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研究成果の概要（和文）：本研究ではマウス角膜移植モデルを用い、制御性樹状細胞の抑制効果

について検討した。制御性樹状細胞を BALB/cレシピエントマウスに移入した後、角膜移植を行

い、移植片拒絶反応を移植後 8週目まで細隙灯顕微鏡で観察した。移植後 8週目の移植片生着

率は無処置マウスが 33%であったのに対し、ドナー由来制御性樹状細胞を移入したマウスでは

83%と拒絶反応が抑制されていた。今後は、角膜内に制御性樹状細胞を増加させ拒絶反応を抑制

できるシステムの開発をさらに進めていく予定である。 

 

研究成果の概要（英文）：Significant interest has been focused on the use of ex vivo 

manipulated dendritic cells (DCs) to optimally induce transplant tolerance and promote 

allograft survival. Though it is understood that donor-derived tolerogenic DCs suppress 

the direct pathway of allosensitization, whether such DCs can similarly suppress the 

indirect pathway remains unclear. We therefore utilized the murine model of corneal 

transplantation to address this, as these allografts are rejected in an indirect pathway 

dominant fashion. Interestingly, recipients administered with donor bone marrow derived 

regulatory DCs (DCregs) generated via culturing with GMCSF, IL-10 and TGF-b1, 

significantly prolonged survival of corneal allografts. We conclude that donor derived 

tolerogenic DCs significantly suppress the indirect pathway, thereby identifying a novel 

regulatory mechanism for these cells in transplantation.  
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１．研究開始当初の背景 

角膜移植は、難治性角膜疾患の治療として重

要な選択肢の一つであり、臓器移植の中で最

も多く行われている移植である。角膜移植拒

絶反応は移植後の重篤な合併症の一つであ

り、拒絶反応を最小限にコントロールするこ

とは、角膜移植を成功させるためにも重要で

ある。現在のところ免疫抑制剤以外の治療法

は存在せず、免疫抑制剤による多くの副作用

のため場合によっては薬剤の投与を中止せ

ざる得ないこともあり、医療の現場では、免

疫抑制剤に変わる新たな拒絶反応に対する

治療法の開発が待たれている。 

近年、従来の薬剤投与と異なり、患者体内に

直接治療効果のある細胞を投与する細胞治

療が注目を浴びている。癌治療の最先端では、

免疫活性作用の強い抗原提示細胞である樹

状細胞を投与し、癌細胞を消退させる研究が

盛んに行われている。樹状細胞は造血幹細胞

を起源とする特有な細胞突起を有した抗原

提示細胞であり、強い MHC-II 抗原の発現と

それを介しての T細胞への強力な抗原提示能

を有し、一次免疫反応を惹起しうる。近年、

樹状細胞はワクチンやガン治療に臨床応用

され、その応用の場はさらに広がりつつある。

樹状細胞が強力な抗原提示能を有し、免疫反

応を惹起する一方で、樹状細胞の中には、免

疫反応を抑制する機能を持つ細胞、すなわち

“制御性樹状細胞”と呼ばれる細胞集団の存

在が近年報告され始めている。これら制御性

樹状細胞は、T 細胞の機能を抗原特異的に制

御し、さまざまな自己免疫病発症モデルマウ

スの疾患発症を抑制することが報告されて

い る 。 さ ら に 佐 藤 ら (Sato.k et 

al;Immunity,2001) は 、 骨 髄 細 胞 を 、

GMCSF,IL-10,TGF-b で培養することで制御性

樹状細胞を誘導でき、この細胞を GVHD 発症

モデルのレシピエントマウスに移入すると

その発症を抑制できることを報告している。

当教室では、この制御性樹状細胞が自己免疫

性ぶどう膜炎動物モデルのぶどう膜炎発症

を抑制することを報告し(Usui.Y et al;Arch 

of Ophthalmology;,2008)、制御性樹状細胞

の作製方法すでにを確立している。一方で、

制御性樹状細胞の臓器移植拒絶反応に対す

る効果およびそのメカニズムに関しては、今

だ謎の部分も多い。 

 

２．研究の目的 

本研究ではこの制御性樹状細胞を臓器移植

後拒絶反応の治療に応用することを目的に

以下の点に的をしぼり検討を行う。 

（１）ドナー骨髄由来制御性樹状細胞は、角

膜移植拒絶反応を抑制しうるか？ 

ドナー骨髄細胞を、サイトカイン（GMCSF、

IL-10、TGF-b）存在下で培養することで作製

した制御性樹状細胞を角膜移植レシピエン

トに移入し拒絶反応を抑制できるか否か検

討し、抑制できればそのメカニズムを要細に

検討する。 

（２）ドナー臓器内の前駆細胞を制御性樹状

細胞に変化させ、角膜移植の拒絶反応を抑制

できるか？ 

近年骨髄だけでなく各臓器にも樹状細胞の

前駆細胞が存在していることが報告されて

いる。そこで本研究の最大の目的は、ドナー

臓器保存液（本研究では、角膜保存液）にサ

イトカイン（GMCSF、IL-10、TGF-b）を加え

ることでドナー臓器内の前駆細胞を制御性

樹状細胞に変化させ、角膜移植の拒絶反応を

抑制できるか否か検討する。 

 

３．研究の方法 

（１） ドナー由来制御性樹状細胞が、角膜



移植拒絶反応を抑制しうるか 

①ドナー由来制御性樹状細胞が、角膜移植拒

絶反応を抑制しうるか: C57BL/6 マウス骨髄

を GMCSF,IL-10,TGF-b（各 20ng/ml）で 7 日

間培養た後、LPS(1g/ml)添加しさらに 24

時間培養し制御性樹状細胞を作製する。同時

に mature DC (GMCSF で 7 日間培養、LPS 刺

激あり), immature DC(GMCSF で 7日間培養、

LPS 刺激なし)も作製する。術前 7 日前に各

DCをBALB/cレシピエントに静脈内注射(１×

106/マウス）し、C57BL/6 マウス角膜を移植

する。移植後８週目までスリット顕微鏡にて

角膜混濁を確認し、移植片生着率を下記に示

した各実験群で比較する。ⅰ）無処置群、ⅱ）

immature DC投与群、ⅲ）mmature DC投与群、

ⅳ）DCregs投与群 

②角膜移植抑制メカニズムの解析(Indirect 

Pathwayを抑制しているか: (2)の実験にて角

膜移植拒絶反応を抑制できれば、そのメカニ

ズム解析特に Indirect Pathway を抑制して

いるか否かについて検討を行う。 

ⅰ)ELISPOT assay：Direct pathway、Indirect 

pathwayの解析には、ELISPOT assayが大変

有効である。そこで各 DC投与群と無処置群

のレシピエントから、移植後 3週目に頸部リ

ンパ節を採取し、ELISPOT assayを行う。 

ⅱ)DCregs 投与により CD4+CD25+Foxp3+抑制

性 T 細胞を誘導しているか：DCregs は、

CD4+CD25+Foxp3+抑制性 T細胞を誘導し、免疫

抑制効果をもたらすことが報告されている。

そこで CD4+CD25+Foxp3+抑制性 T 細胞が

DCregs 投与にて角膜移植後に所属リンパ節

内で誘導されているか否かフローサイトメ

トリーで確認する。さらに CD4+CD25+Foxp3+

抑制性 T細胞が、Indirect pathway を抑制

ししているのか否か ELISPOT assay にて検

討する。 

（２）ドナー臓器内の前駆細胞を制御性樹状

細胞に変化させ、角膜移植の拒絶反応を抑制

できるか 

①角膜内前駆細胞は、制御性樹状細胞になり

うるか 

上記にてその存在を角膜内に確認した CD14+

細胞をフローサイトメトリーにても確認す

る。しかし、マウス正常角膜細胞のフローサ

イトメトリーは、現在までほとんど報告がな

く、試行錯誤が必要であることが予想される。

フローサイトメトリーにて CD14+細胞を確認

できれば、その細胞を単離してくることが可

能である。そこで単離した CD14+細胞を GMCSF, 

IL-10, TGF-b（CD14+細胞は骨髄細胞より分化

しているため、７日以内の培養が有効と考え

る。）にて培養した後、MHC-II 抗原、補助シ

グナル分子、CD11c、CD11bの発現を免疫組織

化学染色、またはフローサイトメトリーにて

検討する。 

② GMCSF, IL-10, TGF-bとの培養にてドナー

角膜内に制御性樹状細胞を誘導できるか: 

骨髄由来 DCregsは、CD200R3を強発現してい

る結果を我々は得ている。（図３－ｃ）そこ

で CD200R3を DCregsの特異的マーカーとし、

その発現にて角膜内での DCregs 誘導の有無

を検討する。すなわち、ドナー角膜を GMCSF, 

IL-10, TGF-bにて培養し（培養時間、最適温

度も検討する）、培養した角膜の mRNA から

cDNAを作製、real-time PCRにて CD200R3の

発現を naiveマウス角膜と比較する。さらに、

培養した角膜内における MHC-II 抗原、補助

シグナル分子、CD11c、CD11bの発現を免疫組

織化学染色、またはフローサイトメトリーに

て検討する。 

GMCSF, IL-10, TGF-b による培養が、角膜内

皮細胞に与える影響についての検討：DCregs

を角膜内に誘導出来ていても、その培養が角

膜内皮細胞に悪影響であれば、角膜移植は成

功しえない。そこで、GMCSF, IL-10, TGF-b



による培養で角膜内皮細胞にどのような影

響を与えるか、特に角膜内皮細胞のアポトー

シスについて ZO-1（角膜内皮細胞のマーカ

ー）およびア AnnexinV（アポトーシス細胞の

マーカー）による免疫組織化学染色で確認す

る。 

③GMCSF, IL-10, TGF-b にて培養した角膜に

より角膜移植拒絶反応を抑制できるか: 上

記２－ｂ）の実験にて角膜内に DCregs を誘

導し、その培養時間、最適温度を決定出来れ

ば、C57BL/6 マウスから採取したドナー角膜

を、培養し、BALB/cレシピエントに移植する。

移植後８週目までスリット顕微鏡にて角膜

混濁を確認し、移植片生着率を下記に示した

各実験群で比較する。ⅰ）無処置群、ⅱ）メ

ディウム（サイトカインなし）培養群、ⅲ）

メディウム＋GMCSF 培養群、ⅳ）メディウム

＋GMCSF,IL-10,TGF-b培養群 

 

４．研究成果 

我々は、既報に則り制御性樹状細胞を作成し

た。骨髄細胞を採取し GMCSF、IL-10、TGF-b

で培養後、LPS にて刺激を加え、制御性樹状

細胞を作成した。作成した細胞は MHC-II、

CD80、CD86が低発現であった。また CD200R3、

IL-10 を高発現しており、IL-12 は低発現で

あった。また、in vitroにおける allogenic 

T 細胞の刺激性は低く、既報通りの制御性樹

状細胞であると考えられた。そこで B6 マウ

ス骨髄から作成したこの細胞を角膜移植レ

シピエントに静脈内投与したところ拒絶反

応が有意に抑制された。このレシピエントマ

ウスの頸部リンパ節では Foxp3の発現が増加

し、IFN-g産生 CD4 陽性細胞の数が低下して

いた。また ELISPOT assayにより、レシピエ

ントT細胞のdirect recognitionとindirect 

recobnition を比較したところコントロー

ルに比較し、direct recognitionと indirect 

recobnition の双方が有意に低下していた。

本研究結果は、ドナー由来制御性樹状細胞が

indirect recobnitionを抑制することをはじ

めて明らかにした結果となった。 

さらに角膜を GMCSF、IL-10、TGF-bを含む培

養液にて培養したところ角膜内の細胞は LPS

下でも MHC-II、CD80、CD86 が低発現のまま

であった。この結果は角膜内に制御性樹状細

胞を誘導できている可能性がある。今後この

角膜を用いて角膜移植を行い拒絶反応を抑

制できるか否か検討していく予定である。 
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