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研究成果の概要（和文）：CD25受容体に親和性を持たせたIL-2抗体（JES6-1）とIL-2の複合体で制御性Ｔ細胞
(Treg)を誘導できる。これを用いて、MHC完全ミスマッチ間マウス肺移植のアログラフト生着が９０日以上に渡
って維持された。ジフテリアトキシンによるTreg失活マウスで同様の実験を行うと、IL-2cx投与にも関わらずグ
ラフトは短期で拒絶された。また、各組織のTregをFACSで測定するとTregが誘導されていることが示された。以
上より、Treg誘導によりマウス肺移植後拒絶反応を長期に抑制した。また、アログラフト内でのFoxp3+ Tregを
含む三次リンパ構造が重要な役割を果たすことが示された。

研究成果の概要（英文）：Using targeted interleukin-2 (IL-2) pre-treatment in fully immunocompetent 
mice, we here achieved acceptance of　fully mismatched lung allografts that remained functional for 
>90 days. These tolerogenic effects were controlled by graft-homing forkhead box p3 (Foxp3)+ 
regulatory T (Treg) cells. Thus, although circulating Treg cell counts rapidly returned to baseline 
following IL-2 pre-treatment, Foxp3+ Treg cells persisted in peribronchial areas of the grafted 
lung, forming bronchus-associated lymphoid tissues (BALT). Foxp3-transgenic mice with inducible 
deletion of Foxp3+ cells were unable to form organized BALT containing Foxp3+ Treg cells, as 
evidenced using microscopy-based calculation of ordered distribution, and these mice acutely 
rejected their lung allografts. Collectively, we report a high-intensity and biased IL-2 
pre-conditioning able to induce Foxp3-controlled BALT to facilitate acceptance of vascularized and 
ventilated lung allografts without the need of immunosuppression.

研究分野： 移植免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺移植は末期呼吸器疾患に対する治療手段の一つである。1998年の本邦初症例以来、症例数は増加しており、一
般呼吸器外科診療の一つとなった。一方で、肺移植術後慢性期の術後成績は長年停滞傾向となっている。本研究
ではIL-2複合体によりマウス肺移植実験で長期に渡ってグラフト保護効果を示した。本法を用いた免疫制御法
で、臨床肺移植で課題となっている慢性期免疫抑制治療戦略を改善できると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
肺移植は末期呼吸器疾患に対する最終治療手段の一つである。一方で、長年の移植医療に対する
研究にもかかわらず、慢性期における生存曲線はこの 20 年間でほぼ変わっていない。長期予後
不良の最大の要因は慢性期移植肺機能不全(CLAD)である。また、術後 5 年以内に 50％のレシピ
エントが経験する急性拒絶反応(ACR)は、CLAD を引き起こす要因の一つである。ACR および
CLAD は、長期予後を改善するために克服すべき最大の課題となっている。 
 現在臨床で用いられている免疫抑制剤（サイクロスポリン、ステロイド等）は、主に免疫応答
を抑制する作用の薬剤がほとんどだが、免疫制御系を賦活させる方法は未だ実用化に至ってい
ない。既存の治療法では拒絶を抑えるには不十分な現状においては、新たなアプローチが求めら
れている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、マウス肺移植モデルで示された、IL-2cx を用いた免疫抑制効果を臨床応試験
の段階に移行するための、準備を整えることである。 
 
３．研究の方法 
① マウス肺移植モデルのプロトコール 
 IL-2cx は Boyman 教授の研究室で作成されたものを冷凍空輸し、冷凍庫で保存する。レシピエ
ントマウス(C57BL/6)に対し、術前にヒト IL-2cx(5µg/day)を 3 日間腹腔内投与する。最終投与日
の翌々日に、MHC 完全ミスマッチのマウス(BALB/c)をドナーとしたマウス同所性左片肺移植を
カフテクニック法で行う。IL2cx の代わりにリン酸緩衝生理食塩水(PBS)を投与したマウスを対
照群とする。手術日から犠牲死日まで、身体所見、異常行動の有無等を観察する。術後 15 日、
30 日、60 日、90 日で犠牲死させ、肺及び血漿とともに、縦郭リンパ節、脾臓を採取する。 
② 呼吸生理学的評価・画像評価 
 人工呼吸器管理の上で、レシピエント固有の右肺の循環・換気を結紮により停止する。その上
で、移植された左肺のコンプライアンス、血液ガスを測定する。 
③ 組織学的評価 
 レシピエントの両肺は病理組織検査を行い、HE 染色と Trichrome 染色を行い、国際心肺移植
学会の基準に基づき、拒絶反応の点数化および閉塞性細気管支炎の診断を行う。 
④ リンパ球動態の解析、サイトカイン分析 
採取されたリンパ節、両肺、脾臓は、フローサイトメトリーによるリンパ球動態解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) IL-2 / JES6-1cx によるマウス左肺移植術後拒絶抑制効果 
 ＭＨＣ完全ミスマッチ間でのマウス左肺移植を施行したところ、PBS が投与された対照群は
移植後 5 日目で組織学的に急性拒絶所見が確認されたが、IL-2cx 投与群では急性拒絶反応所見
が抑制されていた。また、同様の傾向は術後 15 日、30 日、60 日、90 日と長期に渡って効果が
持続した。国際心肺移植学会(ISHLT)による拒絶スコアでは、全ての評価日において IL-2cx 群で
優位に低い値となった。 
 グラフト肺の機能性を調べるために、肺コンプライアンスと血液ガスを術後 5 日目、15 日目
に測定した。両評価日とも IL-2cx 群は優位に良好の肺コンプライアンスと PaO2 を示した。 
 
(2) IL-2cx で誘導された Foxp3 + 制御性 T 細胞がアログラフト保護に寄与する 
 上記で確認されたアログラフトの保護効果において、Foxp3 + 制御性 T 細胞が関与している
かどうかを確認した。そこで本実験では Foxp3DTR トランスジェニックマウスを使用した。この
マウスにおいてはジフテリア毒素により Foxp3 陽性細胞が失活する。同マウスで左肺移植を施
行たところ、IL-2cx 投与により上記同様拒絶反応は抑制されたが、ジフテリア毒素投与下で制御
性 T 細胞を失活させた群では、IL-2cx 投与に関わらず拒絶所見が確認された。以上より Foxp3 陽
性制御性 T 細胞がグラフト保護効果の機序と考えられた。 
  
(3) 制御性 T 細胞はアログラフト保護とドレナージリンパ節、全身に分布する 
 制御性 T 細胞の発現と推移を、グラフト肺（左）、自己肺（右）、血液、脾臓、縦隔 LN で検証
した。IL-2cx 群においては術後 5 日目をピークに制御性 T 細胞が誘導されたが、15 日目から減
弱し、30 日以降は対照群と同等となった。 
 
(4) アログラフト内 Foxp3 + 制御性 T 細胞による気管支関連リンパ組織(BALT)の構築 
 慢性期における制御性 T 細胞数が減弱している中、制御性 T 細胞の分布を検証した。術後 5
日目においては、制御性 T 細胞の分布は IL-2cx 群においても対照群においても均一に分布して



いた。5 日目以降では、IL-2cx 群では制御性 T 細胞は血管・気管支周囲へ集簇するようになった
が、対照群では引き継続きランダムに散布していた。この傾向を評価するため、Foxp3+T 細胞、
CD4+T 細胞、CD8+T 細胞等の細胞に加えて、Smooth muscle actin (α-SMA)の免疫染色像を作成し
た。すると術後 15 日以降では、IL-2cx 群では Foxp3+T 細胞が α-SMA 陽性気管支周囲に集簇し
ていたが、対照群ではやはりランダムに散布していた。この傾向は B 細胞、T 細胞でも同様であ
った。次に、cumulative distribution function (CDF)を用い、数理モデルで評価した所、IL-2cx 群に
おいて、気管支周囲の Foxp3+細胞、CD4+細胞、 CD8+細胞、B220+細胞、CD11c+ ミエロイド
細胞の集簇が示された。これら細胞の集簇は、二次リンパ器官、BALT を示唆するものである。
さらには、PNAd+ 細胞の検出は高内皮性細静脈も示された。これより三次リンパ器官の構築が
示唆された。 
 
(5) Foxp3+T 細胞はアログラフト内 BALT の誘導において重要である 
Foxp3+ CD4+ 制御性 T 細胞こそが、BALT 構築に関与していることを確認すべく、Foxp3DTR ト
ランスジェニックマウスで実験を行った。ジフテリアトキシンにより Foxp3+ CD4+ 制御性 T 細  
胞欠失モデルでのアログラフトでは BALT 構築は見られなかった。 
 

(6) 結語 
CD25 受容体に親和性を持たせた IL-2 複合体を用いて制御性Ｔ細胞(Treg)を誘導させることで、
MHC 完全ミスマッチ間マウス肺移植のアログラフト生着が 90 日以上に渡って維持された。こ
の機序は、Foxp3+ 制御性 T 細胞の誘導によるものである。また、グラフト肺内に構築された、
Foxp3+ 制御性 T 細胞、CD4+T 細胞、CD8+ T 細胞、B 細胞、CD11c+ ミエロイド細胞による三
次リンパ構造がグラフト保護に関与すると考えられた。 
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