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研究成果の概要（和文）：本研究では血管新生を誘導したマウスハイリスク角膜移植モデルを作製し、抗
CD80/86抗体の角膜移植片に対する免疫抑制効果の機序を検証し、ヒト角膜移植における新規免疫寛容誘導療法
開発に向けた基盤研究を実施した。本研究から、抗CD80/86抗体投与により、Th1優位の免疫抑制効果が明らかに
なった。さらに、MLRから炎症性サイトカインの減少効果を明らかにした。これらにより、抗CD80/86抗体を用い
た新規免疫抑制療法が可能な可能性がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used a mouse high-risk corneal transplant model that 
induced neovascularization, investigated the mechanism of immunosuppressive effect of anti-CD80/86 
antibody on corneal grafts for  developing a new immune tolerance induction therapy in corneal 
transplantation. The administration of anti-CD80/86 antibody revealed a Th1-dominant 
immunosuppressive effect. Furthermore, the effect of reducing inflammatory cytokines was clarified 
from MLR. These may enable novel immunosuppressive therapy with anti-CD80/86 antibody.

研究分野： 角膜移植免疫

キーワード： 角膜移植免疫　免疫寛容　抗CD80/86抗体　拒絶反応　制御性T細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
角膜移植後の急性拒絶反応に対して、ステロイドやタクロリムスなどの免疫抑制剤を中心とした治療が行われて
いるが、感染症、自己免疫疾患の合併、再移植などで血管新生を生じたハイリスク症例では未だにその40-90%に
高い拒絶反応を伴う。本邦においてはドナー角膜が充足しているとは言えず、移植臓器において長期的に免疫寛
容(免疫抑制剤を中止しても移植臓器が十分に機能する状態)が成立することが臨床的に重要である。本研究から
抗CD80/86抗体投与により、Th1優位の免疫抑制効果が明らかになった。これらの結果は抗CD80/86抗体を用いた
新規免疫抑制療法開発の基盤となる。

※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 
ステロイドやシクロスポリン、タクロリムスなどの免疫抑制剤の登場により、角膜移植後の急性
拒絶反応は減少し、その治療成績は向上したが、未だに感染症、自己免疫疾患の合併や再移植な
どで血管新生が生じた角膜ではその 40-90%に拒絶反応を伴う。免疫抑制剤はその副作用(感染
症、薬剤毒性、白内障、緑内障)や慢性拒絶反応には無効であるなど未だ問題が多い。また、本
邦においてはドナー角膜が充足しているとは言えず、移植臓器において長期的に免疫寛容(免疫
抑制剤を中止しても移植臓器が十分に機能する状態)が成立することが臨床的に重要である。  
 角膜移植における拒絶反応は、角膜移植によって新生した血管由来のレシピエント免疫系細
胞が移植した異物であるドナー角膜を異物と認識し、頸部リンパ節で抗原提示を行いナイーブ T
細胞はエフェクターT 細胞(Teff)へと細胞分化し、標的細胞を破壊する。制御性 T 細胞(Treg)は
1995 年に同定された比較的新規の T 細胞サブセットで、抗原特異的に免疫応答に抑制的に働く。
この Treg を人為的に生体外で増幅し、抗原特異的にドナー角膜に誘導させることができれば、
副作用なく角膜移植片に免疫寛容を成立させることができると期待されている。 
申請者らはこれまでに、血管新生を誘導したハイリスクレシピエント角膜に対する角膜移植(ハ
イリスク角膜移植)において、角膜移植片における Treg の減少と、Treg の分化・維持に必須の
遺伝子である Foxp3 の発現の低下が拒絶反応の主座を担う Teff の抑制能の低下を引き起こして
いることを明らかにした(Inomata T, et al, Sci Rep. 2016)。また、同研究から、抑制性サイトカ
イン(IL-10 や TGF-β)の減少や免疫抑制性分子である CTLA-4 の発現の低下が、炎症性サイト
カイン(IFN-γ)を増加し、拒絶反応を誘導していることが明らかになった。 
 さらに、最近の研究結果から Treg の分化状態はこれまで考えられてきたほど安定ではなく、 
炎症などの環境の変動に対し、Foxp3 の発現および免疫抑制機能を失うことが明らかになって
きた(Zhou X, et al, Nature Immunol, 2009)。また、ヒト生体内での Treg の増幅は難しく、Treg
を用いた新規免疫抑制療法の臨床応用には、Treg の有効な体外増幅方法の開発や Treg を安定的
に誘導する免疫抑制経路を解明し、移植臓器に効率的に誘導することが重要である。 
 これまでに本学では、ヒトにおける肝・腎移植において、抗 CD80/86 抗体で誘導・培養した
Treg を用いた臨床実験を開始し、良好な成績を示している(Todo S, et al, Hepatology. 2016)。
しかし、血管新生を誘導したハイリスク角膜移植という局所炎症環境下において、抗 CD80/86
抗体を用いた免疫抑制効果は明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、無血管組織である角膜に手術的侵襲によって新生血管を誘導したハイリスク
角膜移植モデルをマウスで作製し、抗 CD80/86 抗体の角膜移植片での免疫抑制効果を検証し、
ヒト角膜移植における新規免疫寛容誘導療法開発に向けた研究を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究では研究期間内に以下の研究を実施した。 
(1) マウスハイリスク角膜移植モデルの作成 

角膜実質に 14 日間ナイロン糸を留置し、新生血管を誘導したハイリスクレシピエント角膜を
作成する。ドナー(C57BL/6)からレシピエント(BALB/c)に同種異系角膜移植を行う。コントロ
ールとして同種同型角膜移植あるいは血管新生誘導のみのマウスをおく。 

(2) 抗 CD80/86抗体の T細胞増殖抑制能の評価 
頸部リンパ節から単離した BALBc由来のエフェクターT細胞と放射線照射(20Gy)した C57BL6
マウス(♀)の脾細胞を用いた混合リンパ球反応(MLR)による細胞増殖と、BrdU 染色でその免
疫抑制能を評価する。また、炎症性サイトカインの発現を ELISA 法、real-time PCR(RT-PCR)
法により評価する。 

(3) 抗 CD80/86抗体の腹腔内投与によるハイリスク角膜移植モデルマウスにおける血管/リンパ
管新生と角膜の形態学的比較解析 
抗 CD80/86 抗体の腹腔内投与によるハイリスク角膜移植片の混濁スコア、血管新生スコアを
8 週に渡り細隙灯顕微鏡観察する。 

(4) 抗 CD80/86 抗体の腹腔内投与によるハイリスク角膜移植片における免疫細胞ならびに免疫
抑制性分子の発現の解析 
抗 CD80/86抗体の腹腔内投与後、マウスハイリスク角膜移植モデルから角膜移植片を採取し、
そこに浸潤した炎症細胞ならびにサイトカインの発現をフローサイトメトリーならびに
real-time PCR 法にて評価する。 

(5) 角膜移植片における発現変動遺伝子の同定 
ハイリスク角膜移植後 14 日後の角膜移植片を採取し、RNA を抽出した。NEBNext Poly (A) 
mRNA Magnetic Isolation Module (NEB, Ipswich, MA, USA)ならびに NEBNext Ultra II RNA 
Library Prep Kit for Illumina (NEB)を用いて RNAseq ライブラリを作成した(7)。RNAseq
ライブラリに対してシーケンシングを行い、ハイリスク角膜移植における角膜移植片の発現



 

 

変動遺伝子発現を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 抗 CD80/86抗体の T細胞増殖抑制能の評価 
混合リンパ球反応により、抗 CD80/86抗体の CD4 陽性 CSFElowT細胞の増殖能の抑制(図 1a, b)
と CD4 陽性 IFN-γ陽性 T細胞(図 2c, d)の抑制を明らかにした。 

図 1. 混合リンパ球反応による抗 CD80/86抗体の T細胞増殖抑制能の評価 
 
(2) 抗 CD80/86抗体による炎症性サイトカインの抑制 
混合リンパ球反応により、抗 CD80/86抗体の IFN-γ(図 2a)、IL-1β(図 2b)、IL-2(図 2c)、IL-
10(図 2d)、TNF-α(図 2e)、IL-12(図 2f)などの炎症性サイトカインの産生の有意な減少が明ら
かになった(ELISA 法)。 

図 2. 混合リンパ球反応による抗 CD80/86抗体のサイトカイン産生能の評価 
 

(3) 抗 CD80/86抗体腹腔内投与による角膜移植片の混濁と血管新生の抑制と生着率の向上 

b
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マウスハイリスク角膜移植モデルに対し、抗 CD80/86抗体の腹腔内投与により、角膜移植片の混
濁(図 3a)と血管新生(図 3b)の有意な抑制を認めた。また、抗 CD80/86抗体の腹腔内投与により
角膜移植片の生存率の延長(図 3c)ならびに生存期間の中央値の延長(図 3d)を認めた。 

図 3. 抗 CD80/86抗体の腹腔内投与による角膜移植片の混濁と血管新生の抑制と生着率の向上 
 
(4) 抗 CD80/86抗体の腹腔内投与による角膜移植片の CD4 陽性 IFN-γ陽性 T細胞の減少 
マウスハイリスク角膜移植モデルに対し、抗 CD80/86 抗体の腹腔内投与により、角膜移植片の
CD4 陽性 IFN-γ陽性 T細胞(図 4a)の有意な減少(図 4b)を認めた。 

図 4. 抗 CD80/86抗体の腹腔内投与による角膜移植片の CD4 陽性 IFN-γ陽性 T細胞の発現 
 
(5) 抗 CD80/86抗体の腹腔内投与による角膜移植片における発現遺伝子の変化 
マウスハイリスク角膜移植モデルに対し、抗 CD80/86 抗体の腹腔内投与により、角膜移植片の
IFN-γ、IL-1β、IL-2、TNF-α、IL-10の発現の減少ならびに TGF-β1の発現の増加が明らかに
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5. 抗 CD80/86抗体の腹腔内投与による角膜移植片における発現遺伝子 
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(6) 抗 CD80/86抗体の腹腔内投与による角膜移植片における発現変動遺伝子の変化 
マウスハイリスク角膜移植モデルに対し、抗 CD80/86抗体の腹腔内投与により、角膜移植片にお
ける発現変動遺伝子が明らかになった(図 6a)。Gene Ontology 解析から炎症応答、サイトカイン
を介したシグナル伝達経路、T細胞の活性化、IFN-γ産生などのシグナリング経路に発現変動遺
伝子の濃縮を認めた(図 6b)。 

図 6. 抗 CD80/86抗体の腹腔内投与による角膜移植片における発現変動遺伝子 
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