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研究成果の概要（和文）：骨髄由来免疫抑制細胞Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs)は未熟な骨髄由来
細胞で免疫抑制効果を示し、制御性T細胞やB細胞を誘導するため、拒絶反応、過剰免疫抑制が問題となる臓器移
植領域で応用が期待される。
マウス心臓移植術後にMDSCs輸注をすることで制御性T/B細胞誘導とともに、移植臓器を障害する抗体産生が明ら
かに抑制され、組織学的にも移植臓器に対する拒絶反応抑制の効果を認め、移植臓器生存期間は無治療群8.1±
0.9日に比較し24.1±3.8日へ延長を認めた。臓器移植におけるMDSCsによる拒絶反応抑制効果が確認され、臨床
応用が期待される結果であった。

研究成果の概要（英文）：Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) are heterogenous myeloid-origin 
population which potentially suppresses immunological rejection in the field of transplantation.
A recipient C3H mouse received a cardiac graft from a Balb/C mouse. In the untreated group, both 
class I and II DSA production in serum were confirmed on post-operative days (POD) 10. Upon POD 10, 
Intra-graft class I DSA deposition was clearly observed, whilst class II DSA started to accumulate. 
On the other hand, monocytic MDSCs (Ly6G-/Ly6C+/CD11b+) were isolated from the spleens of 
rapamycin-treated C3H recipient mice on POD 7. These MDSCs were transferred just before reperfusion 
and on POD 2. As a result, the indices of both class I and II DSA in serum were significantly lower 
on POD 10. Subsequent intra-graft DSA deposition was also notably suppressed. Taken together, the 
transfer of MDSCs may postpone DSA production. Consequently, the graft survival was prolonged (8.1±
0.9 vs. 24.1±3.8)

研究分野： 臓器移植

キーワード： 臓器移植　骨髄由来免疫抑制細胞　免疫寛容

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臓器移植において拒絶反応の制御は最重要課題の一つである。免疫調節能を持つ細胞として制御性T細胞が従来
から注目されているが、単独効果での免疫寛容誘導は種々の報告からも難しい可能性がある。一方、近年免疫抑
制効果を持つ、MDSCsが免疫抑制、寛容誘導に重要な役割を担っている可能性がある。本研究成果はMDCSsが臓器
移植において抗体産生を抑制することを明らかにし、その結果、移植臓器生存期間の延長につながることを示唆
した。既存報告と併せ、MDSCsは細胞性拒絶反応、抗体関連型拒絶反応共に制御することを示した。今後、臨床
での免疫抑制剤の減量、拒絶反応の治療、また免疫寛容誘導への応用が期待される。

※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 

臓器移植領域において細胞性拒絶は免疫抑制剤の発展とともに良好に制御が可能となって
いる。しかし、抗体関連拒絶については現在でも制御は不十分であり臨床臓器移植において
長期生着を阻む最大の問題となっており、その制御が非常に重要な課題となっている。我々
はマウス心移植におけるMyeloid-derived suppressor cells (MDSCs) の免疫寛容誘導における
役割について検討し、その中でも Monocytic MDSCs誘導により移植臓器生着期間の延長、
CD4+制御性T細胞(Tregs)を誘導する能力を有することを報告した。さらにMonocytic MDSCs

による免疫調節効果を持つ IL-10+/CD8+ Tregs, 制御性 B 細胞(Bregs)の誘導作用も示され
MDSCsの免疫寛容誘導への一助である可能性があると考えられた。 

 

２．研究の目的 

 

固形臓器移植におけるMDSCsの動態を調べた報告は散見されるが、本申請課題のように臓器移

植モデルでの Tregs および Bregs との関連に着目した検討は過去に例はない。またグラフト内抗

MHC 抗体の検出での評価を行なっている研究も他に例はない。それらによる臓器移植モデルで
の抗体関連拒絶に対する影響を解明し、抗体関連型拒絶反応制御を目的とする。 

 

３．研究の方法 

1. Ex vivoにおけるMonocytic MDSCsの B細胞への影響 

6 週齢雌の C3H マウスをレシピエント、6 週齢雌の Balb/c マウスをドナーとして、異所性
同種心移植モデルを作製し、(Nakamura T et al. 2015, Am J Transplant, 15:2364-2377)を参考
に Rapamycin腹腔内投与にて治療を行ったレシピエントまたは PBS投与レシピエントより
Magnetic Activated Cell Sorting(MACS)により Ly6G-/Ly6C+/CD11b+と定義される Monocytic 

MDSCsを分離する。 

(1) B細胞 を CFSE染色し、F(ab‘)2 IgM fragment/CpG oligodeoxyribonucleotides により刺激す

る。MDSCs 無付加群に加え、Monocytic MDSCs と 1:4, 1:2, 1:1 の比率になるように共培養を

実施し、Monocytic MDSCs が B 細胞分裂に与える影響を検討する。また、培養液上清中の

IgM 濃度を測定することで抗体産生抑制効果を検討する。 

(2)B細胞 + MDSCs無付加群(2) B細胞+ Rapamycin 治療群由来Monocytic MDSCs 培養後に
B細胞の表現系を割合、絶対数をフローサイトメーター、また産生サイトカインをCytometric 

Beads Assay(CBA)法解析する。 

4.Monocytic MDSCsの Effectorとされる iNOSによる B細胞への影響を判定する為、 

L-NG monomethyl arginine citrate (L-NMMA （iNOS阻害剤）) 500 μMを加え影響を検討する。 

 

2.移植臓器内抗MHC抗体検出法の確立（マウス心移植モ
デル） 

現在、血清中の DSA(s-DSA)（ドナー特異的抗体）及び病
理学的な変化から抗体関連拒絶の診断を行う事が主流で
あるが、DSA産生が少量である場合は、移植臓器への抗



体付着により血清中には検出されない例があり、また病理学的所見は軽微な場合や、 

他病変の混在により診断困難例も存在する。そこで我々は臨床臓器移植において移植臓器
内抗 MHC 抗体の迅速かつ正確な検出法を考案した。(Nakamura T et al., Immunol Invest, 

2017; 3: 295-304.)。抗体関連拒絶に関する研究の推進の為にマウスで同様に抗MHC抗体の
検出法は非常に重要であると考えられ、その手法を確立する。 

1.ビーズの作製, マウス血球での ICFA法の確立 

市販の種々の抗マウス MHC モノクローナル抗体の反応性の確認(ClassI H-2K, H-2D, H-2L, 

ClassII H-2A, H-2Eを区別することを目標とする)を行い、良好な結果を得た抗体を Luminex

で検出可能なビーズに結合させる (Wakunaga, Graft Immunocomplex Capture Fluorescence 

Analysis法と同様に作製する。) 

3.マウス心移植モデルでの Monocytic MDSCsの B細胞への効果の検討 

MDSCs の Bregs の誘導を心移植モデルにおいてその効果を検討す

るため Balb/c マウスをドナーとし C3H マウスに心移植を実施し、

POD 0, 2, 4, 6 に 3 mg/kg rapamycin にて加療後、脾臓摘出し MACS

にて Monocytic MDSCs を分離し新たなレシピエント C3H へ POD0 

再灌流後にグラフト冠動脈より 2.0 x 106 個、POD2 に 2.0 x 106個

を静脈輸注する(右図)。無治療群、Monocytic MDSCs 輸注群におい

て心移植後のグラフト生存、脾臓中 Bregs存在率、g-DSA、心グラ
フト H&E染色における微小血管炎を中心とした拒絶所見を検討、
血中 IgG/M濃度について比較検討する。 

 

４．研究成果 

Ex vivo 

MDSCs の B 細 胞 へ の 影 響 を 判 断 す る た め に 、 F(ab‘)2 IgM fragment/CpG 

oligodeoxyribonucleotides にて活性化された B 細胞（CFSE 染色）と Rapamycin 腹腔内投与に

て治療を行ったレシピエントから MACS により分離された Monocytic MDSCs を共培養した

ところ MDSCs 細胞数依存的に B 細胞の分裂を抑制した。共培養中に L-NMMA を 1mM 追

加したところ MDSCs の B 細胞に対する増殖抑制効果は部分的に拮抗されたことから

Monocytic MDSCs が産生する iNOS は B 細胞に対しても抑制的に働くことが示された。B 細

胞に対する影響を判断するために培養液中の IgM 濃度を測定した。Monocytic MDSCs 共培

養群において B 細胞の CD27high/CD38high/CD138+形質細胞への分化を抑制し、IgM 産生が有

意に減少した。また共培養によりB 細胞表面上のPD-L1発現頻度が上昇し、Cytometric Beads 

Assay法にて B細胞中の IL-10産生が増加したことから Monocytic MDSCs は B 細胞に対し

て免疫調節効果を持つ Bregs へと誘導する効果を持つと考えられた。 

 

In vivo 

移植臓器内抗 MHC 抗体の迅速かつ正確な検出法として ICFA 法を使用した。前感作の無い

マウス心移植後（アログラフト）自然経過では術後 3 週の時点では Class I/II ともに Donor 

Specific ani-MHC antibody の産生を認め、上記の手法で移植グラフト内の MHC に特異的に

結合、補体結合性を持ち抗体関連型拒絶反応に至ることが確認された。 



移植術後の周術期に Monocytic MDSCs 輸注をすること

で POD10 にはレシピエント脾臓内で PD-L1high/IL10+ 

Bregs 誘導とともに（右図）、術後 10 日には血清中 class 

I/II DSA 産生量低下と共にアログラフト内 class I/II 

DSA 蓄積が抑制された（右下図）。 

 

結果、組織学的にもアログラフトに対する拒絶反応抑

制の効果を認め、グラフト生存期間は無治療群 8.1±0.9

日に比較し 24.1±3.8日へ延長を認めた(p<0.001)（下図）。 

我々の以前の検討でレシピエントへの L-NMMA また

anti-Gr-1 の投与によりグラフト生存期間の延長効果は

消失することを確認しており、Monocytic MDSCs によ

る Tregs への誘導効果のみならず Bregs への効果も消

失することによる結果と判断された。 

 

臓器移植における Monocytic MDSCs による拒絶反応抑

制効果が確認され、臨床応用が期待される結果であっ

た。 
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