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研究成果の概要（和文）：ABO 血液型不適合および HLA 抗体陽性移植後に免疫順応（抗体の

存在にも拘らず拒絶されない状態）を誘導する新しい治療法を開発するために、血管内皮細胞

レベルで、補体、炎症、凝固反応の相互作用、シグナル伝達経路を解析した。遺伝子導入によ

り解析に必要な A/B 抗原発現内皮細胞を樹立した。免疫順応には、ERK 経路の抑制、PI3K/Akt

経路の活性化が鍵となり、細胞保護因子を増加させた。抗凝固、抗炎症作用を持つヒトトロン

ボモジュリンは、異種移植では有効な方法と考えられた。臓器移植後の抗体関連型拒絶反応の

制御に有用な知見が得られた。 

 

研究成果の概要（英文）：For the purpose of inducing “accommodation” which is defined as a 

state in which no graft injury is observed despite the presence of anti-donor antibody, after 

ABO blood group or HLA incompatible transplantation, we analyzed the interaction 

between complement, inflammation and coagulation, and signal pathway at an endothelial 

cell level. Blood group A/B antigen-expressing endothelial cells were established by gene 

transfer.  Suppression of ERK pathway by anti A/B antibody and activation of PI3K/Akt 

pathway by HLA antibody were found to elicit up-regulation of cytoprotective factors. 

Human thrombomodulin which has the action for controlling coagulation and reducing 

inflammation, was proven to be useful in xenotransplantation.  Obtained results from this 

research provide the valuable information on the strategy against antibody-mediated 

rejection. 
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１．研究開始当初の背景 

 ここ 10年間の免疫抑制療法の発展により、
移植成績は向上した。新しい薬剤を武器に従
来は禁忌とされた抗ドナー抗体陽性（ABO 血
液型不適合、クロスマッチ（HLA抗体）陽性）
移植が試みられるようになったが、標準的な

治療法は確立されていない。移植後の厳しい
抗体関連型拒絶反応が問題となり、グラフト
の機能廃絶には、凝固系の関与が大きく関わ
っている。安全な免疫抑制療法を行うために
は、免疫モニタリングも必要となる。 
 ドナー不足問題を決定的に解決する手段
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として、ブタの臓器を用いた異種移植が有望
視されていた。補体制御因子遺伝子(DAF, 
CD46, CD59)の導入と主要異種抗原であるα
Gal 抗原をノックアウトしたクローンブタの
作出に成功したが、血栓性微小血管傷害 
(Thrombotic Microangiopathy: TMA)などが
惹起され、凝固系の制御が新たな問題として
クローズアップされている。 
 抗原抗体反応を完全に制御することが可
能であれば、上記の抗ドナー抗体陽性移植の
みならず、移植後維持期に徐々にグラフトの
機能が低下する慢性拒絶反応(HLA 抗体の反
応と考えられている)にも対応策を講じるこ
とができる。移植グラフト血管内皮細胞への
抗体の接着は、補体の活性化、炎症反応（内
皮細胞活性化）、凝固系亢進を引き起こし、
これらが複雑に絡み合って、拒絶反応に進む。
しかし、抗体接着のすべてが拒絶反応に向か
うのではなく、グラフトに保護的に作用する
ことも知られており、臨床では免疫順応
（accommodation：グラフトに対する抗体の
存在にもかかわらず拒絶されない状態）が確
認されている。グラフト内皮細胞上で抗原抗
体反応から引き起こされる補体、炎症、凝固
反応の相互作用を解析することが重要であ
る。免疫順応のメカニズムの解明とその誘導
法を探求することは、新たなる制御法として
期待されている。 
 

２．研究の目的 

 抗原抗体反応による拒絶反応を克服する
ことが可能であれば、現在直面している移植
医療の多くの課題を解決することができる。
本研究の目的は、グラフト内皮細胞上で抗原
抗体反応から引き起こされる補体、炎症、凝
固反応の動的変化をとらえ、これらの相互作
用を力学現象的に解析することである。そし
て、拒絶反応に進展する因子、免疫順応を獲
得する因子を見出し、抗体関連型拒絶反応を
克服する戦略を考案する。免疫抑制状態の把
握、ドナーに対する反応性の評価など免疫モ
ニタリング方法の開発も安全な免疫抑制療
法の実施には不可欠である。ABO 血液型不適
合移植、クロスマッチ陽性移植を安全に実施
するだけでなく、慢性拒絶反応の効果的な抑
制法を確立し、さらには遺伝子組換えブタの
細胞・臓器を利用した異種移植の応用に展開
していく。 
 
３．研究の方法 

(1) 内皮細胞に発現する抗原の制御  
 培養内皮細胞には血液型 A/B抗原が発現し
ていない。ヒト内皮細胞(EAhy926)に A/B型
転移酵素の遺伝子導入により、A/B抗原発現
株を樹立する。A/B切断酵素（ABase: endo-
β-galactosidase）処理により、抗原の発現
量を調整する。ヒト内皮細胞での A,B型抗原、

HLA抗原、ブタ内皮細胞のαGal抗原と抗体
との反応（量的、質的な差違）から、補体、
炎症、凝固反応の動的変化を検出する。 
 
(2) 補体、炎症、凝固反応の解析  
 (1)で作成した内皮細胞を用い、とくに A/B
型抗原、HLA 抗原と抗体との反応について比
較検討する。Ras/MAPK, ERK, PI3K/Akt 経路
などの各種 signal pathwayの key factorを
Western blottingにより定量解析し、拒絶反
応に進展する因子、免疫順応を獲得する因子
の候補を見出す。経時的に mRNA 解析、flow 
cytometry解析、thrombin generation assay, 
tissue factor procoagulant activity assay,  
clotting assayを行い、炎症、補体、凝固に
関連する因子、細胞保護に関与する因子など
を解析する。 
 

(3) 内皮細胞への遺伝子導入 

 内皮細胞に対する補体・炎症・凝固・シグ
ナル伝達制御因子の遺伝子導入を試みる。そ
れらを制御する薬剤の投与により抗原抗体
反応後の免疫順応獲得に及ぼす影響を調べ
る。 

 

(4) 臨床検体解析、モニタリング方法開発    

 ABO 血液型不適合移植の血小板、血漿、
血清を用い、血小板でのＡ /B 抗原発現、
thrombin generation assay, clotting assay

を行い、予後との関連を調べる。移植後患者
の血液検体から、免疫抑制状態およびドナー
反応性を評価できる免疫モニタリング方法
を開発する。 

 

(5) 遺伝子組換えブタ作出と抗体関連型拒絶
反応モデルの開発 

 A/B 発現クローンブタを作出し、免疫順応
誘導を試みる。異種移植では補体・凝固・抗
原制御因子を導入した遺伝子組換えブタを
開発し、non human primate (NHP)への移
植実験による機能評価を行う。 

 
４．研究成果 
(1) ヒト内皮細胞(EA.hy926)に type 2 血液
型Ｈ抗原の発現を確認したため、A/B 型転移
酵素の遺伝子導入を行い、type 2 血液型 A/B

抗原発現内皮細胞を作成した。さらに cell 

sorter を用いて A/B 抗原の高発現細胞を樹
立した。今まで利用できなかった血液型 A/B

発現培養内皮細胞を樹立したことは、本研究
の効率的な推進のみならず ABO 血液型関連
研究に大きく貢献すると考えられる。 

 

(2) A/B 型高発現内皮細胞株を用いて、HLA

抗体および抗 A/B 抗体接着後の内皮細胞の
反応を比較検討した。尐量の HLA 抗体およ
び抗 A/B 抗体による 24 時間 preincubation



 

 

は、その後の多量の抗体接着と補体活性によ
る細胞傷害の程度を軽減することを確認し、
移植後の accommodation（免疫順応）に関す
る in vitro モデルとして利用できること明ら
かにした。HLA 抗体と抗 A/B 抗体の比較で
は、HLA は尐量の抗体接着でのみ PI3K/Akt

シグナル経路を活性化し、HO-1, ferritin な
どの抗酸化物質の発現が増強し、細胞保護効
果が観察された。A/B 抗原では、多量の抗体
でも ERK シグナルが抑制され、CD55, CD59

などの補体制御因子の発現が増加し、その後
の補体活性化による細胞傷害が抑制された。
すなわち Accommodation（免疫順応）の機
序がHLAとABOで異なることが示唆された。
また、補体活性および凝固活性（トロンビン）
存在下では、preincubation 中に ERK 経路が
活性化され、細胞保護効果は誘導されなかっ
た。Accommodation の誘導には、補体、凝
固系の抑制も重要であると考えられた。これ
らは臨床では重要な知見であり、移植医療で
実施している移植前の二重濾過血漿交換（抗
体除去のみならず補体因子および凝固因子
も除去）の有効性が細胞レベルで証明された
ことを意味する。また、ABO 不適合移植、
クロスマッチ陽性移植に対する新しい治療
法の開発に有用な情報を提供する。 

 

(3) ブタ細胞にヒトトロンボモジュリン
(hTM)を遺伝子導入し、凝固機能を解析した。
hTM 発現がブタ-ヒト間の分子レベルでの不
適合を克服し活性型プロテインＣを産生し
うること示した。さらに LPS, TNFα刺激後
の Tissue Factor、E-selection など炎症性マ
ーカの up-regulation を軽減し、hTM が強力
な抗炎症作用を持つこと、また、強力な向凝
固因子である Direct prothrombinase の活性
も軽減することを証明した。hTM は異種抗
原（αGal 抗原）抹消、補体制御因子発現に
次ぐ、凝固制御に重要な膜タンパクであると
考えられた。 

 
(4) 維持期患者の臨床検体を用いた解析では、
末梢血 FoxP3 mRNA 量の低下と慢性抗体関
連型拒絶反応(CAMR)の関連が認められた。
また、HLA 抗体の中でも class I よりも class 

II、DQB よりも DRB に対する抗体が CAMR

と強い関連が見られた。これらのメカニズム
の違いを解明することは今後の重要な課題
である。 

 
 (5) (3)で明らかにしたように、hTM 遺伝
子導入ブタの作出は異種移植の成功には重
要な課題と考え、hTM 発現クローンブタを
作出した。クローンブタ由来の大動脈内皮
細胞でも、in vitro test により活性化プロ
テイン C 産生および抗炎症作用を認めた。
世界でも、今のところ内皮細胞に発現する

hTM 遺伝子導入クローンブタの報告はな
い。また、hDAF と EndoGalC を共発現し
たブタ腎臓のヒヒへの移植では、１週程度
の生着であるが、recombinant hTM 投与
により、生着延長が認められた。従来の
hDAF と EndoGalC、別系統で進行中の
GT-KO（αGal 抗原抹消）ブタとの交配に
より、hTM 遺伝子を組み入れて行く予定で
ある。 
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