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研究成果の概要（和文）：Signal regulatory protein α (SIRPα)-CD47システムはマクロファージや樹状細胞
の自己寛容機構として知られる。本研究ではSIRPα遺伝子多型がHLA非依存性のアロ認識機構として作動し、
HLA3座一致iPS細胞由来の他家細胞が自然免疫応答の標的となることを解明した。
他家細胞移植後に作動するT細胞の活性化経路は、直接認識と間接認識経路に分類される。HLA適合他家移植で回
避し得る拒絶反応は、直接認識経路を介したものに限られる。本研究では、間接認識経路によって免疫反応を惹
起するマイナー組織適合抗原に対するT細胞応答を肝類洞内皮細胞が特異的に寛容化する機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：The Signal regulatory protein α (SIRPα) -CD47 system is known as a 
self-tolerant mechanism for macrophages and dendritic cells. In this study, we elucidated that SIRP
α gene polymorphisms act as an HLA-independent allorecognition mechanism, and that allogeneic cells
 derived from HLA3-locus iPS cells are targets of innate immune response.
The activation pathway of T cells that operates after allogeneic cell transplantation is classified 
into direct recognition and indirect recognition pathways. Rejection that can be avoided by 
HLA-matched allogeneic transplantation is limited to those via the direct recognition pathway. In 
this study, we elucidated the mechanism by which hepatic sinusoidal endothelial cells specifically 
tolerate the T cell response to minor tissue-compatible antigens that elicit an immune response 
through the indirect recognition pathway.

研究分野： 外科学一般
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HLA3座一致iPS細胞由来の他家細胞移植においても、SIRPα遺伝子多型によりHLA非依存性のアロ認識機構が作動
して拒絶反応が惹起され、抗SIRPα抗体によりその応答が回避し得る可能性が示された。この成果は、新規拒絶
機構の解明と克服法の開発に繋がる。マイナー組織適合抗原に対するT細胞応答による拒絶反応を、肝類洞内皮
細胞への抗原パルスによって回避できれば、免疫抑制薬を使用することなく移植されえたHLA3座一致iPS細胞由
来の他家細胞永久生着させることが期待できる。
以上の成果は、HLA一致iPS細胞由来の他家細胞移植における新たな免疫制御法として、再生医療への応用に期待
できる。

※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。



 
様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
人工多能性幹 (induced pluripotent stem; iPS) 細胞を用いた再生医療は、疾病や老化により機

能不全に陥った細胞を iPS 細胞から分化誘導した正常細胞に置換し、機能回復を図るものであ
り、臓器移植に近似する治療効果が期待されている。一般的に iPS 細胞は、罹患者自身から採取
した細胞 (自家細胞) から作製されたものと、他人の細胞 (他家細胞) から作製されたものに大
別される。自家細胞を使用する場合、罹患者ごとに iPS 細胞の作製から細胞の培養までを行う
ため製造期間が長くなり、治療時期を逸する可能性や製造コストの問題などのため実用化に向
かない。そのため、既に樹立された他家細胞を用いた治療方法の確立が図られている。免疫拒絶
反応を最小限にとどめるため、主要組織適合性抗原複合体 (MHC; Major Histocompatibility 
Complex)、すなわちヒト白血球抗原 (Human Leukocyte Antigen; HLA) を一致させた他家移
植を想定して、HLA-A, B, DR ハプロタイプホモ由来の iPS 細胞を樹立してバンク化する「iPS 
細胞ストック事業」が行われている。しかし、生体防御を司る自然免疫及び獲得免疫系には、
MHC の直接認識を介するもの以外にも拒絶を惹起するポテンシャルを持つ機構が想定される
ものの、未解明である。 
我々は、特定の成熟期の NK 細胞(CD56bright CD94+ CD16-, maturational stage 4)に TNF-

related apoptosis inducing ligand (TRAIL)-death receptor (DR)系を介した強い抗腫瘍活性を
誘導できることを見出し(1)、肝臓に局在する stage 4 NK 細胞を用いて肝細胞癌患者に対する肝
移植後再発予防の NK 細胞移入治療の臨床試験を施行している(2)。最近、ヒト iPS 細胞から
stage 4 NK 細胞 (iPS-NK 細胞) を誘導することに成功し(図 1)、様々な癌種に対する抗腫瘍効
果を in vitro で確認できた。今後、癌免疫療法の臨床応用に向けて、HLA3 座一致の他家由来
iPS-NK 細胞が HLA 非依存性に拒絶を被るメカニズムを解明し、その克服法を開発する。 
 
 
２．研究の目的 
I.自然免疫系 SIRPα-CD47 システムによる他家(アロ)免疫機構の解明  
 従来、自然免疫応答には同種異系 (アロ) 抗原の認識機構は存在せず、移植臓器の拒絶反応は
もっぱら獲得免疫応答が担うと考えられていた。最
近、ドナーの単球に発現する阻害受容体シグナル制
御蛋白 signal regulatory protein α(SIRPα)の遺
伝子多型がレシピエントの細胞表面に発現する
CD47(インテグリン関連蛋白)との親和性に影響し、
主要組織適合性抗原 (MHC)に依存しない活性化シ
グナル伝達が惹起されるという新規のアロ認識機構
がマウスモデルで証明された(図 2) (3)。SIRPα-
CD47 システムはマクロファージや樹状細胞の自己
寛容機構として知られる(4)。SIRPαが自己細胞上
に ubiquitous に発現する CD47 を認識し貪食活性
を抑制するが、CD47 はブタ-ヒト間でホモロジーが
低く異種認識機構として拒絶反応を惹起することを
我々は報告している(5)。本研究ではヒト-ヒト間に
おいても SIRPα遺伝子多型が HLA 非依存
性のアロ認識機構として作動し、HLA3 座一
致 iPS細胞由来の他家細胞が自然免疫応答の
標的になりえるか否かを解明し、その制御法
を探索する (図 1)。 
 
II.獲得免疫系間接認識経路によるアロ免疫
機構の解明 
他家細胞移植後に発症するアロ免疫応答は、細胞性拒絶反応と抗体性拒絶反応に分類される。

細胞性拒絶反応は活性化した T 細胞により起こり、T 細胞の活性化経路は抗原提示細胞の由来
の違いにより直接認識経路と間接認識経路に分類される。直接認識経路では、移植片内のドナー
抗原提示細胞の HLA を、レシピエント T 細胞が T 細胞受容体（TCR）を介して直接認識する
（図 2A）。これは、本来自己 HLA 拘束的に反応するレシピエント T 細胞が、一種の交差反応を
おこすためと理解されている。直接認識経路で活性化する T 細胞の割合は、通常の抗原特異的
反応での割合と比べ非常に高く反応も強い。HLA 適合他家移植で回避し得る拒絶反応は、理論
的にはこの直接認識経路を介したものに限られる。 
 間接認識経路では、アロ抗原がレシピエント由来の抗原提示細胞に取り込まれ、分解後にレシ
ピエント HLA クラス II 上に提示され、レシピエント CD4＋T 細胞が TCR を介して認識し活性
化する（図 2B）。通常の外来抗原に対する反応と本質的に同じであり、反応する T 細胞は自己
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図１.ドナーの単球に発現する SIRPαの SNP がレシ
ピエントの細胞に発現する CD47 との親和性に影響
し、MHC に依存しない活性化シグナル伝達が惹起さ
れる(新規アロ認識機構)(中段)。同種同型では SIRPα
-CD47 システムが双方向性に同等に作動し、免疫応答
は惹起されない(上段)。レシピエント SIRPαの SNP
によっては、抑制性のシグナル強度が優位となり低反
応性を獲得される場合もある(下段)。 



HLA に拘束されている。また HLA クラス I は本
来、内在性ペプチドを結合し CD8+T 細胞に提示
するが、樹状細胞がアロ抗原を取り込んでクラス
I に提示し、CD8+T 細胞を活性化する（クロスプ
レゼンテーション）。間接認識経路によって免疫反
応を惹起するポテンシャルをもつ MHC 以外の抗
原 を マ イ ナ ー 組 織 適 合 抗 原 （ Minor 
Histocompatibility Antigen; MiHA）と定義され
る。すなわち、MiHA とは患者細胞表面の HLA 上
に提示される細胞内タンパク由来のペプチドのう
ち、遺伝子多型により患者とドナー間で異なるア
ミノ酸配列を持ち、非自己の T リンパ球に認識さ
れるものをいう。ヒトでは 48 個の HLA class I-
restricted autosomal MiHA と 8 個の HLA class 
II-restricted MiHA が分子レベルで同定されている
(6)。 
 MiHAによるアロ免疫応答を制御し免疫寛容を誘導
するには、間接認識経路によって誘導される T 細胞のアロ免疫応答を特異的に抑制する必要が
ある。我々は、門脈を介して移入したアロ細胞は、類洞内皮細胞 liver sinusoidal endothelial cell 
(LSEC)に貪食され、間接認識経路による T 細胞応答を特異的に抑制することをマウスモデルで
証明している(7-9)。本研究では、MiHA を想定した仮想抗原を門脈内移入や経口摂取により
LSEC に貪食させ、間接認識経路により T 細胞を特異的に寛容化し、免疫抑制薬を使用するこ
となく移植片を永久生着させ得るか否かを探索する。 
 
 
３．研究の方法 
I.自然免疫系 SIRPα-CD47 システムによるアロ免疫機構の解明  
 SIRPαは細胞外に 3つのイムノグロブリン様構造をもつ受容体型蛋白質で、細胞内領域に 4つ
のチロシンリン酸化部位があり、増殖因子や細胞接着刺激によりリン酸化を受け、SHP-2 あるい
は SHP-1 が結合し下流シグナルとして機能する。神経や造血幹細胞、マクロファージ、単球、樹
状細胞、顆粒球および骨髄前駆細胞などミエロイド細胞に発現が認められる。我々が誘導した
iPS-NK 細胞にも SIRPαの表出を認めており、SIRPα遺伝子多型が HLA 非依存性のアロ認識機構
として作動し、拒絶の標的となる可能性がある。誘導した iPS-NK 細胞の genomic DNA から第３
エクソンにコードされるSIRPα IgVドメインをシークエンスしSIRPα haplotype を同定した。
健常人ボランティアの末梢血単球と in vitro で混合培養し、SIRPα haplotype マッチングが単
球の活性化に如何に影響するかを解析するため、フローサイトメーターで樹状細胞への分化を
評価した。iPS-NK 細胞に発現する SIRPαの遺伝子多型が、レシピエントの細胞表面に発現する
CD47 との親和性に影響し、HLA 非依存性アロ認識機構がヒトにも作動するか否か、さらには抗
SIRPα抗体により SIRPα-CD47 シグナルが遮断し得るか否かを解明し、新規拒絶機構を解明し
克服法を探索した。 
 
II.獲得免疫系間接認識経路によるアロ免疫機構の
解明 
 LSEC は 、 ペ プ チ ド 抗 原 の phagocytosis/ 
endocytosis 機構を備え、HLA I/II、共刺激分子
(CD40, CD80, CD86)、programmed death ligand-1 
(PD-L1)を発現することはすでに確認している。
LSEC に仮想 MiHA として外来ペプチドをパルスし、
同種同型 T細胞と混合培養する。培養産物を外来ペ
プチドでパルスした樹状細胞と混合培養し、T細胞
のアロ免疫応答を細胞傷害性で評価、LSEC により
特異的 T 細胞免疫制御 (抑制) 機構を解析した 
(図 3)。 
 
 
４．研究成果 
I.自然免疫系 SIRPα-CD47 システムによるアロ免
疫機構の解明  
単球に発現する SIRPαは正常細胞に発現する

CD47 分子と結合し、自己寛容機構を形成する。我々
はこの SIRPα-CD47 シグナル機構が抗原提示細胞
のアロ認識に関与しているという仮説のもと、同
シグナルのアロ免疫応答制御機構の解明を目的として研究を実施した。SIRPαの細胞外 IgV ド
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図２.細胞性拒絶反応のメカニズム 
A.直接認識経路。 B.間接認識経路。 

図３.獲得免疫系間接認識経路によるアロ免疫機
構。A. Immuno-dominant MiHA (Id-MiHA)を仮
想して外来ペプチドを exogenous antigen として
貪食した樹状細胞より間接認識経路で T 細胞は活
性化し拒絶機構が作動する。B. Id-MiHA/OVA が
LSEC によりクロスプレゼンテーションし、T 細
胞は抑制させる（仮説）。 



メインの遺伝子多型に注目し、頻度
の高い多型１ (V1)と多型 2(V2)のホ
モ接合体を Sanger 法で同定した（図
4）。そして、V1/V1 遺伝型のヒト単球
上の SIRPαが V2/V2 遺伝型に比べ
CD47 蛋白との結合能が低いことを明
らかにした（図５）。単球におけるア
ロ応答制御機構として、ドナー由来
細胞との双方向 SIRPα-CD47 シグナ
ルの影響を評価するため、リンパ球
混合試験（MLR）を用いた抗原提示機
能関連分子の評価を行った。ヒト末
梢血単核球から CD14+単球を分離し、
同じく分離したアロ単球を刺激細胞
として One-way MLR 行った。同反応において反応
細胞上の SIRPPαの表出が増強すること、抗原提
示に必須である CD86, HLA-DR の発現が低下した。
この反応は SIRPα-CD47 結合の異なる遺伝子型の
単球を組み合わせでは変化は認めず、セルフ単球
を刺激細胞とした際も同様の反応を認めた。単球
の活性化指向性への影響を解析するため IL-4, 
LPS 刺激下で同様にアロ単球との MLR を行い、IL-
4 刺激下では上記アロ単球による SIRPPαの表出
増強を同様に認めた。しかし、LPS 刺激下ではアロ
単球との共培養で SIRPPα、CD86、HLA-DR いずれ
も変化を認めなかった。以上のことから、SIRPα
遺伝子多型によるアロ単球を介した CD47-SIRPα
シグナルは抗原提示機能を介したアロ認識機構に
影響を与えていないことが推察された。 
我々は自験例である肝移植コホートで同遺伝子

多型による拒絶の発症について解析した。多様な
遺伝子多型により Sanger 法で配列把握困難な症
例を IgV ドメインの不変配列領域に対して作成し
た新規 primer を用いて、次世代シークエンスによ
り塩基配列を同定した。アミノ酸配列に関与する
連鎖不均衡を伴った一塩基多型群により、V1, V2
の亜型に分類可能なことを見出した。129 名の肝
移植患者の解析を行い、レシピエントがこの V1お
よび V1亜型のホモ接合体（V1＋homo）であるとき
に移植後 3 か月以内の急性拒絶反応が有意に少な
いことが示された( 3/33 (9.1%) vs 34/94 
(36.2%), p= 0.0015)。この効果はドナー遺伝型が
V1+homo であるときも拒絶反応が少ない傾向を認
めた(3/22 13.6% vs 34/107 (31.8%), p= 0.069)。
以上より、SIRPα遺伝子多型による同シグナルの
臓器移植後の免疫学的な影響は大きく、その機構
の解明による拒絶治療および予防への応用の可能
性が示唆された。 
 
II.獲得免疫系間接認識経路によるアロ免疫機構の解明 
B6 マウスから LSEC（HC class II、CD80 および PD-L1 を発現）を単離し、仮想 MiHA として

nonnative peptide(NP)の存在下で培養すると、LSEC は NP を貪食した。LSEC の、間接認識経路
による T 細胞免疫応答の制御機構を解析する目的で、control irrelevant peptide でパルスし
た LSEC(CTL-LSEC)、NP でパルスした LSEC(NP-LSEC)、脾臓リンパ球(SPL：T 細胞を含む）、NP、
抗 PD-L1 抗体(αPD-L1 Ab)を様々な組み合わせで混合培養した。培養後 H-2Db-NP tetramer で
NP に特異的な T細胞受容体を表出する T細胞を検出した。その結果、NP-LSEC の存在下では、H-
2Db-NP tetramer 結合 CD8+T 細胞の存在比率が低下し、LSEC によって NP の抗原提示を受けた
CD8+T 細胞が特異的に抑制されることが確認された（図 6）。そして、その抑制効果はαPD-L1 Ab
の存在下で解除された。以上の結果から、LSEC が NP を間接認識経路で提示し、PD-1-PD-L1 経路
を介して NP に応答する CD8+Ｔ細胞を特異的に抑制することが解明された。 
 
 
 

図４. SIRPαの細胞外 IgV ドメインの遺伝子多型を、頻度の高い多
型１(V1)と多型 2(V2)のホモ接合体を Sanger 法で同定した。 

図５. ヒト単球と CD47-Fc との親和性試験（上段：
典型例、下段：平均値）。V1/V1 遺伝型のヒト単球
上の SIRPαが V2/V2 遺伝型に比べ CD47 蛋白との
結合能が有意に低い。 
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図６. B6 マウスから LSEC の T細胞制御機構の解析結果。Control irrelevant peptide でパルスし
た LSEC(CTL-LSEC)、仮想 MiHA として nonnative peptide(NP)でパルスした LSEC(NP-LSEC)、脾臓
リンパ球(SPL）、NP、抗 PD-L1 抗体(αPD-L1 Ab)を様々な組み合わせで混合培養した。培養後 H-
2Db-NP tetramer で NP に特異的な T細胞受容体を表出する T細胞を検出した。 
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