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研究成果の概要（和文）：近年、抗体産生に関与する B細胞が移植後の拒絶反応において重要な

役割を担うことが解明されてきている。したがって、我々は免疫抑制薬のより厳密な薬効評価

のために、これまでに開発した T 細胞の薬力学的（PD）解析法である T細胞増殖を指標とした

CFSE-flow cytometry法と B 細胞の PD解析法を組み合わせることが必要であると考えた。その

結果、（i）カルシニューリンインヒビター（CNI）は B細胞レセプターを介して T細胞非依存性

B 細胞増殖を抑制するが、T細胞依存性 B細胞は CD40-40L pathwayを介して抑制すること、（ii）

代謝拮抗薬や mTOR インヒビター（mTOR-I）は T細胞非依存性 B細胞分化を抑制すること、（iii）

CNI、代謝拮抗薬および mTOR-Iは T細胞依存性 B細胞の分化を抑制すること、（iv）CSA高感受

性腎移植患者は感染症の発症率が有意に高く、（v）CSA 低感受性腎移植患者は T 細胞関連型急

性拒絶反応の発症率が有意に高いことが明らかとなった。 

B 細胞および T細胞の PD解析法を用いることで、移植患者の最適な免疫抑制薬の選択が可能と

なり、慢性拒絶反応の抑制に対する免疫抑制薬の個別化が可能となる。 

 
研究成果の概要（英文）：Recently, it has been revealed that the B cells related to 
anti-donor antibody production have an important role in chronic rejection after organ 
transplantation.  Our attention has been directed towards detailed evaluation of various 
immunosuppressive drugs using pharmacodynamic (PD) analysis of B cell as well as T cell.  
We attempted to explore the useful combination of PD analysis of B cell and 
previously-established CFSE flow cytometry-based T cell proliferation assay.   
Obtained results were as follows, (i) calcineurin inhibitor (CNI) suppressed 
T-independent B cell proliferation through B cell receptor, but not T-dependent B cell 
proliferation through CD40-40L pathway, (ii) anti-metabolite and mTOR inhibitor (mTOR-I) 
suppressed T-dependent B cell differentiation, (iii) CNI, antimetabolite and mTOR-I 
suppressed T cell proliferation, (iv) renal transplant recipients with high sensitivity 
of CSA to T cell demonstrated high prevalence of viral reactivation, and (v) recipients 
with low sensitivity exhibited high incidence of acute T cell mediated rejection. 
It was suggested that PD analysis of B cell and T cell might make it possible to select 
the optimum drug combination for transplant recipients, leading to individualized 
immunosuppression for prevention of chronic rejection.           
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１．研究開始当初の背景 
これまで、移植後の細胞性拒絶反応を抑制

するために T 細胞が注目されてきた。T 細胞
を中心に、免疫抑制薬の作用、効果が解明さ
れ、薬力学アッセイが開発されてきた。近年、
抗体産生に関与する B細胞が移植後の拒絶反
応において重要な役割を担うことが解明さ
れてきている。ところがその作用や免疫抑制
薬に対する効果は未だ不明の点が多く、B 細
胞の解析法も十分に確立されていない。従っ
て私どもは B細胞の薬力学的（PD）解析法の
確立を目指して研究を進める。この解析法を
用いて、B 細胞に対する免疫抑制薬の作用お
よび個体間変動を評価し、臨床経過との関連
性を調査する。現在、ABO 血液型不適合移植
や抗 HLA抗体陽性移植のより安全で効率的な
実施や長期生着の妨げとなっている慢性拒
絶反応の克服が望まれている。従って、これ
らを引き起こす B細胞を主体とした抗体関連
型拒絶反応に対し、個々の患者に最適な薬物
情報の提供が必要とされている。私どもの開
発した T 細胞解析（Kurata Y et al., Clin. 
Pharmacol. Ther. 2009; 86: 285–289）と本
研究で確立する B細胞解析を組み合わせるこ
とにより、より厳密な薬効評価およびテーラ
ーメイド医療の実践が可能となる。 
 

２．研究の目的 
近年、急性および慢性拒絶反応における B

細胞の影響が注目されつつある。これは、生
検において移植臓器に CD20 陽性 B 細胞の浸
潤が認められる場合の予後が不良であるこ
と、B 細胞が細胞性拒絶反応を補助すること
や B細胞が抗 HLA抗体や抗 ABO血液型抗体な
どを産生することで抗体関連型拒絶反応に
関与していることなど、移植後の拒絶反応に
おいて B細胞が重要な役割を担うことが解明
されてきていることに起因すると考えられ
る。現在、B 細胞の関与する抗体関連型拒絶
反応に対しては、シクロスポリン、タクロリ
ムスなどのカルシニューリン阻害薬、ミコフ
ェノール酸モフェチルなどの代謝拮抗薬お
よびプレドニゾロンなどの副腎皮質ステロ

イドといった細胞性拒絶反応の治療と同様
の薬物療法が行われている。近年では、T 細
胞と同様に B細胞にも NFAT（nuclear factor 
of T cell）が存在し、シクロスポリンがそ
れを抑制する（Haylett RS et al., Eur. J. 
Immunol. 2009; 39, 1947-1955）など免疫抑
制薬の B細胞に対する効果も報告されてきて
いるが、未だ不明な点が多い。免疫抑制薬の
効果の解析方法としては、これまでに免疫抑
制薬の主要な作用点である T細胞を用いた方
法が多く開発され、T 細胞に対する免疫抑制
薬の効果や個体間変動について詳細に解明
されてきた。当施設でも、移植前の患者から
得られた染色 T 細胞について proliferation 
assay を用いた薬物感受性試験を行っており、
この結果からシクロスポリン、タクロリムス
およびプレドニゾロンにおいては免疫抑制
効果に大きな個体間変動が認められるのに
対し、代謝拮抗薬であるミコフェノール酸モ
フェチルにおける個体間変動は小さいこと、
シクロスポリン高感受性群の患者において
は治療中にウイルス感染の再活性化が多く
認められることを解明してきた（Kurata Y et 
al., Clin. Pharmacol. Ther. 2009; 86: 
285–289）。しかし、B 細胞に対する免疫抑制
薬の効果の解析法は未だ確立されていない。
そこで今回我々は B細胞の薬力学的（PD）解
析法を確立する。そしてこの解析法により、
B 細胞に対する免疫抑制薬の作用および個体
間変動を解明する。これにより、ABO 血液型
不適合移植、抗 HLA 抗体陽性者移植や慢性拒
絶反応など、B 細胞を主体とした抗体関連型
免疫反応に対し、より有効な薬物の情報提供
が可能となる。さらには、B 細胞および T 細
胞それぞれに対する免疫抑制効果を解析す
ることで、より厳密な薬効評価およびテーラ
ーメイド医療の実践が可能となる。 
 

３．研究の方法 
（1）最良の B細胞薬力学的（PD）解析法の
確立 
まずは、健常成人の血液にて B細胞の増殖

を試みる。B 細胞の増殖には T細胞非依存性



および依存性殖が存在する。B細胞の本来の
細胞増殖機序に基づいた培養を in vitroで
行うため、B 細胞の表面受容体である B細胞
受容体を介した刺激として抗 IgM抗体、T細
胞活性化に伴い起こる CD40 を介した刺激と
して CD40L、さらに T細胞活性化に伴い産生
されるサイトカインによる刺激として IL-4
を用いて、各刺激において B 細胞を増殖させ
る。その後、PD解析法として応用可能な培養
方法および培養期間等の条件の検討を行い、
最も再現性および精度の高い PD 解析法を確
立する。 
（2）B 細胞における免疫抑制薬の効果や個体
間変動の解明 
次に（1）で確立した PD 解析法を用いて、

臨床で多く服用されている免疫抑制薬（シク
ロスポリン、タクロリムス、ミコフェノール
酸モフェチルおよびプレドニゾロンなど）の
B 細胞への効果と各薬剤の作用における個人
差の有無を確認する。免疫抑制薬の効果は
50%抑制濃度（IC50 値）および高濃度添加時
の最小増殖率を指標とする。我々はこれまで
に T細胞を用いた proliferation assayにて、
IC50値および最小増殖率が個体間の有用な
指標になること、シクロスポリン、タクロリ
ムスおよびプレドニゾロンにおいては免疫
抑制効果に大きな個体間変動が認められる
のに対し、代謝拮抗薬であるミコフェノール
酸モフェチルにおける個体間変動は小さい
こと、シクロスポリン高感受性群の患者にお
いては治療中にウイルス感染の再活性化が
多く認められることを解明してきた（Kurata 
Y et al., Clin. Pharmacol. Ther. 2009; 86: 
285–289）。B 細胞に対して各免疫抑制薬は効
果を示すのか、免疫抑制薬はどのような機序
で B細胞に作用するのか、その効果に個人差
は認められるのか、未だ不明の点について解
明する。 
次に、実際の移植患者の血液を用いて（1）
および（2）で確立した B細胞および T細胞
それぞれの薬力学的（PD）解析法の臨床応用
の可能性を検討する。本研究は名古屋大学医
学部倫理委員会および名古屋第二赤十字病
院治験委員会にて承認を得ており、患者検体
は共同研究施設である名古屋第二赤十字病
院移植外科の全面的な協力が得られること
が決定している。患者採血は生体腎移植を受
ける予定または受けた患者の中で説明文書
により同意を得られた患者のみを対象とす
る。 
（3）B 細胞および T 細胞それぞれの薬力学的
（PD）解析法を用いた免疫抑制薬感受性試験
および移植後の免疫機能モニタリング法の
確立 
①移植前の患者血液の B細胞および T細胞の
薬力学的評価（免疫抑制薬の感受性試験およ
び免疫機能チェック） 

（1）にて確立した 2つの PD解析法を用いて、
個々の患者の免疫抑制薬の感受性試験を施
行する。採血は実際に移植手術を施行予定の
患者に対して、移植前に行う。 
②感受性試験と移植後の臨床症状（拒絶反応、
感染症等）との関連性の検討 
移植前に施行した感受性試験の結果（免疫抑
制薬に対する効果）と臨床症状との関連性を
検討する。移植前の感受性試験時と移植後の
免疫機能チェック時との免疫抑制薬感受性
の違いを検討する。さらに感受性の違い等と
臨床症状との関連性を検討する。 
 
４．研究成果 
（1）では、抗 IgM抗体を 10～20µg/mLにて 3
日培養した際、B 細胞の増殖が最大となった。
しかし、T 細胞に対する抗 IgM 抗体の影響は
認められなかったことから、抗 Igm抗体によ
る B細胞の増殖は T細胞非依存性であること
が示唆された。培養期間について検討したと
ころ、抗 IgM 抗体添加 3～4 日後において B
細胞の増殖が最大となった。以上の結果から、
抗 IgM 抗体濃度を 10µg/mL、培養期間を 3 日
と設定し、次の検討を開始した。 
（2）では、健常成人 3 名において、各刺激
により増殖させた B細胞および T細胞はいず
れも、CSA 濃度依存的に増殖抑制効果が認め
られた。抗 IgM抗体により増殖させた B細胞
から算出した IC50 値および最少増殖率は T
細胞のそれより低値を示し、個体間変動も小
さいことが明らかとなった。同様に生体腎移
植手術施行予定患者 10名で検討したところ、
健常成人同様の結果が得られた。T 細胞を特
異的に増殖させる抗 CD3/CD28 抗体にて T 細
胞を増殖させたところ、同様に B細胞も増殖
し、この B細胞の増殖も CSA により抑制され
た。一方、T細胞の補助刺激の１つである CD40
リガンドにより増殖させた B細胞は CSAを添
加しても充分な抑制効果が認められなかっ
た。 
（3）では、まず、CSA 服用腎移植患者 15 名
の移植前および移植後（3 週間～4 年）にお
いて、免疫抑制薬に対する感受性を T細胞増
殖を指標として解析し、移植前後での変化の
有無を調べた。すると、IC50 値および bottom
値（最小増殖率）は移植前後で変化は認めら 
れなかった。 



 
次に、74名の CSA服用腎移植患者 [拒絶反応 
(n=16)、感染症  (n=15)、臨床所見なし 
(n=43)] の T細胞の感受性試験をレトロスペ
クティブに実施し、臨床所見と PD パラメー
タ ー と の 関 連 性 を 検 討 し た と こ ろ 、
Cytomegalovirus (CMV) / Varicella zoster 
virus (VZV) の再活性化と CSA 高感受性群 
(bottom<25%) 、T細胞性急性拒絶反応と CSA
低感受性群 (bottom≧25%) の有意な関連性
が認められた。一方、抗体関連型拒絶反応を
引き起こす可能性のある新規 HLA抗体産生と
CSA 高感受性群との有意な関連性が認められ
たが、その多くは CMV/VZVの再活性化を起こ
していることが明らかとなった。この結果か
ら、T 細胞の PD 解析において、CMV/VZV の再
活性化、新規 HLA抗体産生などの臨床症状と
CSAの PDパラメーターとの関連性が認められ
た。 
以上の結果から、B 細胞および T 細胞それ

ぞれの PD 解析法を用いることで、抗体関連
型拒絶反応のハイリスクである ABO血液型不
適合移植や HLA抗体陽性（クロスマッチ陽性）
移植における免疫抑制薬の選択や、慢性拒絶
反応の予防などに関する有用な情報を提供
できる可能性が示唆された。これにより免疫
抑制療法の適正化および個別化が可能とな
り、しいては移植臓器の長期生着につながる
ものと期待された。 
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