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要旨 

 

【背景と目的】 

臓器移植は末期臓器不全に対する最も有効な治療法だが、移植後の拒絶反応を制

御するために免疫抑制剤が必要である。しかし、長期的な免疫抑制剤の使用は副作

用を引き起こすため、ドナー特異的な免疫寛容の誘導法の開発が求められている。臓

器移植後の免疫応答には直接経路と間接経路があり、移植片に早期浸潤するリンパ

球はエフェクター細胞の浸潤に関与するが、拒絶を直接引き起こすには不十分であ

る。免疫寛容の誘導には T 細胞の活性化制御が必要であり、抗 CD3 抗体による免疫

寛容モデルが注目されている。αCD3F(ab')2 を用いたマウスの移植モデルでは、投

与時期を最適化することで移植片生着率が向上し、移植片浸潤細胞の特徴が明らか

になってきた。しかし、ヒトではアロ抗原性を有したメモリーT 細胞が存在するため、マ

ウスの免疫寛容プロトコールをそのまま適用することはできない。 

本研究の目的は、ヒト生体により近い環境を再現するために、アロ抗原感作マウスに

対してαCD3F(ab')2 免疫寛容プロトコールを検証し、より有効なプロトコールを開発

することである。また、早期移植片浸潤リンパ球の役割を明らかにすることを目指して

いる。 

【方法】 

実験動物はレシピエントマウスに雄の C57BL/6(B6)、ドナーマウスに雄の BALB/c を

使用し、異所性心臓移植を行った。感作マウスは、ドナーマウスの皮膚をレシピエント

マウスの体幹背側に移植し、8-12 週後に使用した。治療群は抗体 αCD3F(ab')2（Bio 

X cell）50μg を 5 日間静脈内投与した．治療のタイミングにより以下の治療プロトコー

ルを用いた: Early プロトコールは移植前日から移植 3 日目。Delayed プロトコールは

移植 3 日目から移植 7 日目。Day1 プロトコールは移植 1 日目から移植 5 日目。移植

片生存の有無は移植片の拍動を体表からの触知、試験開腹にて評価した。移植片浸

潤リンパ球(GIL)、脾細胞を精製しフローサイトメトリーにて解析した。アロ抗原感作の

方法は、ドナー皮膚の移植を行い、脾細胞の輸注、再移植を行った。移植後のドナー

抗原刺激の反応性は IFNγELISpot で評価した。 

【結果】 

本研究では、マウス心臓移植モデルを用いて、αCD3F(ab')2 抗体療法の効果を検討

した。まず、手技の習熟と安定化を図り、B6 マウスをレシピエント、BALB/c マウスをド

ナーとしたモデルを確立した。αCD3F(ab')2 の投与により、naïve レシピエントにおい

ては移植片生存率の延長が得られ、特に移植後 3 日目から 7 日目まで投与した

Delayed 群では、長期生存が得られた。Delayed 群の移植片では、PD-1+ TCF1high 

CD8+ T 細胞の割合が高く、Ly108 陽性細胞の割合も有意に高かった。 

次に、BALB/c マウスの皮膚または心臓を移植した B6 マウスを用いて、アロ抗原感
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作レシピエントモデルを作成した。感作マウスでは、メモリーT 細胞分画の増加とドナ

ー抗原刺激による IFN-γ 産生の促進が確認された。感作マウスに対する

αCD3F(ab')2 療法の効果は、naïve マウスとは異なり、移植片生存期間の延長は限

定的であった。 

感作マウスの移植片浸潤細胞を検討したところ、TCF1low PD-1+の CD8+ T 細胞が増

加しており、このサブセットは T-bet と EOMES の高発現を示した。また、感作マウスの

移植片では、Granzyme B 発現 CD8+ T 細胞が有意に多く観察された。 

最後に、感作マウスに対するαCD3F(ab')2 抗体療法の最適化を検討した。移植後 1

日目から投与を開始する Day1 プロトコールにより、移植片生存期間が有意に延長し

た。Day1 プロトコール群の移植片では、Foxp3+ CD25+ CD4+ T 細胞の割合が有意に

増加し、TCF1high PD-1+ CD8+ T 細胞では Ly108 の割合が高かった。 

【考察】 

Naïve の条件下においては Delayed プロトコールが移植片の長期生存を可能とし、移

植 28 日目には Ly108+ PD-1+ TCF1high CD8+ T 細胞の割合高かった。感作下では

Delayed プロトコールの同様の効果を得ることができなかったものの、Day1 プロトコー

ルは移植片生存を延長させた。感作下においては 3 日目の時点で細胞障害性 CD8+ 

T 細胞が浸潤しており、強力なアロ反応を抑制することは難しい。8 日目の GIL には

Day1 プロトコール群で Ly108+ PD-1+ TCF1high CD8+ T 細胞の割合が増加しておりα

CD3F(ab')2 による T 細胞のリモデリング効果が「疲弊」状態に誘導した可能性が示唆

され、これにより移植片生存率が延長したと考えられた。 

【結論】 

感作条件下でαCD3F(ab')2 の移植後の投与時期によって、移植片における CD4+お

よび CD8+ T 細胞の表現型変化と関連して、同種移植片の温存を促進することを可能

とする。 
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略語表 

略語: 正式名称 

CTV: CellTrace VioletTM 

EOMES: eomesdermin 

Foxp3: forkhead box P3 

GIL: graft infiltrating lymphocytes 

PD-1: Program death 1 

T-bet: T-boxed expressed in T cells 

TCF1: T cell factor 1 

TCR: T cell receptor 

MLR: mixed lymphocyte reaction 

MST: mean survival time 
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緒言 

 

固形臓器移植後の生涯にわたる免疫抑制療法は、一般集団と比較して、悪性疾

患、代謝性疾患、感染性疾患、心血管疾患などの様々な疾患の発生率を増加させる

一因となっている(Acuna, S. A, 2018. )。移植後免疫寛容の誘導は、免疫抑制治療に

伴う問題を克服するための理想的な治療法である。 

移植後の免疫寛容の誘導は、CD8+ T 細胞の不応答性に起因した機能不全が関

連する(Iwakoshi et al., 2010)、不応答状態の T 細胞は IL-2 を産生できず、抗原再刺

激に対しても低応答性の状態となることが鍵となり、誘導方法はドナー特異的輸血下

の CD154/CD40 共刺激経路の阻害などが移植動物実験モデルで報告されてきた()。

抗 CD3 抗体を用いた誘導療法は、移植後の免疫寛容を獲得するための有効なアプ

ローチと考える。過去に、臨床現場において抗 CD3 療法は難治性の移植片拒絶反

応の治療に用いられたが(Cosimi et al., 1981)、抗 CD3 抗体が関与する重篤な

infusion reaction が臓器移植における使用を妨げてきた。この重篤な副反応を解決す

るために、Fc 非結合型抗 CD3 抗体が開発された。Fc 非結合型抗 CD3 抗体には治

療タイミングで治療効果が変わり、1 型糖尿病モデル（Chatenoud et al., 1994; 

Chatenoud et al., 1997）や自己免疫疾患モデル（Kohm et al., 2005）において発症後

に抗 CD3 治療薬を投与することで、疾患に対してより高い効果を認めた。さらに、移

植後の Fc 非結合型抗 CD3 抗体治療のタイミングを遅らせることで、移植片内の

Foxp3+CD4+T 細胞と TGF-β を産生する疲弊化 CD8+ T 細胞のリンパ球サブセットが

増加し、移植片の長期受け入れを促進することに成功した(Goto et al., 2013; You et 

al., 2012)。 

Fc 非結合性抗 CD3 抗体の Delayed プロトコールによる寛容導入の成功の鍵は、移

植片に浸潤するリンパ球の早期侵入を許容することと考えられる(Goto et al., 2013; 

You et al., 2012)。実際、移植後早期の移植片浸潤リンパ球（GIL）の免疫学的特徴

は、アロ反応性リンパ球のそれとは異なり、移植片拒絶反応を引き起こさない。Schenk

らは、マウス心臓移植後 3 日までに、記憶表現型を持つ活性化 CD8+ 移植片浸潤 T

細胞が観察されたことを報告している(Schenk et al., 2008)。これと同様に、当教室に

おいて、レシピエントと同系統の免疫不全マウスに、移植後 3 日目の心臓移植片をア

ロ再移植しても拒絶反応が起こらないことがわかった。再構成されたリンパ球を解析す

ると、記憶表現型を持つ CD8+ T 細胞からなり、GIL は移植後 3 日までは移植片拒絶

反応に関与しないことを報告した(Ganchiku et al, 2021)。この結果は、これらの早期

GIL（移植後 3 日以前）には十分なアロ反応性 T 細胞が含まれていない可能性を示

唆している。 

最近、1 型糖尿病を対象とした第 2 相臨床試験で、Fc 改変ヒト化抗 CD3 抗体の有効

性と安全性が実証された(Herold et al., 2019)。Fc 遺伝子組換え抗 CD3 抗体を用い
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たこの有望な臨床試験は、移植後免疫寛容を促進するために早期の GIL を許容した

治療戦略の臨床応用の可能性を示した。しかし、移植寛容を達成するために、実臨床

では何十年も苦闘してきた。げっ歯類モデルで寛容誘導に用いられた治療プロトコー

ルは、臨床の臓器移植では採用されなかったが、その理由は強力なメモリーT 細胞の

抵抗性である。Heeger らは、ELISpot アッセイで定量的にアロ反応性 T 細胞のサイト

カイン産生を評価することで、移植前のアロ反応性メモリーT 細胞の存在が臨床転帰

の悪さと関連することを報告した(Heeger et al., 1999)。さらに、恒常的な増殖に基づく

残存リンパ球サブセットのようなメモリーT 細胞は、リンパ球除去療法後の共刺激経路

の遮断による免疫寛容誘導プロトコールに対して抵抗性を獲得させると報告されてい

る(Adams et al., 2003; Neujahr et al., 2006)。ドナー抗原によって活性化されたメモリ

ーT 細胞サブセットが関与する移植片拒絶反応を克服することは、実臨床の臓器移

植における免疫寛容誘導を成功させる鍵と考えられている。特に、Fc 非結合 CD3 治

療の Delayed プロトコールにおける最初にグラフトに浸潤する GIL は、メモリー細胞が

存在する感作モデルにおいて移植片の運命を決定する可能性がある。本研究では、

感作モデルにおける Delayed Fc 非結合抗 CD3 治療の有効性と、治療標的としての

早期流入する GIL を含む同種反応性メモリーT 細胞の特徴を検討した。 

  



7 

 

方法 

マウス 

ddY、C57BL/6(B6、H2b)、BALB/c(H2d)、C3H/hej (C3H, H2k)の雄 7-8週齢を

日本 SLCより購入し、医歯薬研究棟 8階小動物室にて飼育管理した。入室 1週

間後より実験に使用した。本研究で実施された動物実験は「北海道大学動物実

験に関する規程」に則って、適切に行われた。 

 

心臓移植 

イソフルランを麻酔装置より吸入させ全身麻酔下に行った。まずドナーマウ

スを開腹し、腹部大動脈を小ハサミにて切開し、脱血を行った。速やかに IVC

から 100単位/mlのヘパリンナトリウム添加生食 1mlを投与し、心拍動下に灌

流させた。十分灌流させた段階で頸椎脱臼にて安楽死を行った。次に開胸し、

上下大静脈の結紮切離を行った。上行大動脈、肺動脈を剥離にて切離した。最

後に気管、肺静脈を一括に結紮切離し摘出した。生食入りのセラムチューブに

収納し氷冷した。 

レシピエントマウスも同様に麻酔を行い開腹し、腹部大動脈と下大静脈をテー

ピングした。血管クリップにてクランプの後、腹部大動脈と下大静脈の前壁に

吻合用の小孔を作成し、移植片の上行大動脈、肺動脈を 10-0ナイロン糸にて

各々連続縫合にて吻合を行った。移植片灌流後に止血を確認し閉腹した。 

 

皮膚移植 

アロ抗原感作させるために皮膚移植を行った。安楽死させたドナーマウス

BALB/cより尻尾の皮膚を全周に採取し、1cm 角大にトリミングした。全身麻酔

下にレシピエントマウスの C57BL/6マウスの皮膚移植予定部の体幹皮膚を切離

し、皮膚移植片を 7-0非吸収糸にて 8針で移植した。創部はガーゼで保護し、

その上からテープを巻いて固定した。7-10 日を目安に抜糸した。 

 

GIL の抽出 

心臓移植片は、摘出時に血管内の血液と循環リンパ球を除外するために、十

分な量の生理食塩水で灌流した。組織はハサミで細かく刻み、コラゲナーゼ IV 

（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）5mg を加えた RPMI 1640培地で消化し

た(37℃、5%CO2)。消化した組織から 70μm のセルストレーナーを用いて単一細

胞懸濁液を分離した。リンパ球は、Lympholyte®-M（Cedarlane Laboratories 

Ltd., Burlington, Canada）を用いて懸濁液から精製した。 

 

Mixed lymphocyte reaction (MLR) 
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レシピエント(C57BL/6)、ドナー(BALB/c)、3rd-party(C3H)を安楽死後に開

腹にて脾臓を摘出し、生食入りのエッペンチューブに回収した。氷冷にてクリ

ーンベンチに運搬し、ディッシュ内で 70μm セルストレーナー上に脾臓をすり

潰した。PBSでディッシュ及びセルストレーナーを計 3回洗浄し、15 mlとな

るように細胞懸濁液を回収した。遠心(4℃、300G、5分)を行い、上清を破棄。

ペレットを 10倍希釈 RBClysis buffer 1 ml を加え溶血処理を行った。遠心

(4℃、300G、5分)の後に上清を破棄し、ペレットを懸濁した。細胞濃度を確認

の後に、脾細胞ドナー(BALB/c)脾細胞、3rd party (C3H)の脾細胞を各々の設定

濃度の細胞数に調整した。Responderは CellTrace VioletTM(CTV, Thermo 

Fisher Scientific, Philadelphia, PA)に染色し、stimulatorは 30Gy照射し

た後に 4日間共培養(37℃、5%CO2)を行った。 

 

フローサイトメトリー 

蛍光標識モノクローナル抗体で染色表面マーカーの染色は、精製した細胞を

遠心、洗浄の後に表面抗体を添加し 4℃、20 分間にて染色した。 

使用した蛍光標識モノクローナル抗体は CD3ɛ (145-2C11), CD4 (GK1.5), CD8a 

(53-6.7), CD25 (PC61), CD44 (IM7), CD62L (MEL-14), TCR-(H57-597), 

EOMES (Dan11 mg), Foxp3 (FJK-16s), Granzyme B (NGZB), IFN-g (XMG1.2) 

PD-1 (J43), T-bet (4B10), TCF1 (S33-96) and Ly108 (330-AJ)。これらの抗

体は BD Biosciences、Thermo Fisher Scienific より購入した。 

核内染色は表面マーカー染色後に、Foxp3/Transcription factor Staining 

Buffer Set（Thermo Fisher Scientific, Philadelphia, PA）を用いて 4℃で

30分間細胞核内抗体染色を行い、その後 1×PBS で洗浄の後に使用した。 

細胞内サイトカイン染色は細胞を 10 ng/ml phorbol 12-myristate 13-acetate 

(Sigma, St. Louis, USA)、1 μM ionomycin、2 μl/2 ml brefeldin A (BD 

Pharmingen, San Diego, USA)で 4時間刺激した後、Cytofix/Cytoperm 

Fixation/Permeabilization Kit (BD Bioscience)で透過処理し、4℃で 45分

間抗体染色を行い、その後 Permeablization wash buffer で洗浄の後に使用し

た。フローサイトメーター(FACS Canto Ⅱ, BD Biosciences)で収集したデー

タはソフトウェア FlowJo バージョン 10.8(BD Biosciences)を用いて解析を行

った。 

 

細胞標識 

精製した脾細胞に 5mMの CellTrace VioletTM (CTV, Thermo Fisher 

Scientific, Philadelphia, PA)を加え懸濁し、5μMとし恒温槽遮光 37℃に 20

分静置した。その後 RPMI1640培地を加え反応を止め 5分静置。遠心し上清を
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破棄し、使用する細胞濃度に調整した。 

 

ELISpot 解析 

IFN-γ capture 抗体(BD Biosciences)でコーティングした ELISpot 

MultiScreen Filter Plate(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA)に

単離精製したレシピエントの脾細胞を、ドナー、3rd party、レシピエント系

統マウスの脾細胞と 24時間共培養(5%CO2、37℃)を行った。共培養後細胞を破

棄し、二次抗体を加え 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。 

 

免疫組織染色 

パラフィン包埋された心臓グラフトの 10μm の切片をキシレンで脱パラフィ

ン化、エタノールで脱水化を行った。賦活化は圧力調理機を用いて 150秒間の

加圧を行った。Blocking buffer(ナカライ)を加え室温 30分安置した後、1次

抗体、抗 CD3抗体(EPR20752、Abcam、Cambridge、UK)を 1000倍希釈で加え

4℃で一晩染色を行った。スライドの洗浄後、ビオチン化二次抗体と Dako 

EnVision+System-Rabbit HRP(Agilent, Santa Clara, CA, USA)を付加し室温

で 45分静置し、3,3'-ジアミノベンジジンを加え発色させた。 

 

統計学的解析 

移植片の生存率の評価には Kaplan-Meier 法を用い、各群の比較には log-

rank検定を用いた。データは平均値±SD で示し、Prismバージョン 9.0

（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）を用いて解析した。2群の平均値

の比較には Student の t検定を用いた。0.05 未満の P値は統計的有意とみなし

た。 
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結果 

 

マウス心臓移植モデルの作成 

心臓移植モデルを作成にあたり、実験結果の信頼性を確保するために、移植手技

の習熟と安定化を図った。手技の確立のため、最初の約20例ではマウスの体格が比

較的大きいddYマウスを使用した。移植手技の成功は、1週間以上のレシピエントマウ

ス生存と心臓移植片の拍動の持続とし、移植後観察を行った。100例の症例を重ねた

段階で、成績は安定し、8割以上の成功率を達成した(図1.A)。本研究の心臓移植モ

デルのマウスの組合せは、免疫応答がより強いB6マウスをレシピエントとし、BALB/cマ

ウスをドナーとした(Tanaka et al., 2004)。アロ移植において、移植後約7日で拍動が停

止し、全例で拒絶が確認された(図1.B)。 

既報においてαCD3F(ab')2 は移植前ではなく、移植後の投与によりグラフト生存期

間が延長することが示されている(You et al., 2011; Goto et al., 2013)。既報では

B10(H2b)から CBA(H2k)への移植であった(Goto et al., 2013)が、本研究では上述の

通り、より免疫応答の強い B6 をレシピエントに用いた心移植で検討した。まず

αCD3F(ab')2 の効果の検証を行った(図 2. A)。未治療群では、BALB/c 心臓移植片

はすべて B6 レシピエントマウスで速やかに拒絶された（n=5、生存期間中央値（MST）
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7 日、破線、図 2B）。術前 1 日目から術後 3 日目まで、αCD3F(ab')2 を毎日 50 μg 

5 日間連続静脈内投与（Early プロトコール）すると、移植片の生存期間は延長した

が、すべての移植片は最終的に拒絶された（n=5、MST=38 日、青線、p=0.0016 vs 未

治療群、図 2B）。一方、αCD3F(ab')2 を術後 3 日目から 7 日目まで連続 5 日間、毎

日 50μg 静脈内投与（Delayed プロトコール）すると、移植片の長期生存が促進され、

5 つの移植片のうち 4 つが 100 日以上機能した（n=5、MST>100 日、赤線、

p=0.0007、vs Early 群、図 2B）。以上より naïve レシピエントにおいては、Early 群と

Delayed 群ともに移植片生存率の延長が得られ、Delayed 群では 5 匹中 4 匹で 100

日以上の長期生存が得られた。

 

28 日目に Early または Delayed プロトコールで処置したレシピエントマウスから得た

GIL と脾細胞の特徴を分析し、制御性 T 細胞または別のリンパ球サブセットが移植片

の生存に関与しているかを解析した。Baas らが報告(Baas et al., 2016)している CD8+ 

T 細胞の PD-1 発現と、今回新たに T 細胞疲弊化の評価として TCF1 の発現を解

析・検討した。脾臓と移植片における Foxp3+ CD25+ CD4+ T 細胞の割合と数には、2

つの治療群間で有意差はなかった（図 3A）。PD-1+ TCF1high CD8+ T 細胞の割合は、

Early 群と比較して、Delayed 群の移植片で有意に高率であった（図 3B）。このサブセ

ットの特徴を調べると、Delayed 群では Ly108 細胞の割合が有意に高率であった（図

3C）。さらに、移植後 28 日目において、Delayed 群のマウスはドナー抗原特異的な
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IFN-γ 産生が減少していた個体が多かったものの、2 群間に有意差を認めなかった

（図 3D） 
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これらの所見は先行研究(Goto et al., 2013)に類似していた。移植後 100 日目の移

植片の組織学的所見では、Delayed 群では心筋組織間に線維化組織を認めるもの

の、CD3ɛ+ GIL の数は少なく観察された（図 4）。 

 

 

アロ抗原感作レシピエントマウスへのαCD3F(ab')2 の効果の検討 

BALB/c から B6 の皮膚移植または心移植 8-12 週の脾細胞を精製し、フローサイト

メトリーにて T 細胞のメモリー分画の検討を行った(図 5A)。CD4+（上段、図 5B）および

CD8+ T 細胞（下段、図 5B）において、CD44high CD62Llow サブセット（エフェクターT 細

胞：Tem）および CD44high CD62Lhigh サブセット（セントラルメモリー T 細胞：Tcm）の割

合は、心移植後の CD4+ Tcm を除き、naïve マウスと比較して有意に増加していた（図

5B）。さらに、心臓または皮膚移植により感作したマウスから得た脾細胞では、naïve マ

ウスから得た脾細胞と比較して、ドナー抗原刺激に対する IFN-産生が有意に増加し

た（図 5C）。以上の結果より、ドナー皮膚または心臓の移植いずれにおいても、ドナー

抗原に対するメモリーＴ細胞の生成が促進されると考えられた。 
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アロ抗原感作の方法として既報を参考に(Liang et al., 2010; Wu et al., 2008)、移植

後マウスの脾細胞を精製し移入する方法または、同一ドナーからの再移植を行う方法

論を検討した。レシピエントの B6 マウスに BALB/ｃマウスの心臓を移植し、移植 8 週

以降に脾臓を採取した。精製した脾細胞を B6 レシピエントマウスの移植 2 日前に静

脈内輸注した。移入した細胞がグラフト内に浸潤しているかどうかを確認するために、

Cell Trace Violet(図 6A)を用いて移入細胞の標識を行った。まず、レシピエントマウス

に移入する細胞数の検討を行った。本研究では、移入する細胞数を 5×10^6 個、

10×10^6 個、15×10^6 個の 3 群に分け、グラフト生着期間を最も短縮させる細胞数を

採用することとした。15×10^6 個の細胞数を移入した群でグラフトサバイバルが有意に

短縮した(図 6B)。 
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移入する細胞数に依存してレシピエントのアロ反応性が増強することは報告されて

いる(Honjo et al., 2006)。このモデルに対して αCD3F(ab')2 の効果の検証を行った。

Naïve マウスで長期グラフトサバイバルが得られた Delayed プロトコールとの比較を行

ったところ、Delayed 群の 5 匹中 3 匹で 100 日以上の長期生存が得られた(図 7)。 
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移入した細胞が移植片の拒絶反応に影響を与えているのか、GIL 中に移入細胞の

有無について検討を行った。移植前に輸注した脾細胞は移植 3 日目においても少数

であるがグラフト内に存在していることがわかった(図 8A)。しかし、移植 5 日目におい

ては感作マウスの GIL においても CD3+ TCR+の減少を認め除去が起きていた(図

8B)。 
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長期生存が得られたマウスの 100 日目の GIL において制御性 T 細胞の存在をフ

ローサイトメトリーで解析した。100 日目の GIL には細胞数自体が少ないものの、

Foxp3+ CD25+ CD4+ T 細胞の存在は確認することができた(図 9)。 

 

以上より、細胞移入によるアロ感作では、αCD3F(ab')2Delayed プロトコールにより

移植片の長期生存が得られた。この結果は、標識に用いた CTV の細胞毒性の影響

は無視できない。一方でセントラルメモリーCD8Ｔ細胞が移植片生着に保護的効果が

あると報告もある(Krupnick et al.,2014).αCD3F(ab')2 がアロ感作レシピエントに有効

であることを示すにはより強力なアロ感作レシピエントで調べる必要があると考えた。 

そこで、皮膚移植による感作後に心臓の再移植モデルで検討を行った(図 10A)。既

報と同様に、BALB/c 心移植片の拒絶反応は感作群で有意に促進された（MST 5

日、p=0.0002 vs Naïve 群、図 10B）(Wu et al., 2008)。 
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さらに、移植後 3 日目の感作マウスでは、移植片の組織所見でも CD3+細胞が多数

観察された(図 11A および B)。フローサイトメトリーで解析すると CD3+ GIL の数が有

意に増加していた（図 11C）。 

移植後 3 日目の移植片拒絶反応は始まったばかりであったため、移植片拒絶反応

の所見は明確ではなかった。しかし、8 日目の組織学的所見では、心移植片内に多
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数の細胞浸潤を認め、移植片拒絶反応が観察された(図 12)。

 

これら結果は、ドナー皮膚感作が脾臓における T 細胞の記憶サブセットの分布を変

化させ、ドナー抗原に対する免疫反応を亢進させて移植片の生存期間を短縮させた

ことを示している。抗 CD3 療法が感作レシピエントマウスにおける移植片の生存期間

を延長するかどうかを調べるために、感作レシピエントマウスにαCD3F(ab')2 Early プ

ロトコールまたは Delayed プロトコールを採用した（図 13A）。Early プロトコールは感作

レシピエントの移植片生存期間をわずかに延長し（n=5、MST=10 日、青線、p<0.01 vs. 

感作群、図 13B）、一方、Delayed プロトコールは移植片生存期間の延長を促進できな

かった（n=5、MST=5 日、赤線、p=0.313 vs. 感作群）。従って、感作マウスに対するα

CD3F(ab')2 療法の影響は、naïve マウスで観察されたものとは同じではなかった。 

 

アロ感作マウスの移植片浸潤細胞の検討 

アロ感作モデルでは、上述のように、これまでのプロトコールでは移植片の長期生存
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を得ることができなかった。感作条件下では、naïve 条件下と比較して、移植後早期に

アロ反応性 T 細胞が活性化され、移植片に浸潤すると考えられる。応答した記憶 T

細胞の特異的なマーカーを調べるために、移植直後に増殖した T 細胞集団の特徴を

調べた。まず、放射線照射したドナー系統のマウス脾細胞と共培養した感作マウスか

ら得られた T 細胞をフローサイトメトリーで解析した。感作マウスの脾細胞は、ドナー抗

原の再刺激により増殖 CD8+ T 細胞の割合が有意に高かった（n=3-4、p=0.0069、vs. 

naïve 脾細胞、図 14A）。T 細胞の分化、成熟に関わる転写因子である TCF1 の違い

についても解析したところ、感作脾細胞における増殖 CD8+ T 細胞は、TCF1low PD-1+

という特異的な表現型を示した（図 14B）。 

 

 

In vivo においても同様の結果が得られるか、アロ感作マウスに同一ドナーの心移植を

行い、移植後 3 日目の心移植片に含まれる CD8+ T 細胞を解析した。結果 TCF1low 

PD-1+の集団が naïve マウスに比べて感作マウスで増加していた（図 15A）。このサブ

セットが、急性拒絶に関与するエフェクター細胞の可能性を考え、T-bet と EOMES の

発現レベルを評価したところ、高発現を示し（図 15B）、このサブセットがエフェクター 

T 細胞の可能性が示唆された。 
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移植後 3 日目に浸潤する CD8+ T 細胞のサイトカイン産生について感作群と naïve

群で検討を行った。IFN-の産生は群間で有意な差はなかったが（図 16.A）、移植片

では感作群において有意に多くの Granzyme B 発現 CD8+ T 細胞が観察された（図

16.B）。これらの結果から、感作マウスでは細胞傷害性 CD8+ T 細胞がより早期に移植

片に浸潤したことが示唆された。移植後 3 日以内に浸潤したこれらの CD8+ T 細胞は

細胞傷害性を有しており、同種移植片の拒絶を関与する可能性があると考えられた。 
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アロ感作マウスに対する αCD3F(ab')2 療法の最適化の検討 

次に、治療効果を最大化するための投与時期の検討を行った。αCD3F(ab')2 は

naïve マウスにおいて、移植後の投与が有効であったが、感作モデルでは Delayed 群

に移植片生存の延長効果は認めなかった。この結果は、移植後 3 日目の時点で拒絶

に関わる GIL がすでに存在していたことに矛盾しない。アロ感作後であっても、移植

後早期に浸潤する細胞を許容したプロトコールが可能かについて、移植片の生存を

促進するための抗 CD3 療法開始時期の有効性を分析した（図 17.A）。注目すべきこ

とに、αCD3F(ab')2 の投与を 1 日目から開始する（Day1 プロトコール）と、移植片の

生存期間が有意に延長した（n=5、p=0.001 vs. Delayed 群、図 17.B）。移植後 8 日目

の GIL と脾細胞を分析したところ、移植片中の CD3+細胞の割合に 2 つの治療群間で

有意差はなかった（図 17.C）。Naïve 条件下で検討した GIL 中の制御性 T 細胞、疲

弊化 T 細胞が感作下においても移植片保護に関連があるのか調べた。移植片中の

Foxp3+ CD25+ CD4+ T 細胞の割合は、Delayed プロトコール群と比較して、Day1 プロト

コール群で有意に増加した（n=4、p=0.042、図 18）。
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細胞数については 2 群間に有意差はなかったものの、アロ感作の条件下においても

移植片内に制御性 T 細胞を誘導され、高い割合で存在していた。この結果は、制御

性 T 細胞は抗体治療によるリンパ球除去作用やアポトーシスに対して抵抗性を有す

る特徴を示唆していると考えた。 

さらに、TCF1high PD-1+ CD8+ T 細胞の割合は、両群間で同程度であった（図

19.A）。さらに、この細胞集団は、1 日目群では Ly108 の割合が有意に高いという特徴

を有していた（図 19.B）。このように、Day1 プロトコールは naïve 条件下と同様に GIL

の組成を移植片保護的なリンパ球サブセットに変化させ、感作条件下での移植片の

生存期間の延長につながった。 
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考察 

 

αCD3F(ab')2 は、NOD マウスを用いた自己免疫疾患モデルで利用されており、臨

床試験では 1 型糖尿病の進行を抑える可能性が示されてきた(Herold et al., 2002; 

Herold et al., 2013; Keymeulen et al., 2005; Hagopian et al., 2013; Sherry et al., 

2011)。げっ歯類の移植モデルにおいて、αCD3F(ab')2 の免疫学的効果は、FasL を

介する経路を介して移植片対して攻撃性を有した活性化された CD8+ T 細胞を選択

的に枯渇させ、移植片の長期生存を誘導することが報告されている(Penaranda et al., 

2011; Baas et al., 2016)。本研究では、αCD3F(ab')2 の Delayed プロトコールが、アロ

移植には厳しいマウスの組み合わせの場合でも、移植片生着を促進することが示され

た（図 2B）。さらに、ドナー感作マウスでは、従来の Delayed プロトコールと比較して、

移植後 3 日以内に GIL の反応性と細胞障害性が上昇した。しかし、αCD3F(ab')2 の

Delayed プロトコールを変更することで、効果は限定的ではあるが、感作条件下での移

植片生存期間を延長することができた（図 13B）。αCD3F(ab')2 の Delayed プロトコー

ルを用いた以前の研究では、心臓移植モデルにおいて移植片の生存期間を延長す

るのに重要な、移植片内の制御性 CD4+ Foxp3+ T 細胞の存在が明らかにされている

(Goto et al., 2013)。制御性 CD4+ T 細胞は、アポトーシスや抗体治療の影響に対して

抵抗性を示す性質を持ち(Penaranda et al., 2011;  Minamimura et al., 2006; Qu et 

al., 2010; Chatenoud and Bluestone, 2007)、Foxp3 が FasL の発現を負に制御してい

るとされる(Weiss et al., 2011)。さらに、抗 CD3 療法は、CD8+および CD4+疲弊化 T

細胞に低応答性状態を維持させることが報告されており、移植片内の疲弊化 CD8+ T

細胞は、抑制性レセプターの発現と TGFの産生によって移植片の保護効果を果た

すとされている(Baas et al., 2016)。移植片内のこれらのリンパ球サブセットは同種反応

性を抑制し、移植寛容の維持に不可欠な役割を果たしているとされる。CD3 治療によ

って促進される免疫寛容誘導の基礎となるメカニズムは、マウスの膵島移植モデルに

おいて、CTLA-4+ Foxp3+制御性 T 細胞および疲弊化 CD8 T 細胞と関連している

(Besançon et al., 2017)。これらの知見と一致して、本研究では、naïve 条件下におい

て、CD4+ CD25+ Foxp3+ T 細胞と CD8+ TCF1high PD-1+ T 細胞が Delayed プロトコー

ル群で高い割合で存在していることが示された。これらの報告は、抗 CD3 療法が、制

御性 T 細胞と疲弊化 T 細胞からなる免疫状態を調節することによって、移植片に保

護的な環境を誘導し、その結果、移植片の長期生存を促進するという考えを支持する

ものである。 

 アロ反応性メモリーT 細胞は、特に臨床の場において、移植寛容誘導の障壁となっ

ている(Adams et al., 2003; Brook et al., 2006)。これまでの研究では、共刺激阻害薬

を用いてこれらの問題を克服し解決しようと試みられてきた（Wu et al., 2008;  

Ayasoufi et al., 2013）。さらに、マウス抗胸腺細胞グロブリンを用いたリンパ球除去療
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法では、アロ反応性メモリーT 細胞が急速に回復するため、寛容誘導は困難であった

(Ayasoufi et al., 2019)。これまでの研究で、メモリーT 細胞は活性化やクローン増殖に

共刺激経路のシグナルを必要としないことが示唆されている(Kaech and Ahmed, 

2001)。このようにメモリーT 細胞の反応の動態は明らかにされているものの、臨床的に

適用できる戦略はまだ確立されていない。本研究では、αCD3F(ab')2 の移植片内に

おいて保護環境を誘導する作用が、臓器移植におけるメモリー免疫反応を抑制すると

いう仮説を立てた。αCD3F(ab')2 は、T 細胞を特定のサブセットにリモデリングする効

果を持ち、ヒト化 CD3 モノクローナル抗体（テプリズマブ）を用いた 1 型糖尿病の臨床

試験では、治療効果が最も良好であった被験者の末梢血中の機能不全 CD8+ T 細胞

は、EOMES、エフェクター分子、複数の抑制性レセプターの発現が増加しているという

特徴が示された(Long et al., 2016)。さらに、このサブセットはテプリズマブによる治療

後に拡大した。この所見は、抗 CD3 療法が CD8+ T 細胞の機能的応答を変化させる

という考えを支持するものである(Long et al., 2016)。そこで本研究は、感作移植モデ

ルにおいて、3 日目に投与を遅らせた αCD3F(ab')2 プロトコールがこの効果を発揮

するかどうかを検討した。その結果、移植後 3 日目から投与を開始する Delayed プロト

コールは移植片拒絶反応を抑制することができず、感作マウスにおいて有益な効果を

認めなかった。また、naïve マウスと感作マウスから得られた脾細胞の間で、抗原刺激

後の CD8+ T 細胞の転写因子 TCF1 のアップレギュレーションに有意な差が観察され

た。すなわち、感作マウスの脾細胞では、naïve 脾細胞から得られた脾細胞と比較し

て、増殖 CD8+ T 細胞における TCF1 の発現が有意に低かった（図 11B）。特に、感

作マウスの移植片では、TCF1low の CD8+ T 細胞が増加していた。これまでの基礎研

究(Zhou et al., 2010)や臨床研究では、TCF1 は CD8+ T 細胞の分化を制御する重要

な因子であることが示されている。さらに、TCF1 のサイレンシングはエフェクター細胞

の分化を決定する(Lin et al., 2016)。TCF1 の発現が低い CD8+ T 細胞のサブセット

は、エフェクターメモリー細胞に最も豊富に存在していたと報告されている

(Kratchmarov et al., 2018)。慢性感染モデルでは、TCF1high CD8+ T 細胞は TCF1low 

CD8+ T 細胞へと最終分化する(Wu et al., 2016)。また、CD8+ T 細胞の機能は TCF1

の発現レベルによって異なることが報告されている(Kratchmarov et al., 2018)。本研究

は、感作マウスへのドナー抗原再刺激における TCF1 の低発現が、CD8+ T 細胞にお

ける EOMES および T-bet の高発現と相関することを見出した。EOMES+ T-bet+ CD8+ 

T 細胞は、急性細胞拒絶反応を引き起こすエフェクター機能と関連していると報告さ

れている(Perez-Gutierrez et al., 2018; Gattinoni et al., 2009)。このことは、TCF1 の

発現が低い CD8+ T 細胞が、感作マウスにおける同種反応性と移植片拒絶反応に重

要な役割を果たしていることを示唆している。さらに、これらのエフェクターT 細胞を選

択的に標的とする治療と Delayed CD3 治療を併用することは、免疫寛容を誘導する

ための有望な戦略である可能性があると考えた。 
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 本研究は、感作マウスにおいて、1 日目のプロトコールが、3 日目の Delayed プロト

コール、および Early プロトコールよりも、移植片の生存を促進するのに効果的である

ことを示した。この結果（図 17B）は、αCD3F(ab')2 が病態の進行段階に依存して有

益な効果を示すことから支持された（You et al., 2011）。これはまた、臨床における Fc

非結合型 CD3 治療の至適治療域を慎重に決定する必要があることを示唆している。 

 Naïve マウスでは、T 細胞がドナー抗原に対してプライミングされているが、移植片

拒絶反応につながるような攻撃的な自己免疫反応がない、心臓移植後 3 日が有効な

治療ウィンドウと考えられていた。当教室において以前、マウスの心臓移植モデルに

おける移植後早期の GIL の機能に注目した(Ganchiku et al., 2021)。移植後 3 日目ま

で、GIL は移植片拒絶反応を促進する能力はなかった(Ganchiku et al., 2021)。さら

に、移植後 24 時間以内に CD8+ T 細胞の移植片への浸潤が観察され(Schenk et al., 

2008)、これらの CD8+ T 細胞は移植片内で増殖することができるが、T 細胞は移植片

拒絶反応を直接的には媒介しないと考えられている(Setoguchi et al., 2013)。一方、感

作条件下では、CD3 治療の治療時期を 3 日目より早く設定する必要があった。本研

究は、Day1 プロトコールでも制御性 T 細胞に富む GIL が得られることを示した（図

18A）。これは初期の GIL の保存と関連している可能性がある。さらに、Day1 プロトコ

ールが TCF1high CD8+ T 細胞のリモデリングを誘導することを示したが、これは naïve

な状況で Delayed プロトコールにより寛容を誘導したマウスのデータと同様であった

（図 3B および 19A）。さらに、Ly108+ TCF1high CD8+ T 細胞は、エフェクター細胞に分

化できない疲弊した T 細胞の前駆細胞として同定された(Chen et al., 2021)。実際、

TCF1high CD8+ T 細胞は、Day1 プロトコールにおいても Ly108 を発現した（図 19B）。

このことは、Day1 プロトコールが GIL を疲弊化した状態に移行させる可能性を示唆し

ている。感作マウスにおける αCD3F(ab')2 治療の治療時期によって、治療プロトコー

ルの有効性が異なることを明らかにした。移植片における TCF1high PD-1+ Ly108+ 

CD8+ T 細胞と CD4+制御性 T 細胞の両方の増強が、有益な効果に関連している可能

性がある。 
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結論 

 

1. マウス心移植モデルにおいて、αCD3F(ab')2 の Delayed プロトコールは、免

疫応答の強いマウス系統をレシピエントに用いた naïve 条件においても、レシ

ピエントの移植片生着を促進させることを可能とする。過去に、同プロトコール

で本研究のレシピエント、ドナーマウスの組合せの報告はなく、移植免疫研究

で使用可能な移植実験モデルである。 

 

2. ドナー皮膚または心臓の移植により、レシピエントのメモリーT 細胞分画が増加

し、ドナー抗原刺激に対する IFN-γ 産生が促進され、皮膚移植でもレシピエ

ントのアロ抗原感作は可能であった。 

 

3. アロ感作の方法として細胞移入と皮膚再移植を行った。後者において、感作

群で移植片の拒絶が有意に促進され、CD3ɛ+ GIL の数が増加するため、GIL

の解析には有用であった。感作マウスに対する αCD3F(ab')2 療法の効果は、

naïve マウスとは異なっていた。アロ感作下、すなわちアロ反応性メモリーT 細

胞存在下に αCD3F(ab')2 療法を使用した報告はなく、移植片の生着には至

らない結果ではあるが、知見としては重要であり、強力なメモリーT 細胞の反応

を解析する上で有用な実験手法と考える。 

 

4. 感作マウスにおいて、移植後早期に TCF1lowPD-1+ CD8+ T 細胞が移植片に

浸潤する。この細胞集団は、T-bet と EOMES の高発現を有しており、急性拒

絶に関わるエフェクター細胞と考えられた。同一細胞集団ではないが、感作マ

ウスの 3 日目の GIL の CD8+T 細胞は Granzyme B を高発現しており、移植

後拒絶反応の治療標的となるＴ細胞と考える。 

 

5. 感作マウスにおいて、αCD3F(ab')2 の投与を移植後 1 日目から開始する

Day1 プロトコールは、移植片の生存期間を有意に延長し、移植片内の PD-1+ 

TCF1high Ly108+ CD8+ T 細胞の割合を増加させた。この細胞亜集団が移植片

に対して保護的に関与した可能性が示唆され、機能的解析や誘導メカニズム

について今後の研究が期待される。 
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