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研究成果の概要（和文）：生体部分肝移植を行った後、術後長期経過した小児レシピエントの末

梢血液中にγδＴ細胞が増殖していることが判明した。そのγδＴ細胞はその T cell receptor

の Vδ鎖は Vδ１を有しており、さらにその可変領域が限局し、単一なクローンの増殖を認め

た。健常人末梢血から分離したγδＴ細胞を in vitroで増殖させると、そのγδＴ細胞は免疫

活性化試験において、Ｔ細胞の増殖を抑制することを確認した。この細胞群を用いて養子細胞

を用いた免疫抑制療法の開発へとつなげていきたい。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we found the increase of γδ T cells in the peripheral 
blood from pediatric living donor liver transplantation recipients. The feature of γδ T cells 
from recipients is the oligoglonal expansion; the TCR of γδ T cell showed Vd1 TCR and the 
variable region of Vδ1 chain showed mnoclonality. We succeeded the expansion of γδ T cell 
from PBMC of healthy volunteers in vitro, and those T cells showed the 

immunosuppressive activity. These immunosuppressive T cells will be applied to new 

immunosuppressive therapy by transfer of the cells.  
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００９年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

２０１０年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,100,000 930,000 4,030,000 

 
 

研究分野： 医歯薬学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学、外科学一般 

キーワード：肝移植、移植免疫、γδＴ細胞 

 
１．研究開始当初の背景 

生体部分肝移植を施行された小児患者に
おいて免疫抑制剤を減量または中止できる
状態、いわゆる免疫寛容状態が成立している
患者がいる。しかし、その免疫寛容を維持し
ている機構について解明はいまだ進んでい
ない。我々は、免疫寛容状態にある患者にお
いて末梢血中のγδＴ細胞が増殖している
ことを発見した。 

この免疫寛容状態にある患者群において
γδＴ細胞は健常人、免疫抑制中の肝移植レ
シピエント患者とことなり、Ｖδ1ＴＣＲを
有するγδＴ細胞が増加し、Ｖδ２ＴＣＲを
有するγδＴ細胞が減少するという特徴を
有していた。このため、γδＴ細胞が免疫寛
容の維持に関与していると考え、このＶδ１
γδＴ細胞が増殖するメカニズムおよび、Ｖ
δ１γδＴ細胞の免疫抑制のメカニズムを
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解析することにより、Ｖδ１γδＴ細胞を用
いた免疫療法への応用を考えた。 

 

２．研究の目的 

（１）免疫寛容状態にある移植患者における
増加しているγδＴ細胞が免疫抑制療法を
行っている肝移植後レシピエントや健常人
との差異をしらべることにより、免疫寛容状
態の維持に関与しているγδＴ細胞を同定
する。免疫寛容状態の肝移植後のレシピエン
トの免疫抑制作用のメカニズムを解明し、免
疫寛容状態の維持への関与していることの
証明、および、γδＴ細胞増殖のメカニズム
の解明をおこなう。 

（２）免疫制御に作用するγδＴ細胞がある
リガンドに反応することを証明する。その増
殖シグナルのためのリガンドが同定するこ
とで、リガンドとなる物質を用いて免疫抑制
効果を示すかどうか、また、そのリガンドに
なる物質を中和することで免疫抑制作用を
中和することができるかどうかで、免疫賦活
するときにはその物質を用いた免疫療法の
確立を行う 

 

３．研究の方法 

（１）①移植後、免疫寛容状態になっている
レシピエント、免疫抑制療法を行っている肝
移植後レシピエント、健常人から末梢血を採
取してγδＴ細胞の分画、表面抗原および細
胞内 perforin を染色してフローサイトメト
リーを行うことにより、活性化の有無を調べ
た。さらに、PHA を添加して６時間後に細胞
内サイトカインを調べることで、サイトカイ
ンの分泌能を調べた。 
 ②肝移植後、免疫抑制剤を中止したレシピ
エント、免疫抑制療法を行っているレシピエ
ント、健常人から末梢血を採取し、Ｖδ１γ
δＴ細胞をフローサイトメトリーで sorting
を行い、そのＶδ１γδＴ細胞の mRNA を抽
出して RT-PCR を行う。その後、Ｖδ鎖のＰ
ＣＲを行い、その後、sequence を解析するこ
とで、Ｖδ鎖の配列の可変部を調べた。Ｖδ
鎖がどのようなクローンで増殖しているか
を調べる。これが monoclonal な増殖をして
るのならば、そのＴＣＲに対してリガンドが
作用していると考えられる。そのＴＣＲが
polyclonal であれば、リガンドはＴＣＲ以外
のレセプターを介して増殖していると考え
られるため、ＴＣＲ以外のレセプターについ
て調べることとした。 

③肝移植後レシピエントのグラフト肝生
検組織から、肝組織内のγδＴ細胞の存在、
そのＴＣＲについて調べるため、肝組織から
ＲＮＡを抽出して、ＰＣＲを行った。 

末梢血中のγδＴ細胞が移植臓器の中で
どのように作用しているかそして、そのＴＣ
Ｒが肝組織内のγδＴ細胞と共通するかに

ついて調べる。 
（２）健常人から提供されたγδＴ細胞を増
殖させ、その中から免疫寛容状態の患者の末
梢血中に存在するγδＴ細胞と同様の
profile を sorting して機能評価を行う。増
殖したγδＴ細胞からＴＣＲを sequence し
て免疫抑制作用を持つγδＴ細胞のＴＣＲ
をクローニングをして、テトラマーを作成し
てリガンドの検索を行う。 
 
４．研究成果 
（１）肝移植後、免疫抑制剤を中止した、い
わゆる免疫寛容状態になっているレシピエ
ントではγδＴ細胞の増殖があり、Vδ鎖が V
δ1 鎖をもつγδＴ細胞が増殖していた。健
常人および、免疫抑制状態の患者群では Vδ2
鎖をもつγδＴ細胞が主である。Ｖδ１γδ
Ｔ細胞の活性化状態を調べるために表面抗
原をフローサイトメトリーで評価を行った。
ＣＤ６９，ＣＤ６２Ｌ、ＨＬＡ－ＤＲを調べ
たが、有意差を持って免疫寛容状態の肝移植
後レシピエントのＶδ１γδＴ細胞が活性
化していることが判明した。そのＶδ１γδ
Ｔ細胞はＣＤ４５ＲＯが陽性であり、memory 
cell type のＶδ１γδＴ細胞が増加してい
ることが判明した。 
 現在、免疫寛容状態のレシピエントの末梢
血中で免疫状態を反映する指標は現在認め
ていない。今回、Ｖδ１Ｔ細胞の増殖、およ
び、活性化は免疫抑制療法を行っている肝移
植後レシピエントには認めない所見である。
症例数を増やすことで、このＶδ１Ｔ細胞の
所見が免疫寛容の指標となる。この所見は今
後の免疫抑制療法の調整に有用である可能
性が高い。 
 この免疫寛容状態の患者のＶδ１γδＴ
細胞は増殖シグナルであるリガンドによっ
て活性化して増殖していると考えられたた
め、増殖シグナルがはいる経路としてＴＣＲ
を介しているかを調べることとした。 
 そこで、免疫寛容状態のレシピエントのＶ
δ１γδＴ細胞のＴＣＲを調べることとし
た。 免疫後レシピエントの末梢血中のγδ
Ｔ細胞を分離して、その TCR の Vδ1 鎖の可
変領域を調べると、免疫寛容患者には
monoclonality が見られた。その clone は免
疫寛容の他の患者についても共通であった。
一方、同様の clone は健常人や肝移植後の免
疫抑制療法を行っている患者にも同様に観
察することができた。しかし、健常人や免疫
抑制中の肝移植後患者のγδＴ細胞にはこ
のような monoclonality は見られず、さらに
そのような cloneが増殖していることはなか
った。免疫寛容状態および一部の免疫抑制中
の患者にのみある特定のＴＣＲを有したＶ
δ１γδＴ細胞の増加を認めた。 
 



 
 
 

免疫寛容の患者の末梢血中のγδＴ細胞
のサイトカインの分泌を見ると、IL-10 の分
泌がみられた、さらに、細胞内 perforin も
陽性であった。細胞傷害活性を有しながら、
Th2 サイトカインを分泌する細胞であること
が推察されていた。一方、コントロールであ
る健常人ではサイトカインの分泌と細胞内
の perforin を認めなかった。 

更に、ドナーとのリンパ球混合試験を行っ
たところ、免疫寛容患者においてＴ細胞の免
疫応答を抑制的に働いていることが判明し
た。しかし、ドナー特異的ではなかったため、
過剰免疫を抑制する方向に働く制御性細胞

ではないかと推察された。 
  

 
次に、免疫寛容患者における、肝臓内のγ

δＴ細胞について研究を行った。移植後肝生
検組織から、ＲＮＡを抽出して、γδＴ細胞
のＴＣＲについて、同様にＶδ１鎖の可変領
域についてＰＣＲの手法を用いて、その可変
領域の sequence を行った。肝臓内のＶδ1 
γδＴ細胞のＴＣＲは検出されない症例も
見られた。検出された症例では、monoclonal
であったが、末梢血中にみられた clone と異
なっていた。そのため、肝内から検出された
Vδ1γδTCR の clonality についてはその意
義は判然としなかった。 

この研究から、Ｖδ１γδＴ細胞が免疫寛
容患者において免疫抑制的に作用している

と考えられる細胞群であった。しかし、実際
に、グラフト肝の中で作用しているかどうか
については、肝内のγδＴ細胞のＴＣＲにつ
いては組織切片からとれるＲＮＡが少量で
あることから機能評価は困難であった。グラ
フト肝生検組織を免疫染色を行って調べる
必要があると考えた。現在、組織染色を行う
ためにＶδ１ＴＣＲに対する抗体を作成し
ている。 

 
（２）健常人の末梢血中からＶδ１γδＴ

細胞を分離して、PHA で刺激を行っていから、
ＩＬ－２を添加しながら、増殖培養を行った。
PHA で増殖刺激を入れてから、増殖させた細
胞では免疫応答を抑制しなかった。 

しかし、同様に健常人の末梢血からＶδ１
γδＴ細胞を採取し、同じ健常人から採取し
た末梢血中のリンパ球をアロ抗原で活性化
したリンパ球を放射線照射したのちに共培
養を行い、その後、ＩＬ－２を加えながら増
殖培養したＶδ１γδＴ細胞はアロ抗原に
対するリンパ球の免疫応答を強く抑制した。
さらに、リンパ球に PHA の刺激によるリンパ
球からのサイトカイン分泌を調べると、IFN-
γ、IL-2 の産生を有意に抑制させ、ＩＬ－１
０の分泌を認めた。健常人から採取したＶδ
１γδＴ細胞をある条件下（ある抗原下で）
増殖させることで免疫抑制性のγδＴ細胞
を作成することが可能であったることが判
明した。この増殖を行った免疫抑制性のγδ
Ｔ細胞のＴＣＲの sequence を行ったが
polyclonal であった。その一部に免疫寛容状
態の患者にみられたＴＣＲの sequence をみ
とめた。 

（３）特異的なＶδ１γδＴ細胞のＴＣＲ
のクローンに対するリガンドを作成するた
めにＴＣＲのγ鎖のパターンを調べた。γ鎖
も oligoclonal であったため、ＴＣＲのγδ
鎖は単一のクローンを持っている可能性は
高いと考えられた。 

γδＴ細胞の増殖を行って、そのＴＣＲに
対するリガンドを検索しているが、リガンド
の同定には至らなかった。 

まず、単一のクローンのＴＣＲのγδＴ細
胞を同定して、sorting するため、目的とす
るＴＣＲに対するモノクローナル抗体の精
製を試みているが、作成に至っていない。ク
ローンの作成が可能になれば、リガンドの精
製が可能になると考えられる。 

また、肝内のγδＴ細胞のうち、この特定
のクローンのγδＴ細胞の増殖の証明を行
うことで、このγδＴ細胞がグラフト肝内で
免疫抑制のメカニズムに関与していること
が推察される。 

 
今回の研究課題では、免疫抑制作用を有す

るγδＴ細胞が特定のＴＣＲを有して増殖



することが判明し、そのクローンのＴＣＲの
塩基配列が判明した。その塩基配列をもつＴ
ＣＲに対するモノクローナル抗体の精製と
そのＴＣＲに対するリガンドの同定、精製を
行っている。 
 上記の件については、抗体の精製およびリ
ガンドの同定が行われていないために、まだ、
論文、学会などへの発表は行っていない 
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