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略語一覧	

CM;	central	memory	

EM;	effector	memory	

PD-1;	programmed	cell	death	protein	1	

ISHLT;	International	Society	for	Heart	and	Lung	Transplantation	

PGD;	primary	graft	dysfunction	

COPD;	chronic	obstructive	pulmonary	disease	

IIP;	idiopathic	interstitial	pneumonia	

ILD;	interstitial	lung	disease	

CF;	cystic	fibrosis	

LAM;	lymphangioleiomyomatosis	

PAH;	pulmonary	artery	hypertension	

A1ATD;	alpha-1-antitrypsin	deficiency	

BO;	bronchiolitis	obliterans	

CTD;	connective	tissue	disease	

UNOS;	United	Network	for	Organ	Sharing	

HLA;	human	leukocyte	antigen	

ECMO;	extracorporeal	membrane	oxygenation	

BOS;	bronchiolitis	obliterans	syndrome	

TBLB;	transbronchial	lung	biopsy	

CLAD;	chronic	lung	allograft	dysfunction	

RAS;	restrictive	allograft	syndrome	

GERD;	gastroesophageal	reflux	disease	
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EVLP;	Ex	Vivo	lung	perfusion	

MHC;	major	histocompatibility	complex	

TCR;	T	cell	receptor	

ITIM;	immunoreceptor	tyrosine-based	inhibitory	motif	

ITSM;	immunoreceptor	tyrosine-based	switch	motif	

NOD;	Non-obese	diabetic	
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第１章	 要旨	

拒絶や免疫寛容の導入に必要な免疫学的要件は臓器によって異なる。多くの組織

や臓器にとってmemory	CD8+	cellが免疫抑制剤を用いた免疫寛容導入にとって

の障害と考えられているが、肺移植では central	memory	(CM)	CD8+	cellが重要で

ある。我々は免疫抑制剤と共に PD-1をブロックすることで移植後肺の免疫寛容

誘導が障害されることを発見した。特にレシピエントの CD8+	cellでの PD-1の発

現が拒絶を防ぐのに重要である。PD-1	(programmed	cell	death	protein	1)の発現

が欠如すると CD8+	cellは CD11c+	cellとの接触時間が増し、effector	memory	

(EM)	CD8+	cellへ分化が誘導されると考えられる。これらの知見は肺移植後の免

疫寛容の誘導に必要な条件が他の臓器とは異なることを示している。従って肺移

植において免疫抑制剤の使用に関しては他の臓器と異なった戦略が必要である。	 	
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第２章	 序論	

肺移植の概要	

1. 肺移植の歴史と海外の肺移植の現状	

世界で初めて肺移植の報告が１９６３年に Hardyらによってなされた。しかし

１８日間生存した後、拒絶反応による腎機能不全と栄養失調により死亡し、長期

生存は得られなかった[1]。その後も肺移植実施報告が世界中からなされてきた

がその予後は非常に厳しく、いずれの症例においても長期生存は得られなかっ

た。この理由として気管支吻合部の縫合不全などの外科的手技の問題やレシピエ

ントの適切な選択が出来ていなかったこと、そして拒絶反応を克服するための免

疫抑制剤が存在しなかったことがある。１９７８年以降に Calneらによって肝

臓、腎臓、膵臓移植へのシクロスポリンの臨床応用が報告された[2]。Cooperら

によって１９８３年肺線維症の患者に対して片肺移植が施行され、またシクロス

ポリンの導入によって、長期生存を得ることが出来たと１９８６年に報告がなさ

れた[3]。また、１９８８年には Cooperらによって両肺移植	が報告され、その

中で気管遠位部での吻合、肺動脈を主肺動脈レベルで吻合、ドナー左房カフを用

いて肺静脈を吻合するといった外科的手技の改善方法や、適切なレシピエントの

選択について報告した	[4]。シクロスポリンの導入以後、肺移植件数は増加して

おり、ISHLT	(International	Society	for	Heart	and	Lung	Transplantation)による

registryにおける世界の脳死肺移植件数では、２０１４年に３９７３件が登録さ

れたと報告されている[5]。	

2. 日本の肺移植の現状	
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１９９７年に臓器移植法が日本で制定され、初の脳死ドナーからの肺移植が２０

００年に東北大学と大阪大学で行われた[6,7]。日本初の肺移植は１９９８年に

２人のドナーから提供された下葉を用いて岡山大学で行われた生体肺移植である

[8]。その後、脳死ドナーからの臓器提供の数が伸び悩み２０１０年７月に臓器

移植法の改正が行われ、本人の同意が得られていない場合であっても家族の同意

が得られれば臓器提供が行われるようになった。この結果、脳死ドナーからの臓

器提供が増加した[9]。２０１６年１２月現在、日本国内では	９施設（東北大

学、獨協医科大学、東京大学、千葉大学、大阪大学、京都大学、岡山大学、福岡

大学、長崎大学）で移植認定施設として肺移植が行われている。１９９８年から

２０１６年までに行われた肺移植件数は５３０件であり（心肺同時移植は除く）

このうち、生体肺移植が１９８件で、脳死肺移植が３３２件（片肺移植が１７４

件、両側肺移植が１５８件）であった[9]。	 	
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肺移植の適応疾患	

肺移植は進行性の肺疾患で、最大限の内科的もしくは外科的治療を施行してもそ

の改善の見込みがなくかつ、日常生活が制限され、その予後が２年以内に限定さ

れうる患者が対象となる[10,11,12]。また、レシピエント候補の患者は肺以外の

臓器障害がないものが理想である。ISHLTの２０１６年レジストリーレポートに

よると１９９５年１月から２０１５年６月までの集計では肺移植の適応疾患とし

て全体では COPD	(chronic	obstructive	pulmonary	disease)が最も多く全体の３割

を占めており次いで IIP	(idiopathic	interstitial	pneumonia)、CF	(cystic	fibrosis)と

続いておりこれら３つの疾患で７割以上を形成している（Table	1）。脳死片肺

移植では COPDが最も多く４１％、次いで IIPが３５％と２つの疾患で占められ

ている。脳死両側肺移植では COPDが２７％と最も多いが、２番目は CFで２

３％、３番目は IIPで１９％となっている[13]。	

一方、日本における肺移植適応疾患をみると、欧米の脳死移植における適応疾患

の傾向と異なっており、脳死片肺移植では LAM	(lymphangioleiomyomatosis)が

３６％と最も多く、IIP、COPDが２８、１３％とそれぞれと続く（Table	2-1）。

また、脳死両側肺移植では PAH	(pulmonary	artery	hypertension)が３９％と最も

多く、気管支拡張症、BO	(bronchiolitis	obliterans)、LAMがそれぞれ１４、１

１、８％と続く（Table	2-2）[9]。	
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Table	1	 脳死移植適応疾患(ISHLTホームページ http://www.ishlt.org/	

6/21/2018より引用)	

	

COPD;	chronic	obstructive	pulmonary	disease,	IIP;	idiopathic	interstitial	pneumonia	

CF;	cystic	fibrosis,	ILD;	interstitial	lung	disease,	A1ATD;	alpha-1-antitrypsin	

deficiency,	IPAH;	idiopathic	pulmonary	artery	hypertension,	LAM;	

lymphangioleiomyomatosis,	OB;	obliterans	bronchiolitis,	CTD;	connective	tissue	

disease	
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Table	2-1	 脳死片肺移植(日本肺および心肺移植研究会ホームページ	

http://www2.idac.tohoku.ac.jp/dep/surg/shinpai/pg185.html	6/21/2018より引

用)	
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Table	2-2	 脳死両側肺移植(日本肺および心肺移植研究会ホームページ	

http://www2.idac.tohoku.ac.jp/dep/surg/shinpai/pg185.html	6/21/2018より引

用)	
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肺移植後成績	

肺移植は他の固形臓器移植と比較しその予後が悪い。これは肺が他の臓器と異な

り気道が外界と接しており、また免疫抑制剤を使用していることから易感染性で

あることや肺独自の複雑な免疫機構によると考えられる。ISHLTにおける２０１

６年の報告によると脳死肺移植後の５年生存率は、５４％、１０年生存率は３

２％である(Figure	1)[13]。一方、日本における肺移植後の予後については、日

本肺および心肺移植研究会による２０１６年レポートによれば、脳死肺移植後の

５年生存率、１０年生存率はそれぞれ７２、５９％で、生体肺葉移植後の５年生

存率、１０年生存率はそれぞれ７２、６６％と欧米の肺移植後の予後と比較し良

好である(Figure	2)[13]。	

Figure	1脳死肺移植後生存曲線(ISHLTホームページ http://www.ishlt.org/	

6/21/2018より引用)	
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Figure	2肺移植後生存曲線(日本肺および心肺移植研究会ホームページ	

http://www2.idac.tohoku.ac.jp/dep/surg/shinpai/pg185.html	6/21/2018より引

用)	
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肺移植後合併症	

1. 外科手技に伴う合併症	

肺移植には３つの吻合部位（気管支、肺動脈、肺静脈）が存在し、それぞれに術

後合併症が起こり得る。気管支狭窄は施設によって７−１８％と様々であるが、

大部分が術後１年以内に起こる[14,15,16]。また、血管系の合併症としては肺動

脈狭窄[17]、肺動脈のよじれ[18,19]、肺静脈血栓[20,21,22]が知られている。ま

た他の起こり得る合併症としては乳糜胸、横隔神経麻痺などがある[23,24]。	

2. 移植肺機能不全	(Primary	Graft	Dysfunction)	

Primary	graft	dysfunctionは虚血再灌流障害、移植反応、primary	graft	failureそ

して急性肺障害などと様々な名称で呼ばれていたが、2005年に ISHLTのワーキ

ンググループによって PGDという呼称で統一されるようになった[25]。PGDは

肺移植における合併症や死亡率に関連する重要な因子である[26]。PGDのリスク

因子としては脳死、誤嚥、呼吸器関連肺障害、移植時点での虚血再灌流障害の期

間、innate	immune	responseの活性化などが知られている[27]。PGDは術後	72

時間までの早期に起こる肺障害である[27]。PGDには酸素化の一時的な低下から

graft	failureまで程度に幅があり、また以下のような重症度分類が存在する

[28]。	

Grade	0:	X線上の浸潤影なし	

Grade	1:	X線上の浸潤影あり、P	/	F	ratio	>	300、経鼻酸素または FiO2	<		 	 	

0.3	

Grade	2:	X線上の浸潤影あり、300	>	P	/	F	ratio	>	200	
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Grade	3:	X線上の浸潤影あり、P	/	F	ratio	<	200,ECMO	(extracorporeal	

membrane	oxygenation)または FiO2	>	0.5+NO添加	

これらの分類は移植後の異なるタイミングで評価をすることが求められている。

これらには、T0;	移植後 6時間以内、T24;	24時間以内、T48;	48時間以内、T72;	

72時間以内といったタイムポイントでの設定がある[29]。PGDと診断するため

には、hyperacute	rejection、静脈による吻合部狭窄、心原性肺水腫、細菌性もし

くはウイルス性肺炎などを除外しなければならない[28]。	

3. 急性拒絶	

急性拒絶は肺移植において重要な問題である。導入療法や維持免疫療法の進歩に

も関わらず移植後１年以内に約１/３のレシピエントが急性拒絶により何らかの

治療を受けている[30,31,32]。また、移植後３０日以内の約４％の死因となって

いる[31,32]。急性拒絶の診断は病理学的検査によってなされ、肺組織内での血

管周囲もしくは気道周囲のリンパ球浸潤の存在が重要である。急性拒絶は無症状

である場合もあるが、軽度であれば発熱、低酸素そして呼吸音の異常などで見つ

かる場合がある。急性拒絶が高度の場合はより重度の症状を呈し、呼吸困難、

咳、痰などがより多くみられる[30,33]。急性拒絶の診断は気管支鏡下肺生検に

よる組織診断が重要である。ISHLTワーキンググループによって以下の病理学的

分類が作成された[34]。	

Grade	A0:	None	(正常肺組織)	

Grade	A1:	Minimal	(軽度の小単核球浸潤が認められる)	

Grade	A2:	Mild	(弱拡大でも認められる血管周囲の炎症性細胞及び好酸球)	
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Grade	A3:	Moderate	(血管周囲に多数の単核球が認められ、間質へ浸潤

し、血管内皮の炎症、好酸球と好中球が存在し得る)	

Grade	A4:	Severe	(びまん性に血管周囲、間質、気腔内への炎症性細胞の浸			

潤と好中球の存在が認められる)	

急性拒絶のリスク因子としては、HLA	mismatching、免疫抑制、感染、レシピエ

ント要因、多臓器移植そして生体葉移植が挙げられている[31,35,36,37,38]。急

性拒絶の治療は更なる免疫抑制剤の使用である。特に、Grade	A2以上では治療

が必要である。Grade	A1に関して治療の必要性に関しては議論のあるところで

はあるが、Grade	A1拒絶が BOS	(bronchiolitis	obliterans	syndrome)のリスク因子

になり得ることから治療を行うほうが賢明であると考えられる[31,39]。治療の

主流はステロイドパルス療法であり、用量に関してコンセンサスは無いものの、

標準的な量としては 500	mgのmethylprednisoloneの経静脈投与である[31,39]。	

4. 慢性移植肺機能不全	(Chronic	lung	allograft	dysfunction	)	

以前は“慢性拒絶”という用語が使用されて来たが、近年では使用が避けられる

ようになり、代わりに CLAD	(Chronic	lung	allograft	dysfunction	)という呼称が導

入された[40]。CLADには厳密な定義は存在していないが、肺移植後患者の進行

性慢性的呼吸機能低下を意味している[41]。術式の工夫や免疫抑制剤の進歩など

によって肺移植の予後は改善してきているが、依然、CLADは ISHLT	registryに

よると移植後 5年以内に 53.4%、10年以内に 63.4%に発症すると報告されてい

て予後規定因子である[32]。	
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以前は、閉塞性細気管支炎（BO）が“慢性拒絶”の病理像とされ、BOの所見の有

無により以下の様な慢性気道性拒絶反応	(chronic	air	way	rejection)の病理学的分

類がなされた[34]。	

Grade	C0:	Absent	(気道腔内に BOの所見なし)	

Grade	C1:	Present	(気道腔内に BOの所見あり)	

しかし TBLB	(transbronchial	lung	biopsy)のみで BOの診断を行うことには限界

があり、採取される組織量などの問題もありしばしば確定診断をつけることに困

難が生じる。そこで、1993年に Cooperらによって臨床所見で診断を行う、臨

床的な診断として BOS	(bronchiolitis	obliterans	syndrome)という概念が提唱され

た[42]。臨床症状によらず日常的に行える呼吸機能検査によって早期に BOSを

発見し、治療介入を行い重症化するのを予防することと、客観的な基準を設ける

ことにより施設間でのばらつきを無くし患者を分類、比較することを目的に、

BOSの重症度が呼吸機能検査によって分類がなされた。[43]。	

BOS	0:	FEV1	>	90%	and	FEF25-75%	>	75%	

BOS	0-p	(potential):	FEV1	81-90%	and	/	or	FEF25-75%	≦	75%	

BOS	1:	FEV1	66-80%	

BOS	2:	FEV1	51-65%	

BOS	3:	FEV1	≦	50%	

BOSのリスク因子としては、PGD、急性拒絶、リンパ球性気管支炎、液性拒絶、

GERD	(gastroesophageal	reflux	disease)、誤嚥、感染（ウイルス、細菌、真

菌）、persistent	neutrophil	influx	and	sequestration	(bronchioalveolar	lavage	
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neutrophilia)そして自己免疫性(collagen	V	sensitization)	が挙げられている

[44,45,46,47,48,49]。BOSの治療に関して、高容量のステロイドの使用は副作用

と効果が低いという理由のために進められていない[50]。予防が現在のところ最

も重要な治療の選択肢であり、通常の免疫抑制剤にアジスロマイシンを足した群

で BOSを予防としたという報告があった[51]。	

CLADのなかに拘束性障害を呈し、予後不良な一群を Satoらは RAS	(restrictive	

allograft	syndrome)と定義した[52]。RASは両側肺移植を施行された患者の中で

他の拘束性障害を呈する原因を認めず、全肺活量が baselineの 80％以下となる

グループである。RASは病理所見で diffuse	alveolar	damageと

pleuroparenchymal	を呈し急速に進行する	[52]。画像所見では間質性肺疾の特徴

を有し、41％で上肺野優位に線維化を認めた[52]。RASは BOSより、CLAD 発症

後の予後が不良であった。RAS	に対する効果的治療の開発が望まれるが現在のと

ころ確立されたものは存在しない。再肺移植が治療の可能性のある選択肢として

考えられるが、BOS	と比較し、RAS	は 1年、3年生存率共に予後不良である

[53]。	 	
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マウス同所性肺移植モデルを使用した	拒絶メカニズムについて	

拒絶メカニズムの詳細な病態解明と有効な治療法の開発が今後の重要な課題の一

つである。様々な動物モデルを用いた基礎研究が行われてきたが未だ十分に解明

されたとは言えない[54]。２００７年に Okazakiらによってカフテクニックを用

いたマウス同所性肺移植モデルが世界で初めて報告された(Figure	３)	[55]。血流

や換気などが維持されていて、BALが可能で、CTやMRIを用いた解析なども出

来るようになり臨床に近い所見が得られるようになった[55]。これまで行われて

きた大動物やラットの肺移植モデルと比較するとコストがかからず主要組織適合

遺伝子複合体（MHC）などの遺伝学的、免疫学的背景を揃えることが容易で、

かつノックアウトマウスなどの遺伝子改変種を用いた実験も可能であることから

拒絶メカニズムの解明には非常に適したモデルであると考えられる。特に急性細

胞性拒絶のメカニズムに関してはマウスモデルを用いた報告が複数なされている

[56,57,58,59,60]。外因性の組織や感染によって局所性に innate	immuneが活性

化されることで allorecognitionの過程が始まり、adaptive	cellular	immunityへと

繋がる[61]。急性細胞性拒絶の common	pathwayはレシピエントのリンパ球（主

に effector	T	cells）の移植肺の組織への反応で組織障害、機能障害に繋がる

[61]。また最近ではこれまでは不可能とされてきたマウスの右肺移植や再肺移植

が Liらによって報告されるようになった[62,63]。現在まで種々の拒絶メカニズ

ムについての報告がなされているが十分とは言えない。マウスモデルを有効に用

いることで更なる拒絶メカニズムの病態解明や治療法の開発につながることが期

待される。	
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Figure	3カフ法を用いたマウス同所性左肺移植モデル(文献 55から引用)。	

	

	 	

ドナー 

レシピエント 
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免疫反応における PD-1	

T	cellは獲得免疫において重要な役割を担っており、病原の除去などがその機能

の 1つである。これらは自己免疫性疾患や移植された臓器においても重要であ

る。それゆえ、effector	cellがどのように制御されているのかを理解することは

移植免疫のメカニズムを知る上で必須である。T	cellは活性化するのに 3つのシ

グナルが必要である[64]。1つめは T	cell	receptorと抗原ペプチド-MHC複合体と

の接触による抗原提示シグナルである。2つめは抗原とは独立した co-

stimulatoryもしくは co-inhibitoryまたは両方のシグナルであり、これらは抗原

提示細胞によって T	cellへ伝えられる。これらのシグナルによって T	cellクロー

ナル増殖やサイトカイン産生そして effector	機能の増進もしくは抑制が引き起こ

される。第 2のシグナルがない場合、抗原特異的な T	cellsは効果的に反応する

ことが出来ず、機能的に不活性化されるか、アナジー状態もしくは抗原による刺

激に不応になる。3つめのシグナルは IL-2などのサイトカインによるもので、T	

cellの増殖を促す[65]。しかし、このシンプルな概念は同時に TCRシグナルを装

飾しているかもしれない co-signaling分子ネトワークの同定によりより複雑にな

った。これらの co-stimulatoryもしくは co-inhibitoryまたは両方のシグナルの相

互作用は最終的には T	cellとの相互作用の結果を決定し、その運命は非常に様々

である[66]。	

Isobeらは、マウス心臓移植モデルを用いて当時、接着分子の１つであり、後に

co-signaling分子とされる ICAM-1と LFA-1の同時投与による免疫寛容誘導に成

功し graftの長期生存を得たと発表した[67]。この発表以降、動物モデルを用い



	21	

た co-stimulatoryの移植免疫における重要性が多数報告されるようになった。免

疫制御は peripheral	self-toleranceの維持や免疫活性の暴走やそれらの副作用を

防ぐための免疫抑制において非常に重要である[68,69]。	

B7:CD28	co-stimulatory	familyは CD28と CTLA-4から構成され、両方ともに B7-

1	(CD80)そして B7-2	(CD86)分子と結合する[70]。CD28は強力な co-stimulatory	

receptorとして、一方 CTLA-4は co-inhibitory	receptorとして機能する。PD-

1:PD-L1経路はもう 1つの重要な co-inhibitoryシグナルをもたらす receptor-

ligandネットワークである。PD-1:PD-L1相互作用によって、腫瘍及び慢性感染

を引き起すウイルスに対する免疫細胞の除去作用が抑制され、また peripheral	

toleranceが維持される。この経路は免疫反応の増強もしくは抑制に関与してお

り、今後、治療の標的になり得る。	

抑制系の receptor	である PD-1は細胞表面分子であり、細胞内領域にチロシン残

基を含むシグナル伝達モチーフである ITIMと ITSMを有している[71,72,73]。

PD-1は 2つの ligandがり、PD-L1	(B7-H1;	CD274)と PD-L2	(B7-DC;	CD273)であ

り両方ともに Ig-Vや Ig-C様の細胞外ドメインと短い細胞内ドメインを有してい

る[73,74,75]。PD-1は活性化後の T	cellや B	cellによって発現を誘導される。ま

た、NKT	cell、NK	cell、活性化された単球そして dendritic	cellによっても誘導さ

れる。PD-1の発現は naïve	lymphocytesの TCRや BCRの関与によって増強し、

持続的な抗原からの刺激によって高い PD-1レベルを維持出来る。IL-2、IL-7、

IL-15、IL-21、TLRsそしてインターフェロンなども PD-1の発現を増強出来る

[76,77]。シクロスポリン Aは著明に NFATcの影響を通して PD-1の発現を低下
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させる[78]。PD-1の ligandである PD-L1は hematopoietic	cellだけでなく

endothelium、placental	trophoblastそして islet	cellなどの non-	hematopoietic	

cellでも広く発現している[73,79]。一方、PD-L2の発現は限定していて活性化さ

れた樹状細胞、マクロファージ、骨髄由来mast	cell、腹腔内 B１細胞の５０％以

上で発現している[80]。胸腺内では PD-L1が皮質内の細胞に発現しているのに対

し、PD-L2の発現は髄質内の細胞に限局されている[80]。PD-L1は成熟 T	cell、B	

cell、dendritic	cell、マクロファージ、mesenchymal	stem	cellそして骨髄由来

mast	cell上で発現しており、炎症によって発現が増強する[73,79]。	

PD-1は末梢での免疫寛容に関与しており、PD-1遺伝子 knock-out動物モデルと

して自己免疫性糖尿病 NODマウス、ループスマウス、拡張型心筋症モデルがあ

る[81,82,83]。	

近年特に PD-1に関して腫瘍免疫での研究が盛んに行われている。腫瘍や慢性感

染を引き起こす病原は腫瘍特異的もしくは病原特異的な T	cell関連の免疫反応を

回避するメカニズムに PD-1が関与している。PD-1抗体の開発に伴い免疫チェッ

クポイントに対する治療としてがん領域での臨床研究が広く行われている

[84,85,86]。悪性腫瘍によるホスト免疫反応を制限している鍵となるメカニズム

は腫瘍微少環境下での腫瘍特異的 CD8+	T	cellでの PD-1のリガンドの増加である

[87]。腫瘍細胞での PD-1のリガンドの発現増加は様々なメカニズムによる。

EGFR、MAPK、PI３K-AKT経路の変異や STAT３や HIF−１転因子の発現増加は

様々な悪性腫瘍において PD-L1を増加させる[87]。また、腫瘍微少環境下では

interferon-γのような炎症性サイトカインによって PD-L1、PD-L2の発現を増加
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させる。最近では、この PD-1のリガンドに注目した PD-L1抗体を用いた臨床研

究も行われている[88]。	

また、PD-1:PD-L1経路は移植免疫においても重要な役割を担っており、この分

子メカニズムを理解することは新しい治療介入法の開発や移植 graftの長期生存

などにおいて重要である。PD-1、PD-L1そして PD-L2	mRNA発現が拒絶された

心臓 allograft内において有意に増加していたと報告されている[89]。同様の報告

はマウス肝臓移植モデルを用いた研究でも報告されており、allogeneic	graftの肝

臓では sinusoidalと parenchymal領域において PD-L1が強発現していた[90]。こ

の様に PD-1:PD-L1経路は免疫寛容導入に重要な役割を担っていると考えられて

いるが、肺移植においてこれらの役割を検討した報告は今までに存在しない。	
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Memory	T	cellと PD-1	

ウイルスや癌細胞などの抗原に暴露し活性化された Effector	T	cellは持続的な抗

原暴露がない場合、１−２週間後には大部分が死滅する。一部の残存した T	cell

はその後大きく分けて２つの細胞集団へと分かれていく[91]。Central	memory	

(CM)	T	cellと Effector	memory	(EM)	T	cellである。CM	T	cellは CD45RO、CCR7、

CD62L、CD44を発現し、一方 EM	T	cellは CD45RO、CD44の発現のみで CCR7、

CD62Lを欠いている[91]。これら	 Memory	T	cellは同様の抗原に再度暴露され

た際、迅速かつ強い免疫反応を引き起こすことによって抗原を除去する。	

Krupunickらは、同所性マウス左肺移植モデルを用い、移植グラフト肺の免疫寛

容導入には CM	CD8＋	T	cellが重要であることを報告した[92]。一方、拒絶された

肺内では EM	CD8＋	T	cellが増加していた。この免疫寛容導入のメカニズムとして

CM	CD8＋	T	cells上の CCR7の発現が抗原提示細胞とのシナプス形成に特に重要で

あり、結果として interferon-γの産生、NO	(Nitric	oxide)を介した免疫寛容導入

のメカニズムを提唱した。	

また、Krupunickらは、	移植肺グラフ内での CD8＋	T	cellと CD11c＋抗原提示細胞

との相互接触の時間が移植後の結果に影響を及ぼすということを示した[92]。T	

cell上の PD-1の発現が T	cellと抗原提示細胞との相互作用を制御しているとい

うことが報告されており	[93,94]、PD-1の発現によって T	cellの遊走速度を制御

していると言われている。CM	CD8＋	T	cell	から EM	CD8＋	T	cell	に分化することが

報告されており[95]、また PD-1が CMから EMへ分化のチェックポイントにな

っているのではないかという報告もなされている[96]。	
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拒絶反応メカニズムの解明及び治療法の開発が移植後の予後を改善するために必

須である。特に前述したように軽度の急性拒絶であっても BOSのリスク因子と

なることが知られている。本研究の目的は、肺移植後の拒絶反応において、PD-

1-PD-L1経路の果たす役割を明らかにし、同経路が肺グラフト内で Central	

memoryから Effector	memory	CD8＋	T	cellへの分化に果たす役割を検証すること

である。我々は、PD-1	-	PD-L1経路の抑制により移植した種々の臓器が拒絶され

やすくなるという報告に基づいて、マウス同所性左肺移植モデルを用いて免疫寛

容導入時に PD-1	-	PD-L1経路を障害することにより、移植グラフト肺が拒絶さ

れるのではないかと考えた。また、肺グラフト内で PD-1が Central	memoryか

ら Effector	memory	CD8＋	T	cellへの分化に関与しているのか、また CD8＋	T	cell

の動的な振る舞いを制御しているのかどうかを評価するための実験を施行した。	
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第３章	 方法	

全ての手術、手技は Institutional	Animal	Studies	Committeeで認められた方法を

用いた。	

実験１、２	

実験 1：Balb/cの左肺をドナーとし、B6に同所性左肺移植を行った。PD-1抗体

群には co-stimulatory	blockadeに追加し、anti-PD-1抗体	(Bio	X	Cell,	West	

Lebanon,	NH)	250μgを術前２日と術後２日目に腹腔内投与した。	

実験 2：Balb/cの肺をドナーとして Pepboyに移植後、B6もしくは PD-1	knock-

outマウスの脾臓から分離した 5x106	の CD8＋	T	cellを経静脈注入した。	

いずれの実験においてもマウスは術後、co-stimulatory	blockade	(MR1*	250μg	を

術当日、CTLA4-Ig**	200μgを術後２日目)を腹腔内投与した	(Bio	X	Cell,	West	

Lebanon,	NH)。	

*CD40L	(CD154)Lに対する抗体、リンパ球の活性化を抑制する。	

**B7-1,	B7-2と結合することによりリンパ球の活性化を抑制する。	

***C57BL/6J	(B6)、BALB/cJ	(Balb/c)、B6.	SJL-Ptprca	Pepcb/BoyJ	(CD45.1)	は

Jackson	Laboratories	(Bar	Harbor,	ME)から購入した。PD-1	knockoutマウスは A.	

Ayala	(Brown	University,	Providence,	RI)から入手した。	

肺移植	

マウス同所性左肺移植は以前に報告された方法で行った[55]。ドナー肺を摘出す

る際には	ケタミン	(0.1	mg/g	Fort	Dodge	Animal	Health,	Fort	Dodge,	IA)、ザイラジ

ン	(0.01mg/g	VEDOCO	Inc.,	St.	Joseph,	MO)を腹腔内投与し麻酔導入 20Gカテーテ
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ルで気管内挿管した。0.5	mLで 120/minの換気を行った。胸骨正中切開後、

100単位のヘパリンを静注後、心尖部を切開し脱血、肺動脈主幹から 4℃	の 2	

mLの low-potassium	dextran	glucose	solutionで flushした。	心臓と肺をブロック

で摘出後、左肺静脈、動脈、気管支をそれぞれ周囲結合組織から剥離し切断、ド

ナー肺の肺静脈、動脈、気管支にそれぞれ 20G、24G、20Gのカテーテルを 10-0

ナイロン糸にて結紮固定した。レシピエントの手術の際にもドナーと同様の方法

で麻酔を導入し、左第 3肋間で開胸した。肺門部で左肺静脈、動脈、気管支を

それぞれ周囲結合組織から剥離し、肺動脈と肺静脈は 8-0絹糸を使用し slip	knot

で遮断、気管支は微小血管クリップで遮断した。1/3周程度血管壁および気管支

壁を切開し、ドナー肺のカフを挿入し、10-0ナイロン糸にて結紮固定した。	

病理組織像	

移植後７日目に sacrificeした左肺はフォルムアルデヒドで固定した後、ヘマト

キシリンとエオジンで染色した。急性拒絶の gradingは standard	criteria[34]を

用いて１人のワシントン大学病理科医師(Jon	H.	Ritter)により行われた。	

Grade	A0:	None	(正常肺組織)	

Grade	A1:	Minimal	(軽度の小単核球浸潤が認められる)	

Grade	A2:	Mild	(弱拡大でも認められる血管周囲の炎症性細胞及び好酸球)	

Grade	A3:	Moderate	(血管周囲に多数の単核球が認められ、間質へ浸潤

し、血管内皮の炎症、好酸球と好中球が存在し得る)	

Grade	A4:	Severe	(びまん性に血管周囲、間質、気腔内への炎症性細胞の浸			

	 	 	 潤と好中球の存在が認められる)	
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Flow	cytometry	

移植後７日目に sacrificeした左肺を使用した。肺を 2	mm程度に細かく切断し、

Type	2	collagenase	(0.5	mg/mL)	(Washington	Biomedical	Corporation,	Lakewood,	

NJ)と RPMI	1640	solutionで 90分間培養した。70-μm	cell	strainerでさらに肺を

粉砕し、ACK	lysing	bufferで赤血球を除去した。肺内の T	lymphocyte	を

CD16/CD32抗体で 15分間反応させた後、蛍光染色した。使用した抗体は、

CD90.2	(clone	30-H12)、CD62L	(clone	MEL-14)、CD	44	(clone	IM7)、CD8a	(clone	

53-6.7)、FoxP3	(clone	FJK-16s)、CD4	(clone	RM4-5)、CD11c	(clone	N418)、

CD45.2	(clone	104)	and	CD45.1	(clone	A20)	(ebioscience,	San	Diego,	CA)、PD-L1	

(clone	MIH5)、PD-1	(clone	J43)	(BD	pharmingen,	San	Jose,	CA)である。	

	

実験３、４	

実験 3：3x105	の T	cell-depleted	Balb/c脾臓細胞	(stimulators)と B6もしくは PD-

1	knockoutマウスの脾臓から CD90	magnetic	beads	(Miltenyi	Biotec,	Auburn,	CA)

を用い、分離した 3x105	CD8	T＋	cell	(responders)を complete	mediumを入れた

96-well	platesで 48時間培養した。	

全ての肺の RNAは TRIzol	reagent	(Thermo	Fisher	Scientific,	Carlsbad,	CA)を用い

て分離した。RNAを cDNAに変換し、cDNA	(30ng)は Perforin	(pfr-1)について

iTaq	Universal	Probes	Supermix	(Bio-Rad,	Hercules,	CA)を用いて Roche	Light-

Cycler	480で解析した。	

Primer	sequences	(pfr-1):		
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5’-AGCACAAGTTCGTGCCAGG-3’	(forward)	

5’-GCGTCTCTCATTAGGGAGTTTTT-3’	(reverse)。	

実験 4：Balb/cをドナーとして左肺を CD11c-EFYP	(CD11c	に結合した YFPは

GFPの genetic	mutantであり励起すると	蛍光発色する)	B6に移植し co-

stimulatory	blockadeを投与後、術後３日目に CMTMR	(Thermo	Fisher	Scientific,	

Carlsbad,	CA)をラベルした B6また、Celltrace	Violet	(Molecular	Probes,	Eugene,	

OR)でラベルした、PD-1	knockoutマウスから分離した 107個の CD8	T	cellを経静

脈注入した。注入２４時間後ケタミン	(0.1mg/g	Fort	Dodge	Animal	Health,	Fort	

Dodge,	IA)を腹腔内投与し麻酔導入、20Gカテーテルで気管挿管、左第 3肋間で

開胸し移植した左肺を露出、リング状のカバーガラスで左肺を圧迫し time-lapse	

imagingを two	photon	microscopeで記録した(Figure	4)。記録した画像は

ImageWarp	version	2.1	acquisiotion	software	(A&B	Software,	New	London,	CT)で解

析した。	

*CD11c-enchanced	yellow	fluorescent	protein	(CD11c-EFYP＋)		B6はM.	

Nussenzweig	(Rockefeller	University,	New	York,	NY)から譲渡してもらい、自施設

で飼育した。	
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Figure	4:	a.	カスタム two	photon	microscopeのセットアップ。b.		microscopeのイ
マージはレーザーの強度を調節しながら対象物の焦点などを変えながらその動き

をリアルタイムで観察出来る。c.	肺組織はメディウムで満たされたスライドガラ
スを通して観察する。d.	２種類のフィルター(５７０、４５８nm)を通して肺組
織内の蛍光色素をラベルされた細胞から発せられる蛍光色素をトレースする。フ

ィルターは実験計画によって変更される(文献 97から引用)。	
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統計	

データは平均＋/−SEMで示した。Two-way	ANOVAと unpaired	student	t	testを

GraphPad	Prism	version	7.0	(GraphPad	Software,	La	Jolla,	CA)で行った。P<0.05を

有意とした。*P<.05,	**	P<.01,	***	P<.0001。	
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第４章	 結果	

結果１	

PD-1抗体を投与したところ肺グラフトは拒絶された(Figure	5A、B)。	 	
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	Figure	5A:	移植後７日目に摘出した肺の病理所見。controlと比較すると抗 PD-1
抗体を使用したグループでは血管、気道周囲にリンパ球の集簇を認めた(control;	
A0,	PD-1	ab;	A2)。	 	
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Figure	5B:	Acute	cellular	rejectionの gradingは有意に PD-1抗体群で高かった。	 	
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グラフトが拒絶されている PD-1抗体群では肺グラフト内での CD8+	T	cellと

CD4+	T	cell	の比率が有意に高かった(Figure	5C)。	 	
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Figure	5C:	Control群と PD-1抗体群を比較した場合、CD8	/	CD4	T	cellの比率が
PD-1抗体群で有意に高かった。	 	
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PD-1抗体群では CD8+と CD4+の両方ともの細胞が増殖していたが、より CD8+で

顕著であった(Figure	5D)。	 	
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Figure	5D:	PD-1抗体群では control群と比較し有意に CD8+と CD4+の両方ともに
増加していたが、CD8+	cellでその傾向がより顕著に認められた。	 	



	39	

PD-1抗体群ではアログラフト内での相対的な effector	memory	

CD4+CD44hiCD62Llowと CD8+CD44hiCD62Llow	T	cellの増加と naïve	

CD4+CD44lowCD62Lhiと CD8+CD44lowCD62Lhi	T	cell	の減少を認めた(Figure	5E、

F、G)。	 	
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Figure	5E:	PD-1抗体群では effector	memory	CD8+	cellが増加し、naïve	CD8+	cell
の減少がみられた（EM;	effector	memory,	CM;	central	memory）。	
	

	

Figure	5F:	CD8+と同様の所見が CD4+	T	cellでも認められた。effector	memory	
CD4+	cellが増加し、naïve	CD4+	cellの減少がみられた（EM;	effector	memory,	CM;	
central	memory）。	
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Figure	5G:	Figure	5E、Fにおける代表的プロット。	 	
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結果２	

Wild-typeの B6	CD8＋	T	cellを注入した群では軽度の炎症反応が認められた一方

で、PD-1	deficientの CD8＋	T	cellを投与した群ではグラフトが著明に拒絶された

(Figure	6A)。	 	
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Figure	6A:	Wild-typeと PD-1	deficientの CD8＋	T	cellを投与した群を比較すると
PD-1	deficientの CD8＋	T	cellを投与した群で血管、気道周囲のリンパ球の集簇を
認めた(control;	A0,	PD-1	KO;	A2)。	 	
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実験 1の結果で認められた所見と同様に、PD-1	deficientの CD8＋	T	cellを投与し

た群で CD8＋	/	CD4＋の比率が高かった(Figure	6B)。	 	
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Figure	6B:	Wild-typeと PD-1	deficientの CD8＋	T	cellを投与した群の CD8＋	/	CD4＋
の比率を比較すると PD-1	KO群で有意に高かった。	 	
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肺移植後に経静脈的に PD-1	deficient	CD8+	T	cellを注入した群では注入した	CD8+	

T	cell(CD45.2)だけでなくレシピエント由来である CD8+	T	cell	(CD45.1)と CD4+	T	

cell	(CD45.1)でも Ki	67+陽性細胞の増加を認めた(Figure	6C)。	 	
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Figure	6C:	Wild-typeと PD-1	deficientの CD8＋	T	cellを投与した群で比較した場
合、PD-1	KO群で有意に移植後に注入した CD8＋	T	cell	(CD45.2)、レシピエント
の CD8+	T	cell	(CD45.1)と CD4+	T	cell	(CD45.1)でも Ki	67+陽性細胞の増加を認め
た。	
Ki	67+;細胞増殖のマーカー	 	
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PD-1	KO群では、レシピエント由来	と注入した CD8+	T	cellsともに effector	

memory	(CD44hiCD62Llow)	T	cellの増加と naïve	(CD44lowCD62Lhi)	T	cellの減少を

認めた(Figure	6D、E、F、G)。	 	
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Figure	6D:	Wild-typeと PD-1	deficientの CD8＋	T	cellを投与した群でそれぞれ比
較した場合、PD-1	KO群で有意に	レシピエント由来の effector	memory	CD8+	T	
cellの増加と naïve		CD8+	T	cell	(CD45.1)の減少を認めた（EM;	effector	memory,	
CM;	central	memory）。	 	
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Figure	6E:	Wild-typeと PD-1	deficientの CD8＋	T	cellを投与した群でそれぞれ比較
した場合、PD-1	KO群で有意に	注入した細胞由来の effector	memory	CD8+	T	cell
の増加と naïve		CD8+	T	cell	(CD45.2)の減少を認めた（EM;	effector	memory,	CM;	
central	memory）。	

	

Figure	6F:	Figure	6Dの代表的プロット。	
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Figure	6G:	Figure	6Eの代表的プロット。	 	
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結果３	

Wild-typeと PD-1	deficientマウスの脾臓から分離した CD8+	T	cellを解析したと

ころ、naïve	(CD44lowCD62Lhi)	T	cell	、central	memory	(CD44hiCD62Lhi)	T	cell	そし

て effector	memory	(CD44hiCD62Llow)	T	cellの割合に関してWTと PD-1	KOの間

で差が無かった（Figure	7A、B）。	 	
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Figure	7A:	naïve	(CD44lowCD62Lhi)	T	cell	、central	memory	(CD44hiCD62Lhi)	T	cell	
そして effector	memory	(CD44hiCD62Llow)	CD8+	T	cellの割合に関してWTと PD-1	
KOの間で差が無かった（EM;	effector	memory,	CM;	central	memory）。	
	

	

Figure	7B:	Figure	7Aの代表的プロット。	 	
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T	cellを Balb/cの脾臓細胞と２日間 co-cultureしたしたところ、PD-1	KO群では

有意に effector	memory	T	cellが増加した	(Figure	7C、D)。	 	
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Figure	7C:	PD-1	KO群で有意に effector	memory	CD8+	T	cellが増加していた（EM;	
effector	memory,	CM;	central	memory）。	
	

	

Figure	7D:	Figure	7Cの代表的プロット。	 	
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さらに、central	memory	T	cellと比較し、wild-typeと PD-1	deficientの effector	

memory	T	cellは	Perforin	RNAが高発現していた	(Figure	7E)。	 	
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Figure	7E:	Central	memory	T	cellと比較し、wild-typeと PD-1	deficientの effector	
memory	T	cellは	Perforin	RNAが高発現していた	（EM;	effector	memory,	CM;	
central	memory）。	
Perforin:標的細胞の膜に小孔を形成する因子	 	
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結果４	

Two-photon	microscopyを用いて肺のイメージを記録した。B6	wildtypeと PD-1-

deficientの CD8＋	T	cell	を比較した場合、PD-1-deficientの CD8＋	T	cellは肺グラ

フ内での動きが遅くなり	、	CD	11c＋抗原提示細胞との相互接触の時間が有意に

長かった(Figures	8A、B)。	 	
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Figure	8A:	赤色の細胞は wild	type	B6	cell、青色の細胞は PD-1	KO	CD8+	T	cell、緑
色の細胞は CD11+	cellである。Balb/cをドナー、B6-EYFPをレシピエントとし移
植後４日目のグラフト内を生体内 2-photon顕微鏡下を用いてリンパ球の動きを
追跡、記録している。リンパ球は imagingの２４時間前に移植後の B6-EYFP	マ
ウス内に注入された。スケールバーは上の図が５０μmで下の図が２０μmで
ある。下の図の aから eは連続した一定の時間間隔で記録した個々のフレームで
ある。細胞の動きをトレースした一連の下の図において真ん中に位置する CD11+	
cellに対し、赤いリンパ球は左から b、cで CD11+	cellに接していることが見え
る。そして d、eで画面右上方向に移動している。	
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Figure	8B:	Figure	8Aで示したリンパ球の動きを各細胞１個ずつで記録したもの
をグラフにした。CD11c＋	抗原細胞と接触していた平均時間を B6	wildtypeと比
較した場合、PD-1	deficient	CD8+	T	cellのほうがグラフト内での動きが遅く、
CD11c＋	抗原細胞と有意に相互接触する時間が長かった。	 	
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第５章	 考察	

今回、我々は、PD-1をブロックもしくは欠損した場合、肺 allograftが拒絶され

ることを発見した。特に CD8＋	T	cell	上の PD-1発現が免疫寛容導入の障害に関連

していた。Krupunickらは以前、肺 allograftgの免疫寛容の誘導には central	

memory	CD8＋	T	cell	が重要であると報告した。一方で、effector	memory	CD8＋	T	

cell	が増加すると肺は炎症性、細胞障害性分子の増加により拒絶された[92]。こ

れらの結果を合わせて考えると、周術期の B7-CD28と CD40-CD40L経路のブロ

ックにより免疫寛容が誘導された移植肺の CD8＋	T	cellの	PD-1の発現により

central	memoryの phenotypeが維持されていることを示している。	

また、PD-1の発現がないと CD8＋	T	cellsは肺 graft内の CD11c＋	cellとの接触が

長く起こり、effector	memory	cellの増加が引き起こされることを確認した。以

前より central	memory	CD8＋	T	cellが effector	memory	CD8＋	T	cell	に分化するこ

とが報告されている[95,100,101]。Co-stimulatoryそして co-inhibitory分子の発

現が T	cellの分化を T	cell	receptorからのシグナルの強さとともに制御している

という現在までに得られた知見と我々の研究結果は一致している[102]。T	cellの

motility	減少は、T	cell	receptorと抗原提示細胞表面のリガンドとの結合を引き

起こし、T	cellと抗原提示細胞の間に強い synapseを形成するが、この synapse

形成の時間が T	cell	の活性化に関与している[103]。T	cellと抗原提示細胞の

synapse形成は細胞表面分子の発現によって制御されている可能性がある。例え

ば、成熟樹状細胞の ICAM-1の発現は樹状細胞-T	cellの synapse形成を制御する

[104]。今回の研究において我々は、CD8＋	T	cell	が PD-1分子を欠損している場
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合、CD8＋	T	cellと CD11c＋	抗原提示細胞の synapseが有意に長くなることを示し

た。その結果として effector	memory	phenotypeへ分化が誘導され、免疫寛容を

誘導出来なかった。現在までに PD-1が T	cellのmotilityを制御しているという

報告が 2つある。我々の結果と同様に、Fifeらは自己免疫疾患モデルで PD-L1

のブロックが CD4＋	T	cellのmotilityを制御し、	抗原提示細胞との synapse形成

時間を延長させ、T	cellの活性化と炎症性サイトカインの増加をもたらしたと報

告している[94]。一方でこの報告と反対に、Zinselmeyerらは PD-1が慢性ウイル

ス感染モデルで脾臓内の CD4＋と	CD8＋	T	cell	のmotilityを活性化したと報告して

いる[93]。我々は、炎症性刺激の特性が一部でこれらの研究結果の違いに寄与し

ているのではないかと考えている。	

Effector	memory	と central	memory	phenotypeの分化に互換性があるのか、また

この制御に PD-1分子が関与しているのかについては今後検討が必要である

(Figure	9)。今回、我々は、PD-1-	PD-L1経路が肺移植免疫寛容の導入に関与し

ていることを示した。今回、我々は CD8＋	T	cell	が PD-1分子をブロックもしくは

欠損した場合、移植グラフト肺が拒絶されること、また CD8＋	T	cellと CD11c＋	

抗原提示細胞の synapseが有意に長くなり、effector	memory	phenotypeへ分化

が誘導されることを示した。PD-1-	PD-L1経路が免疫制御の標的として有望であ

り、移植後拒絶反応を抑制する目的で臨床応用できる可能性があるのではないか

と考える。	
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Figure	9:	Central	memoryと effector	memory	phenotypeの分化を制御しているも

のは？	 	
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