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研究成果の概要（和文）：（目的）膵島移植における問題点として免疫抑制剤自体の副作用が挙げられる。ドナー特異
的輸血(DST)は免疫抑制剤以外でドナー特異的な免疫寛容を誘導する方法であるが、単独での効果には限界があると考
えられる。調節性T細胞 (Treg) を増加させる作用を有するHDAC阻害剤 (HDACi)に着目し検討した。（成果）DSTとHDAC
iの併用により、対照群と比較して胸腺・脾臓内のリンパ球のTreg比率は有意に上昇した。一方CD4+IL17+T cellはDST
群と比較して有意に低下した。DST＋HDACi併用群ではDST単独群と比較して移植片生着期間は延長した。

研究成果の概要（英文）：We focused on histone deacetylase inhibitors (HDACi) because it was reported that 
inhibition of HDAC activity prevented Treg differentiation into IL17-producing cells. We therefore sought 
to enhance Treg while suppressing Th17 cells using DST with HDACi to prolong graft survival. To stimulate 
Treg by DST, we used donor splenocytes. In DST with HDACi group, Foxp3 mRNA expression and Treg population
 increased in the thymus and spleen, whereas Th17 population decreased. qPCR analysis of lymphocyte mRNA i
ndicated that Foxp3, IL-10, and TGF-b expression increased. However, interleukin 17a, Stat3 (Th17), and IF
N-g expression decreased in DST + HDACi group, relative to DST alone. Moreover, DST treated with HDACi pro
longed graft survival relative to controls in mice islet transplantation. DST with HDACi may therefore hav
e utility in islet transplantation.
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１．研究開始当初の背景 

膵島移植における問題点として、免疫抑制 
剤の非特異的免疫抑制作用や免疫抑制剤自
体の副作用が挙げられる。ドナー特異的輸血
(DST)は免疫抑制剤以外でドナー特異的な免
疫寛容を誘導する方法としてこれまでに検
討されているが、単独での効果には限界があ
ると考えられる。近年、調節性 T細胞 (Treg) 
を増加させる作用や炎症性サイトカインの
産生を抑制するという報告、ヒストンの脱ア
セチル化によって膵島の生存率やインスリ
ン分泌能を上昇させるという報告が認めら
れ、HDAC 阻害剤 (HDACi)に着目し、本研究で
は DST と併用することによる免疫寛容誘導効
果について検討する。 
 
 
２．研究の目的 

膵島移植における HDACi による免疫寛容誘
導効果、移植後膵島保護作用を明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

(1)HDACi による膵島保護作用の検討 
単離膵島の培養液中に IFN-γ (5mg/ml) を
加え、サイトカインによる膵島傷害モデルを
作成する。HDACi として Trichostatin A (TSA) 
(Sigma, T8852) (0.5nM, 5nM, 50nM) を用い、
HDACi による膵島保護作用を検討する。 
 
(2) DST に HDACi を併用することによる

Treg・Th17 発現変化の検討 
ドナーマウスとして Balb/c、レシピエントマ
ウスとして C57BL/6 を使用し、対照群、DST
単独群、HDACi (TSA)単独群、DST+TSA 群を作
成する(下図)。DST としてドナー脾細胞
（1.0x108 cells）を day1 に尾静脈より注入
し、TSA (1.0mg/kg)を day1-7 に腹腔内投与
した後、day8 に胸腺、脾臓中の Treg、Th17
発 現 や Th1 、 Th2 発 現 の 変 化 を FACS 
(CD4+CD25+Foxp3+ T cell, CD4+CD17+ T cell), 
real time PCR で 解析する。 

 
(3) DST に HDACi を併用することによるマウ
ス異系膵島移植モデルでのグラフト生着期
間の検討 
検討 2で作成した 4群を用いてマウス膵島

移植（400 個、門脈内移植）を行い、グラフ
ト生着期間の延長効果を検討する。移植後、
2 日に 1 回マウスの血糖測定を行い、血糖が
200mg/dl 以下になった場合を血糖正常化、
250mg/dl を 2 回超えた時点を拒絶と判定し、

血糖正常化率とグラフト生着期間をそれぞ
れ比較検討する。 
 
(4) DST のドナー特異性、安全性の検討 
DSTによって発現上昇したTregの機能的解析、
ドナー特異性を検討するため、 Mixed 
lymphoid reaction test、Treg function test
を行う。また、DST の安全性についても検討
するため、DST 後のドナー抗体の産生を測定
する。検討 2 で作成した DST 単独群、DST+TSA
群を day8 に犠死させ、脾細胞を単離し、FACS
にてドナー(Balb/c)抗体である抗 H-2d 抗体
量を測定する。また、レシピエント(C57BL/6)
血清中の IgG 濃度を ELISA にて測定し、液性
免疫の評価も行う。 
 
 
４．研究成果 
(1)HDACi による膵島保護作用の検討 
ブタ膵島を単離しサイトカイン IFN-γによ
る傷害モデルを作成。TSA での膵島保護作用
を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
サイトカインによる膵島への傷害作用がや
や弱く、TSA の保護作用は明らかと言える結
果には至らなかった。今後サイトカインの濃
度、膵島へ暴露する時間を変更して検討を行
う予定である。 
 
(2) DST に HDACi を併用することによる

Treg・Th17 発現変化の検討 
 
〈胸腺・脾臓中の Foxp3 発現と Treg 細胞数〉 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Foxp3 は胸腺にて併用群で単剤群よりも有意
な上昇あり。脾臓ではコントロールと比べて
DST 単独と併用群で有意な上昇を認めたもの
の、単剤群と併用群では有意差なし。Treg 比
率に関しては、胸腺においては DST 単独と比
較して、DST と HDAC 阻害剤の併用では、有意
に増加していた。脾臓においても DST 単独、
併用で上昇を認めた。 
 
〈サイトカインの変化〉 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IL-10 mRNA においては DST、TSA 単剤、また
併用群で上昇し、また併用群では有意な上昇
を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IFNγ に関しては、TSA による抑制が認めら
れ、今後の検討としては、IFNγ を産生する
Th1 や NKT 細胞などについても行う方針であ
る。 
 
 

〈胸腺・脾臓中の IL-17 発現と Th17 細胞数〉 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Th17 の代表的なサイトカインである IL17 に
ついては DST 群と比べて、TSA との併用によ
って有意な低下を認め、Th17 細胞の発現は、
DST 単独と比較して、DST と HDAC 阻害剤の併
用により有意に低下した。 
 
(3) DST に HDACi を併用することによるマウ
ス異系膵島移植モデルでのグラフト生着期
間の検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



マウス膵島移植モデルを作成したところ、
DST と HDAC 阻害剤の併用により、グラフト生
着期間は有意な延長を認めた。その中で長期
生存例も認められ、グラフト内のインスリン
発現を免疫染色にて検討したところ、60 日後
においても移植後膵島の腎被膜下への生着
が認められた。 
 
(4) DST のドナー特異性、安全性の検討 
検討 2と同様の DST 単独群と DST＋HDAC 阻害
剤の群で抗体産生（IgG）を検討中である。 
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