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研究成果の概要（和文）：制御性T細胞は免疫応答に抑制的に働き、胸腺由来の内在性制御性T細胞と末梢由来の
誘導性制御性T細胞の２つのサブセットを持つ。本研究では、炎症や血管新生が惹起されたハイリスク角膜移植
における制御性T細胞ならびにそのサブセットの免疫抑制能を検討した。本研究結果から、ハイリスク角膜移植
における誘導性制御性T細胞の減少ならびに誘導性制御性T細胞におけるCTLA-4、IL-10、TGF-βの発現の減少が
明らかになった。これらの結果、誘導性制御性T細胞の免疫抑制能の低下がハイリスク角膜移植における拒絶反
応の増加を引き起こしている可能性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Regulatory T cells (Tregs) are crucial for allograft survival. Tregs can be 
divided into thymus-derived natural Tregs (tTregs) and peripherally-derived induced Tregs (pTregs). 
We determine whether the suppressive function of Treg subsets is hampered in hosts who are at high 
risk for rejecting their graft. We demonstrate that in high-risk recipients the frequencies and 
function of pTregs (but not tTregs) are suppressed. Reduced function of pTregs correlated with 
decreased expression of CTLA-4, interleukin-10, and transforming growth factor-β. Adoptive transfer
 of pTregs from mice at low risk of subsequent graft rejection is able to rescue graft survival in 
recipients that are at high risk of rejecting their grafts. Our data suggest that impaired function 
of pTregs, but not tTregs, mediates the loss of immune tolerance and promotes allograft rejection.

研究分野：角膜移植免疫

キーワード： 角膜移植　制御性T細胞　誘導性制御性T細胞　内在性制御性T細胞　IL-10　TGF-β　角膜移植免疫　ハ
イリスク角膜移植
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１．研究開始当初の背景 
ステロイドやシクロスポリン、タクロリムス
などの免疫抑制剤の登場により、角膜移植後
の急性拒絶反応は減少し、その成績は向上し
たが、未だに血管新生や感染症、再移植など
の炎症が惹起された角膜(ハイリスクレシピ
エント角膜)ではその 40-90%に拒絶反応を伴
う。また免疫抑制剤の副作用(白内障、緑内障、
易感染性、腎毒性、薬剤毒性)や慢性拒絶反応
には無効であるなど問題が多い。また、本邦
においてはドナー角膜が十分に充足している
とは言えず、移植臓器において長期的に免疫
寛容(免疫抑制剤を中止しても移植臓器が十
分に機能する状態)が成立することが臨床的
に重要である。 
	 制御性 T 細胞(Treg)は 1995 年に同定され
た比較的新規の細胞で、免疫応答に抑制的に
働く。この Treg を人為的に増幅し、抗原特異
的にドナー角膜に誘導させることができれば
角膜移植片に副作用なく免疫寛容を成立させ
ることができると期待されている。 
	 申請者らは血管新生のない通常の角膜移植
において、Treg の分化に必須の遺伝子である
Foxp3 の発現の低下が、拒絶反応の主座を担
うエフェクターT 細胞(Teff)の抑制能の低下
や抑制性サイトカインの減少を引き起こし、
拒絶反応に影響を与えていることを明らかに
した(Chauhan S, et al, J Immunology,2009)。
また、低用量の IL-2 を投与することで Treg
を増幅し、角膜移植片の生存を延長させるこ
と を 明 ら か に し た (Tahvildari M and 
Inomata T et al, Transplantation, 2015)。 
	 しかし、炎症が惹起されたハイリスクレシ
ピエント角膜に対する角膜移植における
Treg の免疫抑制能の変化については未だ明
らかになっておらず、最近の研究結果からも
Treg の分化状態はこれまで考えられてきた
ほど安定ではなく、炎症などの環境の変動に
対し、Foxp3 の発現および免疫抑制機能を失
うことが明らかになってきた(Zhou X, et al, 
Nature Immunol, 2009)。このため Treg を用
いた新規免疫抑制療法の臨床応用には Treg
の安定的に誘導する免疫抑制メカニズムを解
明し、移植臓器に効率的に誘導する方法を開
発することが重要である。 
	 申請者はこれまでに炎症環境下における
Treg の免疫抑制能を明らかにするために、血
管新生を誘導し、炎症を惹起した角膜に対す
る同種異系角膜移植モデル(ハイリスク角膜
移植 ) を構築し (Inomata T et al, J Biol 
Methods, 2015)、以下の予備的な研究結果を
得ている。 
ハイリスク角膜移植において、 

1. 頸部リンパ節細胞ならびに角膜移植片に
おける Treg の減少ならびに Foxp3 の発
現量の減少 

2. Treg の Teff 増殖抑制能の低下(インビト
ロ) 

3. Treg の免疫抑制分子 CTLA-4 の発現量
の減少 

4. Treg の抑制性サイトカインの IL-10、
TGF-βの減少ならびに炎症性サイトカ
インの IFNγの増加 

	 これらの予備研究結果より、ハイリスク角
膜移植ではFoxp3ならびにCTLA-4やIL-10、
TGF-βなどの抑制性分子が減少し、Treg の
機能不全を起こしていることが明らかになっ
た。 
近年、Treg は内在性 Treg と誘導性 Treg の

２つのサブセットを持ち、Neuropilin-１
(Nrp-1)の内在性 Treg における高発現が明ら
かになった。内在性 Treg は免疫寛容における
恒常性維持、誘導性 Treg は局所における免疫
寛容に重要で、２つは相補的に機能している
と 考 え ら れ て い る が (Yadav M et al: 
Frontiers in immunology, 2013)、炎症環境下
における Treg のサブセットの分布や免疫抑
制能ならびにその安定性は明らかになってい
ない。 
	 本研究では、Nrp-1 を用い、ハイリスク角
膜移植における誘導性 Treg と内在性 Treg の
分布ならびに免疫抑制能と安定性を評価し、
Treg のサブセットにおける新規免疫抑制経
路を解明することで、Treg を用いた新規移植
免疫寛容導入療法開発に向けた基盤となる研
究を行う。 
	  
 
２．研究の目的 
角膜移植後の急性拒絶反応に対して、ステロ
イドやタクロリムスなどの免疫抑制剤を中心
とした治療が行われてきたが、未だに血管新
生や感染症、再移植などの炎症が惹起された
ハイリスク角膜に対する角膜移植では 40-
90%に拒絶反応を伴う。これまでに申請者ら
は角膜移植片に対する Treg を用いた免疫寛
容誘導療法の可能性を明らかにしたが、Treg
は炎症環境下では安定性を失い、免疫抑制機
能不全となる事が臨床応用への障壁となって
いる。 
本研究では、炎症環境下における Treg のサ

ブセットである内在性 Treg と誘導性 Treg の
免疫制御への役割ならびにその分化維持機構、
安定性を明らかにし、免疫抑制経路を解明す
ることで、Treg のサブセットを用いた新規免
疫抑制療法開発に向けた基盤となる研究を行
う。 
 

 
３．研究の方法 
本研究では研究期間内に以下の(1)-(5)の研究

方法で実施した。 
(1)血管新生を誘導し、炎症を惹起したハイ

リスク角膜移植モデルと血管新生のない

正常角膜移植(コントロール)の比較。 
(2)誘導性 Treg と内在性 Treg の同定と

Foxp3 ならびに免疫抑制分子の発現量



の解析。 
(3)抑制性/炎症性サイトカインの分泌量な

らびに角膜移植片における発現量の解

析。 
(4)インビトロにおいて抗原提示細胞

(APC)、T エフェクター細胞(Teff)と誘

導性 Treg もしくは内在性 Treg を共培

養し、T 細胞増殖抑制能の比較。 
(5)分離した誘導性 Treg もしくは内在性

Treg をマウスの尾静脈から adoptive 
transfer し、角膜移植片の生存率を評価

し、インビボにおける Treg のサブセッ

トの免疫抑制能ならびに安定性と有効性

の評価。 
 
平成 28年度：ハイリスク角膜移植における誘
導性 Treg と内在性 Treg の分布ならびに免疫
抑制性分子の発現量の定量	
	
(1) ハイリスク角膜移植モデルの作成	
	 角膜実質に 14日間ナイロン糸を留置し、新
生血管を誘導したハイリスクレシピエント角
膜を作成した。ドナー角膜(C57BL/6)からレシ
ピエント角膜(BALB/c)に同種異系角膜移植を
行った。	
	
(2) 誘導性 Treg と内在性 Treg の同定と免疫

抑制分子の発現量の計測	
	 マウスの角膜移植における急性拒絶反応は
移植後 10-14 日に始まる。角膜移植術前なら
びに角膜移植 7、14 日後の頸部リンパ節なら
びに角膜移植片の細胞を採取し、フローサイ
ト メ ー タ ー (FACS) に て 誘 導 性
Treg(CD4+CD25+Foxp3+Nrp-1-Treg) 、 内 在 性
Treg(CD4+CD25+Foxp3+Nrp-1+Treg)の分布なら
びに、Foxp3 の発現量を Mean	 Fluorescence	
Intensity(MFI)にて定量した。	
	 Treg は CTLA-4、GITR、PDL-1、LAG-3 など免
疫抑制性分子を介してその免疫抑制能を維持
する。FACS にて誘導性 Treg ならびに内在性
Treg に発現する免疫抑制性分子の発現量を
MFI にて定量化した。	
	
(3) 誘導性 Treg と内在性 Treg のサイトカイ

ンの発現量の定量	
	 Treg は IL-10 や TGF-β などの抑制性サイ
トカイン、IFNγといった炎症性サイトカイン
によってその免疫抑制作用が調節される。頸
部リンパ節細胞から MACS 磁気細胞分離を用
い CD4+CD25highTreg を採取し、Nrp-1 染色を行
い 、 FACS ソ ー テ ィ ン グ で 誘 導 性
Treg(CD4+CD25highNrp-1-Treg) と 内 在 性
Treg(CD4+CD25highNrp-1+Treg)を分離した。そ

の後、PMA と Inomycin で T細胞受容体を共刺
激し、IL-10やTGF-β、IFNγの分泌量をELISA	
法で評価した。さらに、角膜移植片より mRNA
を抽出し、cDNA を合成し、Foxp3、IL-10、TGF-
β、IFNγ の発現量を real-time	 PCR を行い
定量化した。	
	
平成 29年度：誘導性 Treg と内在性 Treg の免
疫抑制作用と安定性と有効性の評価	
	
(4) （インビトロ)誘導性Tregと内在性Treg

の T細胞増殖抑制能の評価	
	 Teffは角膜移植における急性拒絶反応の主
座を担う。Treg は Teff に対し抑制的に働く
ことで免疫寛容を誘導する。MACS 磁気細胞分
離で頸部リンパ節細胞から Treg ならびに
Teff 細胞を分離した。同様の方法で、C57BL6
マウスの脾臓から APC を分離した。FACS ソー
ティングで分離した誘導性 Treg もしくは内
在性 Treg、Teff 細胞、APC を CD3e と３日間
共培養した。その後 BrdU 染色を行い、Treg の
T 細胞増殖抑制能の評価を行った(Treg	
Suppression	Assay)。	
	
(5) (インビボ)内在性 Treg ならびに誘導性

Tregの adoptive	transferを用いた角膜
移植片に対する免疫寛容誘導の効果なら
びに安定性と有効性の評価	

	 角膜移植を行ったマウスにハイリスク、コ
ントロール角膜移植由来の誘導性 Treg、内在
性 Treg を静脈投与(adoptive	 transfer,	
1.0×105 個/100ul)し、角膜移植片の生存率
（透明率）を評価し、インビボにおける Treg
のサブセットの免疫抑制能ならびに安定性と
有効性の評価を行った。	
	
	
４．研究成果	
平成 28 年度は、(1)レシピエント角膜に炎症
を惹起したハイリスク角膜移植モデルを作成
し、(2)pTreg と tTreg の同定ならびに Foxp3
の発現量を計測した。免疫抑制メカニズムに
対しては(2)免疫抑制性分子の発現量ならび
に(3)抑制性/炎症性サイトカインの発現量
(real-timePCR)と分泌量(ELISA)の評価に取
り組んだ。		
	
(1)	ハイリスク角膜移植モデルを作成し、ハ
イリスク角膜移植モデルにおけるレシピエン
ト角膜の血管新生(CD31)、リンパ管(Lyve-1)	
新生の免疫染色を行い、血管/リンパ管新生の
動態を検証した。ハイリスク角膜移植におけ
る血管新生は 2 峰性の血管新生の動態を示す	
ことを明らかにした(図 1)。一方でレシピエ
ント角膜におけるリンパ管の新生はコントロ
ール角膜移植では減退するのに対し、ハイリ
スク角膜移植では増加を保持することが明ら
かになった。		
	
	



(図 1)	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
(2)	ハイリスク角膜移植におけるレシピエン
ト角膜の Treg の減少ならびに Foxp3 の発現
量の減少をフローサイトメトリーにて明らか
にした	(図 2)。	
	
(図 2)	

	
(3)	ハイリスク角膜移植の頸部リンパ節にお
ける誘導性制御性 T 細胞(pTreg)の CTLA-4 の
発現の低下をフローサイトメトリーにて明ら
かにした。また、pTreg における IL-10、TGF-
β の分泌量の減少ならびに IFN-γ の分泌量
の増加を ELISA 法にて明らかにした。		
	
平成 29年度は、誘導性 Treg と内在性 Treg の
免疫抑制作用とその安定性と有効性の評価を
目的として、(4)インビトロ下に誘導性 Treg
と内在性 Treg の T 細胞増殖抑制能の評価と、
(5)内在性 Treg もしくは誘導性 Treg の
adoptive	 transfer を用いた角膜移植片に対
する免疫寛容誘導の効果ならびに安定性と有
効性を評価した。		
	
(4)	 tTreg と pTreg の T 細胞増殖抑制能の評
価をハイリスク角膜移植と通常の角膜移植を
比較したところ、tTregの免疫抑制能に変化は
なかったが、ハイリスク角膜移植における
pTreg の免疫抑制能の低下が明らかになった
(p=0.008,	図 3)。		
(図 3)	

	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
(5)	 インビボにおける Treg のサブセットの
免疫抑制能ならびに安定性と有効性を評価し
た(図 4)。分離した pTreg もしくは tTreg を
マウスの尾静脈から adoptive	 transfer し、
角膜移植片の生存率を評価したところ、コン
トロール角膜移植から分離した pTreg は角膜
移植片の生存率を延長したが、ハイリスク角
膜移植から分離した pTreg は角膜移植片の生
存率を延長しなかった(p=0.129)。		
	
(図 4)	

	
	 本研究期間内に、	
ハイリスク角膜移植において	

(1) 2 峰性の血管新生	
(2)-1 角膜移植片の Treg の減少	
(2)-2	Foxp3 の発現量の低下	
(3)-1 頸部リンパ節における誘導性制御

性 T細胞の減少	
(3)-2	誘導性制御性T細胞におけるCTLA-

4 の低下	
(3)-3	 誘導性制御性 T 細胞における IL-

10、TGF-βの分泌量の減少ならび
に IFN-γの分泌量の増加	

(4)			Treg	Suppression	Assay による誘
導性制御性 T 細胞の免疫抑制能の
低下(インビトロ)	

(5)	 		 Adoptive	transfer による誘導性
制御性 T 細胞の免疫抑制能の低下
(インビボ)	

を明らかにした。	
このことから、血管新生や炎症が惹起された

環境下において誘導性制御性 T 細胞は可塑性
を持ち、その免疫抑制能を失うことことが明
らかになった。	
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recipients prolonged graft survival and reduced graft opacity even in hosts that were considered at high risk for 
rejecting their allografts (Fig. 3A,B). Of note, the adoptive transfer of pTregs from low-risk grafted controls to 
high-risk recipients enhanced median graft survival to levels seen normally with low-risk hosts without transfer 
(Fig. 3C). Although tTregs from both high-risk and control recipients prolonged graft survival, they were less 
efficient than the highly functional pTregs derived from low-risk recipients in promoting graft survival.

Discussion
Tregs have attracted broad interest for their role in supporting allograft survival. Corneal allografts normally 
enjoy very high survival rates due to tolerogenic mechanisms that account for ocular immune privilege28; how-
ever, in settings of graft site inflammation (‘high-risk’ transplantation) the risk of a prompt rejection becomes a 
near absolute certainty20,29,30.

In accord with previous studies reporting reduced Treg frequencies in solid organ graft rejection31–33, we 
show herein decreased Treg frequencies at the graft site of high-risk grafted hosts. We further observed decreased 
Foxp3 expression in high-risk corneas and by Tregs from DLNs of high-risk recipients. Because Foxp3 is the key 
transcription factor for Tregs and its expression level correlates with Treg suppressive function23,34, Tregs from 
high-risk recipients with less Foxp3 expression display decreased inhibitory functions ex vivo.

It is recognized that Foxp3+ Tregs are comprised of multiple subsets, and it has been suggested that pTregs 
control antigen-specific immune responses in the periphery, whereas tTregs maintain general immune home-
ostasis8–10. Here, we show that pTregs from high-risk recipients show reduced suppressive function compared 
to pTregs from low-risk recipients. In accord with our previous study23, we found that pTregs from high-risk 
recipients with rejected corneas express less Foxp3 compared with high-risk acceptors (Supplemental Fig. 1D, E). 
In this context, and given our data, we propose that pTregs induce peripheral tolerance for allografts under phys-
iologically normal conditions, whereas graft site inflammation leads to pTreg instability or dysfunction after 
transplantation, which in turn promotes graft rejection. Although sutures in the cornea may induce local inflam-
mation, we see similar pTreg frequencies and Foxp3 expression in the DLNs of mice before transplantation with 
sutured and non-manipulated corneas (Supplemental Fig. 1).

Tregs exert their suppressive function via expression of inhibitory cell surface molecules (e.g., CTLA-4)35 and 
through production of immunoregulatory cytokines, such as IL-10 and TGF-β 14,36. In high-risk hosts we observe 
reduced CTLA-4, IL-10, and TGF-β  expression by pTregs, which correlates with their reduced suppressive func-
tion both in vivo and in vitro. In contrast, the acquisition of IFN-γ  by Tregs isolated from high-risk hosts suggests 
not only impaired regulatory function but also an adopted proinflammatory function, which may further imperil 
allograft survival. In accord, we found decreased IL-10 and increased IFN-γ  and IL-12 mRNA expression in 

Figure 3. Effect of pTreg and tTreg adoptive transfer on allograft survival in high-risk recipients. pTregs 
and tTregs were isolated from the draining lymph nodes (dLNs) of high-risk and low-risk (LR) recipients at day 
14 post-transplantation, and 1 ×   105 cells were intravenously injected into high-risk (HR) recipients 18 hours 
post-transplantation (n =  6/group). High-risk and low-risk recipients without transfer served as controls (No 
adop. trans). (A) Opacity scores and (B) graft survival were monitored for up to 8 weeks post-transplantation 
(**p <  0.01). HR hosts transferred with LR pTregs had a significantly higher survival (p =  0.006) and reduced 
opacity scores (**p <  0.01) than HR recipients without adoptive transfer. Log-rank test. (C) The median graft 
survival shows that only pTregs from LR recipients significantly improved graft survival in HR recipients to 
levels seen in LR control recipients. Mann-Whitney Test, n =  6–10 mice/group.

www.nature.com/scientificreports/

2Scientific RepoRts | 6:39924 | DOI: 10.1038/srep39924

Results
Treg dysfunction in high-risk transplantation. Transplantation was performed onto recipients with 
quiescent low-risk and inflamed high-risk graft beds. Grafted corneas were harvested to determine Treg migra-
tion to the graft site 14 days after corneal transplantation. Treg frequencies (Fig. 1A,B) and Foxp3 expression 
(Fig. 1C) were reduced in corneas from high-risk recipients compared to recipients at low-risk for rejection. 
Ipsilateral draining lymph nodes (dLNs) are the principal sites of allosensitization25; thus we compared Foxp3 
expression and Treg functionality in the dLNs of high-risk vs. control low-risk graft recipients. Foxp3 protein 
expression in Tregs from dLNs of high-risk graft recipients was reduced compared to low-risk graft recipients 
(Fig. 1D). Tregs isolated from dLNs of high-risk recipients and cultured with Tconv cells displayed ~20% less 
suppressive function compared to Tregs isolated from low-risk control recipients (Fig. 1E). When donor-specific 
(C57BL/6) APCs were used to stimulate T cell proliferation, only Tregs from low-risk control recipients showed 
suppressive function; with third party C3H APCs, both high-risk and low-risk host-derived Tregs displayed a 
comparably low suppressive function at ~60% (Fig. 1E).

Figure 1. Regulatory T cell dysfunction in high-risk graft recipients. Corneal grafts were transplanted onto 
inflamed high-risk or control (‘low-risk’) host beds, and their corneas and draining lymph nodes (dLNs) were 
analyzed 14 days post-transplantation. (A, B) Corneal grafts were harvested and digested with collagenase 
D. Single cell suspensions were stained for Foxp3 and CD4, and analyzed using flow cytometry. 5 corneas per 
group were pooled for each analysis; data shown are representative of 3 independent experiments. (C) Corneal 
grafts were harvested, mRNA was isolated, and Foxp3 expression was analyzed using real-time PCR 14 days 
post-transplantation. n =  5. (D) DLNs were harvested, each DLN was stained for Foxp3 and CD4, and analyzed 
separately using flow cytometry. Mean fluorescence intensity (MFI) of Foxp3 levels by Tregs of low-risk and 
high-risk graft recipients was assesssed. N =  5 mice/group, data shown are representative of 3 independent 
experiments. (E) Treg suppression assay showing Treg suppressive function of Tregs isolated from DLNs of 
high-risk vs. low-risk recipients 14 days post-transplantation. Suppression of naïve BALB/c CD4+CD25− 
conventional T cell proliferation by Tregs was assessed following exposure to C57BL/6 (donor) or C3H (third 
party) APCs. All data were obtained from n =  5 mice/group and representative data from three independent 
experiments are shown. p values are calculated using the Mann-Whitney test and error bars represent SEM.
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Dysfunctional pTregs express reduced immunoregulatory molecules and increased inflamma-
tory cytokine. Alloantigen-specific peripherally-induced pTregs have been defined as Nrp-1−26,27. Here, we 
FACS sorted Nrp1+ tTregs and Nrp-1− pTregs to assess their suppressive function on Tconv cell proliferation in 
vitro. We found that pTregs from high-risk recipients showed ~20% less suppressive function than pTregs from 
low-risk recipients (Fig. 2A). To determine how pTreg dysfunction in hosts prone to rejection may fail to induce 
allotolerance, we evaluated the expression of several key Treg regulatory molecules and cytokines critical for 
their function. First, we assessed the expression of the co-inhibitory molecule CTLA-4 by pTregs and tTregs, 
and noted that pTregs from high-risk recipients have lower frequencies of CTLA-4hi pTregs whereas tTregs from 
high- and low-risk recipients show no difference (Fig. 2B and C). pTreg frequencies and their Foxp3 expres-
sion in the DLNs of low-risk and high-risk graft recipients were analyzed before and 14 days after transplan-
tation. Corneal suturing did not affect pTreg frequencies or Foxp3 expression, but transplantation into these 
high-risk graft beds reduced their Foxp3 expression compared to transplants into low-risk (not sutured) graft 
beds (Supplemental Fig. 1A–C). Comparing pTreg frequencies and Foxp3 expression high-risk acceptors vs. rejc-
tors 14 days post-transplantation showed no difference in pTreg frequencies but reduced Foxp3 expression in 
rejectors (Supplemental Fig. 1D and E). Then, we measured levels of IL-10, TGF-β 1, and IFN-γ  in the supernatant 
of sorted and cultured pTregs and tTregs using ELISA. IL-10 (Fig. 2D) and TGF-β 1 (Fig. 2E) expression levels 
were significantly reduced in pTregs from high-risk recipients. In contrast, IFN-γ  expression by both pTregs and 
tTregs from high-risk recipients was increased (Fig. 2F). In grafted corneas, we found less IL-10 but increased 
IFN-γ  and IL-12 expression in high-risk recipients (Supplemental Fig. 2).

Adoptive transfer of functional pTregs restores allotolerance. To investigate whether normal allo-
tolerance can be restored in high-risk hosts, we adoptively transferred pTregs or tTregs isolated from low-risk or 
high-risk recipients to high-risk recipients soon (18 hours) after transplantation. Our data showed that pTregs 
isolated from high-risk recipients were incapable of preventing allograft rejection, whereas pTregs from low-risk 

Figure 2. Function of pTregs and their differential expression of cytokines and co-immunosuppressive 
molecules. Corneal transplantation was performed in low and high-risk recipients, and draining lymph 
nodes (dLNs) were isolated 14 days post-surgery. For further analyses separate single cell suspensions for each 
DLN were prepared, n =  5/group. (A) pTregs and tTregs were FACS sorted from the dLNs of graft recipients 
according to their Nrp1 expression; pTregs =  Nrp1−, tTregs =  Nrp-1+. The suppressive potential of pTregs and 
tTregs on CD4+CD25− conventional T cell proliferation in the presence of C57BL/6 APCs was compared using 
a Treg suppression assay. (B) Dot plot showing frequencies of CTLA-4hi pTregs of dLNs from high-risk and low-
risk recipients. (C) Flow cytometry analysis showing frequencies of CLTA-4hi tTregs and pTregs in the dLNs of 
high-risk and low-risk recipients. (D–F) pTreg and tTregs were isolated from the draining lymph nodes of high-
risk and low-risk recipients, cultured and the expression levels of (D) IL-10, (E) TGF-β 1, and (F) IFN-γ  were 
analyzed in the supernatant by ELISA. All data were obtained from n =  5 mice/group and represent data from 
three independent experiments. p values are calculated using the Mann-Whitney test and error bars represent 
SEM.

the fraction of the graft area that was covered by blood vessels
was only slightly increased shortly after transplantation and
remained constant for nearly 2 weeks. A fast and significant
angiogenic response was seen in HR recipients that saturated
within a week after transplantation.

In contrast to blood vessels, the lymphangiogenic
response was similar in HR and LR recipients when the

entire corneal surface was analyzed (Figs. 3A, B, n = 10).
However, when only the graft was analyzed, distinct
dynamics for lymphatic ingrowth were observed (Figs. 3C,
D, n = 10, *P , 0.05, ***P , 0.001). Compared with LR
recipients, a significantly higher amount of lymphatic vessels
was observed in grafted corneas in HR recipients 1 week after
transplantation, which stayed higher throughout the follow-up

FIGURE 1. NV, opacity, and graft survival in LR and HR transplant recipients. HR recipients underwent 3 intrastromal suture
placements 14 days before corneal transplantation. LR recipients received no sutures before transplantation, and the corneas were
left avascular and alymphatic. Corneal grafts were harvested from C57BL/6 donors and transplanted to BALB/c recipients, and the
outcomes were assessed weekly for 8 weeks. A, Representative slit-lamp images showing corneas posttransplantation in vivo
(magnification ·25). (B) NV scores were markedly higher in HR grafts compared with LR (2-way ANOVA, n = 10/group, ***P ,
0.0001). We included all grafts in this statistics, irrespective of their survival scores. C, Graft opacity scores were markedly higher in
the HR grafts compared with LR (2-way ANOVA, n = 10/group, ***P , 0.0001). D, Correlation between NV and graft opacity
scores was examined by the Spearman correlation test at day 14 after corneal transplantation (n = 140, g = 0.84, P , 0.0001). E,
Kaplan–Meier survival curves show a significant decrease in the survival of HR graft recipients compared with LR recipients (log-
rank test, n = 10/group, ***P , 0.0002).
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