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研究成果の概要（和文）：患者データベースの解析から、母親から胆道閉鎖症の女児、男児への移植は拒絶反応の低い
ことがわかった。また、レシピエント年齢が低いことが、免疫抑制剤からの離脱に有利であることが示唆された。年齢
の高いドナーからの移植では、レシピエントの肝細胞のテロメアの短縮が高度であることがわった（Q-FISH法による測
定）。移植片のテロメアは免疫学的によくコントロールされている症例では、延長する症例がみられた。母親からの男
児への移植片中には多数のY染色体陽性細胞（主に血管内皮細胞）が観察された。しかし、ケラチン陽性細胞ではきわ
めて少数であった。

研究成果の概要（英文）：Based on the analysis on the database of the patients of living-donor liver transp
lantation (LDLT), it was indicated that maternal grafts protected daughter and son recipients from acute r
ejection after pediatric LDLT for biliary atresia. It was suggested that younger donors were better for LD
LT patients to leave immunosuppressant. Q-FISH measurement of hepatocyte telomere lengths in donor liver a
nd graft after LDLT indicated that donor age was a crucial factor affecting telomere length sustainability
 in hepatocytes after pediatric LDLT, and that the telomeres in grafts may be elongated somewhat longer wh
en the grafts were immunologically well controlled.In the maternal grafts, many Y chromosome positive cell
s (mainly, endothelial cells) from son recipients were observed, whereas Y-chromosome and keratin-positive
 cells were very scanty in the grafts.
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１．研究開始当初の背景 
 
生体肝移植例のドナーとレシピエントと

の関係については、年齢や性についての関係
は十分には明らかではありません。また、現
在までに、細胞の種類を同定して（病理組織
学的同定や免疫蛍光法による同定）組織内の
細胞種別にテロメア長を測定する方法を開
発してきました（ソフトウエア―Tissue Telo
を開発した）。また、2014 年に採択された原
著論文の研究により、小児生体肝移植では、
移植手術後同時期に得られたドナー内の肝
組織とレシピエント体内のグラフト肝のテ
ロメア長は、例外的にグラフト肝が長いこと
があり、レシピエント骨髄幹細胞由来の肝細
胞の存在の可能性が示唆されました。さらに、
現在までの研究結果により、グラフト肝組織
内のキメリズムを証明し、骨髄幹細胞由来の
肝細胞とドナー由来の肝細胞のテロメア長
を定量的 FISH （Q-FISH）法により比較解
析することを着想しました。もし、多量にレ
シピエント由来の肝細胞がグラフト肝の中
に見出され、テロメア長がドナー由来の肝細
胞よりも長い場合には、キメリズムの誘発
（骨髄幹細胞の肝細胞化）により、移植肝の
小型化や肝の抗老化や慢性肝疾患の治療に
つながると考えました。 
 
２．研究の目的 
 
 生体肝移植例のドナーとの関係について
年齢や性について解析、キメラについても検
討します。 
また、キメラ（chimera）は同一個体内に

異なる遺伝情報を持つ細胞が混在している
ことや、その個体を言います。脊椎動物では
移植免疫があるため、生体内でキメラを作る
ことはできません。しかし、いくつかの例が
報告され、多くは血液キメラの報告です。例
えば、双生児の胚はしばしば胎盤における血
液供給を共有しているため、血液幹細胞が他
の胚へ移動可能で、移動した血液幹細胞が骨
髄に定着した場合、血液キメラが作られます。
二卵性双生児のペアの 8%ほどは血液キメラ
であると報告されています。骨髄移植を受け
た患者は医学用語上ではキメラと呼ばれて
い ま す。ま た 、マイ ク ロキメ リ ズ ム
（micro-chimerism）とは、他者の細胞が体
内に潜んでいることです。母子の間でも時に
マイクロキメリズムは存在することが報告
されています（Nelson JL 他：Pediatr Dev 
Pathol. 2009;12:337-46）。  
一方、生体肝移植（先天性胆道閉鎖症例＝

CBA）に対しては、日本国内で多く行われて
います。我々は CBA 肝と、同時期に採取し
た移植後の肝組織とドナーの肝組織のテロ
メア長を、我々の考案した Q－FISH 法（測
定法は Takubo K 他：J Pathol 2010, Aida J
他：J Pathol 2010, Exp Gerontol2007 など
有力６雑誌に 2007 年から７論文採択済みで

再現性があります）により、肝細胞のみを測
定し、比較した論文を投稿中です（Sanada Y,
他 10 名,Takubo K. Wold J Sugery、2012．
Kawano Y,他 10 名,Takubo K. PloS One 
2014）。この論文の中では、テロメア長は多
くの場合は、レシピエント内のグラフト肝と
ドナーのオリジナル肝で同等であり、グラフ
ト肝が短い場合は、移植後に新たな肝炎のあ
る場合でした。しかし、例外的にグラフト肝
が長い場合があり、CBA 患者の骨髄幹細胞の
肝細胞分化の可能性があります。 
以上を確かめるために、女性（ドナー）か

ら男性への移植例を収集し、CBA 患者体内の
グラフト肝組織を用いてY染色体の有無を確
かめ、骨髄幹細胞由来の肝細胞の存在の証明
と、そのテロメア長を解析したいと考えまし
た。 
 
３．研究の方法 
 
（対象）自治医科大学移植外科で生体肝移

植された患者とドナーの臨床病理学的デー
タベースを作成します（連結可能匿名化）。
特に、性、拒絶反応の詳細、免疫抑制剤から
の離脱の時期と最終的（移植後 10 年）な有
無を記録します。 

 
（方法） 
生体肝移植された患者とドナーの臨床病

理学的データベースを解析しました。 
キメラ細胞の存在の証明：生検されたグラ

フト肝組織（特に女性から男性へ）を、抗サ
イトケラチン抗体を用いた免疫蛍光法によ
り肝細胞を同定し、その検体上で Y 染色体
DNA プローブを用いた FISH を行い、レシ
ピエント（男性）由来の骨髄幹細胞由来の肝
細胞を選別します。 
グラフト肝組織は多数のY染色体を有する

細胞（内皮細胞など）を含みます。レシピエ
ント由来の肝細胞を証明するには、Y 染色体
とサイトケラチンの両者の陽性が必須です。 

Q-FISH 法によるテロメア長測定：免疫蛍
光法とY染色体FISHを施行した同じ切片上
でテロメアとセントロメアの PNA プローブ
を用いて FISH を行い、テロメアとセントロ
メアの光度比から、Y 染色体の有無による 2
群の症例のテロメア長（独自ソフト Tissue 
Telo を用いて）を知ります。 
両者のテロメア長の差異などの解析は統

計ソフトオリジンを用い、統計に関しては癌
研ゲノム解析センター部長松浦正明博士（現、
帝京大学医学部教授）と協議します。各研究
の段階で、結果を英文論文として発表します 
 
４．研究成果 
 
(１) 114 例の生体肝移植例（2001－2012

年）の臨床病理学的データベースを作成し、
その解析から、原著論文が採択された。ドナ
ーとレシピエントの性のマッチングに関し



ては問題とされていなかった。しかし今回の
解析でミスマッチは明らかに移植における
拒絶反応が多いことを証明しました。母から
女児、男児への移植は拒絶反応の低いことか
ら、妊娠によるキメラによる免疫応答に関す
る寛容が成立している可能性が示唆されま
した。実際の臨床上で、ドナーの性別を考慮
すべきことを論文中で提案した。死体肝移植
に関しても性のミスマッチに関する解析を
行 う 次期の 研 究の動 機 となり ま し た
（Transplantation Int, 2014）。 
 

(２) レシピエントとドナーの両者から肝
組織の生検材料が得られている 12 例の肝細
胞のテロメア長を比較解析しました。なお、
レシピエント肝は Y染色体プローブ（蛍光色
素付加 DNA プローブ）による DNA・FISH 法に
より血管内皮細胞がレシピエント由来であ
ることが実験で判明し、サザンブロット法な
どによるテロメア長測定では十分なデータ
が得られないことが判明しています。以上の
解析から年齢の高いドナーからの移植では、
レシピエントの肝細胞のテロメアの短縮が
高度であることがわかりました。移植片のテ
ロメアは免疫学的によくコントロールされ
ている症例では延長する症例がみられまし
た（PloS One 2014）。 
 
(３) 生体肝移植後 10 年経過時に、レシ

ピエントの免疫抑制剤内服 86 例と抑制剤離
脱 23 例を比較解析しました。ドナー年齢が
低い症例において、化学療法からの離脱例が
有意に多いことが判明しました。前記（１）
の結果と合わせて、年齢の若い母親からの移
植が望ましいことがわかりました。また、レ
シピエントの年齢に関しては、両者に有意差
はありませんでした（現在、投稿中）。 

 
(４) 生体肝移植例のドナーとレシピエ

ントのペアについて、女性（主に母親）から
男児への移植例の移植肝についえ研究を行
った。2001－2010 年までの 35 例を用いた。
術後 1-2 カ月に拒絶反応ありは 13 例であっ
た。13 症例の内訳（肝生検時期：ペア検体） 
0.1y-10y：1 症例、0.1y-5y-7y：2 症例、
0.1y-5y：3 症例、0.1y-2y-5y：3 症例、
0.1y-2y：4 症例。22 例は急性の拒絶反応は
なかった。まず、Y 染色体 DNA・FISH、テロ
メア・セントロメア PNA・FISH、サイトケラ
チン免疫蛍光法による免疫蛍光法を実施し
た。類洞内の内皮細胞は Y染色シグナルが陽
性であった。現在、Y 染色体陽性細胞の分布
の時間的変化に関する論文を作成中である。
Y 染色体 DNA・FISH、サイトケラチン免疫蛍
光法陽性肝細胞はきわめて少数のため、テロ
メア、セントロメア FISH イメージの蓄積を
行っている。 
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