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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体肺移植におけるドナーとレシピエントの一塩基多型の違いから、ド
ナー由来の移植肺由来血中遊離DNAを同定し、レシピエント血中遊離DNA中に占める割合を測定した。移植肺由来
血中遊離DNAは移植直後に最も高値で、術後5日目までに徐々に低下した。移植直後と72時間後の移植肺由来血中
遊離DNA の上昇は、酸素化の低下と有意に相関していた。移植後5～14日目では、移植肺由来血中遊離DNAが急性
拒絶反応群で感染群や安定群より有意に上昇していた。低侵襲な移植肺由来血中遊離DNAの測定は、生体肺移植
後の原発性移植片不全の重症度の判定や、急性拒絶反応の新しいバイオマーカーとなる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Donor-derived cell-free DNA (dd-cf-DNA) has been shown to be an informative 
biomarker of rejection after lung transplantation (LT) from deceased donors. However, in 
living-donor lobar LT (LDLLT), because small grafts are implanted with short ischemic time from 
blood-relatives, the detection of dd-cf-DNA might be challenging. Our study was aimed to examine the
 role of dd-cf-DNA in the early phase after LDLLT. Immediately after LDLLT, the dd-cf-DNA levels 
were highly elevated, subsequently reaching the plateau, with the resolution of primary graft 
dysfunction (PGD). Increased levels of dd-cf-DNA significantly correlated with decreased oxygenation
 immediately and 72 hours after LDLLT. The dd-cf-DNA levels significantly increased in the patients 
with acute rejection than in those with infection or stable condition. The measurement of dd-cf-DNA 
might be useful to monitor the severity of PGD, and dd-cf-DNA could be a potential biomarker for the
 diagnosis of acute rejection after LDLLT.

研究分野：呼吸器外科
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）肺移植と急性拒絶反応 
 
肺移植は終末期肺疾患に対する確立され
た治療法である。本邦では、1998 年の岡山大
学における第 1例目の成功以来、2013 年末ま
でに 344 例の肺移植が施行された。2014 年
10 月現在、岡山大学では、国内最多の 135 例
の肺移植が施行されたが、生体肺移植 77 例・
脳死肺移植 58 例とその半数以上は生体肺移
植である（図 1）。2010 年の臓器移植法の改
正後に脳死肺移植の症例数が増加したが、小
児肺移植を筆頭に依然ドナー不足は解決さ
れておらず、日本における生体肺移植の重要
性は変化していない。通常、生体肺移植では
2 人の健常なドナーから一つずつの下葉が提
供され、レシピエントの両肺の代わりに移植
される。生体肺移植後には、移植された小さ
い下葉のみにレシピエントの全心拍出量が
流れるため、肺組織あたりの血流量が多くな
る。このため、急性拒絶反応の診断に用いら
れる気管支鏡下肺生検は、出血量が多くなり
致死的な合併症を招く危険性があるため、生
体肺移植後には施行されていない。特に、当
施設で世界に先駆けて成功した幼児に対す
る生体中葉肺移植（2013 年）や生体区域肺移
植（2014 年）などでは、レシピエントの気管
支径が細いため、生検用の気管支鏡の末梢気
管支への挿入自体が不可能であり、急性拒絶
反応の新しい低侵襲な診断方法の確立が急
務である。 

肺移植後の急性拒絶反応は、長期の生存率
を減少させる慢性拒絶反応を発症させる危
険因子であるため、肺移植後の急性拒絶反応
を早期に診断し制御することは、肺移植後の
予後を改善させるためにも重要である。現在
の岡山大学での肺移植後5年生存率は約80％
で、世界平均の約 50％より良好だが、肺移植
後の急性拒絶反応を制御することで、更に予
後を改善できる可能性がある。 
研究代表者はこれまでラット肺移植やマ
ウス肺移植などの動物実験で、肺移植後の急
性・慢性拒絶反応に関する研究を施行し、肺
移植後の急性拒絶反応がG-CSFを介した顆粒
球増加による虚血再還流障害によって制御
されること（Kreisel D, Sugimoto S, et al: 
Blood 2011. Kreisel D, Sugimoto S, et al: 
J Clin Invest 2011）や、虚血再還流障害の

制御機構（Sugimoto S, et al: J Thorac 
Cardiovasc Surg 2009 など）、急性拒絶反応
の制御機構（Waki N, Sugimoto S, et al: Eur 
J Cardiothorac Surg 2012）、またヒアルロ
ン酸による慢性拒絶反応の発症機構（Todd JL, 
Sugimoto S, et al: Am J Respir Crit Care 
Med 2014）などを報告してきた。 
 
（２）肺移植後の急性拒絶反応の診断方法 
 
 臨床肺移植における急性拒絶反応の診断
は、発熱・呼吸困難等の臨床症状や動脈血液
ガスの酸素化能、胸水量、白血球数・CRP 等
の血液検査、X線・CT などの画像診断、気管
支鏡下肺生検などによる組織診断を組み合
わせて総合的に行われ、治療としてステロイ
ドパルス療法などが用いられる。これまでも
様々な診断方法が報告されてきたが、血液検
査である KL-6 やプロカルシトニンなどの特
異度は低い。また、近年報告された ImmuKnow
アッセイは、血液中の CD4 T 細胞の ATP 合成
から免疫機能レベルを測定し、感染と急性拒
絶反応の診断の一助にはなるが、鑑別が困難
なことも多い。当院でも新しい診断方法とし
て、レシピエントの HLA 特異的 IgM 抗体価に
ついて報告した（Miyoshi K, et al. Ann 
Thorac Surg 2011）が、まだ実際の臨床では
実用化に至っていない。 
 
（３）移植片由来血中遊離 DNA による臓器移
植後の急性拒絶反応の診断 
 
一方、近年の分子生物学におけるゲノム解
析技術の進歩により、少量の血液サンプルに
よる DNA 解析が可能となった。最新のドロッ
プレット・デジタル PCR 法では、以前に比べ
て少量のサンプルでDNAの検出が可能となり、
迅速かつ安価となったため、癌領域だけでな
く臓器移植後の急性拒絶反応の診断のよう
な、迅速性を必要とする分野でも臨床研究が
開始された。 
2013 年には、肝移植後の急性拒絶反応の診
断において、ドロップレット・デジタル PCR
法を用いてレシピエントの血中を循環する
移植片由来血中遊離DNAを測定する方法が報
告された（Beck J, et al. Clin Chem 2013）。
これは、急性拒絶反応によりドナー由来の移
植片細胞が破壊され、レシピエント血中に遊
離DNAとして増加することを利用した研究で、
その他のバイオマーカーよりも早期に検出
可能であり、検査期間もわずか1日であった。
この研究では、DNA 配列の個体差である DNA
多型のうち、個人によって DNA 配列の 1箇所
の塩基配列が異なる、一塩基多型（Single 
Nucleotide Polymorphisms：SNPs）が DNA
の違いの判別に用いられた。しかし、レシピ
エントの検体のみが診断に用いられため、ド
ナー由来の DNA であるという確証はとれず、
方法が煩雑であった。また、移植後経過を追
った症例数も 7例のみと少なく、感染との比



較も 1例だけであった。 
本研究では、この測定方法を改善し、より
多くの症例で検討するため、リアルタイム
PCR法によるドナーとレシピエントのSNPsの
比較により、測定候補となる SNPs の絞りこ
みを行い、その後にドロップレット・デジタ
ル PCR法でレシピエント血中遊離 DNA中の移
植肺由来遊離 DNA が占める割合を定量する。
生体肺移植では、術前に左ドナー、右ドナー
とレシピエントの血液DNAを採取することで、
測定する SNPs を絞り込む（図 2）。肺移植後
は急性拒絶反応と感染（肺炎など）との鑑別
が問題になるため、移植後 14 日目までレシ
ピエント血中遊離 DNA 中の移植肺由来遊離
DNA が占める割合を定量することで、経時的
変化を観察し、急性拒絶反応などの臨床での
イベントと対比する。 
以上より、肺移植後の移植肺由来血中遊離
DNA の定量による急性拒絶反応の新しい診断
方法を確立する。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、最新のデジタル PCR 法を用い
て、ドナーとレシピエントのDNAの違いから、
レシピエント血中遊離DNA中の移植肺由来遊
離 DNA が占める割合を定量し、生体肺移植に
おける新しい急性拒絶反応の診断方法を確
立することを目的にする。従来の気管支鏡下
肺生検に比べ、低侵襲で迅速かつ早期に診断
できる方法を確立する。 
 
３．研究の方法 
 
（1）対象患者 
 2011 年 10 月から 2016 年 11 月に岡山大学
病院で施行された生体肺移植 22 例のうち、
同意を取得し、適切な SNPs が同定できた 13
例を対象にした。急性拒絶反応群（拒絶群）
4例、肺炎群（感染群）4例、安定群 5例の 3
群で比較・検討した。研究プロトコールは岡
山大学病院倫理審査委員会に承認された(No. 
1601-030)。 
ドナーからは生体肺移植前のみ、レシピエ
ントからは生体肺移植前と生体肺移植後 14

日間の採血を行い、EDTA 採血管に採取し、遠
心分離後の血漿と buffy coat を－20℃で冷
凍保存した。 
既知の SNPs 情報を基に、頻度の低いほう
の 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 (Minor allele 
frequency, MAF)が 50％に近いほど遺伝子マ
ーカーとして有用であるため（MAF の範囲：0
－50％）、既出の報告（Beck J, et al. Clin 
Chem 2013）と同様に、日本人で 40～50％の
MAF を持つ 30 種類の一塩基多型（SNPs）を用
いて DNA の違いを判別した。 
30 種類の SNPs を用いて、肺移植前のレシ
ピエントとドナーの DNA（buffy coat）をリ
アルタイム PCR 法で分析した。片側生体肺移
植では、単一のドナーから移植されるため、
ドナーでヘテロ接合か、レシピエントとドナ
ーで異種のホモ接合の遺伝子型を標的 SNPs
として同定した。両側生体肺移植では、2 名
のドナーから移植されるため、片側ドナーで
ヘテロ接合もしくはホモ接合で、かつ対側ド
ナーやレシピエントとは異なるホモ接合の
遺伝子型を標的 SNPs として同定した。これ
らの標的 SNPs を移植肺由来血中遊離 DNA と
して、ドロップレット・デジタル PCR 法を用
いてレシピエント血中遊離DNA中に占める割
合を定量した。 
 
４．研究成果 
 
生体肺移植 13 例の合計 182 サンプルを対
象に、移植肺由来血中遊離 DNA の生体肺移植
後の経時的推移を観察した。安定群では、移
植由来血中遊離DNAは移植直後に最も高値で、
その後、虚血再灌流障害の改善とともに低下
し、術後 5日目にプラトーに達した（図 3）。 
 
図 3．移植肺由来血中遊離 DNA の経時的変化 

 
また、原発性移植片不全が発症する時期で
ある生体肺移植直後、24 時間後、48 時間後、
72 時間後では、PaO2/FiO2比と原発性移植片
不全のグレードに3群間で有意な差は認めら
れなかった。しかし、移植直後と移植後 72
時間の移植肺由来血中遊離 DNA の上昇は
PaO2/FiO2 比の低下とそれぞれ相関関係を認
めた（図 4）。 
 



図 4．生体肺移植直後と 72 時間後の移植肺由
来血中遊離 DNA と PaO2/FiO2比の相関関係 

移植後 5～14日目の間、拒絶群では感染群
や安定群に比べ、移植肺由来血中遊離 DNA が
ステロイドパルス療法前から有意に上昇し
ていた（図 5）。また、抗体関連型拒絶反応で
はその上昇が遷延していた。 
 
図 5．発症時の移植肺由来血中遊離 DNA 

 生体肺移植後の急性拒絶反応の診断では、
通常、侵襲的な気管支鏡下肺生検は行われて
いないが、低侵襲な移植肺由来血中遊離 DNA
の測定は、原発性移植片不全の重症度の判定
に有用で、急性拒絶反応の新しいバイオマー
カーとなる可能性が示唆された。今後、生体
肺移植後の慢性拒絶反応でも更なる検討を
行う予定である。 
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