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研究成果の概要（和文）：DA-Lewラット間の肝臓移植では移植肝臓内に進行性の急性T細胞性拒絶反応と抗体関
連型拒絶反応により移植臓器は11日程度で機能廃絶に陥った。DA-PVGラット間の移植では7日から14日目には拒
絶反応と同様の炎症細胞浸潤を認めるがT細胞とマクロファージが少なく、多くのFoxp3+ Tregが含まれていた。
21日目には炎症細胞の消退がみられ100日目には移植臓器の生着を認めた。長期生着臓器にはTh1 < Th2サイトカ
インの環境で、炎症に関わる miRNAsの増減も認められた。移植臓器の拒絶反応や長期臓器生着の免疫応答には
炎症性サイトカインやmiRNAsの制御が関連していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In DA-to-Lewis rat liver transplantation, the progressive acute T cell- and 
antibody-mediated rejection developed by day 11 with irreversible graft failure. In DA-to-PVG rat 
liver transplantation, the transient acute T cell-mediated inflammation occurred between day 7 to 
day 14, but reduced on day 21 and subsided on day 100 with stable graft functions. The infiltrates 
in DA-PVG accepting grafts at day 7 to day 14 differed from that in DA-Lew rejecting grafts in 
certain features, including less infiltration by T cells and macrophages, many Foxp3+Tregs, less 
levels of Th1 (IL-12, IFN-γ, TNF-α) and high expression of Th2 (IL-4, IL-10) cytokines. In 
addition, 193 microRNAs were up-regulated or down-regulated in rejecting or accepting grafts when 
compared with those in normal DA liver. We concluded that the immunological reactions in grafts with
 rejection or long-term acceptance may be regulated by specific Th1 and Th2 cytokines and several 
inflammatory miRNAs.

研究分野：外科学一般
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１．研究開始当初の背景 
 
 1963 年米国の Starzl らによって始めら

れた臨床肝臓移植は、手術手技、臓器保存方

法、免疫抑制療法、周術期管理の改善により

飛躍的にその成績が向上している。日本にお

いても、肝臓移植医療は、胆汁うっ滞、肝硬

変、劇症肝炎、代謝性疾患などによる末期肝

不全や肝腫瘍性疾患の治療法として臨床医

療として定着している。臨床肝臓移植の解析

には動物実験モデルを用いた解析が欠かせ

ない。 

 研究代表者はラット肝臓移植の実験手技

を、国立小児病院小児医療研究センターでの

研究で、ラット肝臓移植の手技を日本に普及

させた鎌田直司博士から直接指導を受け習

得している(Transplantation 50: 893-895, 

1990; Transplantation 54: 750-752, 1992)。

現在までに肝臓移植のラットモデルを用い

て、肝臓移植モデルについて (J Nippon Med 

Sch 80: 4-15, 2013)、肝動脈再建の重要性 

(Transplant Proc 45: 1748-1753, 2013)、

急性抗体関連型拒絶反応 (Transplant Proc 

43: 2737-2740, 2011)、慢性抗体関連型拒絶

反応 (Transplant Proc 45:1743-1747, 2013)、

肝不全における急性腎障害 (Am J Nephrol 

37:378-388, 2013)、急性拒絶反応における

リ ン パ 管 障 害 （ Transplant Proc 42: 

4282-4285, 2010）を明らかにしてきた。 

  臨床での肝臓移植では移植肝臓の生着

後に免疫寛容の状態になっている場合も多

く、肝臓は他の臓器移植よりも免疫寛容の状

態を獲得しやすい臓器として知られている。

長期間使用する免疫抑制薬の副作用を懸念

して、肝臓移植では免疫抑制薬の積極的な減

量や中止を考えるようになってきた。しかし、

免疫抑制剤の中止後に、臨床的には

subclinical な拒絶反応による肝線維化が問

題になっている。肝臓移植のラットモデルを

用いて長期生着や免疫寛容獲得過程の病理

所見や特異的な免疫応答の特徴を明らかに

し、免疫寛容の免疫学的な機序、確実な免疫

寛容の誘導、臨床病理学的な病態の把握や新

規治療の開発が望まれている。 

 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、ラットの肝臓移植モデルを用いて、

移植臓器の拒絶反応や免疫寛容獲得に関わ

る病理所見の特徴や免疫応答の特異性を解

明する。移植臓器の病態把握のための病理学

的特徴や、拒絶反応や長期生着する移植臓器

内での特徴的な免疫応答を、移植臓器内サイ

トカイン環境や免疫反応を制御している

microRNAs (miRNAs)の動態を含め明らかにす

る。 

 

 

３．研究の方法 
 

１） DA-PVG ラット肝臓移植モデルの免疫寛

容状態の確認： DA ラットを donor に、PVG

ラットをrecipientに同所性ラット肝臓移植

を行うと、移植肝臓は 100 日以上の臓器生着

がみられる。長期の移植肝臓生着を獲得した

ラットはdonor特異的な免疫寛容状態を獲得

しているかを、recipient と同系のラット、

donor と同系のラットや 3rd party ラットか

らの皮膚移植を行い確認した。 

 

2) 肝臓移植後の長期移植臓器生着の過程の

検討： DA ラットを donor に、PVG ラットを

recipient に同所性ラット肝臓移植を行うと、

移植肝臓は100日以上の臓器生着がみられる。

この移植臓器の長期生着に関わる移植臓器

内の病理所見や免疫応答の特徴を検討した。

肝臓移植後に拒絶反応により短期間で機能

廃絶に陥る DA-Lewis ラット間の同所性ラッ

ト肝臓移植の移植臓器内にみられる拒絶反

応の特徴と比較検討した。 

 

3) 長期移植臓器生着に関連する移植臓器内



の炎症性蛋白の動態： DA-PVG ラット間の生

着している移植臓器内に認められる免疫応

答と DA-Lew ラット間の急性拒絶反応が進展

している臓器内にみられる免疫応答の特徴

を明らかにするために、DA-PVG ラット間移植

と DA-Lew ラット間移植で経時的に得られた

移植肝臓から mRNA を抽出してアレイを用い

て網羅的に解析し、 拒絶反応と長期移植臓

器生着に関連する移植臓器内の mRNA の動態

を比較検討した。 

 

4) 長期移植臓器生着に関連する移植臓器内

の microRNAs (miRNAs)の動態： DA-PVG ラッ

ト間の長期移植臓器が生着する臓器内に認

められる免疫応答と DA-Lew ラット間の急性

拒絶反応が進展している臓器内にみられる

免疫応答の制御の特徴を明らかにする目的

で、経時的に得られた移植肝臓から miRNA を

抽出しアレイを用いて網羅的に解析し比較

検討した。 

 
 
４．研究成果 
 

１） DA-PVG ラット肝臓移植モデルの免疫寛

容状態の確認： DA-PVGラット肝臓移植後100

日目のラットに recipient と同系の PVGラッ

トの皮膚、donor と同系の DA ラットの皮膚、

および 3rd party の Lew ラットの皮膚を用い

て皮膚移植を行い、recipient と同系の PVG

の皮膚と donor と同系の DA ラットの皮膚は

皮膚移植後 10 日目に生着しているが、3rd 

party の Lew ラットの皮膚は拒絶により生着

していないことを確認した。DA-PVG ラット肝

臓移植後に長期移植肝臓が生着しているラ

ットは donor 特異的な免疫寛容状態を獲得

していることを確認した。DA-PVG ラット肝臓

移植は donor 特異的な免疫寛容獲得モデル

であることを明らかにした。 

 

2) 肝臓移植後の長期移植臓器生着の過程の

検討： DA-PVG 間でラット肝臓移植を行うと、

移植後1-2週間後に急性細胞性拒絶反応を認

めるものの、その後に炎症細胞は自然に消退

して、移植された DA ラット肝は>100 日の長

期生着を認めた。DA-Lew ラット間の急性拒絶

反応により 11 日程度で臓器廃絶に陥る移植

肝臓と比較した。PVG ラットに移植された DA

の移植肝臓内でも、DA-Lew 間移植と同様に移

植後7日目には門脈の血管内膜炎や細胆管炎

を伴う急性T細胞性拒絶反応に類似した炎症

細胞浸潤を認めた。しかし、移植後 21 日目

にはわずかな炎症細胞を残して炎症細胞浸

潤は消退、急性 T細胞性拒絶反応の病理所見

も消失し、移植肝臓は 100 日以上の長期生着

を認めた。DA-PVG ラット間移植では移植後 7

日目の急性T細胞性拒絶反応に類似していた

炎症細胞浸潤は DA-Lew ラット間の移植肝臓

内の急性拒絶反応の炎症細胞とは異なって

いた。DA-Lew 間移植臓器に比較して DA-PVG

ラット間の移植肝臓で認められる炎症細胞

は、CD3 陽性の T細胞と ED-1 陽性のマクロフ

ァージが少なく、T細胞の PCNA 陽性の増生が

わずかで、門脈や細胆管、肝小葉内の T細胞

性拒絶反応(臓器組織障害)の病理所見も軽

度であった。さらに、移植肝臓内の IL-12, 

IFN-γ, TNF-αの Th1サイトカインの産生が

少なく、IL-4 や IL-10 の Th2 サイトカインの

産生増強が認められた。CD3陽性 T細胞や ED1

陽性マクロファージの炎症細胞内に多くの

Foxp3 陽性の Treg が認められた。免疫寛容が

進展している移植肝臓内では、一過性の炎症

細胞浸潤が認められるが、進行性に減少する

炎症細胞浸潤、移植臓器内の Th2 サイトカイ

ン環境、多くの Treg が浸潤し免疫寛容の誘

導に関連していることを明らかにした。 

 

3) 長期移植臓器生着に関連する移植臓器内

の炎症性蛋白の動態： DA-Lew 間の肝臓移植

では移植後 11 日前後で移植肝臓は拒絶反応

により機能廃絶に陥る。DA-PVG 間の肝臓移植



では、移植肝臓は長期生着し、donor 特異的

に免疫寛容を獲得している。機能廃絶に陥る

DA-Lew 間の 9 日から 11 日目の移植肝臓と、

免疫寛容を獲得し長期生着する DA-PVG 間の

移植肝臓で炎症細胞が急激に減少する 14 日

目から 21 日目で変動している蛋白に注目し

てアレイを用いて網羅的に解析を行った。拒

絶が進行する DA-Lew 間の移植肝臓に比較し

て、免疫寛容が獲得されている DA-PVG 間の

14 日から 21 日目の移植肝臓で２倍以上増加

している蛋白として Axl receptor tyrosine 

kinase, IL25, murinoglobulin 1, toll-like 

receptor 10, chemokine (C-X-C motif) 

receptor 6, transient receptor potential 

cation channelなど炎症に関連する蛋白を含

め 100 種類以上の蛋白が同定された。逆に２

倍以上減少している蛋白としては chemokine 

(C-C motif) receptor 1 や ligand 12, S100 

calcium binding protein A8, atypical 

chemokine receptor 1, chemokine (C-X-C 

motif) ligand 2, NOS2 など炎症に関連する

蛋白を含め100種類以上の蛋白が同定された。

得られた蛋白に関し遺伝子ネットワーク/パ

スウェイ解析データベースを用いてそれら

のネットワーク、機能解析や相互作用の解析

を進めている。 

 

4) 長期移植臓器生着に関連する移植臓器内

の microRNAs (miRNAs)の動態： miRNA は

21-25 塩基長の１本鎖 RNA 分子であり遺伝子

の転写後発現調節に関与している。ヒトゲノ

ムには 1000 以上の miRNA がコードされてい

ると考えられているが、miRNA はその標的

mRNA に対して不完全な相同性をもって結合

し、標的 mRNA の翻訳抑制を行うことでタン

パク質産生を抑制している。miRNA が介する

転写抑制は、広範な生物学的プロセスに重要

な役割を担うと考えられ、炎症の制御にも重

要な役割を持っていることが指摘されてい

る。 

 DA-Lew ラット間の急性拒絶反応により機

能廃絶に陥った移植肝臓内と DA-PVG ラット

間の長期生着した移植肝臓内での免疫反応

を制御していると考えられる miRNAs の特徴

を網羅的に解析した。拒絶反応や臓器生着反

応の過程で 193 個の miRMAs の増減を確認し

た。DA-Lew ラット間の急性拒絶反応には炎症

制御に関連している miR-146b、miR-223、

miR-181、miR-34a、miR-326、miR-21 の増加

と 、miR-150、miR-125b、miR-20a の減少が

認められ、肝臓移植の拒絶反応には miRNAs

の炎症制御が関与していると考えられた。

DA-PVG ラット間の長期生着した移植肝臓内

では拒絶反応で増加する miR-146b、miR-223、

miR-181、miR-326、miR-21 の増加の抑制がみ

られた。長期生着の過程で miR-146a の増加

を認めた。miR-125b は拒絶反応の過程では減

少するが、その減少の抑制がみられた。

miR-34a と miR-150 は拒絶反応と長期生着反

応の間で大きな差は認められなかった。移植

臓器の拒絶反応と免疫寛容獲得に関わる特

異的な miRNAs の動態の特徴を明らかにし、

miRNA を用いてこれらの病態の指標となるバ

イオマーカーの同定を進めている。 

 本研究は免疫寛容に関わる病理的な特徴

や免疫応答の特異性を解明するために研究

を進めてきた。今後も研究を継続し臨床肝臓

移植に役立つ病理診断、免疫寛容獲得の機序、

新規治療への応用や病理把握のためのバイ

オマーカーの同定を進めていく必要がある。 
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