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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は免疫不全マウスにヒト組織を移植するヒト化マウスを通じ、抗ドナー
HLA抗体（DSA）の役割と治療法を探索することであった。ヒト化マウス作成のためヒト血管と皮膚を移植した
が、自然免疫反応により障害された。DSAは肝移植後症例から採取し、Luminex法で測定、血清を保存した。この
臨床データから、DSA力価と線維化との関連、抗体価高値と高齢ドナーによる肝グラフト線維化進行の関与を示
した。また治療法としてBリンパ球除去が線維化進行を抑制する可能性を示した。今後自然免疫の関与が少ない
マウスに変更し、ヒト化マウス移植モデルにDSAを投与し病理学的機序解析を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：In this study our aim is to clarify the role of anti-donor HLA antibody 
(DSA) and find its effective treatment in organ transplantation. To establish the humanized mouse 
model, we obtained a human vessel or skin from the patient who underwent a colectomy or skin 
transplantation and transplanted them to severe immunodeficient mice. However, we could not overcome
 an arterial thrombosis and tissue injuries after transplantation due to innate immune responses in 
immunodeficient mice. Therefore, we decided to change the immunodeficient mice to another one. Also,
 we collected the serum samples including DSAs from the liver transplant recipients. We identified 
the correlation between the mean fluorescence intensities (MFI) of the DSA and graft fibrosis in the
 recipients who had been transplanted the liver graft from elderly donors. Thus, we identified the 
clinical impact of DSA in liver transplantation, however, the underlying mechanism warrant further 
study by using humanized mouse model.

研究分野： 移植免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床検体を用いたヒト化マウスモデルの可能性を探索し、免疫不全マウスの種類によって自然免疫の関与により
作成が困難であったが、この知見はヒト化マウスの学術的意義として重要であった。一方、大腸癌患者の腸管膜
動脈やヒト皮膚移植片の余剰組織を用いるヒト化マウス研究は、高次動物や臨床でないと検討しえないヒト化抗
体やヒト細胞治療などの臨床前研究として有用なツールとなる。特にマウスのMHC-class II抗原の発現はヒトと
異なり、抗体研究でのヒト化マウス移植モデルは貴重である。本研究で明らかになった抗ドナーHLA抗体の臨床
的意義は、臨床にリアルタイムで反映しえる重要な知見である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
臓器移植では長期経過後グラフト不全となる症例があり、その主原因とされる慢性拒絶反応に
ついて、抗 HLA 抗体の関与が注目されている。しかし、慢性拒絶反応の主病変である血管病変
と抗ドナーHLA 抗体（DSA）の病的意義、治療法は確立していない。 
２．研究の目的 
肝移植患者の移植後に産生される抗体、いわゆる de novo 抗 HLA 抗体（大部分が Class II（DQ
または DR）に対する抗体）を採取し、ヒト化マウス血管移植モデルに投与することで、ヒト血
管に作用する HLA-class II 抗体の病的意義、血管傷害の機序を解明する。またこの治療法とし
て、細胞治療である免疫抑制性細胞、アナージー細胞の治療効果を検討する。 
３．研究の方法 
（1) ヒト化マウス血管移植モデルの作成; 消化管手術患者に同意を得た上で手術検体から適
切なサイズ(直径約 1mm)の腸管膜動脈採取し、臓器保存液（UW 液）で冷保存し、これを免疫
不全マウスである NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ (NSG)マウスに移植する。モデル作成の可否
は術後 42日目の病理組織学的検査での血管内膜肥厚で判定する。 
（2) 抗 HLA 抗体の採取; 当院でフォロー中の肝移植患者のうち de novo HLA 抗体が発現した症
例に同意を得た上で血清を採取し、抗 HLA class II 抗体量を Labscreen single antigen test
にて測定する。これをヒト化マウス血管移植モデルに投与した時の血管病変の有無を調べる。 
（3) 免疫抑制性細胞の作成 当院の臨床研究で用いた免疫抑制性細胞である抗 CD80, 抗 CD86
抗体の存在下にドナー細胞と共に共培養して得られるアナージー細胞を作成する。 
４．研究成果 
（1) ヒト化マウスの作成 ①ヒト組織（血管、皮膚）移植モデル. NSG マウスをジャクソン研
究所より購入、我々の研究室で繁殖させた。また消化管手術患者からの組織採取とヒト化マウ
スへの移植研究について北海道大学病院の IRB を取得し、手術検体の直動脈よりヒト血管を採
取した。これを NSG マウスの腹部大動脈に間置グラフトとして顕微鏡下に血管吻合移植した。
NSG マウス 26匹に対し、大腸癌手術 5症例のヒト血管を移植し、温阻血時間、冷阻血時間は中
央値で 32分（24-50 分）、344.5 分（120-1260 分）であった。手術の完遂率は 88%と良好であり、
移植し得たマウスはいずれも生存したが、42日目の組織採取でいずれも血管閉塞した状態であ
ることが確認された。NSG マウスは免疫不全マウスの中でも自然免疫の反応が強く、Gr1 抗体を
用いた異種反応の抑制が必要との報告がある[1]。そこで、我々の血管移植後血管閉塞の原因が、
自然免疫による炎症反応によるのか、移植手技の問題であるのかを判断するために、手技的に
より簡便で確立されているヒト皮膚移植モデルを用いて検討した。ヒト皮膚を用いたヒト化マ
ウス移植モデルのメリットとしては、一度に多数のマウスへの移植が可能で、冷阻血時間によ
る影響も少なくできる。我々は IRB の再承認と患者への説明・同意を得た上で、形成外科にて
皮膚移植の際に大腿からデルマトームで採取したヒト皮膚の余剰部分を採取し、これによる皮
膚移植モデルを作成した（n=8）。結果血管移植と同様に NSG マウスの自然免疫による反応でヒ
ト皮膚移植片が廃絶した。このことから NSG マウスへのヒト組織片の移植はマウスが引き起こ
す自然免疫由来の炎症反応の結果、モデルの確立が困難であると判断した。そのため研究代表
者が留学中にヒト化マウス血管移植モデルの作成に使用し、血管移植の成功が確認できている
BALB/c IL2Rgamma-/- Rag -/- (BRG)マウスに変更することとし、このマウスを購入、繁殖させ
た。BRG マウスは繁殖後にまずマウス間での移植を検討し、C57BL6 をドナーとした心移植を実
施した(n=3)。拒絶反応無く全例生着し、興味深いことに心グラフト内の passenger 細胞が免疫
不全マウスに生着し、マウス末梢血で
T 細胞の存在が確認された。即ち少量
のリンパ球も移入可能な実験ツール
としての有用性が示唆されたことは
予想外の結果であった。 
②ヒト化マウスへの免疫細胞の構築  
慢性拒絶反応を惹起しうるヒト免疫
細胞の NSG マウスへの移入を確認し
た。ヒト PBMC 5x106個の NSG マウス
腹腔内投与では十分な再構築が得ら
れず、10x106個で約 10％程度の再構築
であった(図 1)。そこで放射線照射に
よるpreconditioningがヒト免疫担当
細胞の再構築に優位であるとの報告[1]から事前にマウスに 2Gy の照射をした後、healthy 
volunteerのヒトPBMCを腹腔内に輸注した。ヒトPBMC 2.5x106個の投与で約40%近くのヒトCD45
陽性リンパ球が 2 週間後のマウス末梢血で確認できた（図 1）。 また 2.5x106個のヒト PBMC 投
与後の NSG マウスに再構築されるリンパ球はほ
とんどが CD3 陽性 T 細胞であったが、一部に B
細胞の移入も確認でき、ヒト化マウスによる抗
体関連の免疫反応の関与についても検討し得る
ことを確認した(図 2左側)。一方で、肝移植後
の患者で de novo 抗体を産生する症例の免疫細



胞もヒト化マウスに構築可能か検討した。肝
移植後の症例は免疫抑制剤を内服している
ことから、ヒト化マウスへの免疫構築の可否
については不明であったが、我々は免疫抑制
剤内服中の症例においてもヒトCD3陽性細胞、
ヒト CD19 陽性細胞が同程度構築できること
を確認した（図 2右側）。  
(2) 抗 HLA 抗体の採取 当院の IRB での承認
と十分な説明・同意の元、肝移植後の de novo 
HLA class II 抗体陽性 14例から延べ 28回の
研究計画通りの抗体量を採取し、−80 度に保
存した。抗体価（抗ドナー抗体（DSA）の MFI 値）は Labscreen single antigen test で測定し
た。この DSA-MFI 値のデータを用い、臨床的特徴-特に肝グラフト線維化に関与する DSA の特徴
-を検討した。肝グラフトの線維化進行は DSA-MFI 高値
症例にのみ確認されたが、DSA-MFI が高値で、グラフ
ト年齢（ドナー年齢）が高齢の場合にグラフト線維化
が進行する傾向があった。また de novo DSA 陽性症例
のうち、グラフト線維化進行（線維化スコア F2以上）
と非進行の２群に分けて群間比較するとドナー年齢、
グラフト年齢で有意な違いが観察された（図 3）。この
興味深い知見について第 54 回日本移植学会などで報
告した。また移植後に出現する抗体はほぼ全例 HLA 
class II に対する抗体であることから、HLA class I
に対する検討は困難な状況であったが、移植前のリン
パ球クロスマッチ陽性症例の保存血清（12 例）の使用
について当院 IRB の承認と患者の説明同意が得られ、
Labscreen 検査を実施したところ、HLA-class I に対す
る高力価の抗体を含む血清が得られた。さらに 12 例の
うち 5 例は DSA-MFI が 2 万を越える高力価であり、こ
れらは移植後早期にグラフト不全で死亡した予後不良な症例であった。このことから臨床的に
も高力価の HLA-class I 抗体による直接的なグラフト障害の可能性が示唆された(図 4)。抗 HLA
抗体の臨床的な意義についてはいくつかの新しい知見を提供できたが、病理学的機序について
は未だ不明であり、今回の研究で得られたこれらの保存抗体をヒト化マウスに投与し、in vivo
における抗体の基礎的研究を発展させる。 
(3)免疫抑制性アナージー細胞の作成。 
本研究では抗体関連のグラフト障害がヒト化マウスにおいて観察された場合、これに対し細胞
治療の可能性について検討する予定であった。細胞治療については当院の生体肝移植後にドナ
ー特異的抑制細胞（アナージー細胞）を用いた免疫寛容誘導プロトコールを用いて 10 例中 7
例に免疫抑制剤の中止が可能になるという画期的な治療法を 2016 年に報告した[2]。この細胞
治療後の免疫抑制剤中止可能症例においても線維化の進行はみられないが、DSA 陽性症例が 1
例確認された。またこの細胞治療を発展させるべく多施設共同研究を計画したが、再生医療法
の制定により、想定症例数の計画実施は困難となった。1例のみを多施設共同研究として、我々
から長崎大学に赴いて共にドナー細胞とレシピエント細胞を抗 CD80・CD86 抗体の存在下に共培
養し、作成した免疫抑制性のアナージー細胞を生体肝移植後の患者に投与した。当院主導での
アナージー細胞の作成が可能であることが確認でき、ヒト化マウスモデルにおいて抗体の組織
障害が観察されれば免疫抑制性のアナージー細胞による治療効果を検討しえる。 
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