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研究成果の概要(和文) :

同種異系肝移植自然免疫寛容モデルを用い､移植後5､ 8､ 14､ 30､ 100日各ポイントにて､

血液および肝臓､牌臓組織を採取し､病理組織学および免疫染色的検討を行った｡また､肝移

植後各ポイントの肝臓組織よりmiRNAを含むmRNAを抽出して､遺伝子発現プロファイルを解析

した｡急性拒絶反応期及び寛容期でそれぞれ有意に変化した候補遺伝子を多数見つけ､定量
RT-PCRとアレイでの両解析法による相関性が確認できた｡現在､ mRNAおよびmiRNA発現プロフ

ァイルの相関性およびその意義について検討を進めている｡

研究成果の概要(英文) :

To specifically monitor and predict the alloimmune response and tolerance, We studied

transcriptional patterns in mouse hepatic allografts, a unique spontaneous tolerance

model by mRNA and mlRNA array, and simultaneously confirmed results by real time

quantitative RT-PCR. Furthermore, We assessed hlstologlcal changes of the allografts by

HE staining. These results suggest that the expression profiles of the graft mRNA and

miRNA may have the sensitivityand specificity to distinguish allograft rejection and

tolerance.
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1.研究開始当初の背景

1902年に行われたイヌの腎臓移植に始ま
る臓器移植は､ 1972年に発見された免疫抑制

剤｢サイクロスポリン｣の応用を契機として､



臓器不全の究極的な治療法として今日確立
されるに至っている｡しかしながら､多くの

臓器不全患者の需要に応えるだけの移植臓
器の確保は難しく､移植を待てずに亡くなっ
ていく患者が大きな問題となっている｡また､

移植後の長期に渡る免疫抑制剤の投与はレ
シピェントに副作用をもたらし､免疫抑制剤

による非特異的な免疫抑制がもたらす感染

症も問題となっている｡

2.研究の目的

免疫抑制(制御)は､非自己の組織をドナ
ーとして用いる現在の移植医療において､必

須の技術であり､移植医療の歴史は免疫抑制

剤の歴史であるとも言える｡特に現在でも用
いられている免疫抑制剤であるサイクロス

ポリンは､移植を医療として確立させるに至

ったと言っても過言ではない｡しかし当初よ

り免疫抑制剤は､標的以外の細胞-非特異的

に作用するため､その薬剤による副作用およ

び過剰な免疫抑制による感染症が問題とな
っている｡これを防ぐためには､より特異的

に免疫を制御する薬剤の開発が急務である｡

従来の薬剤開発においては､機能(表現系)

を元にスクリーニングが行われてきたため､

たとえある表現系を抑える事が可能な薬剤

をスクリーニングした場合でも､どの分子に

作用して起きた結果なのかを解明するまで
には多くの時間を要した｡従って､高い特異

性を持って狙い通りに標的とする分子に効

果を発揮する薬剤を開発する事は容易では
なかった｡一方､今までのスクリーングとは

逆の手法で､あらかじめ思い通りの分子を標

的とするで､特異性を高め､副作用を抑えた

薬剤の代表が抗体医薬である｡抗体医薬は既

存の薬剤とは異なり､高い特異性を持つため
非特異的な反応を極めて少なくする事が可
能である｡また､本来生物が元々持っている

分子を使用するため､分子自体に生体に対す
る副作用は殆ど生じない｡しかしながら､抗

体医薬は細胞外に存在する分子しか標的と
する事が出来ないため､標的とする分子は非

常に限られたものとなる｡また､抗体は培養
した抗体産生細胞から調製する必要がある

ため､医薬品としての価格が高くなってしま

う問題点を内包している｡

従って､この研究では､標的とする分子特

異的に作用する新たな医薬品を開発するた
め､移植免疫寛容状態に関与するmRNA､ micro

(ml) RNAの探索に重点をおき､全く新しい機

構による免疫制御方法の開発を目的とする｡

3.研究の方法

本研究では､ 2年間で動物移植モデルを用
いて移植免疫寛容状態にあるレシピエント

と､拒絶反応を起こしているレシピエントと

に発現し､移植免疫寛容に関与するmRNA､

miRNAの探索を行い､兄いだされたmRNA､

miRNAの標的分子の同定を試みた｡

( 1 )移植免疫寛容および移植免疫寛容破綻
モデルの作製

①マウス同種異系(アロ)肝移植自然免疫

寛容モデルの樹立には､ C57BR/cd (BR)マウ

スの肝臓をDBA/2 (D2)マウス-同所性に肝

移植を行い､ 100日後に､寛容モデルとして

供した｡

②上記自然正着寛容モデルに､免疫寛容の
破綻を誘導する抗pD-Ll (B7-Hl)抗体を用い､

抗体を肝移植後投与し､レシピェントの生存

(肝移植片の拒絶)を検討した｡レシピェン

トの生存を観察すると共に､経時的に血液お

よび肝組織の採取を行い､ AST､ ALT等の生化

学的検査および病理組織学的検討を行った｡

(2) mRNA､miRNAマイクロアレイを用いた

網羅的mRNA､ miRNA発現解析

①アロ肝移植モデルから経時的に回収した
臓器および末梢血よりRNAを抽出し､蛍光物

質で標識しプローブを作製した｡作製したプ
ローブをmRNA､ miRNAマイクロアレイにハイ

ブリし､肝臓および末梢血におけるmRNA ､

miRNA発現プロファイルを検討した｡

② mRNA､ miRNAの発現プロファイルを検証す

るため､定量RT-PCRによるmRNA､ miRNA発

現プロファイルの検証を行った｡

③ mlRNAの発現プロファイルを整理し､抗体

投与によるマウスの生存変化､病理学的変化
および生化学マーカーの変化との関連性に
ついて解析を行った｡

4.研究成果

H20年度の研究では､我々がまず同種異系肝

移植自然免疫寛容モデル樹立及び検討にお
いてBIO.BR(H-2k)をドナー､ BIO.D2(H-2d)

をレシピェントとして,カフ法によるマウス

同所性肝移植を行い､移植後5､ 8､ 14､ 30､

100　日各ポイント(n=3-5)にて､経時的に

血液および肝臓､牌臓組織を採取し､病理組

織学および免疫染色的検討を行った｡移植後
5　日から肝臓門脈､中心静脈周辺に大量のリ

ンパ球浸潤が見られ､ 8､ 14　日の時点でピー

クに達し､その後､徐々に浸潤リンパ球数が

減少し､ 30日の時点では､かなり少なくなっ

たことが分かった｡また､浸潤細胞がCD4陽

性､ CD8陽性細胞であることも確認できた｡
一方､リンパ球と思われる浸潤細胞のアポト



-シスが増加した｡移植肝臓内に何らかの機

序によって､肝移植後の自然生着に関わって
いることが示唆された｡また､ 100　日以上の

生存のマウスを寛容モデルとして供した｡つ

ぎ､マウス肝移植モデルを用いた免疫寛容誘

導におけるB7-Hlの必要性の検討において:

免疫補助シグナルであるPD-1/PD-Ll経路は

免疫反応において抑制的な調節をしている
ことが示唆されている｡以上と同様の組み合

わせでマウス同所性肝移植を行い､移植当日

より抗pD-Ll抗体を週2回腹腔内投与し､そ

の生存目数を検討した｡抗体非投与群ではす
べて長期生存が得られたのに対し(100　日以

上)､抗pD-Ll抗体投与群では移植後12日以

内にマウスがすべて死亡した｡病理学的所見

では重篤なリンパ球浸潤や出血が観察され
た｡また抗pD-Ll抗体投与例におけるアログ

ラフトでは非投与例と比較してIFN一γ､ TNト

α､ IL-2､ iNOS､そしてOPNが上昇していた｡

同種異系組み合わせにおける肝臓の生着に
おいてグラフト-の浸潤細胞土のB7-Hl発現

は重要な役割をもっていることを明らかに

したo　さらに､ mRNA､ miRNAマイクロアレイ

を用いた網羅的遺伝子およびmlRNA発現解析

において:移植後各ポイントの肝臓組織より

トータルRNAを抽出して､アジレント　2100

バイオアナライザを用いての検定及び

NanoDrop　を用いての濃度測定を行い､ mRNA

およびmiRNA発現プロファイル用の検討の準

備ができた｡

H21年度の研究では､昨年度で樹立した同

種異系肝移植自然免疫寛容モデルにて､ mRNA､

miRNAマイクロアレイを用いた網羅的遺伝子

発現解析を行った｡アレイの解析においては､

移植後5､8､ 14､30､ 100日各ポイント(n=3)

にて､経時的に採取した肝臓組織より　mlRNA

を含むmRNA　を抽出して､アジレント社の

Whole Mouse Genome　オリゴDNAマイクロア

レイを用いて､遺伝子発現プロファイルを解

析した｡発現データの二次元クラスター解析

を行い､同系肝移植マウスの遺伝子発現プロ
ファイルを比較し､さらに肝臓病理組織学､

免疫染色所見､血清中生化学指標およびサイ

トカイン測定の結果との関連について検討

した｡同種異系肝移植後肝組織遺伝子発現の
パターンは主に移植後5､ 8､ 14　日での急性

拒絶反応期と移植後30､ 100日での自然寛容

成立後､二つのクラスターにより構成される

ことがわかった｡急性拒絶反応期では100数

個の統計学的に有意(pく0.05)に変化した候

補遺伝子を見つけ､既存の免疫活性に関わる

遺伝子の高発現が認められた｡一方､自然寛

容成立後では､ 200以上の遺伝子発現変化が

確認出来た｡既存の免疫抑制または免疫調整

遺伝子の高い発現が認められた｡また､同じ

組織由来のマイクロ　RNAの解析においては､

アジレント社の8Ⅹ15KmousemiRNAマイクロ

アレイにて､その発現パターンを解析したと

ころ､ 50　数個の　miRNA　の発現が有意に

(pく0.05)変化し､ mRNA発現パターンと同様

に二つのクラスター形成ができ､同系肝移植

と比較して拒絶期(mir-15b,34a,451,223)

或は寛容期(mir-101, 101b)のみ高い発現が

認められた遺伝子があった｡その中からより

有意な変化を示した10個のmlRNAを選択し､

定量RT-PCRにて､その発現をアレイでの結

果の相関性を確認できた｡さらに､マウスの

心移植後拒絶期及び寛容期のサンプルを用
いて､その発現について検討したところ､約

半分のmiRNAの発現がほぼ同様な変化が示さ

れた｡現在､ mRNAおよびmlRNA発現プロファ

イルの相関性およびその意義について検討

を進めている｡
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