割合を検

討したところ、抗 CD25 抗体群の CD4+ 細胞、CD8+ 細胞の割合に有意差

を認めなかった。CD4+/CD8+比に関しても有意差を認めなかった（n=4）。 
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考察 

 

1．本研究の意義と限界 

 本研究では、ドナー脾細胞の静脈投与（DST）に 14 日間の NK026680

の経口投与を併用により、MHC フルミスマッチのアロ移植心の生着期間が

著明に延長された（Figure 2）。また、NK026680 と DST の併用治療によ

るグラフト生着延長効果は 3rd-party のグラフトではドナーグラフトに比べ

て有意に短く、（Figure 3、4）、NK026680 と DST の併用療法にドナー特

異的な免疫修飾効果があることが示された。本研究の意義は、DST という

簡便な手技でドナー特異性を持った免疫修飾効果が得られる点である。昨今

さまざまな細胞治療や抗体治療が研究・開発されているが、手技が煩雑な場

合、臨床で再現しにくい。また、抗体やサイトカインを投与する方法は、ヒ

トに応用する場合にはさまざまな予期しない免疫反応を惹起する可能性が

あり 188注意を要する。また、NK026680 は、現在臨床臓器移植の主要な免

疫抑制剤であるカルシニューリン阻害剤（CNIs）のように制御性 T 細胞を

含む免疫を強力に抑制せず、免疫寛容に対し促進的に作用することが判明し

た。本薬剤の分子生物学的な薬理作用を明らかにし、寛容誘導作用をさらに

詳細に検討することにより、新しい免疫抑制剤としての強力な選択肢のひと

つになりえると考えられた。 

本研究の限界は、NK026680 のヒトに対する毒性が検証されていないこ

と、本研究で使用した治療プロトコルでは最終的にはグラフトが拒絶される

ことである。マウスやラットに対する毒性は検証されており、軽度の下痢を

認めるのみであったが、ヒトでの検証がなされておらず、今後の研究が待た

れる。また、本研究で検証した治療プロトコルでは、グラフト生着期間を

75.5 日（中央値）にまで延長させられたが、その後 6 例中 5 例で最終的に

はグラフト拒絶に至った。NK026680 と DST の併用治療により急性期を脱

したのち、長期に渡ってグラフト機能を維持するためには NK026680 の至

適投与期間や投与量などをさらに検討する必要があると考えられた。

NK026680 を継続的に内服させた場合の毒性についてはマウスでも検証さ

れておらず、NK026680 を移植後 6 日目以降にも継続して内服させるのが

よいのか、あるいは別の薬剤や治療を併用すべきなのかは今後も検証が必要

と考えられた。 

 

2．NK026680 と DST の併用治療と制御性 T 細胞 

 DST によるグラフト生着延長効果の機序は完全には解明されていないが、
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制御性 T 細胞の誘導 126,146、免疫不応答の誘導 118、アロ反応性 T 細胞の消

去 121,122、抗 idiotype 抗体 162、Th1/Th2 応答バランスの Th2 へのシフト 189

など、さまざまなものが報告されている。 

本研究では in vivo 実験で、NK026680 と DST の併用治療により抗原刺

激時の脾臓内およびグラフト内の CD4+ CD25+ Foxp3+ 制御性 T 細胞の有

意な増加を認め（Figure 8、23）、in vitro の実験では NK026680 と DST

の併用治療により、ドナー抗原特異的な CD4+ Foxp3+ T 細胞の有意な増加

を認めた（Figure 10）。また、抗 CD25 抗体の投与で NK026680 と DST

の併用治療によるグラフト生着延長効果が阻害され（Figure 41）、グラフト

内の制御性 T 細胞数は減少し（Figure 42）、NK026680 と DST の併用治療

を受けたマウスの in vitro 実験で、day 0 の脾細胞の CD4+ Foxp3+ T 細胞

の抗原刺激に対する増殖は見られなくなった（Figure 43）。これらの結果は、

NK026680と DSTの併用療法によるドナー特異的なグラフト生着延長効果

の主たるメカニズムが、ドナー特異的制御性 T 細胞の誘導に起因するもの

であると強く示唆しているものと考えられる。興味深いことに、移植後 7

日目の脾臓では各群で制御性 T 細胞の割合に変わりはなく、移植後 14 日目

には NK 群、NK+DST 群で制御性 T 細胞の増加を認めた（Figure 21）。多

くの報告で、DST を行った後にアログラフトを移植したマウスの二次リン

パ組織（脾臓や所属リンパ節）で制御性 T 細胞が増加すると報告された

125,126,145,190,191。一方、DST と抗 CD154 抗体を併用した皮膚移植モデルで

は、移植後 7 日目の皮膚グラフト内に Foxp3+ 細胞が著明に増加したとい

う報告もある 146。本研究で、術後 7 日目のグラフト内で制御性 T 細胞の増

加を認めることから、移植後早期のグラフト内への制御性 T 細胞の浸潤も

しくは増加がグラフト生着期間の延長に寄与する可能性が考えられた。脾臓

内については術後 14 日目で制御性 T 細胞の増加を認めているものの、術後

4 日目ではむしろ無治療群で脾臓内の制御性 T 細胞の割合が増加していた。

制御性 T 細胞は effector T 細胞による組織破壊の影響が自己に及ばないよ

う免疫のバランスを保持する働きをしており 72,192、術後早期の脾臓内での

制御性 T 細胞の増加は、アロ移植心に対する免疫反応が自己に及ばないよ

う制御するためかもしれない。そのように考えた場合、脾臓内での制御性 T

細胞の動向のみでは、必ずしもグラフトの免疫状態を反映しないかもしれな

い。Zhang らは、膵島の腎被膜移植モデルを用いて、制御性 T 細胞はまず

グラフト内に遊走し、その後二次リンパ組織に移行してグラフト保護に働く

ことを示した 193。Lakkis らは二次リンパ組織欠損マウスを用いて、免疫反

応の場が二次リンパ組織であることを示したが 194、これらの研究結果を総
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合すると、制御性 T 細胞はグラフト内で抗原提示を受け、二次リンパ組織

で抗原特異的な effector T 細胞の活性化を抑えることでグラフト保護に働

いている可能性が考えられる。 

本研究では、NK026680 と DST の併用治療を施したレシピエントマウス

の移植直前の脾細胞を調べたところ、制御性 T 細胞上の CD44 の発現が有

意に亢進していた。CD44 はヒアルロン酸などの細胞外マトリクスと結合す

る接着因子で 195、活性化 T 細胞に発現し、T 細胞の組織への遊走に関与す

る 196。また、CD62L（L-selectin）は naïve T 細胞に発現し、リンパ節へ

のホーミングに関与し 197、活性化により陰転化する。これらふたつのマー

カーは、memory phenotype の分類に使用される 198。制御性 T 細胞にもこ

れらのマーカーによる memory type の存在が報告されている 199,200。Chen

らはマウスの妊娠モデルにおいて、CD44+ CD62L- memory 制御性 T 細胞

が所属リンパ節で早期に増殖し、CD4+ T 細胞や CD8+ T 細胞よりも早く胚

に到達することで胚の拒絶を妨げて、妊娠を継続させていると報告した 199。

本研究では CD62L の陰転化については各群で有意差を認めなかったが、

NK026680 と DST の併用治療によって誘導された CD44+ 制御性 T 細胞が

移植後早期に移植片に遊走することで、グラフト保護に働いている可能性が

あると考えられた。制御性 T 細胞の組織遊走には CCR4 や CCR8 の関与が

指摘されており 120,201、NK026680 と DST の併用治療がこれらのケモカイ

ン受容体の発現に与える影響についても検証が必要と考えられた。 

 

3.NK026680 と DST の併用治療と樹状細胞 

本研究で、NK026680 と DST の併用治療によるグラフト生着延長効果に

は、ドナー特異性が見られた（Figure 3、4）。また、制御性 T 細胞の増殖

にもドナー特異性が認められた（Figure 9、11）。このことから、NK026680

と DST の併用によりドナー抗原特異的な制御性 T 細胞が誘導され、ドナー

特異的な免疫抑制に寄与していると考えられた。制御性 T 細胞の誘導や増

殖には、未熟樹状細胞や抑制性樹状細胞の関与が指摘されている 84,105,202,203。

DST において、MHC-classⅡによるドナー抗原の indirect presentation が

免疫抑制機序を発揮するために重要であり 98,100,101、DST により供給された

抗原を取り込んだ樹状細胞を免疫抑制剤により修飾することで、免疫抑制効

果が発揮される 204。本研究でも DST によって投与されたドナー細胞がレシ

ピエントの抗原提示細胞に取り込まれ、レシピエントの T 細胞に提示され

ることでドナー特異的制御性 T 細胞が誘導もしくは増加していると考えら

れた。NK026680 は樹状細胞を修飾する免疫抑制剤として開発され 178、T
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細胞への抑制作用があることが当教室での実験で明らかとなった 185。 

本研究において、NK026680 と DST の併用治療が樹状細胞に及ぼす影響

を検討したところ、NK026680 と DST の併用治療により脾臓内の樹状細胞

数は有意に減少した（Figure 35）。また、活性化マーカーである共刺激分子

（CD40、CD80/86）の発現および MHC-classⅡの発現の割合は有意に減少

した（Figure 36、37）。NK026680 による活性化マーカーと MHC-classⅡ

の発現の抑制は既報と一致している 178,186。いわゆる未熟樹状細胞は共刺激

分子や MHC-classⅡの発現が抑制された樹状細胞であるが、未熟樹状細胞

は T 細胞の anergy を引き起こし 104、また制御性 T 細胞を誘導する 205と言

われる。Turnquist らは、in vitro で rapamycin 存在下に誘導した樹状細胞

は共刺激分子や MHC-classⅡの発現が抑制され、この樹状細胞の in vivo

への投与で制御性 T 細胞を誘導し、アロ移植心の生着期間が著明に延長し

たと報告した 206。未熟樹状細胞の抑制性機序のひとつに IDO 産生が報告さ

れている。IDO はトリプトファン代謝酵素のひとつで、トリプトファン代

謝産物で免疫抑制作用を有するキヌレニンを産生し、T 細胞の活性化抑制と

制御性 T 細胞の増殖に寄与する 207,208。当教室では、NK026680 存在下に

in vitro で培養した樹状細胞は IDO 産生が亢進していることを明らかにし

ており 186、NK026680 と DST の併用治療において、未熟樹状細胞内の IDO

産生亢進がグラフト生着延長効果の機序の一端を担っている可能性がある

と考えられた。 

グラフト内の樹状細胞は割合、細胞数ともに NK026680 と DST の併用治

療により減少したが、興味深いことに、NK026680 と DST の併用治療によ

りグラフト内の樹状細胞の共刺激分子の発現や MHC-classⅡの発現はむし

ろやや亢進した（Figure 39、40）。グラフト内では、脾臓内の樹状細胞と

共刺激分子や MHC-classⅡの発現パターンが違うことは、脾臓内とグラフ

ト内での樹状細胞の役割が異なる可能性を示唆している。一般的に、樹状細

胞は免疫原性を持つ成熟樹状細胞と、免疫抑制性の未熟樹状細胞に分類され

るが、それ以外にも抑制性の樹状細胞が存在するとされる 104。Munn らは、

IFN-γで活性化した樹状細胞に、共刺激分子や MHC-classⅡの発現が亢進

していたにも関わらず、IDO を強く発現し、抑制性の機能を持つことを報

告した 209。また、さまざまな条件下で、活性化マーカーを発現しながら炎

症性サイトカインの分泌が抑制され、抑制性サイトカインや分子の発現が亢

進している semimature 樹状細胞の存在が報告されている 210-212。

Christensen らは、Lactobacilus 属と in vitro で共培養した樹状細胞は、活

性化マーカーを発現していながらも、IL-6、IL-12、TNF-αなどの炎症性サ
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イトカイン産生が抑制され、抑制性サイトカインである IL-10 の産生が亢

進していることを明らかにした 211。また、Akbari らは、活性化マーカーを

発現した樹状細胞が、IL-10 を産生し、喘息を引き起こす免疫反応を抑制し

たと報告した 212。Semimature DC と mature DC は表面マーカーだけでは

判別ができず、本研究において、NK026680 と DST の併用治療によりグラ

フト内で増加した DC が抑制性のものである可能性は否定できない。本研究

で、グラフト内の樹状細胞が抑制能を持つか否かについては、樹状細胞のサ

イトカイン産生能や IDO 産生などの機能分子を調べることが必要と考えら

れた。 

グラフト内樹状細胞の他の免疫抑制機序として考えられるのが PD-L2 分

子である。本研究で、NK026680 と DST の併用治療によってのみ、グラフ

ト内樹状細胞の PD-L2 の発現が亢進した（Figure 40）。PD-L2 は B7 family

に属する共刺激分子の一種で、T 細胞上に発現する PD-1 と結合することに

より、T 細胞に抑制的に作用する 213。Pena-Cruz らは、抗 PD-L2 中和抗体

により、in vitro での皮膚ランゲルハンス細胞による T 細胞増殖が亢進する

ことを示し、PD-L2 の T 細胞増殖抑制効果を示した 214。一方、Hori らは

マウスの角膜移植モデルで、Sandner らはマウスの皮膚移植モデルで、そ

れぞれ抗 PD-L1 抗体が拒絶を加速させるのに対し、抗 PD-L2 抗体では拒絶

を加速させなかったことを示した 215,216。本研究におけるグラフト内樹状細

胞上の PD-L2 がどのような機序でどの程度グラフト生着延長に寄与するか

は不明である。PD-L2 の働きについては未解明の部分も多く、今後の研究

が待たれる。 

 

3．NK026680 と DST の併用治療と CD4+ T 細胞 subset 

抗 CD25 抗体の投与により、NK026680 と DST の併用治療によるアロ移

植心生着延長効果は著しく阻害された（Figure 41）。この実験結果は、

NK026680と DSTの併用治療によるアロ移植心生着延長効果を担う細胞が

CD4+ CD25+ Foxp3+ 制御性 T 細胞である可能性が最も高いことを示して

いるが、抗 CD25 抗体は CD4+ CD25+ Foxp3- T 細胞も消去していることは

留意すべきである。Thebault らは、ラットの心移植モデルで、免疫寛容と

なったグラフト内に CD4+ CD25+ Foxp3+ T 細胞のみではなく CD4+ CD25+ 

Foxp3- T 細胞も増加し、CD4+ CD25+ Foxp3- T 細胞から産生される IFN-

γが免疫寛容に重要であることを示した 144。本研究でも、NK026680 と

DST の併用治療により、グラフト内には CD4+ CD25+ Foxp3+ T 細胞のみで

はなく、CD4+ CD25+ Foxp3- T 細胞も増加しており（data not shown）、本
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研究でも CD4+ CD25+ Foxp3+ 制御性 T 細胞以外の細胞もアロ移植心の生

着延長に寄与した可能性を否定はできない。 

 

多くの研究で、免疫抑制治療を行うと、レシピエントマウスの脾細胞とア

ロ脾細胞による MLR は抑制される。当初、NK026680 と DST の併用治療

でも day 0のレシピエントマウスの脾細胞とドナーの脾細胞による MLRは

抑制されるものと推察していたが、興味深いことに、結果は予想に反し亢進

した（Figure 5）。また、IFN-γや IL-2 などの炎症性サイトカインも産生

が亢進していた（Figure 6）。3H-thymidine を用いた MLR では実際にどの

細胞集団が増殖しているか判別できない。そこで、どのような T 細胞が増

殖しているかを検証するために、day0 のレシピエントマウスの脾細胞を

CFSE で染色して MLR を行ったところ、NK026680 と DST の併用治療に

より制御性 T 細胞がドナー特異的に増殖した（Figure 10、11）。制御性 T

細胞は本来 anergic な細胞集団と言われていたが 217、本研究で NK026680

と DSTの併用治療により誘導された制御性 T細胞にはドナー抗原特異的な

細胞増殖能が備わっていることが判明した。分裂した（CFSElow）CD4+ T

細胞の約 20％が Foxp3+ T 細胞であり、残りの 80％は Foxp3- 細胞であっ

た。このアロ反応性 CD4+ Foxp3- T 細胞中に免疫抑制性 T 細胞もしくは制

御性 T 細胞をサポートするような細胞集団が存在する可能性は否定できな

い。CD4+ T 細胞は免疫寛容が確立されるうえでの key phenotype とも言わ

れ 124、CD4+ CD25+ Foxp3+ 制御性 T 細胞以外にも免疫抑制に関わる CD4+ 

T 細胞集団が多数報告されている。CD4+ Foxp3- IL-10 産生 Tr1218や TGF-

β産生 Th3219などがその代表であるが、本研究でも制御性 T 細胞以外の抑

制性の CD4+ T 細胞が関与している可能性が示唆される。 

CFSE-MLR では、NK026680 と DST の併用治療を行った場合に他群に

比し、CD4+ T 細胞および Foxp3+ CD4+ T 細胞がアロ抗原刺激後に有意に

増殖した（Figure 10）。CD8+ T 細胞の増殖は DST 単独の治療の場合、他

群に対して有意に亢進した（Figure 12）。これはグラフト浸潤細胞の細胞数

を非常によく反映しており、NK026680 と DST の併用治療では CD4+ T 細

胞および CD4+ CD25+ Foxp3+ T 細胞のグラフト浸潤を促進し、DST 単独治

療だと CD8+ T 細胞のグラフト浸潤を促進している（Figure 23、31、33）。

興味深いことは、CFSE-MLR でのアロ反応性（つまりアロ抗原との培養で

分裂する）T 細胞のうちの CD8+ T 細胞に対する CD4+ T 細胞の割合

（CD4/CD8 比）は、NK026680 と DST を併用した場合にのみ CD4 に有意

にシフトしていることである。さらに、NK026680 と DST を併用した場合
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でも、3rd-party による抗原刺激ではこのような CD4 へのシフトは見られな

いことからも、CD4/CD8 比がなんらかの免疫抑制機序を反映しているもの

と推察された。 

 

4．NK026680 と DST の併用治療と CD8+ T 細胞 

本研究では、N026680 と DST の併用治療による免疫抑制機序のひとつと

して、CD8＋ T 細胞の抑制が示唆された。DST 単独治療では、移植直前の

CD8+ T 細胞上の CD44 発現の亢進と CD62L の陰転化（Figure 17、18）、

およびアロ抗原に対する細胞増殖の亢進を認め（Figure 12）、IFN-γ産生

CD8+ T 細胞が増加し（Figure 19）、移植後のグラフト内の CD8+ T 細胞の

著明な浸潤を認めた（Figure 32、33）。しかし、この DST による CD8+ T

細胞の primingは、NK026680との併用により有意に抑制された（Figure 12、

17-19、29、32、33）。Iwakoshi らは、ドナー抗原に特異的なトランスジェ

ニックマウス由来の CD8+ T 細胞を用いて、DST と抗 CD154 抗体によりこ

のドナー特異的 CD8+ T 細胞は消去（deletion）されることを示した 122。ま

た、Ferrer らは、DST と抗 CD154 抗体による治療が、アロ反応性 IFN-γ

産生 CD8+ T 細胞を抑制することを報告している 118。 

制御性 T細胞が CD8+ T細胞を抑制するとする報告が散見されるが 123,150、

一方で、Banuelos らは DST と抗 CD154 抗体を使用した皮膚・膵島移植モ

デルで、抗 CD25 抗体は CD8+ T 細胞の消去（deletion）を抑制しないこと

を報告した 164。本研究でも、抗 CD25 抗体の投与を行っても、グラフト内

CD8+ T 細胞の細胞数は投与を行わない場合と有意差がなく（Figure 43）、

術前のアロ反応性 CD8+ T 細胞の割合にも有意差を認めなかった（Figure 

45）。従って、NK026680 と DST の併用治療における CD8+ T 細胞の抑制

機序は、制御性 T 細胞に非依存的である可能性が考えられた。 

 

5．NK026680 と DST の併用治療と Th1 サイトカイン 

本研究では、NK026680 と DST の併用治療は、移植前の状態で、レシピ

エント脾細胞のアロ抗原に対する IL-2 と IFN-γの産生を亢進した（Figure 

6）。IL-2 は「T 細胞の成長因子」と言われ 220 、免疫を賦活すると考えら

れてきた。実際、ヒトでは抗 IL-2 受容体抗体が臨床応用されており、臓器

移植で良好な成績を収めている 221。また、IFN-γも炎症性サイトカインと

して知られ、マクロファージなどの自然免疫系を賦活し、固形臓器移植では

急性拒絶を引き起こす 222,223。一方、Bishop らは、移植肝が生着する際に、

二次リンパ組織における CD4+ T 細胞からの IL-2、IFN-γの産生が亢進す
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ることを報告し 224、Yan らはラットの腎および肝移植モデルで、DST によ

るアロ移植片の生着が延長したレシピエント内の脾臓で、移植後早期の

IFN-γ、IL-2 産生が上昇することを報告した 117。これらの報告は、移植片

の生着の際に、Th1 サイトカインが必要であることを示唆している。実際、

IFN-γ-/-レシピエントでは、抗 CD40L 抗体による免疫寛容は誘導されず 225、

IFN-γは免疫寛容成立における重要なサイトカインである。 

IL-2が免疫抑制に関わる機序としては、アポトーシスによるアロ反応性 T

細胞の消去 226、CD4+ CD25+ Foxp3+ T 細胞の活性化・増殖 227などが報告

されており、また、IFN-γがそれに関わる機序としては、T 細胞の消去 228、

制御性 T 細胞の活性化や誘導 144,229 などが報告されている。IL-2 は通常

CD4+ T 細胞から分泌されるが 117、本研究では、CD4+ T 細胞、CD8+ T 細

胞とも各群で有意差を認めず、どのように IL-2 産生が亢進したのかは不明

である。IFN-γについては、NK026680 と DST の併用治療により、移植直

前（day 0）の脾細胞の CD4+ T 細胞からの分泌が著明に亢進し、一方で、

DST 単独治療の場合には脾細胞の CD8+ T 細胞からの IFN-γ分泌が亢進し

ていた（Figure 19）。心移植後には CD4+ T 細胞からの IFN-γ産生は各群

で有意差を認めなかったが、CD8+ T 細胞からの IFN-γ産生は NK026680

と DST の併用治療により著明に抑制された（Figure 29）。IFN-γの分泌の

タイミングや分泌細胞などが免疫抑制や免疫賦活に重要と考えられており

118,129,130、本研究でも CD4+ T 細胞の IFN-γ産生が免疫制御に、CD8+ T 細

胞からの IFN-γ産生は免疫賦活に働いた可能性がある。また、心移植後の

CD4+ T 細胞からの IFN-γは各群で有意差を認めないことから、移植早期

の短期間において CD4+ T 細胞からの IFN-γ産生がグラフトの長期生着に

重要である可能性が示唆された。 
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総括及び結論 

 

 ①本研究全体から得られた新知見  

・ 新規化合物 NK026680 は DST と併用することにより、アロ移植心

の生着を著明に延長する。 

・ NK026680 と DST の併用治療によるアロ移植心生着延長効果はド

ナー特異的である。 

・ NK026680 と DST の併用治療により、ドナー特異的制御性 T 細胞

が誘導される。 

・ NK026680 と DST の併用治療により、CD8+ T 細胞は抑制される。 

・ 抗 CD25 抗体の投与により、NK026680 と DST の併用治療による

アロ移植心生着延長効果は抑制される。 

・ 抗 CD25 抗体の投与により、グラフト内の制御性 T 細胞の増加が抑

制される。 

 

 ②新知見の意義 

   ドナー特異的な免疫抑制による移植臓器の生着期間の延長は、固形臓

器移植の目標である。本研究で、新規化合物 NK026680 が、DST と併

用することにより、ドナー特異的制御性 T 細胞を誘導できることを示

したことは、移植医療における臨床応用の可能性を拓いた。NK026680

を休薬した後も長期に渡りグラフト生着を維持できたことは特筆に値

する。また、本研究は、ドナー特異的制御性 T 細胞の生物学的特性を

研究するうえで、有用なモデルの一つとなりうることを示した。  

 

 ③今後の研究展開と課題 

   ヒトへの応用にあたり、大動物を用いた NK026680 の毒性試験と、

DST 併用による免疫抑制効果の検証は必須である。また、本実験にお

いて、最終的にはグラフトが拒絶される機序を明らかにし、グラフト生

着を永続させるために必要な追加治療、もしくは併用薬剤などの検討が

必要と考えられた。 
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