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研究成果の概要（和文）：免疫抑制剤等の進歩により1980年以降移植の成績は向上した。免疫抑制剤は非特異的
に作用し、移植片に対する拒絶反応を抑制する一方、外来微生物や遺伝子変異による癌に対する免疫も抑制す
る。2000年以降は長期生存率の改善が頭打ちになっており、移植片特異的な免疫抑制が望まれている。
肝臓は拒絶が起きにくい臓器であり、肝移植後に免疫抑制剤を中止しても、拒絶反応を起こさない症例も散見す
る。マウスでは皮膚移植などでは拒絶が起きる種間の肝移植でも拒絶反応が起こらない。当研究ではマウス肝移
植モデル等を用いて移植片に特異的な免疫寛容の機序の解明を試み、免疫寛容の発生するタイミングや関与する
遺伝子の同定を行った。

研究成果の概要（英文）：The clinical results of organ transplant have improved since 1980s, because 
of the development of immunosuppressants and organ preservation methods. But the immunosuppressants 
used in organ transplant react non-specifically. They suppress not only graft rejection, but 
immunological reaction to micro-organisms and cancers caused by genetic mutations. The long-term 
survival rates have not improved in 21sst century and the immunosuppression has been desired 
specifically against the transplant grafts. 
The liver is an organ likely to be in immunotolerance status. No rejection sometimes occurs even if 
immunosuppressants are discontinued after transplant. In mouse liver transplant between strains with
 different MHCs, grafts are not rejected, contrary to the case of skin transplant. In this study, we
 used a mouse liver transplant model and other methods to elucidate the mechanism of immunotolerance
 and identified the time course of immunosuppression and the expression of genes involved in it.

研究分野： Immunotorelance
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は今回、ドナー（臓器供与者）抗原に特異的な免疫抑制の誘導、維持の機序を明らかにする事により、免疫
抑制剤を使用せずに移植を行う事を可能にし、術後の慢性拒絶反応、感染症、癌の発生などを抑制することがで
きる移植医療への学術的根拠を提示した。またレシピエント（臓器受容者）に対して拒絶反応が起こり難いドナ
ーを予測することにより、移植の成功率を上げ、移植臓器（グラフト）の無用な損失を減らす可能性も示した。
以上のごとく、本研究は拒絶反応の機序を明らかにするという学術的意義を有すると共に、臓器不足の現状を改
善して、少しでも多くの人に移植医療を提供するという社会的意義をも併せ持つ、非常に重要な研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
免疫抑制剤による拒絶反応の制御は非特異的であり、免疫過剰抑制による感染、発癌、薬毒性

などの副作用もあるため、グラフト MHC に特異的な免疫制御が希求されて来た。 

肝臓が免疫学的に寛容な臓器である事は 1960 年代より知られており、ブタ、ラット、マウス

の肝移植で免疫寛容が認められた。人間の肝移植においても他の臓器と異なりしばしば免疫抑

制剤なしで免疫寛容を維持できる症例があることが知られている。マウスにおいては MHC の異

なる近交系系統間での肝移植で、免疫抑制剤を使用せずに完全な免疫寛容が自然に成立する。 

肝移植後のドナー特異的免疫寛容誘導の機構はほとんど分かっていないが、ドナーに対する

細胞障害性 T細胞（CTL）のアポトーシスとの相関や制御性 T細胞（Treg）の関与が示唆されて

いる。移植後 5 日目までにグラフト肝とレシピエントの脾臓で CTL と Treg が増加する。7 日目

までは CTL はドナーに対して強い反応性を示すが、14 日までに減少していく。免疫寛容が成立

すると浸潤 CTL はアポトーシスを起こしており、拒絶例ではアポトーシスが著明に減少する。 

一方 Treg は移植後 100 日以上存在し続け、Treg を除去するとドラフト肝は生着しない。また

近年、ドナーのリンパ球を照射した後、生体肝移植時に取り出した脾細胞と抗 CD80/CD86 抗体の

存在下に 2 週間共培養し、術後 13 日目にこの Treg が豊富なリンパ球をレシピエントの静脈に

注入することにより、70%で免疫抑制剤なしの術後免疫寛容が認められ、臨床応用が進められて

おり、Treg の免疫寛容における重要性が示唆されている。 

免疫寛容の誘導には PD-1/PD-L1 シグナルの重要性も指摘されている。抗 PD-L1 抗体でシグナ

ルをブロックする、あるいは PD-L1 ノックアウトマウスをレシピエントに用いるとグラフト肝

は拒絶される。 

肝移植後にリンパ組織や末梢血にはドナー由来とレシピエント由来のリンパ球が混在し（リ

ンパ球キメラ）、終生その状態は継続する。人間では術後早期のキメラの割合と肝臓の生着率に

は相関関係がある。マウス肝移植モデルでは免疫寛容が成立した時にはリンパ球キメラがみと

められ、ラットではドナーに照射した後に肝移植を行うと肝臓は拒絶され、キメラも認められず、

マウスの心移植前にドナーの脾細胞をレシピエントの門脈から投与するとリンパ球キメラを認

め、グラフトの生着日数が延びることなどからリンパ球キメラが免疫寛容の誘導に重要である

ことが示唆されている。 

免疫寛容の誘導、維持に関しては種々の知見が集まりつつあるが、詳細についてはほとんど分

かっておらず、臨床、基礎の両面からその機構の解明が望まれている。 

 
２．研究の目的 
マウスでは MHC の異なる近交系系統間での肝移植で、免疫抑制剤を使用せずに完全な免疫寛

容が自然に成立するため、免疫寛容の研究の恰好のモデルと考えられる。ただマウスの大きさは

ラットの十分の一ほどしかなく、マウス肝移植は技術的に非常に難しいため、今までに数グルー

プからの報告しかない。マウス肝移植を免疫寛容の研究に用いるためには、肝移植後に長期にわ

たって、安定して生存する技術の習得が必須である。 

また近年、アデノ関連ウイルス(AAV)を用いて、B10.BR マウス（H-2Kk）に B10.BR と異なる外

来の MHC（H-2Kb）を肝細胞特異的に発現させて、免疫寛容が誘導されることが報告され、AAV は

臨床での応用が期待されると共に、免疫寛容の誘導維持の機構を解明する道具としても有用で

あると考えられる。本研究では AAV を用いても免疫寛容の機構を解明する事とした。 

免疫寛容の誘導、維持に関してはほとんど分かっていないが、その機構の解明を試みた。我々



は AAV の免疫寛容誘導の強さは外来 MHC の発現量に起因しており、免疫寛容の維持には体内に

外来 MHC の存在が必要で、免疫寛容誘導と同じく、維持にも Treg、リンパ球キメラ、PD-1/PD-

L1 シグナルが重要であるとの仮説を立てた。今回 AAV による MHC 導入とマウスの肝移植を組み

合わせて免疫寛容の誘導、維持の機構の解明をめざした。 

 
３．研究の方法 
初めにマウスの肝移植を安定的に施行する技術を獲得する必要があった。安定的なマウス肝

移植を遂行するためには３つの検討すべき点を認めた。まず様々な種間での移植が必要である

が、アルビノをドナーに扱う必要があった。Balb/c 等のアルビノは組織が脆く、軽く圧排する

だけで組織が挫滅するために、それを回避する必要があった。次に術後長期に安定的に生存する

必要があるが、安定しない事もあった。また胆管は動脈支配であるため、人の肝移植では肝動脈

を吻合するが、マウスでは動脈が極めて細く吻合が実用的でないため、これまでの報告では動脈

の吻合を行っていなかったが、それに対する評価が必要と考えられた。まず上記の点につき、改

善を行った。 

C57BL/6 (Kb, Db, I-Ab, I-Eb)に Balb/c (Kd, Dd, I-Ad, IEd)の MHC 

を肝細胞特異的に発現させて、免疫寛容を誘導させるために、AAV を作成した。作成には Takara 

Bio 社の AAV 作製用キットを使用した。 

マウスの肝移植後あるいは AAV による外来 MHC 導入後の時間的変化を調べるために、経時的

に体重を測定し、採血を行い Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)にて種々のタンパク

の発現を測定した。また免疫寛容の変化を見るために、組織染織、免疫染織で確認した。またそ

れぞれの Time Point における遺伝子の発現を ELISA、免疫染織、FACS、RT-PCR で検討した。 

PD-1/PD-L1 シグナルの免疫寛容誘導における重要性を確認するために、抗 PD-L1 抗体でシグ

ナルを阻害して、免疫寛容が誘導されるかを研究した。また免疫寛容維持にも関与しているかを

検討するため、免疫寛容成立後に PD-1/PD-L1 シグナルを阻害して、免疫寛容が維持されるかを

確認した。C57BL/6 に AAV で H2-Kd に対する免疫寛容を成立させた後も同様の実験を行った。 

免疫寛容の誘導、維持に Treg が必要であるかを検討するために免疫寛容が成立する前後で、

抗 CD25 抗体で Treg を除去して、免疫寛容が誘導、維持されているかを検討した。 

 
４．研究成果 

マウスの同所肝移植は全身麻酔下で行った。肝上大静脈は連続縫合を行い、門脈、肝下大静脈

はカフを用いて、また胆管はステントを用いて吻合した。 

Balb/c 等の白色系のマウスを用いる際は、組織が脆弱であるため、肝臓が非常に裂けやすい。

試行錯誤の結果、白色系マウスの血流がやや乏しい性質を利用して、展開を減らすことにより安

全にグラフトを取り出すことができようになった。また白色系マウスでは周囲との癒着の範囲

は広いものの、癒着も脆いため牽引の方向を工夫することによって、癒着がきれいにはがれるこ

とも分かった。 

マウスの肝移植では長期生存するのは非常に困難である。長期生存が困難である要因は種々

認められるが、複合的要因が認められ、特にグラフト採取の際の工夫によって、肝移植後に長期

生存を可能にする技術を習得した。 

これまでのマウス肝移植の報告ではどのグループも動脈吻合を行っていない。胆管は肝動脈

支配であるため、肝動脈吻合が必要である可能性があるが、肝動脈が極めて細いため肝動脈同士

の吻合は非常に困難である。そのためグラフトを大動脈から肝動脈までを一塊に切除し、移植の

際にレシピエントの大動脈に吻合した。動脈吻合群と非吻合群に生存率等の差はなく、現時点で



はマウスの肝移植において動脈吻合なしでも大きな問題はないと判断した。 

マウスの肝細胞に外来 MHC（H2-Kd）を出現させる AAV (AAV-MHC)を作成にするために pAAV-MHC

プラスミドを作成した。pAAV-CMV プラスミドを元に MCS サイトに MHC-１（H2-Kd）遺伝子断片を

挿入し、マウスの肝臓での発現を強化するためにプロモータ、エンハンサー領域を human alph-

1 antitrypsin promoter (hAAT) と ApoE enhancer (ApoE)で置換した。随伴ベクターと共に 293

細胞に Transfection し、AAV-MHC 産生細胞を作成した。産生された AAV-MHC はマウスへの遺伝

子導入実験に必要なウィルスベクター濃度にまで濃縮した（>107 vg/micro L）。AAV-MHC により

マウスの肝臓に MHC を発現させた後、MHC の発現量を RT-PCR と Immuno fluorescence にて測定

し、C57BL/6 の肝臓に MHC-１（H2-Kd）遺伝子の発現を確認した。 

マウスの肝移植後あるいは AAV による外来 MHC 導入直後はマウスの T 細胞は外来 MHC に反応

性を示していたが、次第に免疫寛容を示し、異なった MHC 細胞のキメラの状態となった。 

PD-1/PD-L1 シグナルの阻害や Treg の除去により免疫寛容は成立せず、肝臓は拒絶されたた

め、PD-1/PD-L1 シグナルや Treg は免疫寛容の誘導、維持に重要な働きを持つと考えられた。 
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