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研究成果の概要（和文）：これまでの研究成果として、１）抗 CD28superagonist 抗体を用い、

in vitro で増殖させた Treg 細胞の動物モデルにおける有用性が示された；２）ラット骨髄か

ら MSCを用いて、T細胞増殖反応および GvHDへの抑制効果を明らかにした。また、クローン化

MSCとの遺伝子発現プロファイルの活用により、MSC細胞における標的分子のスクリーニングや、

免疫生物学の抑制機能について解析した；３）同種心臓、肝臓移植拒絶・寛容モデルの解析及

び移植後拒絶・寛容予測するバイオマーカーの探索を行い、移植後拒絶・寛容を予測できるバ

イオマーカーの発見、免疫抑制療法の軽減や休止の指標として期待したい。 

 
研究成果の概要（英文）：The results of the present research project are summarized:1)The 
supCD28mAb can preferentially expand nTregs, which induced a potent inhibition of the 
lethality of GvHD via an antigen-specific manner. These data also provide evidence that 
GvHD is associated with a decrease of Foxp3 nTregs in the periphery of the host. The 
determination of the Foxp3 Tregs can be a helpful tool to discriminate the severity and 
lethality of GvHD after allogeneic stem cell transplantation; 2) Our rat model showed 
differences in the suppression of lymphocyte proliferation and GvHD prevention between 
the short-term cultured conventional BM-MSCs and cloned MSCs and the mechanisms of 
functional MSCs still remain to be identified; 3) We demonstrated that utilizing the 
multiplex PCR GeXP system, to identify a set of immunoregulatory genes which provides 
sensitivity and specificity for diagnosing rejection and tolerance in mouse hepatic and 
cardiac transplant models. These data may usher in an era of increased utilization of 
these gene-based tests for the routine diagnosis of rejection and/or tolerance and thus 
may be a useful new technology for identification of new biomarkers for the diagnosis 
of allograft rejection and tolerance in transplant patients. 
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１．研究開始当初の背景 

 免疫制御性リンパ球（Treg細胞）はin vitro
およびin vivoにおいて免疫細胞の活性化を

抑制することが知られており、その臨床応用

が期待されている。しかし、Treg細胞の免疫

制御機構についての詳細はまだ完全に明ら

かになってない。我々これまでの研究で、動

物臓器移植寛容モデルおよび生体部分肝移

植後免疫寛容が誘導された患者の臨床症例

について、細胞生物学および分子生物学的手

法を用いて免疫寛容の成立に関わる細胞集

団および関連遺伝子の発現情報解析並びに

新規免疫抑制遺伝子の探索を行っていた。そ

の結果、今まで免疫抑制に関与することが知

られていなかったある遺伝子が、Treg細胞で

有意に発現している事を明らかにした。特に

リンパ球の活性化に関与する事が知られて

いる副刺激シグナル分子群に属する遺伝子

および転写制御因子が、今まで考えられてい

た以上に深く関与する事が明らかとなった。

また、in vivo において、組み換えCTLA4Ig

蛋白質および抗ICOS抗体を用いて、Ｔ細胞増

殖に必要不可欠な副刺激シグナルを遮断す

る事で、ラットの臓器移植の系で安定かつ強

固な免疫寛容が誘導される事を見出した。さ

らに、その寛容ラットの末梢リンパ球を養子

移植すると、別の個体に免疫寛容を誘導出来

る事を明らかにし、in vitro における免疫

制御細胞調製の可能性に有用な根拠を提示

した。 

  一方、様々な組織に分化する事が知られ

ている間葉系幹細胞は、再生医療において組

織再生の中核を担う細胞として期待されて

いる。間葉系幹細胞は細胞表面の特殊な性質

によって非免疫原性という特性を持ち、特定

の環境において免疫細胞の活性を抑制する

作用を示す事から、移植時免疫寛容の誘導等

の可能性が期待されている。我々これまでの

研究で、ラットの骨髄およびヒト臍帯血内の

幹細胞の機能解析を現在精力的に行い、特に

間葉系幹細胞の同定に力をいれており、臍帯

血の有核細胞を用いて、間葉系幹細胞の分

離・培養方法を開発した。分離出来た間葉系

幹細胞の表面マーカーについて検討を行い、

ヒト骨髄由来の間葉系幹細胞との比較した

ところ、同じであることを確認した。また、

間葉系幹細胞の骨芽、脂肪細胞への分化誘導

ための培養条件についても検討を行い、これ

ら細胞への分化を染色にて確認した。さらに、

間葉系幹細胞への遺伝子導入についてＧＦ

Ｐ遺伝子を組み込んだアデノ、レンチ二種類

のウイルスベクターを用いて比較検討を行

い、遺伝子導入後の発現効率、発現期間およ

び細胞の毒性等において、レンチウイルスベ

クターが間葉系幹細胞への遺伝子導入には

有用であることを明らかにした。現在本細胞

の免疫制御機能の解析を進めている。動物移

植モデルにおいて免疫を制御する事が明ら

かとなれば、臓器移植および自己免疫疾患に

対する免疫制御細胞療法に用いる事が可能

になると考えられる。この様な幹細胞の移植

免疫抑制への利用が可能になれば、拒絶反応

抑制に用いる細胞の採取に関しても選択の

幅が大きく拡がる。また、本研究は幹細胞を

利用した新たな移植免疫抑制の方法を開発

する医療の面に留まらず、免疫系および幹細

胞系それぞれの細胞系統間の相互作用、幹細

胞の免疫系への関与、分化機序およびその生

理学的な意味の解明といった基礎医学に寄

与する事ができると期待される。 

  本研究予想される成果は免疫反応を負に

調節する細胞の発生・分化および幹細胞の免

疫系への関わりについて新たな知見を生み

出す。これは新たな移植免疫抑制の方法を開

発するに留まらず、自己免疫疾患発症の機序

解明にも繋がる。また、当然ながらこの研究

成果は移植医療を受ける患者に対して安全

な免疫抑制方法の提供を可能とし、移植後患

者の生活の質（QOL）を飛躍的に向上させる

ことができる。さらに、免疫抑制剤の投与停

止により医療費の抑制にも繋がる。 

 
２．研究の目的 

現在用いられている免疫抑制剤による移

植医療は、移植を医療としての段階へ導き

はしたが、半永久的な投与による副作用、

精神的および経済的な負担が大きい為、新

たな拒絶反応抑制方法の確立が切望されて

いる。我々は移植医療への応用を目指して、

免疫制御リンパ球（Treg細胞）、間葉系幹細

胞を移植片拒絶反応抑制に利用する免疫

（抑制）細胞療法の確立を本研究の目標と

する。これらの細胞を用いる事により、免

疫抑制剤の使用を極力減らし、安全かつ患

者の生活の質（ＱＯＬ）を向上させる。科

学研究費の交付を希望する期間内の研究計

画としては、免疫寛容動物および患者由来

の制御リンパ球を用いた解析から得られた

遺伝子発現情報の成果を踏まえて、免疫（抑

制）細胞療法の確立を本研究の最終目標と

して：１）制御性 T 細胞および間葉系間細

胞の免疫抑制機序の解明；２）ヒト臍帯血

由来制御性 T細胞の体外増殖法の確立；３）

小、大動物臓器移植実験にて免疫制御細胞



 

 

療法の確立；以上の目標を達成する予定で

あった。 
 

３．研究の方法 

 本研究目的を達成するため、全体の研究内

容を主に：制御性T細胞および間葉系間細胞

の免疫抑制機序の解明、免疫制御リンパ球に

おける免疫寛容関連遺伝子の同定および機

能評価、間葉系間細胞の免疫抑制機序の解明、

間葉系幹細胞における免疫関連遺伝子の同

定、動物臓器移植実験にて免疫制御細胞療法

の確立、移植動物モデルにおける免疫細胞療

法の実施、組織学的検討、マルチプレックス

RT-PCRアプローチ(GeXP)を用いる移植後拒

絶・寛容を予測できるバイオマーカーの発見

等について研究を行った。 
 
４．研究成果 
 初年度の研究では、制御性 T（Treg）細胞 
の移植医療の臨床応用を目指して、今までの
研究で明らかになった生体内数少ない細胞
増殖抑制作用を持つ Treg 細胞を優位的に増
やせる抗 CD28 superagonist 抗体（SupCD28
抗体）を用い、腎移植、Graft versus Host 
Disease(GvHD)モデルにて、抗体投与後の活
性化 Foxp3 陽性 Treg 細胞の動態をターゲッ
トとし、その動態、抗原特異性および免疫抑
制効果の機序について検討した。腎移植モデ
ルを用いた移植片の生着延長効果の検討で
は、移植前或は直後に抗体を投与する事によ
り顕著な生着延長効果が得られた。また、腎
移植後の特異的な免疫寛容が誘導され、心臓
テストグラフトの生着も確認できた。さらに、
抗体の投与によるグラフト生着延長効果は、
末梢血中のみならず、グラフト中浸潤細胞の
FoxP3陽性Treg細胞による免疫抑制が関与し
ていることが示唆された。GvHDモデルにおい
ては、生後 24hr 以内の DA ラット新生児に、
(LEW × DA)F1 骨 髄 を 投 与 し 、 Neonatal 
toleranceラットの作成し、GvHDの実験に用
いた。SupCD28 抗体を Lewis ラット由来のナ
イーブリンパ球移入前（-3日）に(LEW×DA)F1
ラット、或は DA tolerant of (LEWxDA)F1ラ
ットに投与し、GvH 反応の抑制効果を検討し
た。(LEW×DA)F1ラットにおいては、SupCD28
投与で増殖した Treg の抑制効果は GvH 反応
発症の早期に有効であることを確認された。
一方、DA tolerant of (LEWxDA)F1 において
は、SupCD28抗体投与有無関係なく、GvHDが
発症した。Tolerant of (LEWxDA)F1ラットの
SupCD28 抗体投与によって増殖された Foxp3
陽性 Treg が DA ラット由来であり、Lewis ラ
ット由来ナイーブリンパ球による GvHD の発
症を抑制できなかったため、Tregの免疫抑制
作用は抗原特異的であることを示唆された。
今後、移植領域においてこの抗体の新しい免

疫抑制剤として期待されたい。 
 次年度の研究では、主に間葉系幹細胞の移
植片拒絶反応抑制に利用するための機序の
解明であった。ラット骨髄１ヶ月間を培養後、
付着細胞を回収し、磁気細胞分離（MACS）に
て、抗 CD11b 抗体、抗 CD45 抗体を用いて、
マクロファージ（Mφ、CD45+CD11b+CD90-）
細胞、間葉系幹細胞（MSC、CD11b-CD45-CD90+）
を精製分離した。また、MSC からクローニン
グし、クローン化 MSC（cMSC）が得られた。
これら三種類の細胞も用いて、抗体、ConA、
アロ抗原刺激による T細胞反応系に添加した
ところ、MSC は Mφと同様各刺激に対する T
細胞増殖反応の抑制機能を示した。しかし、
cMSC は T 細胞の増殖反応を増強した。一方、
F1（LEW x DA,4〜6週齢/120g）を放射線（6Gy）
処理後、三種類の細胞（1.0×107cells）をそ
れぞれ投与し、翌日 Naïve Lewis リンパ球
（1.0×107cells）を移植した GvHD モデルに
おいては、MSCsおよび Mφ細胞投与群では 60
日以上の生存が得られ、cMSC投与群では、無
処置群と同様に 23日前後であった。さらに、
上記三種類の細胞の遺伝子発現プロファイ
リングによる包括的遺伝子発現パターンを
比較した結果、MSC 細胞においては特異的発
現している遺伝子を明らかにした。ラット骨
髄短期（１ヶ月間）培養後で分離精製した MSC
が同時期のマクロファージと同様各刺激に
よるＴ細胞増殖活性および GvH反応に対し抑
制効果を有しており、今後、GvHD治療だけで
なく臓器移植においても、この細胞を新たな
免疫抑制細胞としての可能性を期待したい。
また、クローン化 MSCとの機能違いの検討結
果および遺伝子発現プロファイルの活用に
より、MSC 細胞における標的分子のスクリー
ニングや、MSC 細胞の免疫生物学の抑制機能
における分子機序について理解・解明された
い。 
 最終年度の研究では、主にマウス同種異系
心臓、肝臓移植拒絶・寛容モデルの解析及び
移植後拒絶・寛容予測するバイオマーカーの
探索であった。移植寛容モデルとして、
B10.BR(H-2Kk) マ ウ ス の 肝 臓 を
B10.D2(H-2Kd)マウスへ同所性に肝移植を行
った自然免疫寛容モデルにて、移植後 5、8、
14、30、100日目に移植肝、脾臓、リンパ節、
血清等サンプルを採取した。一方、移植拒絶
モデルとして、同様に B10.BR(H-2Kk) マウス
の心臓を B10.D2(H-2Kd)マウスへ異所性に心
移植を行った拒絶モデルにて、移植心、脾臓、
血清等を採取した。組織は mRNA を精製し、
蛍光物質で標識しプローブを作製し、作製し
たプローブをマイクロアレイにハイブリダ
イズし、移植心、肝組織、脾臓 mRNA 発現プ
ロファイルを解析した。肝移植寛容モデルに
おいては、30、100 日目と移植後早期である
5、8、14日目と比べ、数百個の有意に変化し



 

 

た遺伝子を見いだした。その中から統計学的
な処理(t-test)を行い、109個 (p<0.01)の候
補遺伝子を見つけた。心移植拒絶モデルでは、
遺伝子発現のパターンは主に移植後 5、8 日
での急性拒絶期では 500数個の統計学的に有
意に変化した候補遺伝子を見つけ、既存の免
疫活性に関わる遺伝子の高発現が認められ
た。また、肝臓移植モデルの移植後早期（5、
8、14 日）との相関・相同性についても確認
できた。アレイ結果の検証方法として多機能
ジーンエクスプレッサーGeXPを試みた。GeXP
はマルチプレックス RT-PCR アプローチを使
い、25遺伝子の発現定量解析を 1反応で同時
に測定することができ、その発現をさらに定
量 RT-PCR にて確認を行い、アレイでの結果
の相関性の確認が出来た。今後 GeXP 法によ
る移植後拒絶・寛容を予測できるバイオマー
カーの発見、患者に対する免疫抑制療法の軽
減や休止の指標として期待したい。さらに、
今年度では、Naïve B6マウスの脾臓から T細
胞を精製分離し、BDF1 (B6xDBA)マウスへの
リンパ球輸入による急性 GvHD モデルも確立
でき、今後、免疫細胞療法の実施へと繋げて
いきたいと考えている。 
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