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研究成果の概要（和文）：腎移植医療では、ドナーHLAに対する抗体(DSA)による慢性拒絶反応と過剰な免疫抑制
療法による感染症を克服することが長期成績の改善に不可欠である。ウイルスに対する免疫応答を維持・促進し
ながら、DSA産生を抑制することをめざし、エピトープ、パラトープ（T細胞受容体）の理解を深めた。臨床例で
DSA産生に関わるT細胞、B細胞エピトープ適合の意義を明確にし、維持免疫抑制療法の適正化を可能とした。有
効な治療法のないBKウイルス感染症のリスク因子を明確にし、T細胞免疫応答アッセイを開発した。シングルセ
ルRNA解析を行い、これらエピトープを認識するT細胞受容体を特定し、治療から予防につながる道筋が整った。

研究成果の概要（英文）：Further improvement of long-term outcomes is an important issue in renal 
transplantation. Obstacles  are chronic rejection due to antibodies against donor HLA (DSA) and 
infections caused by excessive immunosuppressive therapy. We have developed an understanding of 
epitopes and paratopes (i.e., T-cell receptors: TCR) with the aim of suppressing DSA production 
while maintaining and promoting immune response against the virus. The significance of T-cell and 
B-cell epitope matching for DSA production in clinical renal transplantation was clarified, allowing
 for optimization of maintenance immunosuppressive therapy. Risk factors for BK virus (BKV) 
infection, for which there is no effective therapy, were identified, and T-cell immune response 
monitoring was developed. Single cell RNA analysis was performed to identify TCRs that recognize 
these epitopes, and a pathway from treatment to prevention would be established.

研究分野：腎移植、移植免疫

キーワード： 移植・再生医療　腎移植　免疫制御　エピトープ　パラトープ　慢性抗体関連型拒絶反応　ウイルス感
染

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現状の免疫抑制療法では、ウイルスの免疫応答を維持・促進しながら、ドナーに対する免疫応答（ドナーHLAに
対する抗体産生）を抑制することは困難である。特定のエピトープ、T細胞受容体を同定し、ターゲットとなる
免疫応答を促進・抑制する超選択的な免疫制御法の開発に取り組んだ。エピトープ解析の意義を明確にし、免疫
抑制適正化を可能とした。　また、ウイルス、ドナーに対するT細胞受容体解析により治療、予防を行う戦略が
明確になった。得られた知見は臓器のみならず造血幹細胞移植、がんペプチドワクチン、感染症全般にも広がる
可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 免疫抑制療法の進歩により、臓器移植の短期成績は向上したが、長期成績のさらなる向上が課
題となっている。死亡原因の第一位は感染症(21.0%)、移植腎の廃絶原因の第一位は慢性拒絶反応
(26.7%)である（ファクトブック 2018: 未入力、不明除いて集計）。最近の高感度 HLA 抗体検査の開
発により、ドナーHLA に対する抗体(DSA: Donor Specific Antibody)産生が慢性抗体関連型拒絶反
応(cABMR)を引き起こすことが明らかにされている。 
(2) DSA 検出後に臨床所見(腎機能悪化)が見られてからの治療は無効であること、DSA 検出時に臨
床所見（Cr 上昇など）がみられなくても、腎生検で慢性抗体関連型拒絶反応(cABMR)の所見を認め
れば、治療の反応性は低く移植腎機能は数年後に廃絶すること、一方で全ての DSA が cABMR を起こ
すのではなく DSA 存在下でも拒絶反応を引き起こさない例も存在することを明らかにした。 
(3) 移植後腎症を発症して問題となる BK ポリオーマウイルス（BKV：90%以上が若年時に自然感染
し、ウイルスは尿細管上皮に潜伏感染する。BKV 感染は、有効な治療法がなく、移植腎機能廃絶に
つながる。末梢血のモニタリングにより 10-20%が Viremia となり、そのうち 20-40%に de novo DSA
産生が観察されており、これらの感染症対策も不可欠である。 
(4)長期生着をめざすには、BKVなどウイルス感染対策ならびにde novo DSA（新規に産生されたDSA）
の制御方法の開発が必要である。現行の免疫抑制療法では、ウイルスの抗体産生を維持・促進しな
がら、DSA 産生のみを抑制することは理論上困難である。より選択的に抗体産生を制御する方法が望
まれる。 
 
２．研究の目的 
(1) 臓器移植後の免疫抑制療法は、より効果的かつ選択的となり、Therapeutic Drug Monitoring の 
導入などもあり、短期成績は向上したが、長期成績の改善が課題となっている。過剰免疫抑制によ
る感染症、過小免疫抑制による慢性拒絶反応をコントロールできる有効な免疫モニタリング方法は
開発されていない。本研究では、腎機能障害を引き起こす BK ポリオーマウイルス(BKV)を代表とす
る感染症と慢性拒絶反応を引き起こす de novo DSA（ドナー特異的ＨLA 抗体）に着目し、ウイルス
抗原、ドナーHLA に特異的なエピトープ、パラトープ (T cell receptor)の双方向からの解析によ
り責任因子を同定し、特定の免疫応答を制御（促進 or 抑制）する免疫制御方法の開発につながる知
見を深める。  
(2)  CD4T 細胞、CD8T 細胞、抗体が反応するエピトープ特異的グラフト内皮細胞のレスポンスにも
着目しており、私どもが独自に研究を進めてきた Graft Accommodation の知見の蓄積は、本研究の
推進にアドバンテージと考える。将来は、HLA の組み合わせから移植前に反応する T 細胞受容体を
予測し、内皮細胞反応を考慮した完全個別化医療の実現をめざす。 
 
３．研究の方法 
(1) B cell epitope, T cell epitope ミスマッチ解析に基づく de novo DSA 産生リスク因子の解
析と予防法の確立、BKV などウイルス感染のリスク因子特定、エピトープ、パラトープ (TCR)の特
定、効率的モニタリング方法、予防法の開発、そして抗体産生後に対応可能な内皮細胞障害抵抗性
獲得のための新たなる治療法の開発について研究を進めた。 
(2) BCR が認識する B cell epitope は改良版 HLA matchmaker を用い、TCR が認識する T cell 
epitope は、Predicted Indirectly ReCognizable HLA Epitopes (PIRCHE-II)アルゴリズムを用い
て、ミスマッチレベルを解析した。前者は、BCR（抗体）が認識する HLA 分子表面上の連続する、ま
たは立体構造上近傍の 3 つのアミノ酸について、ドナー、レシピエントの HLA ミスマッチエピトー
プの数を推定し、EPLET mismatch（MM）として表示される。 後者は、TCR が認識する、レシピエン
ト HLA が提示しうるペプチドの数を推定し PIRCHE score  として表示される。 つまりレシピエン
トの HLA class I,  II 分子が提示するドナーHLA 由来ペプチドの総和が それぞれ PIRCHE-I, 
PIRCHE-II score となる。de novo DSA 産生の抑制のための個別化免疫抑制療法を立案する。 
(3) BKV に着目し、ドナー、レシピエントのウイルス抗体測定、ウイルス定量を行い、リスク因子
を特定する。モニタリングとして、T細胞反応（CD8 T 細胞：MHC class I＋ウイルスペプチド、CD4 
T 細胞：MHC class II＋ウイルスペプチド）を評価するアッセイの確立、シングルセル解析、TCR レ
パトア解析を行った。 
(4) シングルセル RNA-seq 解析は、hashtag oligos (HTOs)抗体（TotalSeq-C0251 to -C0256）で
染色したシングルセル浮遊液 を 10x Genomics Chromium Controller を用いて行った。シングルセ



ルとバーコード付きビーズ（GEM）を含む Oil Droplet を Veriti Thermal Cycler で逆転写し、mRNA
由来の cDNA と細胞バーコードとユニーク分子インデックス（UMI）が付いた HTO 由来の cDNA を増幅
し、Agilent Bioanalyzer High Sensitivity DNA assay で定量した。SPRIselect 磁気ビーズ、イル
ミナシーケンスアダプターを用いて増幅 cDNA のクリーンアップ/サイズセレクションをおこない、
Raw reads を Cell Ranger (10x Genomics)で処理した。 
 
４．研究成果 
(1) de novo DSA 産生におよぼす HLA、B cell 
epitope, T cell epitope ミスマッチの影響を
解析した。生体腎移植 691 例において、B cell 
receptor (BCR) が 認 識 す る B cell 
epitope(eplet)ミスマッチと T cell receptor 
(TCR) が認識する T cell epitope(Predicted 
Indirectly ReCognizable HLA Epitopes: 
PIRCHE)スコアが独立して de novo DSA 産生に
影響することを見出した（図 1）。 
移植前にドナー以外の HLA 抗体(nonDSA)が存在
する症例のみで検討し、推定される過去の感作
歴での T cell epitope と腎移植で免疫原性と
なる T cell epitope が共通である、shared T 
cell epitope の存在が移植後早期に de novo 
DSA 産生を引き起こすことを示した（図２）。 
また、海外の共同研究施設での死体腎移植の移
植前に nonDSA が存在する 190 例の検討でも
shared T cell epitope の有無により、予後に
影響することが示された。Memory response に
は、T cell epitope が大きな役割を占めている
ことが示唆された。 
(2) 次に、Primary response, Memory response
の意義を明確にするために、コホート症例のサ
ブグループ解析を行った。ドナーHLA に対する
感作歴として妊娠を考慮し、夫から妻への移植、
子から母への移植を感作歴ありを対象
（sensitized, n=112）として、それ以外を感作
歴なし（unsensitized, n=579）として解析した。 
de novo DSA 産生には、ドナー感作歴のある移
植患者では T cell epitope(PIRCHE score)が、
感作歴のない患者では T cell epitope および B 
cell epitope（eplet MM）が強く関わっている
ことを明らかにした（図３）。 
以上より、TCRおよびBCR が認識するエピトープの違い(in silico 解析により PIRCHE score, EPLET 
MM として表現) が、de novo DSA 産生と関わること、さらに免疫の Primary response では、T cell 
epitope, B cell epitope の両方が関わるが、Memory response では T cell epitope の違いのみが
重要となることを明らかにした。これは、一旦感作されて抗体産生に関与するメモリーB細胞が確立
されていれば、エフェクターT細胞による B細胞活性化（効率）は PIRCHE score（抗原提示するペ
プチドの数）により規定されることを意味する。この情報を元に維持免疫抑制療法を決定する臨床
研究（EPLET, PIRCHE score に基づく維持免疫抑制療法の個別化）を推進するためのの理論的根拠
を確立した。  
(3)BK ウイルス（BKV）感染の実態調査の結果、生体腎移植 170 例中の 22 例（13％）に BK viremia
を確認した。viremia 22 例中 9 例（41％）に de novo DSA を検出し、BKV 感染と de novo DSA の有
意な関連を見出した。ウイルス抗原を提示する HLA class 1 を考慮すると、donor と recipient の
HLA-A, B (class I)に共通する抗原がある場合に、BKV 感染後に de novo DSA 産生を引き起こしや
すいことを見出した。移植前 BKV 抗体、尿中ウイルス量を調べることができた 98 例のリスク因子解
析では、 移植前のレシピエントの抗 BKV 抗体が低く、ドナー尿中 DNA 陽性またはドナーBKV 抗体陽



性の場合に、BK viremia となるリスクが高かった。これらの因子を総合的に考慮すれば、感度 75.0%、
特異度 80.5%、ハイリスクと判定された症例のPositive Predictive Value （PPV）は 42.9%, Negative 
Predictive Value (NPV)は 94.3%となり、ハイリスクと診断された症例には移植後の綿密なモニタ
リングが必要であると考えられた。また、Subtype 解析も有用であり、ドナー、レシピエントが異な
る場合に BK viremia となる割合が高かった。 
(4) BKV, CMV, VZV などの移植後に問題となるウイルス感染細胞に対する T細胞(CD4, CD8)応答を
検出する in vitro assay アッセ
イの開発を進めた。遺伝子導入
により、単一 HLA 発現細胞の樹
立を試みている。日本人に多い
HLA-A2, A11, A24 を発現した
COS7 細胞を樹立した。CMV, VZV, 
BKV などのウイルス抗原刺激に
よる T 細胞の免疫応答を末梢血
単核球を用いて評価する方法の
開発に取り組み、各種 HLA に結
合するペプチドプール、不活化
ワクチンを用いて、PBMC を刺激
し、反応する CD4, CD8 を検出す
るIFN-r ELISPOTアッセイを確
立した（図４）。 
(5)クローナリティを解析する意味で、
VZV ワクチン接種前、後の HLA の異な
る 2 名の PBMC を用いて、VZV 刺激によ
り活性化 T細胞（CD69 および CD137 陽
性）を回収し、シングルセル RNA 解析
を行った（図５）。CD4 T 細胞(CTL, TCM, 
TEM)が主として検出され、クローンの
収束（特定のクローン性増殖）が確認
された（図６：No.5）。さらに、2名に
共通の public TCR も検出された。TCR
解 析 で は 、 CASSAGDLDTGELFF と
CSARGSPALEAFF の CDR3をもつ CD4 細胞
であることが判明した。 同じ CDR3 を
持つクローンが、様々な T 細胞サブセ
ットに存在しているが、前者の多くは、
CD4 effector memory T 細胞、後者の
多くは CD4 cytotoxic T 細胞に分類さ
れた。今後、BKV で同様の解析を行い、
TCR、T cell epitope の同定を行う予
定である。ウイルス関連は、特異的な
免疫応答の促進であるが、DSA につい
ては、免疫応答の抑制が必要であり、
これらの切り替えについては、脂質ナノ粒子による樹状細胞の抑制効果（制御性 T 細胞活性化）に
着目していく。 
(6)内皮細胞障害抵抗性獲得に関わる因子として、特に ABO 不適合移植における抗 A/B 抗体の接着
が、PD-L1 分子の発現増強を引き起こし、CD4T 細胞の免疫応答を減弱していることを見出した。さ
らに、ｍTOR 阻害剤、スタチンは、活性化内皮細胞の HLA class II の発現増強を制御することで、
Graft accommodation に関わっていることを明確にした。Autophagy 活性化による細胞保護効果につ
いて、酸化ストレス下によるアルブミンによる細胞傷害モデルを用いて解析した結果、SGLT2 阻害
薬、ｍTOR 阻害薬の有用性を明らかにした。腎移植後の様々なストレス傷害による保護効果が期待さ
れた（論文作成中）。SGLT2 阻害薬、mTOR 阻害薬、Graft Accommodation に関わる ABO 血液型抗体に
よる内皮細胞の保護効果、HLA 発現抑制を確認し、ウイルス感染、抗体接着後の免疫応答に及ぼす影
響が示唆された。 
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