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研究成果の概要： 

昨年度までに、膵脾合併移植によるグラフト保護効果破綻期の免疫抑制療法併用によって可能に

なることを示した。最終年度は、そのメカニズムがドナー、レシピエントいずれの由来の Treg が機能し

ているかを解明する実験を行った。 

実験は High responder combination である DA, LEW を用いた。レシピエントである LEW には術前

に STZ を静注し糖尿病を誘発した。手術はドナーの膵、脾、十二指腸を一塊にレシピエントの腹腔内

に移植した。評価は、graft survival に関しては血糖が再上昇した時点で拒絶と判断し、制御性Ｔ細胞

は CD4,25 を FACS で、Foxp3 を RT-PCR と FACS で解析し、制御性 T 細胞（Treg）の動向を調べた。

またドナー由来の細胞を検出するためにドナーの MHC に特異的な抗体を用いた。 

膵移植群と膵脾移植群を作成し、それぞれにタクロリムス(Tac)を術後 4 日間投与した群を作り

Control群と併せて５群で比較検討したところ、膵脾合併移植＋Tac術後４日間投与した群でのみ有意

なグラフト生着期間の延長を認め、組織でも膵グラフトの構築が保たれていた。そのグラフト保護効果

と Treg の関与について RT-PCR で見てみると、生着延長群では脾グラフト内に Treg がより長期間保

たれており、ドナー由来の Treg も自己脾、脾グラフト内により長期間存在していた。 

レシピエントの Tcell が持続的にグラフト脾にさらされると、Treg に変化することが判明した。移植直後

導入期に重要なのは、レシピエント脾臓に移行するドナー細胞のキメリズムとともに、むしろグラフト自

身の抗原性が持続的に提示されることとそこに集族するレシピエント由来の Treg である可能性が示さ

れた。 
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１．研究開始当初の背景 
 膵腎同時移植は、若年性糖尿病による末期腎
不全に対して施行され、若年性糖尿病患者の
生命予後を著明に間然することに寄与している。
しかしながら、移植後の拒絶反応の制御は、非
特異的な免疫抑制剤に頼らざるを得ず、その副
作用や易感染性は、移植医療の臨床で強く解
決が望まれている問題の一つである。 

以前より、移植された脾臓グラフトには他移植
臓器のドナー特異的な保護効果がある事が報
告されてきた。脾臓は二次リンパ組織で、本来、
自己反応性 T 細胞に対する末梢性寛容誘導の
場であり、網内系を通じて何らかのグラフト保護
効果を発揮していると考えられるが、その機序の
解明は未だなされてはいない。 

その末梢性免疫寛容について最近注目され
ている一つに「制御性 T 細胞による抑制」がある。
2003 年に坂口らにより Foxp3 遺伝子が制御牲 T
細胞のマスター遺伝子である事が発表され
(Science,299:1057-1061,2003) 、 2005 年 に は
CD4+CD25-のヘルパーT 細胞に Foxp3 を遺伝
子導入することで CD4+CD25+の制御性 T 細胞
を誘導し、その細胞を静注して皮膚グラフトの免
疫 寛 容 を 得 た と の 報 告 が な さ れ て お り
(Transplantation,79:1310-1316,2005) 、 現 在 注
目されている機序の一つである。そこで、我々は
脾臓のグラフト保護効果とその機序における制
御性 T 細胞に着目し、それらがドナー特異的免
疫寛容の誘導に寄与しうるとの仮説を立てた。
膵脾は一塊に移植可能な臓器であり、脾臓によ
るドナー特異的免疫寛容誘導の機序が解明さ
れ、その応用が可能となれば、安全な臨床膵移
植に大きく貢献できる。 
 
２．研究の目的 
 2003 年に坂口らにより Foxp3 遺伝子が制御牲
T 細胞のマスター遺伝子である事が発表され
(Science,299:1057-1061,2003) 、 2005 年 に は
CD4+CD25-のヘルパーT 細胞に Foxp3 を遺伝

子導入することで CD4+CD25+の制御性 T 細胞
を誘導し、その細胞を静注して皮膚グラフトの免
疫 寛 容 を 得 た と の 報 告 が な さ れ て お り
(Transplantation,79:1310-1316,2005) 、 現 在 注
目されている機序の一つである。そこで、我々は
脾臓のグラフト保護効果とその機序における制
御性 T 細胞に着目し、それらがドナー特異的免
疫寛容の誘導に寄与しうるとの仮説を立てた。
膵脾は一塊に移植可能な臓器であり、脾臓によ
るドナー特異的免疫寛容誘導の機序が解明さ
れ、その応用が可能となれば、安全な臨床膵移
植に大きく貢献できる。 
 
３．研究の方法 
 DA ラットをドナー、Lewis ラットをレシピエントと
する。レシピエントには術前 3-5 日前にストレプト
ゾ シ ン (60mg/kg) を 静 注 し 、 随 時 血 糖 が
350mg/dl 以上であることを確認し糖尿病を誘発
する。Lee's technique に従ってマイクロサージェ
リィーの技術を用い顕微鏡下にラット膵脾十二
指腸移植を行う。 ドナーから大動脈と門脈の血
管茎をつけて全膵・脾・十二指腸をen-blocに摘
出後、Lewis の腹部大動脈・下大静脈にグラフト
の腹部大動脈・門脈をそれぞれ端側吻合する。
グラフトの十二指腸はレシピエントの十二指腸と
側側吻合し、膵液ドレナージを行う。膵十二指
腸移植群では血流再開直前にグラフトから脾グ
ラフトを取り除く。膵単独移植群（P 群）と膵脾移
植群（S/P 群）を作成し、それぞれに FK506 を術
後 4 日間投与した群（FK4d 群）と無投与群
（FK0d 群）を作り、計 4 群に分ける。術後は体重、
血糖値を測定し、随時血糖が 300mg/dl 以上と
なった時点を拒絶と判定する。術後一定の期間
で動物を犠牲死させ末梢血、脾臓グラフトを採
取する。FACS、PCR、免疫染色を用いて制御性
Ｔ細胞を測定し、それぞれの群において移植術
後から拒絶に至るまでの制御性Ｔ細胞の推移と、
グラフト生着延長効果との相関を解析する。 



 
４．研究成果  
1) P+FK0d 群に対して、 P+FK4d 群、

S/P+FK0d 群ではグラフト生着延長は得ら
れず、脾臓合併移植と術後短期間の免疫
抑制剤を使用した S/P+FK4d 群でのみ延
長効果を認めた。 

2) CD4+CD25+Ｔ細胞は、末梢血、自己脾、移
植脾のいずれにおいてもほぼ全経過を通し
て S/P+FK4d群に比しS/P+FK0d群で同程
度もしくは優位であった。 

3) Foxp3 の発現は、グラフト生着期間が延長し
た S/P+FK4d 群で優位であった。 

4) S/P+FK4d群ではS/P+FK0d群と比し、長期
にわたりドナー由来の制御性Ｔ細胞が自己
脾、移植脾に残存していた。 

5) 自己脾・移植脾にドナー由来制御性Ｔ細胞
が長期存在することが免疫寛容の誘導に重
要である可能性が示唆された。 
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