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研究成果の概要（和文）：末梢血Ｂ細胞から形質細胞まで分化誘導する新しいin vitro培養システムの樹立を試みた。
CD40L, CpGODN, サイトカインなど最適の因子を各ステップで添加する3ステップ法にて、各種免疫抑制剤のＢ細胞の分
化過程における作用部位の違いを明確にした。 APRIL、BAFF、mitogen刺激T細胞分泌因子、脂肪由来間葉系幹細胞を利
用して効率的なHLA抗体産生培養系を確立した。移植後の末梢血Ｂ細胞を用いて慢性抗体関連型拒絶反応の早期診断の
可能性を評価する。

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop a novel in vitro culture assay for proliferation and diffe
rentiation of peripheral B cells into plasma cells. Using 3 step culture method, the difference in action 
points (in the process of B cell differentiation) between clinical available immunosuppressive agents such
 as calcineurin inhibitor (CNI), mTOR-inhibitor (mTOR-I), anti-metabolite and steroid was clarified. The r
esults showed anti-metabolite, mTOR-I and steroid could suppress B cells in the early, middle and late pha
se, respectively. Effective method for HLA antibody secretion in the B cell culture system has been establ
ished using APRIL (A proliferation-inducing ligand), BAFF (B cell activating factor), mitogen-stimulated T
 cell secretion and adipose-derived mesenchymal stem cells.  We can move on to the next step to evaluate e
arly diagnosis of chronic antibody mediated rejection.
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１．研究開始当初の背景 
(1)	 臓器移植後には、拒絶反応の制御が重要で
ある。拒絶反応には（急性・慢性）T 細胞関連
型と抗体関連型拒絶反応に分類される。腎移植
領域では、急性 T 細胞関連型拒絶反応の発現率
は 10-15％程度まで減少し、短期成績は大幅に
改善された（生体腎移植生着率 95.9％(1 年)、
91.5％（5年））。	 
	 
(2)	 短期成績が向上した一方で、5-10年以降の
長期成績は、改善されていない。移植を多く実
施しているアメリカでも同様に長期成績の改善
が重要課題となっている。	 
	 
(3)	 HLA 抗体による慢性拒絶反応が長期生着を
妨げている（長期生着は医療経済的に重要）。慢
性拒絶反応は、ドナーHLAに対する抗体（DSA）
によって引き起こされる。患者QOLだけでなく、
医療経済的見地から移植腎廃絶による透析再導
入を減らすことが重要である（年間透析費用500
万円vs移植１年目600万円2年目以降150万円）。
腎移植数は 2010 年 1481 例であり、2 万人以上
の臓器移植患者を Follow	 Up している。改正臓
器移植法の施行により、この数年で増加するこ
とが期待される。	 
	 
(4)	 現在の血清中HLA抗体モニタリングには限
界（False	 Negative）がある。最近Microbeads
に 1 種類の HLA 抗原を付着させ、Luminex シス
テ ム に て 血 清 中 の DSA(donor	 specific	 
antibody)の詳細な解析が可能となり、私どもは
HLA	 class	 IIとくにDRBに対する抗体が予後に
影響を及ぼすことを見出した。しかし、DSA は
グラフト血管内皮に吸着されるため移植後では
微量抗体は検出されにくい。	 
	 
(5)	 慢性拒絶反応の早期診断と治療のため、高
感度かつ特異的な解析方法の開発が望まれる。
慢性拒絶反応は不可逆的な変化を示すため、治
療開始が遅れれば無効となる。繰り返し検査が
可能な末梢血のＢ細胞を用いin	 vitro培養系で
形質細胞まで増殖、分化を自在に操作できる方
法の開発をめざす。分化した形質細胞が産生す
る抗体を解析することで、患者の抗体産生状態
を詳細に把握する事が可能と考えた。	 
 
２．研究の目的 
(1)	 臓器移植において、近年の有効な薬剤の
開発等によりＴ細胞性拒絶反応はほぼ克服
されたが、長期成績を妨げる慢性抗体関連型
拒絶反応の制御が課題となっている。慢性抗
体関連型拒絶反応は、移植後ドナーの HLA に
対して産生される抗体が原因とされ、早期診
断、治療が重要である。末梢血中の HLA 抗体
の検出、特異性解析が各種臓器移植で行われ
ているが、CAMR 初期の段階では移植グラフト
に抗体が吸着されて末梢血では検出が困難
である。また、輸血、移植、妊娠など HLA に
感作され、移植前にドナーに対する抗体が存
在 す る ド ナ ー 特 異 的 HLA 抗 体 (Donor	 

Specific	 Antibody:	 DSA)陽性移植では、移
植後の免疫反応（抗体産生）を予測する方法
がないため、移植適応、脱感作療法の適応に
ついて正確に評価できるアッセイを確立し
たい。	 
	 
(2)	 末梢血Ｂ細胞を用い、形質細胞まで分化
増殖可能な培養アッセイ系を確立すること
で、抗体関連型拒絶反応に関する有用な情報
を提供する。	 
	 
(3)	 このアッセイを用い、培養上清中に産生
された HLA 抗体を解析することで、グラフト
吸着の影響を受ける血中 HLA 抗体とは異なり、
より高感度の検出系が樹立される。難治性と
考えられた慢性抗体関連型拒絶反応の早期
に診断・治療が可能となる。	 
	 
(4)	 メモリーＢ細胞を用い、このアッセイ系
で抗体産生を解析することで、移植前 DSA 陽
性移植例における、移植後の免疫反応（抗体
産生）の程度を予測し、正確な移植適応判定、
適切な脱感作療法の実施が可能となる。	 
	 
(5)	 このアッセイを移植前に各種免疫抑制
剤のＢ細胞感受性試験に用い、個々の患者に
最適の免疫抑制剤の選択、投与設計を行うこ
とができる。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 採血後、末梢血単核球（Peripheral	 Blood	 
Mononuclear	 Cell:	 PBMC）を HIstopaque-1077
を用いて比重遠心法にて分離した。B 細胞薬
力学解析の一つとして細胞増殖をCFSE-	 flow	 
cytometry にて評価した。T	 細胞刺激は	 
mitogen(PHA)、CD3/28	 beads を用いた。	 B
細胞刺激は、BCR 抗体（IgM 抗体）、CD40L を
用いた。シグナル伝達経路、細胞表面マーカ
ーの変化を解析した。	 
	 
(2)	 MACS	 separation キット（Milteny	 Biotec	 
GmbH）を用いて CD19 陽性細胞を回収して、B
細胞培養実験を行った。IMDM	 (Iscove’s	 
modified	 Dulbecco	 medium)培養液を用い、
３ステップ法では、各ステップ毎に異なるサ
イトカインを調整して添加した（ステップ１
では CD40L,	 CpGODN,	 IL-2,	 10,	 15、ステッ
プ２では IL-2,	 6,	 10,	 15、ステップ３では
IFN-alpha,	 IL-6,	 15）。1 ステップ法では、
CD40L,	 CpGODN,	 IL-21 のみで実施した。	 
免疫抑制剤として、calcineurin	 inhibitor	 
(CNI)は cyclosporine,	 tacrolimus を、mTOR
阻害剤（mTRO-I）は everolimus を、代謝拮
抗剤(anti-metabolite)は mycophenolic	 acid
を、ステロイドは prednisolone を用いた。	 
	 
(3)	 さらに効果的な B細胞分化培養システム
を樹立するために、B 細胞増殖因子である
APRIL	 (A	 proliferation-inducing	 ligand),	 
BAFF(B	 cell	 activating	 factor)などの TNF



αサイトカインファミリーに属するＢ細胞
増殖関連因子の働き、Toll	 Like	 Receptor	 9
のアゴニストである CpGODN、それ以外に効率
的なＢ細胞分化培養に必要な因子について
詳細な検討を加えた。HLA 抗体は	 ナイーブＢ
細胞より、メモリーＢ細胞の関与が大きいと
考え、CD27	 ビーズを用いて分離して形質細
胞までの分化、抗体産生について解析した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 Ｂ細胞の薬力学解析として細胞増殖を
評価するアッセイを確立した。(A)	 T 細胞非
依存性(抗 IgM 抗体を用いた BCR を介した刺
激)、(B)	 T 細胞依存性（CD40-CD40L 経路か
らの刺激）のＢ細胞培養増殖後、CFSE-flow	 
cytometry およびシグナル伝達解析を実施し
た。Ｂ細胞には、PI3K/Akt,	 MAPK,	 NF-kB だ
けでなく NFAT シグナル伝達が関与し、前者
(A)はとくに NFAT の関与により CNI での抑制
が認められたが、後者(B)は認められなかっ
た。しかし、T細胞には、CNI,	 Anti-metabolite,	 
mTOR-I	 ともに CD40L,	 ICOS の	 発現抑制が認
められ、T 細胞依存性のＢ細胞抑制に働くと
考えられた。	 

	 
(2)	 培養系で末梢血 B細胞から形質細胞まで
分 化 誘 導 を 試 み た 。 CD40L,	 CpGODN 、
IL-2,IL-6,IL-10,IL-15 を用いた 3 ステップ
培養法により、末梢血 CD19 陽性（成熟）Ｂ
細胞から、活性化Ｂ細胞、形質芽細胞、形質
細胞まで分化誘導に成功し、7 日以降の培養
上清に IgG 産生を認めた。現在臨床で使用さ
れている代謝拮抗剤、mTOR 阻害剤を用いて、
B 細胞分化増殖の作用部位の違いを明らかに
した。３ステップによる末梢血Ｂ細胞から形
質細胞への分化培養方法を樹立した。成熟Ｂ
細胞→（ステップ１）→活性化Ｂ細胞→（ス
テップ２）→形質芽細胞→（ステップ３）→
形質細胞までを詳細解析することで、各種免
疫抑制剤の作用部位の違いを明らかにした。
Anti-metabolite は、分化早期の段階で細胞
増殖を抑制し、mTOR-I は中期の段階で増殖と
分化を抑制し、ステロイド（高用量のみ）は	 
後期で分化を抑制した。	 
	 
	 
	 

	 
(3)	 主として BAFF	 は分化の前半で、APRIL
は分化の後半で作用する。ともにＢ細胞の分
化増殖促進作用があるが、APRIL のみ培養上
清に IgG 産生を増加し、形質細胞までの分化、
生存維持に重要な役割を果たしていること
が判明した。HLA 抗体陽性患者のＢ細胞を解
析し、培養上清および血清中の HLA 抗体の特
異性を解析したところ、同じような傾向が見
られたが、血清中で髙い MFI 値を示すＢ細胞
検体のみ培養で同じ種類の HLA 抗体を産生し
た。CD27 ビーズを用いてメモリーＢ細胞とナ
イーブＢ細胞に分けて APRIL の効果を比較し
たところ、APRIL は、IgG 産生を増加するが、
主としてナイーブＢ細胞由来の形質細胞で
あり、メモリーＢ細胞に対する作用は弱いこ
とが判明した。	 

	 
(4)	 T 細胞をマイトジェンで刺激し、分泌さ
れたサイトカインを含む培養上清(T	 cell	 



sup)を利用することで、著しい形質細胞数の
増加と IgG 産生量を認めた。ナイーブ細胞と
メモリー細胞に分けて解析した結果、T	 cell	 
sup	 +	 APRIL が効率的に形質細胞分化、IgG
産生増加を誘導した。	 
	 
(5)	 メモリーＢ細胞を効率的に分化させる
方法として間葉系幹細胞（MSC）との共培養
による効果を確認した。とくに IgM 型メモリ
ーＢ細胞由来のクラススイッチ、IgG 型の分
化増殖を促進した。TLR9 のアゴニストである
CpGODN は、ナイーブＢ細胞のクラススイッチ
を促進するが、メモリーＢ細胞には作用しな
かった。	 	 
	 
(6)	 BAFF	 feeder 細胞（BAFF 発現）fibroblast	 
は、成熟Ｂ細胞の増殖を著しく促進するが、
培養上清には IgG 産生につながらす、形質細
胞までは分化誘導しにくいことが判明した。	 
	 
(7)臨床検体では、大量採血が困難であり、
また細胞数が少ないことを考慮し以下の方
法を確立した。まず、細胞数を増加させるた
め、最初の 3 日間を APRIL+IL-21+CD40L+T	 
cell	 sup で培養し､以下の 2 つの方法で解析
する。(A)分泌型抗体を検出するために、
IL-21+CD40L+T	 cell	 sup+	 MSC で 10 日培養、
(B)膜型抗体を検出するために、IL-21+BAFF,	 
CD40L 発現 Feeder	 細胞上で 7 日培養、それ
ぞれ、培養上清中、細胞膜の IgG,	 IgM を解
析する方針を立てた。臨床検体を用いた、
Prospective	 Study を効率的に進めて行くこ
とが可能となった。	 
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