
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２５年６月１６日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 臓器移植における新たな拒絶反応抑制法の開発のため、免疫寛容誘

導モデルであるマウス同所性肝移植モデルを用いて移植臓器生着のメカニズムについて検討し

た。免疫反応の共刺激分子である PD-1/PD-L1 経路は移植臓器の生着に重要であることを示した。

また肝移植後の拒絶反応および臓器生着に関わる microRNA を検討した。さらに、肝実質細胞内

の骨髄由来免疫抑制細胞は拒絶反応の抑制に 重要な役割を持っている可能性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：For the development of novel imunosuppression in organ 

transplantation, we have analyzed the mechanism of graft acceptance using orthotopic 

mouse liver transplantation, which can induce immunological tolerance without 

immunosuppressive drugs. It shows that one of the co-stimulatory molecule, PD-1/PD-L1 

pathway is essential for graft acceptance. And it has analyzed that microRNA which 

associated with rejection or acceptance of allografts. And it suggested that myeloid-derived 

suppressor cells has an important role for inhibition for graft rejection. 
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１．研究開始当初の背景 

現在の移植医療において免疫抑制剤の使用
は欠かせないが、免疫抑制剤は標的以外の細
胞へ作用するため、その副作用および過剰な
薬剤投与による感染症や発癌等が問題とな
っている。これを防ぐためには、より特異的
は免疫反応を制御する方法や薬剤の開発が

急務である。 

マウス肝移植モデルにおいて、移植肝は他の
臓器あるいは肝細胞と異なり、MHC のバリア
ーを越えて免疫抑制剤なしで自然生着する。
しかし、拒絶反応が起こらないわけではなく、
移植肝の組織学的所見では、移植後 14 日目
あたりをピークとしてリンパ球の浸潤が認
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められるものの、その後自然消失する。また、
肝移植後はドナー特異的免疫寛容が段階的
に誘導され、移植後 40 日目以降には移植肝
と同系マウスの皮膚移植片は完全生着する
ようになる 1)。このことから、リンパ球の浸
潤のはじまりから収束までに間には、きわめ
て特殊なメカニズムが働いていることが推
測される。 

 

２．研究の目的 

本研究はマウス肝移植自然生着免疫寛容モ
デルを用いて、1. 自然生着破綻モデルを確
立することにより、PD-L1 分子等の免疫反応
における役割を解析することで、当該分子、
あるいは当該発現細胞の免疫寛容誘導機序
を明らかにする；2. 移植免疫寛容および拒
絶反応に関与する mRNA および miRNA の探索
をおこない、見出された mRNA または miRNA
の標的分子を同定する; 3. 近年、免疫抑制
反応効果について注目されている骨髄由来
免疫抑制細胞(Myeloid-derived Suppressor 
cells : MDSC )の移植免疫寛容誘導における
関与について検討することを目的とする。本
研究により免疫寛容誘導のメカニズムが解
明されれば、臨床においてより特異的な免疫
抑制剤による拒絶反応抑制法の開発に結び
つくと考えられる。 
 

３．研究の方法 

1. PD-L1分子等の免疫寛容誘導における役割
の検討 
自然免疫寛容モデルはドナーを B10.BR 
(H-2k)、レシピエントを B10.D2 (H-2d)とし、
同所性肝移植をおこなった 2)。移植後
8,14,30,100 日目にグラフトを摘出し、その
凍結切片を抗 PD-L1 抗体、抗 F4/80 抗体、抗
CD105 抗体、抗 Desmin 抗体および抗 H-2Kd 抗
体を用いて免疫組織化学染色をおこなった。
移植免疫寛容破綻モデルの作製として、移植
後に抗 PD-L1 抗体を週に２回投与し、レシピ
エントの生存日数（グラフトの拒絶）を検討
した(n=6)。またPD-L1のリガンドであるPD-1
ノックアウトマウスをレシピエントとし、ド
ナーを BALB/c を用いて肝移植モデルを作製
するとともに移植後８日目の肝組織の病理
組織学的検討をおこなった。 
 
2. 移植免疫寛容状態に関わる mRNA および
miRNA の探索 
自然免疫寛容モデルとして、ドナーを B10.BR 
(H-2k)、レシピエントを B10.D2 (H-2d)とし同
所性肝移植をおこない 2)、移植後 5、8、14、
30 および 100 日目にグラフトを摘出し、HE
染色をおこなったものをBanff分類による組
織学的判定をおこなった。拒絶モデルとして
ドナーを C57BL/10 (H-2b)、レシピエントを
CBA  (H-2k)とした異所性心移植モデルを作

製した 3)。肝移植後に経時的に採取した血清
における GOT および GOT を測定した。一方、
グラフトから抽出した total RNA より miRNA
アレイをおこない、同系モデルとの発現比較
において、±3fold の差を持つものを抽出し
た。移植免疫反応に相関のある miRNA は定量
性 RT-PCR をおこない、normalized U6 snRNA
値をもとにそのコピー数で表した。Banff 分
類 4)における拒絶反応スコアの血清中 GOT 値
に対する相関は one-way aNOVA 解析およびポ
アソン分布解析をおこなった。また、移植免
疫反応に関連した miRNA を用いて、同系、異
系、異系長期生存例の心グラフトにおける発
現を肝移植モデルと同様に比較した。 
 
3. 骨 髄 由来 免 疫 抑制 細 胞   (Myeloid 
-derived Suppressor cells: MDSC) の移植
免疫寛容誘導における関与の検討 
マウス肝移植モデルはドナーを BALB/c 
(H-2d)、レシピエントを C57BL/6 (H-2b)を用
いた。移植後 14日目と 50日目にグラフト非
実質細胞を抽出し、CD11b(+)Gr-1(+)細胞の
割合をフローサイトメトリーにて確認した。 
さらにグラフト内における MDSC の拒絶反応

抑制効果を検討するために、移植後 14 日目

と 50 日目のグラフト非実質細胞から

CD11b(+)細胞をマグネティックビーズにて

ソーティングし、CFSE dilution assay にお

ける regulator として用いた。responder と

しては CFSE ラベルした C57BL/6 由来の T 細

胞を、stimulator としては BALB/c 骨髄細胞

から GM-CSF および IL-4 を用いて分化誘導さ

せた BM-DC 5)を用いた。また、骨髄細胞から

Hepatic Stellate Cell HSC と GM-CSF を用い

て分化誘導させた MDSC (Bone Marrow -MDSC : 

BM-MDSC) 2 の形態をギムザ染色で確認すると

ともに、それぞれの CD11b(+)細胞における

CD11c、 CD40、 CD86、B7H1、MHC class II、

F4/80、および Gr-1 発現をフローサイトメト

リーにて BM-DC と比較した。さらに、ex vivo

における実験と同様に、BM-MDSC の免疫反応

抑制効果を検討するため、CFSE ラベルした

C57BL/6 の T 細胞を responder、BALB/c 由来

の BM-DC を stimulator とし、BM-MDSC を

regulator とし、コントロールに BM-DC を用

いて CFSE dilution assay をおこなった。 
 
４．研究成果 
(1) PD-L1 分子等の免疫寛容誘導における重
要性の検討 
肝移植後のグラフトにおけるPD-L1の発現を
免疫組織化学染色により確認したところ、移
植後 14 日目にリンパ球浸潤領域および類洞
における発現がもっとも強く観察されたも
のの、移植後 100 日目にはその発現部位は減



 

 

少し、なおかつ発現強度も減弱していること
が示された。これまでの報告で、マウス自然
免疫寛容モデルにおいて、移植肝に対するリ
ンパ球の浸潤は移植後14日をピークとして、
その後徐々に消褪する 1)。PD-L1 の発現も移
植後14日目をピークとしていることからも、
拒絶反応もしくは拒絶反応の抑制に関与し
ていることが示唆される。PD-L1 が類洞内皮
およびリンパ球浸潤部位に局在しているこ
とから、抗 CD105、抗 F4/80 および抗 H-2Kd
抗体を用いて二重染色をおこなったところ、
いずれも共染色を示した。類洞内皮細胞およ
びマクロファージがPD-L1を発現しているこ
とが示唆されたが、これはこれまでの報告と
一致する 6),7)。またリンパ球浸潤部位におい
て PD-L1は H-2Kd とも共染色を示したことか
ら、移植肝だけではなく、レシピエント由来
のリンパ球も免疫寛容誘導に関与している
可能性が示唆された。今後は浸潤細胞の同定
を進めるとともに、その継時的変化を検討し、
免疫寛容誘導のメカニズムを解明する必要
がある。一方、他の臓器と比べて、肝臓が特
異的に免疫寛容を誘導することから、肝臓特
異的な細胞が免疫寛容誘導に寄与している
可能性があると考えられる。そのひとつとし
て星細胞を候補に挙げ、そのマーカーである
desmin との二重染色を試みたが、共染色は得
られず、PD-L1 分子が関与する免疫寛容誘導
において星細胞の関与の可能性は低いこと
が示唆された。 
 
(2) 移植免疫寛容状態に関わる mRNA および
miRNA の探索 
自然免疫寛容モデルであるマウス同所性肝
移植モデルの移植後のグラフトにおける
miRNA 発現プロファイリングをおこない、急
性拒絶反応時および免疫寛容時に関わる
miRNA の探索をおこなった。同系移植モデル
と比較して、upregulate された miRNA は
mmu-mir-146a, 15b, 223, 23a, 27a, 34a, 451
で あ り 、 downregulate さ れ た も の は
mmu-mir-101a, 101b, 148a であった。これら
の miRNA の発現量と拒絶反応との相関を、
Banff 分類における拒絶反応スコアとで解析
したところ、いずれも高い相関を示し、免疫
反応の活性化とこれらのmiRNAに関連がある
ことが示された。Mir-146 はヒト腎移植にお
ける拒絶グラフトにも高い発現を示してお
り 8)、この miRNA は naïve T cell には低い発
現を示し、Th1 cell においては高い発現を、
Th2 cell においては発現を示さず、Th1 特異
的 miRNA を考えられている 9)。また mir-223
は顆粒球、血小板、単球、T および B 細胞で
も発現していることが知られているが、T お
よびB細胞では顆粒球と比較して発現が低い
10)。mir-223 は upregulate された miRNA の中
でもっとも高い発現を示した。 

また、免疫寛容時に高い発現を示した
mir-101 は、その発現を抑えることで、naïve 
T cell の ICOS 発現が高まり、effector T 
cell 様となり、自己免疫疾患を引き起こす 11)

ことから、T cell の活性化抑制に関連がある
と考えられる。 
また肝グラフトにおいて免疫寛容時に高い
発現を示した miRNA は、心グラフトにおいて
も同様の傾向を示した。ただ、急性拒絶反応
時に高い相関を示したmiRNAは心グラフトに
おいて必ずしも同じ相関が見られるわけで
はなかった。肝移植モデルは免疫寛容モデル
であり、心グラフトは拒絶モデルであること
から、その違いが肝移植の免疫寛容誘導に関
する miRNA である可能性が示唆された。 
 
(3) 骨髄由来免疫抑制細胞   (Myeloid 
-derived Suppressor cells: MDSC) の移植
免疫寛容誘導における関与の検討 
マウスにおける MDSC の表面マーカーである

CD11b および Gr-1(+)細胞 12)を、マウス肝移

植後のグラフトにおける推移を確認したと

ころ、同系移植モデルではその陽性細胞がほ

とんど見られなかったのに対し、アロ移植モ

デルでは大幅にその割合が上昇していた。

MDSC は炎症に伴って集積することが報告さ

れているが 13)、同系肝移植における CD11b お

よび Gr-1(+)細胞は手術侵襲による炎症反応

を反映したものであり、アロ移植モデルにお

ける拒絶反応による炎症反応を反映してい

るものと考えられる。しかし、マウス肝移植

のグラフトへのリンパ球浸潤は、術後１４日

目がピークであり、その後徐々にグラフトへ

のリンパ球浸潤は消褪し、60日目にはその痕

跡を残すのみとなる。ところが、本実験では、

グラフトにおける MDSC の割合は移植後５０

日目に高い割合を示している。一方、移植後

に グ ラ フト よ りソ ーテ ィ ング さ れた

CD11b(+)細胞の免疫反応抑制効果は、50日目

のものは 14 日目のものと比べてより高い T

細胞増殖抑制効果を示した。MDSC は癌患者や

担癌モデルの免疫寛容状態において観察さ

れことが報告されている 14),15)。このことから、

移植後のグラフトに対する拒絶反応が抑制

され、免疫寛容状態においてもなお高い割合

で存在することは、継続的なグラフトへのリ

ンパ球の攻撃に対して、MDSC が防御の一端を

担っていることが示唆される。 

マウス骨髄細胞から分化誘導させた MDSC に

ついて、その形態を確認したところ、大型単

核の円形細胞であったことから、これらの細

胞は monocytic MDSC であると示唆される 16)。 

また、CD11b(+)細胞における phenotype は、

BM-DC と比較して、CD11c の発現が低く、典



 

 

型的な樹状細胞とは異なる表現系を示した。

また免疫反応の活性化シグナルにおける

co-stimulatory signal である CD40 および

CD86そしてMHC class IIの低い発現を示し、

これはこれまでの報告と一致し 2、免疫反応

活性化シグナルと抗原提示能力の低さを示

している。これは LPS による刺激に対しても

変化はなく 5)、MDSC の T細胞に対する活性化

の欠如を示している。 

MDSC には大まかに分けて granulocytic –

MDSC(G-MDSC)と monocytic-MDSC (M-MDSC)に

分けられ、前者は CD11b(+) Gr-1int、後者は

CD11b(+) Gr-1highという表現系を示す 16)。本

研究におけるBM-MDSCのCD11b(+)細胞におけ

る Gr-1 発現は intermediate であり、これは

M-MDSC の phenotype と一致した。グラフトか

らソーティングされた CD11b(+)細胞はアロ

反応性T細胞の増殖を著明に抑制したことか

ら、MDSCが肝移植後の免疫寛容誘導に大きな

役割を持っていることが示唆される。今後、

免疫寛容誘導に関わる MDSC の詳細を検討す

るために、グラフト内にはどのタイプの MDSC

が T細胞の抑制に関わっているのかを検討す

る必要がある。また MDSC は regulatory T 細

胞の誘導に関連があるとの報告があり 17)、今

後、グラフトにおける Treg と MDSC との関連

についても検討する予定である。 
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