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研究成果の概要（和文）：間接的アロ応答によるドナーHLA特異的抗体（DSA）の生成は、移植臓器の長期生存に
有害である。本研究では、間接的アロ応答を評価する新しい方法を確立した。CD4+T細胞の増殖は、同種抗原を
パルスしたDCとの共培養後に強く観察された。DSA陽性患者において、IL-21産生メモリーT細胞は、移植前と比
較して移植後に有意に増加した（9.23±9.08対43.9±29.1、P < 0.001）。間接経路のCD4 + T細胞応答を評価す
ることにより、de novo DSA産生の基礎となるメカニズムに関する新たな知見が得られ、抗体媒介性拒絶反応に
対する効果的な戦略の開発につながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Generation of donor-specific human leukocyte antigen antibody (DSA) via 
indirect allorecognition is detrimental to long-term survival of transplant organs. The detection of
 such immune responses would make it possible to define patients with high risk of sensitization. In
 this study, we established a novel method for evaluating indirect allorecognition to assess 
sensitization in kidney transplant recipients. CD4 + T cell proliferation was strongly observed in 
following coculture with allogeneic antigen-pulsed DC leading to interferon-γ and IL-21 production.
 In de novo DSA-positive patients, IL-21-produced CD45RA - CD4 + T cells were significantly 
increased after transplantation compared with before transplantation (9.23 ± 9.08 versus 43.9 ± 
29.1, P < 0.001). Assessment of indirect pathway CD4 + T cell response could provide new insights 
into the underlying mechanism of de novo DSA production, leading to the development of effective 
strategies against antibody-mediated rejection.

研究分野：移植免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
臓器移植患者では術後にB細胞を活性化する濾胞性T細胞が増加する。T/B細胞は外来抗原ペプチド断片や、その3
次元構造を各々の受容体で認識することになり、抗原決定基はエピトープと呼ばれる。その重要性についてはこ
れまでin silicoで解析したところ、T/Bの推定エピトープ数の多さと抗ドナーHLA抗体産生に相関関係が認めら
れた。また、エピトープレベルで共通推定ペプチドが存在する場合にドナーHLA特異的抗体が生じやすいことを
報告した。この仮説立証ため、樹状細胞にドナー抗原を貪食・提示させ、活性化されるT細胞を検出し移植後の
感作状態を評価できるin vitro実験系を構築した。

※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 
 
(1)-1 免疫抑制剤の功罪 
禁忌と言われた ABO血液型・HLA不適合移植が、強力な脱感作療法（B細胞除去、抗体除去）
と良質な免疫抑制剤を背景に行われている。しかし、非特異的な免疫抑制に起因する感染症や、
悪性腫瘍罹患の問題は解決されていない。免疫抑制薬の長期服薬に伴う副作用は、現代の移植医
療における大きな課題として浮かび上がってきた。 
(1)-2 免疫順応・寛容 
免疫抑制剤が不必要となる免疫寛容誘導では、制御性機能を持つ細胞移入法が中心に位置し、世
界中で臨床応用も試みられている。肝移植では免疫抑制剤の完全離脱の成功例も報告されてい
るが、他臓器での寛容達成は少ないことに加え、免疫抑制剤減量時の拒絶反応の発症が大きな課
題である。抗体接着・補体活性が確認されるが臨床的に問題の無い免疫順応はしばしば臨床で散
見される。申請者はこれまで抗 A/B血液型抗体にさらされた内皮細胞は補体制御因子発現上昇
による補体傷害軽減、PD-L1発現上昇によるアロ応答減弱など（BBRC 2011, Transplantation 
2012, Transplant. Int. 2013, Transplant. Immunol. 2018, Clin. Exp. Immunol 2020）、免疫順
応研究を抗体接着内皮細胞の解析を中心に報告してきた（図 1）。 
(1)-3 アロ応答 
アロ応答は大きく 2 つに分かれる。Direct recognition；ドナーHLA-class II をレシピエント
CD4 T細胞が直接認識し、拒絶反応を誘発する。Indirect recognition；ドナーHLA抗原を提示
した抗原提示細胞（Antigen Presenting Cell；APC）と CD4 T細胞の反応。一部が濾胞性 T細
胞（follicular helper T-cell；Tfh）となり、B細胞の活性化・成熟化を促し DSA産生細胞へと
分化させる。いずれの反応でも制御性 T細胞（regulatory T-cell；Treg）の重要性は提示されて
いる。近年では濾胞性制御性 T細胞（T-follicular regulatory cells；Tfr）といった、胚中心に遊
走し抗体産生の活性化を抑制する細胞の重要性も報告されている。成熟 Tfr は、Tfh/Treg 両方
の転写ネットワークを獲得しながら IL-2 受容体発現が抑制されていく、Treg の亜群とされて
いる。移植患者では、その発生と維持に必須の IL-2が免疫抑制剤で阻害されており、レシピエ
ント体内の Tregは極めて少なく、寛容形成が阻害されてしまうというジレンマがある。 
 
２．研究の目的 
 
Indirect recognition の安定した評価法は少ない。申請者はレシピエント APC とドナー細胞を
用いた Indirect recognition を反映する実験系を構築した。レシピエント末梢血 CD14+ 
Monocyteを、ドナーPBMC存在下で IL-4/GM-CSFで 4日間、IL-1β/TGFαで 2日間培養し
たものを APCとして用いた。この APCと CD4 T細胞との混合培養で、Tfh（CXCR5+PD-1+）
への分化が誘導され、代表的な Tfh 産生サイトカインの一つである、B 細胞クラススイッチに
必須の IL-21 が確認されている（図 2）。未感作検体では、Tfh への分化とサイトカイン産生は
naïve CD4 T細胞由来（図 2）である一方、DSA陽性患者検体ではmemory CD4 T細胞からの
IL-21産生も確認される（図 3）。誘導 Tfhを single cellで回収し T-cell Receptor（TCR）のレ
パトアを解析すると、特定クローンへの偏りが確認された（図 4）。この結果は我々に次の問い
を提示した：i) DSA産生を促す Tfhクローンを移植前 naïve CD4 T細胞から同定し、DSA産
生時に Tfhへと分化しているのか、かつ TCR遺伝子の PCRなどで追跡可能かどうか、ii) APC-
CD4培養系で、感作状態・拒絶反応を DSA検出より鋭敏に検出可能か、iii) ドナー抗原に強力
に応答する TCRをもつ Treg/Tfrに分化させ、direct/indirectアロ応答が制御できるのか。免疫
順応・寛容の本質を知るうえで、アロ応答におけるドナー特異的応答 T細胞の single cell解析
とモニタリング、さらに同定したドナー特異的 TCRに機能性があるかどうかを確認する必要が
ある。患者体内のアロ応答の情報を得ることにより、効果的な治療選択や、ドナー抗原特異的な
TCRを持つ Treg/Tfr 細胞の細胞移入利用、その T細胞から iPS細胞の作製、TCR認識 HLA-
ペプチド複合体に対する Chimeric Antigen Receptor (CAR)-T療法など、新たな治療戦略への
展開を期待している。 
 
３．研究の方法 
 
(3)-1 Indirect recognition 応答の移植後継時的変化 
2021 年度~2022 年度：腎移植後１年以内に複数回、以降は年に一回に加え拒絶反応などのイベン
トが生じた場合に患者の同意のもと生検と血液サンプルを採取している。CD4 T 細胞は 
naïve/memory に分画し、確立された APC-CD4 培養系を用いて IFNγ/IL-21 ELISPOT assay を評
価する。De novo DSA 陽性患者を対象に検討する。十分な naïve/memory CD4 T細胞が確保でき
るときは、ELISPOT assay に加えて、Tfh への分化も検討する。自施設での患者検体で一定の傾
向が見られた場合、2023 年度は協力病院の患者検体も用いる（年間 100 例程度の腎移植患者検



体を 2007 年から本学にて収集・保存している）。 
(3)-2 移植前より存在する将来 Tfh になりうる TCR の同定とその追跡 
2021 年度~2022 年度：de novo DSA 陽性となった患者の移植前保存検体を用い、APC-CD4 培養系
によりドナー反応性 Tfh TCR の配列を同定する。まずは入手が比較的容易なドナーPBMC を抗原
として用いる。同定された TCR をマーカーに、移植後検体を用いて当該 TCR を持つ CD4 がいず
れのサブセットに存在するか PCR・次世代シークエンス・FCM 等で検討する。2023 年度はリコン
ビナント HLA を用いた実験形も構築する。ドナーHLA を標的抗原とした、より"特異性"のある
TCR の同定を目指す。 
(3)-3 Treg・Tfr 分化実験系の構築と機能解析 
2021 年度～2022 年度：in vitro Treg 誘導は IL-2/TGFβの添加を行い、CD25/Foxp3/IL127 の発
現以外に、foxp3 遺伝子の脱メチル化で細胞分化を評価する。in vitro Tfr 分化についての知見
は少ない。Treg への分化誘導系を基本に、まずは Tfr への分化誘導を可能にするサイトカイン
探索を行う。2023 年度：機能解析はすでに実験系が構築されている内皮細胞や B 細胞との共培
養による T細胞増殖、チェックポイント分子（PD-L1/CD40/ICOS など）の発現や抗体産生で評価
する（Iwasaki K, et al., Int. Immunol. 2018, Clin. Exp. Immunol. 2020）。 
Alternative（本研究が困難な場合）：naïve CD4を Treg へと分化誘導するといわれている制御
性樹状細胞細胞（regulatory Dendritic Cell；DCreg）の作成も検討する。DCreg の作成は、本
研究で用いている APC の作成手法に、抑制性のサイトカイン（IL-10/TGFβ）添加で行う。ドナ
ー特異的 Treg への分化誘導は上記実験系でその機能を確認する。 
 
４．研究成果 
 
Direct alloresponse についての評価法は、60 年代半ばに考案されたレシピエントとドナーの
末梢血リンパ球を混合培養する方法が現在も主流である。一方で indirect alloresponse の評
価法は、世界でも定まった実験系は確立されていなかった。特に、感作状態を反映する実験系の
確立は困難であった。申請者らはドナー抗原を貪食させたmoDCを用いてindirect alloresponse
を評価する方法を確立した。この実験系の特徴は、de novo DSA 症例など感作状態では、安定期
の患者では確認されない memory CD4 T 細胞応答を検知できる点にある。そのため、移植前検体
（未感作）と、移植後検体（=de novo DSA 陽性）で増殖 CD4 T 細胞の scRNAseq を行うと、移植
前では確認できない effector T 細胞の増幅が確認される。増殖 T細胞の表現型のさらなる解析
により、Treg phenotype の T 細胞（CD25+ CD127-foxp3+）は移植前から消失せず存在している
ことも判明した。つまり de novo DSA 産生は、Treg 消失ではなく effector T 細胞優位の結果で
あることが示唆された。moDC 自身もいくつかのクラスターで分類でき、それぞれに特徴的な遺
伝子プロファイリングを示すことも見出した。抗原提示細胞がいくつかのサブタイプに分かれ
ることはマウスで証明されており、Treg/effector T への増幅を担う moDC サブセットは異なる
ことが推定される。それぞれの T細胞サブセット誘導を担う抗原提示細胞の同定は、免疫抑制剤
減量時のマーカーや治療介入標的となりうる。免疫抑制剤や、抗体薬などにより、T細胞だけで
なく抗原提示細胞機能を評価することは、免疫抑制剤の minimization・免疫寛容の足掛かりと
なる。 
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