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研究成果の概要（和文）：免疫抑制性細胞を誘導し、これを用いた新しい免疫抑制法を探求するための基礎的研究を行
った。NF-κBやMAPKsを抑制しドナー抗原を添加して樹状細胞（DC）を体外誘導すると制御性DCが作成され、このDC投
与により有効な免疫抑制作用が得られることが判明した。ドナーリンパ球輸注とNF-κB、MAPKsやAP-1/mTOR/p70S6Kの
活性化阻害剤を併用すると強力な免疫抑制が得られ、生体内での制御性T細胞誘導作用も明らかとなった。ヒト末梢血
単核球をCD80/86やCD40副刺激経路遮断下にアロ抗原と共培養すると、比較的抗原特異的な制御性T細胞が高率に誘導で
き、その臨床応用が期待された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed basic researches on immunoregulatory cells in order 
to search for new immunosuppressive strategies. We found that tolerogeneic dendritic cells (tDCs) were 
successfully generated ex-vivo by suppressing activation of either NF-κB or MAPKs in the presence of 
donor-peptide antigens, and that administration of these tDCs significantly prolonged allograft survival 
in mice. The inhibition of NF-κB, MAPKs or AP-1/mTOR/p70S6K activation following infusion of 
donor-leukocytes exerted a potent immunosuppressive effect. In some of these protocols, regulatory T 
cells (Tregs) were effectively induced in vivo. Coculture of peripheral blood mononuclear cells and 
allo-antigens together with either CD80/86- or CD40-costimulation blockers induced antigen-specific Tregs 
that seemed to have a potential utility for clinical immunosuppression.

研究分野： 臓器移植

キーワード： 移植免疫　免疫抑制性　細胞治療　分子標的
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１．研究開始当初の背景 

 臓器移植後には免疫抑制剤を終生にわたり服

用しなければならない。既存の免疫抑制療法は、

主にステロイド剤やカルシニューリン阻害

剤などによる免疫抑制であり、これら薬剤を

用いた汎免疫抑制による易感染性や悪性腫

瘍発生、薬剤の副作用に起因する腎障害、耐

糖能異常、神経障害などの弊害は未解決であ

る。臓器移植後のより生体に優しい新たな免

疫抑制療法の確立が望まれている。 

 1970 年代初頭より自己免疫疾患や臓器移

植実験モデルにおいて免疫寛容となった状

態では抑制性のT細胞が存在することが見い

だされ、その後、制御性 T 細胞（Treg）に関

する基礎研究は飛躍的に進んでおり、現在、

欧米では第三者由来の polyclonal CD4+CD25+ 

Treg を用いた細胞治療の臓器移植への臨床

応用が進められている。最近の研究では、Treg

のみならず樹状細胞、B 細胞、マクロファージ、

NK 細胞や間葉系幹細胞などにおいても免疫抑

制能を有する細胞の存在が明らかになりつつあ

る。我々は、NF-B、AP-1、p38-MAPK、

mTOR/p70S6k、CD40、CD80、CD86 などの

転写因子や分子に対する標的治療薬の免疫

抑制作用を報告してきた。これら転写因子や

分子は、様々な免疫細胞において活性化や成

熟・増殖への関与が基礎研究で示唆されてい

るが、免疫抑制性細胞の誘導作用およびその

効果については十分に検討されていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、免疫抑制能を有する細胞を誘導し、

これを用いた新しい免疫抑制法を探求するため

の基礎的研究を遂行することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) NF-κB 阻害による制御性 DC 誘導効果と

誘導細胞による免疫抑制効果の検討： 

 BALB/c (H-2d)マウス骨髄細胞より GM- 

CSF を用い DC を誘導した。DC 培養中又は

成熟刺激前にNF-κB阻害剤DHMEQを添加し、

誘導された DC の各種反応を、細胞表面マー

カー、サイトカイン産生、リンパ球混合培養

試験等で評価した。C3H/HeJ (H-2k) マウス骨

髄細胞より誘導した DC (3x106個)を DHMEQ

添加下に C57BL/6 (H-2ｂ) マウス脾細胞由来

の抗原末で刺激した後、C3H マウスに投与し

た。7 日後、このマウスに C57BL/6 マウス心

臓を移植し、グラフト生存期間等を検討した。 

(2) MAPK 阻害による制御性 DC 誘導効果と

誘導細胞による免疫抑制効果の検討： 

 C57BL/6 マウス骨髄細胞から GM-CSF/IL-4

を用いて DC を作成した。培養 2 日目から

MAPK 阻害剤 NK026680 (NK)を添加し、培養

6 日目に BALB/c マウス脾細胞由来抗原を添

加し、7 日目に DC を回収した。この NK 添

加誘導 DC (NK-DC)を用い、1) TNF-刺激に

対する CD40、CD80、CD86、I-Ab、I-Ad の発

現および 2) BALB/c もしくは C57BL/6 マウ

ス脾臓由来T細胞と混合培養した際のT細胞

増殖反応を control-DC 群と比較検討した。ま

た、C3H マウスをレシピエントとして、

C57BL/6 マウス由来抗原を添加した NK-DC

を投与し、1 週間後に C57BL/6 マウス心を移

植してその生着期間を検討した。 

(3) AP-1/mTOR/p70S6k 阻害による制御性 DC

誘導効果の検討：  

 C57BL6 マウス骨髄細胞より GM-CSF およ

び IL-4下にAP-1/mTOR/p70S6k阻害剤DTCM 

-gltarimide とアロ抗原ペプチドを添加して抗

原特異的 DC を誘導し、LPS 刺激に対する DC

活性化抑制効果を検討した。 

(4) NF-κB、MAPK、AP-1/mTOR/p70S6k 阻害

による CD4+CD25+制御性 T 細胞誘導効果： 

 C57BL/6 マウス脾細胞をアロ抗原刺激し、

NF-κB、MAPK、AP-1/mTOR/p70S6k 阻害剤を

添加し、CD4+ T 細胞で CD25 発現を FACS に

て検討した。 

 (5) AP-1/mTOR/p70S6k 阻害とリンパ球輸注

併用による免疫寛容誘導効果の検討： 
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 BALB/c マウス心臓を C57BL/6 マウスに移

植し、 AP-1/mTOR/p70S6k 阻害剤 DTCM 

-gltarimideは移植直後より 14日間腹腔内投与

した。ドナーリンパ球 2x107個を移植 7 日前

に輸注し、併用群は DTCM-gltarimide を細胞

輸注直後より 14 日間腹腔内投与した。次に、

細胞輸注施行後 7 日目(心移植直前)における

免疫状態を MLR・ELISPOT・FACS にて検討

した。また、DTCM-gltarimide の T 細胞増殖

抑制作用を in vivo MLR の系で検討した。これ

は、放射線照射 BALB/c マウスに CFSE 標識

C57BL/6 脾細胞 6x107 個を輸注し、DTCM- 

gltarimide 40 mg/kg を 24 時間毎に腹腔内投与

した。52 時間後、リンパ球を回収し、CFSE

標識細胞の増殖/apoptosis を検討した。 

(6) MAPK 阻害とリンパ球輸注併用による制

御性 T 細胞誘導および免疫抑制効果の検討： 

 BALB/c マウス心を C57BL/6 マウスに移植

した（day 0）。移植 1 週間前（day -7）にドナ

ーリンパ球(20x106 個)を輸注し、MAPK 阻害

剤 NK026680 40 mg/kg/日を day -7 から day 6

まで経口投与し、グラフト生着期間を検討し

た。また、周術期のドナー抗原に対するリン

パ球増殖能、サイトカイン産生能や制御性 T

細胞について検討した。 

(7) NF-κB 阻害とリンパ球輸注の併用により

誘導された制御性T細胞および寛容に対する

タクロリムスの影響に関する検討： 

 C57BL/6 マウス心を BALB/c マウスに移植

し、NF-κB阻害とドナーリンパ球輸注の併用

で免疫寛容を誘導した。タクロリムス (1.5 

mg/kg/日) を day -7、 0 または+7 から 2 週間

併用投与し、グラフト生着期間日数、脾臓内

のアロ反応性T細胞および制御性T細胞につ

いて評価し、細胞治療を用いた免疫寛容にお

けるタクロリムス併用効果を検討した。 

 (8) CD80/CD86 副刺激経路遮断によるヒト

末梢血単核球細胞由来の抗原特異的制御性 T

細胞誘導効果の検討： 

 ヒト末梢血単核球細胞(PBMC)由来リンパ

球をドナー抗原と抗 CD80/抗 CD86 抗体存在

下に 2 週間培養し免疫抑制性細胞を誘導した。

誘導細胞の抑制能をMLRで評価した。また、

誘導リンパ球の細胞種や表現型を FACS にて

解析し、MACS を用いて細胞を分離して MLR

抑制能を有する細胞種を同定した。 

(9) NSG マウスヒト化に関する研究： 

 NSG（NOD/Scid IL-2Rg null）マウスへヒト

PBMC (5x106 個および 10x106 個)を腹腔内投

与し、ヒトリンパ球の構築を評価した。また、

CFSE 染色を用いた構築後のヒトリンパ球の

増殖反応や Ki67 染色によるヒト抗原投与後

の抗原特異的な反応を検討し、ヒト化 NSG

マウスが他者ヒト抗原に対して特異的な免

疫反応を示すかどうか検討した。 

 

４．研究成果 

(1) NF-κB 阻害による制御性 DC 誘導効果と

誘導細胞による免疫抑制効果の検討： 

 成熟刺激前に DHMEQ を添加し誘導した

DC では control DC に比べ、LPS や TNF-刺

激に対し、表面成熟/活性化マーカーCD80、

CD86、CD40、MHC class II の発現が抑制され

た。また、誘導した DC では、DHMEQ を添

加により IL12p40 産生が濃度依存性に抑制さ

れたが、IL-6 産生は抑制しなかった。DHMEQ 

5 g/ml で処理後、LPS 刺激した DC はアロ T

細胞の増殖を抑制した。培養中DCにDHMEQ

を添加した群でも同様の結果が得られた。マ

ウス心移植モデルにおいてグラフト平均生

存期間は、無処置群で 11.0 日、control-DC 投

与群で 15.0 日であった。培養初日より

DHMEQ 1 g/ml を添加し誘導した DC では

20.0 日、抗原刺激前に DHMEQ 5 g/ml を添

加し誘導した DC で 23.0 日と、各々無処置群

に対して有意にグラフト生着期間は延長し

た。NF-κB阻害剤 DHMEQ を添加して誘導し

た DC は、成熟反応が抑制されアロ抗原に対

し免疫抑制作用を示し、この誘導免疫抑制性
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DC を用いた免疫抑制法は、臓器移植後の有

効な免疫抑制療法となる可能性が示された。 

(2) MAPK 阻害による制御性 DC 誘導効果と

誘導細胞による免疫抑制効果の検討：  

 1) NK-DC は無治療 DC と比較し、表面抗原 

(CD40、CD80、CD86、I-Ad)発現と IL-12 産

生を有意に抑制した。 2) NK-DC では

Indoleamine 2,3-Dioxygenase (IDO)発現が亢進

し、direct/indirect pathway による T 細胞増殖

を共に抑制した。3) NK-DC 投与群の移植心

生着期間の中央値は 60.5 日で、無治療群 (13

日)や control-DC 投与群 (11 日)に比し有意に

延長した。MAPK 阻害剤 NK026688 を用い誘

導した制御性 DC の有用性が示された。 

 (3) AP-1/mTOR/p70S6k 阻害による制御性

DC 誘導効果の検討：  

 DTCM-gltarimide を添加し誘導した DC で

は、LPS 刺激後の表面成熟/活性化マーカーの

発現にコントロール DC と差異を認めず、

AP-1/mTOR/p70S6k 阻害剤では制御性 DC は

誘導されなかった。 

(4) NF-κB、MAPK、AP-1/mTOR/p70S6k 阻害

による CD4+CD25+制御性 T 細胞誘導効果： 

 DHMEQ、NK026680、DTCM-gltarimide 添

加により、いずれも CD4+ T 細胞の CD25 発

現を抑制し、in vitro において CD4+CD25+制御

性 T 細胞の直接誘導効果を認めなかった。 

(5) AP-1/mTOR/p70S6k 阻害とリンパ球輸注

併用による免疫寛容誘導効果の検討： 

 DTCM-gltarimide を 20、40、60 mg/kg/日投

与することで、グラフト生着期間中央値は

各々13、19、18 日と、無治療群の 6 日と比べ

有意に延長した。ドナーリンパ球輸注単独群

の 24 日に比べ DTCM-gltarimide 40mg/kg/day

併用群では、70.5 日と著明な延長効果を認め

た。リンパ球輸注後 7 日目において、併用群

では細胞輸注単独群に比べ、MLR が有意に抑

制され、アロ反応性 CD4+CD154+ T 細胞の発

現も抑制された。CD4+CD25+Foxp3+ T 細胞は

有意な増加を認めなかった。IFN-の産生細胞

数は併用群で抑制されたが IL-2 産生細胞数

はむしろ増加していた。In vivo MLR において、

DTCM-gltarimide 投与群では対照群に比べ、

CFSE 標識 T 細胞の増殖は促進したが、多く

はアポトーシスに陥っていた。ドナーリンパ

球輸注と DTCM-gltarimide の併用によりアロ

反応性 T 細胞の deletion は促進し、強力な免

疫抑制効果を発揮することが示された。 

(6) MAPK 阻害とリンパ球輸注併用による制

御性 T 細胞誘導および免疫抑制効果の検討： 

 無治療群のグラフト生着期間中央値は 6.5

日で、リンパ球輸注群、NK 単独群では各々

24.5 日と 25.0 日へ延長したが、両者併用群

では生着期間が 75.5 日まで著明に延長した。

レシピエント脾細胞のドナー抗原刺激に対

する増殖反応および IFN-産生は、day 0 にお

いてリンパ球輸群、NK とリンパ球輸の併用

群で促進されたが、day 7 では両群で抑制され

た。CD8+ T 細胞上の CD44、CD62L、ICOS

発現も各治療群で無治療群に比べ抑制され、

アロ抗原反応性 IFN-産生細胞は NK 群、NK+

リンパ球輸注群で減少した。CD4+Foxp3+ T 細

胞は、day 0 および day 7 で各群に差異を認め

なかったが、day 14 では NK 群、NK+リンパ

球輸群で有意に増加した。Foxp3+制御性 T 細

胞の割合は、day 0 で各治療群に差を認めな

かったが、ドナー抗原再暴露後に NK+リンパ

球輸注群でのみ有意に増加した。MAPK 阻害

とドナーリンパ球輸注による細胞治療の併

用療法は、effector T 細胞を抑制する一方、制

御性T細胞増加を促進することで免疫バラン

スを修飾し、アロ移植心生着期間を延長する

ことが明らかになった。 

(7) NF-κB 阻害とリンパ球輸注の併用により

誘導された制御性T細胞および寛容に対する

タクロリムスの影響に関する検討： 

 リンパ球輸注に NF-κB 阻害を併用するこ

とで 60%の症例でグラフトは 100 日以上長期

生着し免疫寛容が誘導されたが、このプロト

コールにタクロリムス治療を day -7 もしくは
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day +7 から併用すると、グラフト生着期間の

中央値は各々54 日、50 日と有意に短縮した。

タクロリムス併用（day –7）群では、移植 7

日後のアロ反応性 T 細胞（MLR、IFN-γ産生

細胞、CD4+ T 細胞中の CD154 発現）を抑制

しており、タクロリムス併用による差異を認

めなかった。これに対し CD4+Foxp3+ 制御性

T細胞はNF-κB阻害とドナー由来リンパ球輸

注の併用により増加していたが、タクロリム

スを day -7または day +7から併用すると逆に

制御性 T 細胞は減少した。即ちタクロリムス

併用治療は NF-κB 阻害とドナーリンパ球輸

注による抑制性優位の免疫バランスを消失

させた。一方、タクロリムスを day 0 から併

用投与すると、アロ反応性 T 細胞は更に抑制

され、9 例中 8 例（89%）で 100 日以上のグ

ラフト長期正着が得られ、免疫寛容誘導が促

進された。細胞治療を用いた免疫寛容誘導プ

ロトコールにおいて、カルシニューリン阻害

剤の併用は｢諸刃の剣｣となり得るため、その

併用開始時期が重要であることが示された。 

(8) CD80/CD86 副刺激経路遮断によるヒト末

梢血単核球細胞由来の抗原特異的制御性T細

胞誘導効果の検討： 

 誘導リンパ球を添加することで MLR はド

ナー抗原に対してより特異的にかつ細胞数

依存性に抑制された。また、抗体存在下に培

養を行うと T細胞はより純化され、特にCD4+ 

T 細胞が増加した。中でも CD4+CD25+Foxp3+ 

T 細 胞 は 6.9±1.1% か ら 35.0±15.4% 、

CD4+CD127loFoxp3+ T 細胞は 9.0±3.1%から

31.0±13.5%と制御性 T 細胞の割合が著しく

増加した。これは抗 CD40 抗体下に培養した

場合にも同様の結果が得られ、これらの方法

によりヒトリンパ球から制御性T細胞が高率

に誘導されることが判明した。また、本培養

を行うと、CTLA4 を発現する制御性 T 細胞

の他に IL-10 産生性 CD4+CD8+ T 細胞も増加

した。誘導リンパ球から CD3+細胞を除去し

た細胞群では MLR 抑制能が完全に失われ、

CD3+細胞を添加すると抑制は復したが、B 細

胞、単球、NK 細胞、樹状細胞を各々除去し

ても MLR 抑制能は変化せず抑制力は保たれ

た。CD4＋T 細胞、CD8+ T 細胞を各々除去す

ると、MLR 抑制能は部分的に残されていた。

これにより、本培養法で誘導される免疫抑制

性細胞は制御性 T 細胞であり、機能分子とし

て CTLA4 及び IL-10 の関与が示唆された。 

(9) NSG マウスヒト化に関する基礎研究： 

 NSG マウスにヒト PBMC 5x106個を腹腔内

投与すると、主としてヒト T 細胞がマウスに

構築された。リンパ球 10x106 個では GVHD

反応により死亡するものがおり、ヒト化には

5x106 個のリンパ球移入が至適と判断した。

ヒトリンパ球は投与 1 週間後には急速に分裂

し、再構築されたヒトリンパ球は移植後 4−6

週間をピークに末梢でも観察された。本ヒト

化モデルで、リンパ球構築後約 2−３週間経過

した後に他者ヒト抗原を腹腔内投与し、Ki67

染色で構築されたヒトリンパ球の反応を検

討したところ、アロ抗原に対する特異的反応

を観察し得なかった。ヒトリンパ球を NSG

マウスに構築しても、GVHD 反応を生じてリ

ンパ球が分裂することから、本モデルにおい

てアロ抗原に対する反応のみを観察するこ

とは困難である可能性が示唆された。 
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