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研究成果の概要（和文）：本研究は移植後早期グラフト浸潤細胞（GIL)がアロ攻撃性を有する時期を明らかにす
ることを目的とした。BALB/cからC57BL/6のマウス心移植では、レシピエント由来の細胞障害性サイトカイン産
生CD8陽性GILが移植後5日（5POD)で有意に増加した。このGILを免疫不全のBRGマウスに構築し、ドナー系統心グ
ラフトを移植すると、速やかに拒絶反応が生じ、5POD-GILのアロ攻撃性が明らかになった。一方、3POD-GILの移
入は拒絶反応を起こさなかった。また3POD心グラフトのBRGマウスへ再移植は拒絶反応はみられなかった。これ
はアロ攻撃性細胞が3-5PODの間に浸潤する可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：To identify immunological behaviors of graft infiltrating lymphocytes (GILs)
 during early post-transplantation (Tx), the alloreactivity of GILs using a murine model of cardiac 
Tx was assessed. GILs from 120 hours (h) allografts, but not 72 h allografts, showed robust 
activation and produced proinflammatory cytokines. BALB/c Rag2-/-γc-/- (BRG) mice reconstituted 
with 120 h GILs displayed donor-specific immune reactivity and rejected donor strain cardiac 
allografts. Conversely, 72 h GILs exhibited weak anti-donor reactivity and did not reject 
allografts. These findings were confirmed by re-Tx of cardiac allografts into BRG mice at 72 h 
post-Tx. Re-transplanted allografts continued to function for >100 days, despite the presence of 
allogeneic CD3+ GILs. The immunological behavior of GILs considerably differs over time during the 
early post-Tx phase. Newly infiltration of GILs after 72 h post-Tx may play a critical role for 
graft rejection.

研究分野： 移植免疫

キーワード： グラフト浸潤細胞　免疫不全マウス　アロ攻撃性　心移植
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研究成果の学術的意義や社会的意義
臓器移植では移植直後から終生にわたり免疫抑制剤が必要であり、薬剤の副作用（腎障害、易感染性、悪性腫瘍
の発生など）が問題である。効率的、特異的な免疫抑制が必要だが、アロ抗原特異性を獲得する時期、特異的な
攻撃細胞を同定するマーカーなど分かっていない。本研究で明らかにしたアロ攻撃性細胞の移入時期の同定は、
特異的な免疫抑制療法や免疫抑制剤の軽減に有用である。また、微小環境に移入した細胞の機能を測定すること
で、抗原特異的な細胞の同定、更には最近注目されている癌微小環境の機序解析に有用な解析ツールの提供にも
つながる可能性がある。

※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 
臓器移植ではグラフト局所のリンパ球活性がグラフト生着を決定している。拒絶のモニタリン

グにはグラフト局所の免疫担当細胞の相互作用を直接解析することが重要であるが、その方法
論は確立していない。マウス心移植モデルでは移植後 12-24 時間で既にグラフト浸潤細胞（Graft 
infiltrating lymphocytes, GIL）を認めると報告されている(A Schenk et al. Am J Transplant, 
2008)。 この超早期 GIL は移植直後の炎症反応の維持に作用し、同集団を阻害するとグラフトの
生着延長効果が得られるが、グラフトに対する直接的な免疫応答の有無については明らかでは
ない。一般に抗原特異的なリンパ球の成熟、活性化には 3−7日かかり、超早期 GIL にアロ攻撃性
はないと考えられる。また、移植後 3日目からグラフトへのリンパ球浸潤を阻害するとグラフト
の生着期間が延長するとの報告が複数あり、これらの結果からは移植後 3日目の時点での GIL に
はアロ攻撃性がないと推察される。しかし、この GIL のアロ攻撃性を解析した報告はない。その
理由として、移植直後の GIL は微量であり、機能解析が困難であることが考えられる。 
以前より免疫不全マウスに目的とする細胞集団を移入し、その機能を in vivo で観察する研究

手法は知られていたが、近年免疫不全マウスの改良により、微量のリンパ球でも免疫系の構築が
可能となっている。構築後は homeostatic proliferation(HP)と呼ばれる、 抗原提示を必要と
しない過程により増殖するが、これにより少数細胞集団を増幅した後の機能解析が可能になる
と考えられる。  
 
２．研究の目的 
移植後早期の GIL のアロ抗原に対する攻撃性を、免疫不全マウスへのリンパ球構築モデルを用

いた機能解析により明らかにする。  
 
３．研究の方法 
マウスは BALB/c、C57BL/6 を日本エス エル シー株式会社（浜松）から、BALB/c Rag2-/- IL2Rg 
-/- (BRG)を Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA)から購入し、北海道大学にて維持し
た。マウス腹部異所性心移植を顕微鏡下に 10-0 nylon にて吻合し作成した。麻酔はイソフルラ
ンの吸入麻酔を用いた。連日の触診で心拍動を触知し、拒絶反応による心拍動の停止をグラフト
不全と判断した。再移植の心移植ではグラフトを採取後十分な脱血を行った後に顕微鏡下に再
移植した。CD25 陽性細胞の除去には抗 CD25 抗体（PC61, Bio X Cell, Lebanon, NH, USA）を
500g i.p.投与した。PD-1陽性細胞の関与を明らかにするために抗PD-1抗体（J43, Bio X Cell）
を500g  2日間i.p.投与した。グラフト浸潤細胞は、グラフトを細断した後、5mgのcollagenase 
IV (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)を入れた Roswell Park Memorial Institute Medium 
(RPMI) 1640 溶液に 30 分浸けて採取した。フローサイトメトリーは FACS Canto II flow 
cytometer (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)を用い、抗体は抗マウス-CD3ε (clone 
145-2C11), CD4 (GK1.5), CD8a (53-6.7), CD11b (M1/70), CD11c (N418), CD25 (PC61), CD40 
(3/23), CD44 (IM7), CD45 (30-F11), CD49d (R1-2), CD62L (MEL-14), CD69 (H1.2F3), CD86 
(GL1), CD103 (2E7), PD-1 (J43), Nur77 (12.14), T-bet (4B10), GATA3 (L50-823), RORγt 
(Q31-378), Foxp3 (FJK-16s), H-2Kb (AF6-88.5.5.3), H-2Kd (SF1-1.1.1), I-A/I-E 
(M5/114.15.2), IFNγ 
(XMG1.2), TNFα (MP6-
XT22), Granzyme B (NGZB), 
Perforin (S16009A) を BD 
Biosciences(Franklin 
Lakes, NJ, USA)、BioLegend
（ San Diego, CA, USA ）
Thermo Fisher Scientific
（Waltham, MA, USA)から購
入した。 
 
４．研究成果 
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BALB/c マウスをレシピエント、C57BL6 マウスをドナーとした心移植では心グラフトへの浸潤細
胞は移植後 5 日目に有意に増加（図 1A）し、それはほとんどがレシピエント由来であることが
分かった（図 1B）。またサイトカイン産生の検討では、細胞傷害性のある IFNg、TNFa、Perforin、
Granzyme B を産生する CD8 陽性グラフト浸潤細胞が移植後 5日目に有意に増加していることが
明らかになった（図 2）。この細
胞集団のアロ攻撃性を in vivo
で確認するためにグラフト浸潤
細胞を取り出し、これを免疫不
全マウスに再構築するモデルを
考案した（図 3A）。免疫不全マウ
スは BALB/c Rag2-/- IL2Rg -/- 
(BRG)マウスを用いた。グラフト
浸潤細胞は非常に少数である
が、全例で BRG マウスへの免疫
再構築が可能であることが確認
された（図 3B）。このマウスにド
ナー抗原と同系統の心グラフト
片を移植すると、移
植後 3 日目のグラフ
ト浸潤細胞を免疫不
全マウスに移入した
場合には拒絶が生じ
なかったのに対し、
移植後 5 日目のグラ
フト浸潤細胞を移入
したマウスでは速や
かに拒絶反応が生
じ、移植後 5 日目の
グラフト浸潤細胞は in vivo においてもアロ攻撃性の
機能を持つことが明らかになった（図 4）。一方で、移
植 3 日目のグラフト浸潤細胞はレシピエント由来の細
胞にも関わらず、拒絶反応を引き起こさない結果とで
あった（図 4）。そこで移植後 3日目と 5日目の違いが、
移植後 3 日目以降に浸潤してくる細胞に依存している
可能性を調べる目的で、抗 LFA 抗体で移植後 3 日目か
らのグラフトへの浸潤細胞を抑制し移植後 5 日目のグ
ラフト浸潤細胞を採取した。これを免疫不全マウスに
構築し、homeostatic proliferation により増えたリン
パ球を採取して IFNg-Elispot アッセイを実施した（図
5A）。結果として、ドナー抗原に対する IFNg 産生細胞が
観察された（図 5B）。
この解釈として、抗
LFA抗体では完全に新
たな浸潤細胞を抑制
できていない可能性
を排除するために、3
日目の心移植片（含グ
ラフト浸潤細胞）を採
取して BRG マウスへ
再移植した（図 6A）。
この系においては 3
日後以降新たにグラフト浸潤
細胞が移入してくることは無
いが、3日目までに浸潤した細
胞がその他のグラフト内の細
胞により活性化、抗原提示な
どでアロ抗原攻撃性を獲得す
る場合には拒絶反応が生じる
ことになる。しかし 3 日目に
採取した心グラフトは BRG マ
ウスの中で拍動を続け、拒絶
は生じなかった（図 6B）。この
ことから、アロ抗原攻撃性の
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リンパ球を含む 5日目のグラフト浸潤細胞は、3日目以降に新たに加わったアロ攻撃性の細胞で
ある可能性が高いと考えられた。この成果を論文化し Transplant international に受理された
(1)。 
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