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研究成果の概要（和文）：臓器移植後の抗体関連拒絶反応の抑制は依然として困難である。その主因であるドナ
ー特異的抗体（Donor Specific Antibody, DSA）の産生は、ドナーとレシピエント間のヒト白血球抗原（HLA）
の不一致に起因する。我々は、肝、肺、腎移植患者のHLA分子上のエピトープ、特にepletの不一致に注目し、臓
器横断的な高精度のDSA産生予測アルゴリズムを開発した。個々の不一致epletのDSA産生リスクにおける階層性
を明らかにすることで、治療標的となりうる特定のepletを導出した。さらに、臨床応用に向けてこのアルゴリ
ズムを用いたアプリケーションを開発した。

研究成果の概要（英文）：The suppression of antibody-mediated rejection following organ 
transplantation remains a significant challenge. The primary cause is the development of 
donor-specific antibodies (DSAs), which arise from Human Leukocyte Antigen (HLA) mismatches between 
donors and recipients. We focused on the epitope mismatches on HLA molecules, particularly eplets, 
in liver, lung, and kidney transplant patients. We developed a high-precision cross-organ DSA 
development prediction algorithm. We identified specific eplets that could serve as therapeutic 
targets by elucidating the hierarchy of DSA development risk associated with individual mismatched 
eplets. Furthermore, we developed an application utilizing this algorithm for clinical use.

研究分野：臓器移植
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の導出したアルゴリズムにより、簡便に臓器移植後の高ドナー抗体の出現や拒絶反応のリスクを算出可能な
アプリケーションを開発した。これを臨床応用することにより、臓器移植後の至適な免疫抑制剤の投与量の設定
を目指すことができる。さらに研究を進めることにより免疫原性の高いepletをターゲットとした抗体によるド
ナー特異的な免疫抑制療法を開発する学術的な意義を有している。最終的には、臓器移植患者における移植後の
新規個別化免疫抑制戦略を構築することを社会的意義がある。

※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 
臓器移植、造血幹細胞移植後合併症として拒絶や Graft-Versus-Host Disease (以下 GVHD) が
ある。拒絶はレシピエントのリンパ球が移植臓器、移植造血幹細胞を傷害する反応で、 逆に 
GVHD は移植臓器、移植造血幹細胞中のドナーリンパ球がレシピエント組織を傷害する反応で
ある。臓器移植における抗体関連拒絶と呼ばれる拒絶様式や GVHD は、現存の免疫抑制剤を
もってしても制御できず、その予後は未だに不良であり、造血幹細胞移植における GVHD も
未だ克服できていない。その発症因子の解明と治療薬の研究開発は、医学的に極めて重要かつ急
務の課題である。京都大学病院で施行された肝、肺、膵 移植後 GVHD 発症例の後方視的解析
から、臓器横断的に GVHD 発症因子となる免疫原性の高いエピトープ候補(X、Y)を発見した
(図 1：未発表)。 
 
図 1. 

臓器移植、造血幹細胞移植後の拒絶や GVHD 
といった合併症リスクはドナーとレシピエント
間における HLA の適合度で層別化できると考
えられてきた。HLA の適合度は不適合座の個数
で評価されてきたが、同じ個数の抗原不適合の移
植でも拒絶を来す例と来さない例があり、個々の
HLA 抗原・アレルはそれぞれ異なった免疫原性
を持つ可能性がある。 HLA 適合度に基づく拒
絶と GVHD のリスク評価には、この点をふま
えた新たなパラダイムが求められている、申請者
らは、臓器移植後GVHD発症因子として知られ
る one-way HLA matching(以下 one-way) と呼

ばれる特定の HLA の組み合わせに着目した解析から、one-way と無関係な GVHD 発症例や
one-way にも関わらず GVHD 非発症例があることを見出した(Hirata M, Yagi S, et al. Hepatol 
Res. 2020)。さらに、one-way に関わらず GVHD 発症例では HLA-DQ における X、Y とい
う特定のエピトープミスマッチが認められた。それら X、Y のエピトープミスマッチを持つと、
高確率で肝移植後のDSA が発生することも preliminary な解析により判明した（図 2）。 
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２．研究の目的 
本研究の目的は「臓器移植(肝、肺、腎、膵)、造血幹細胞移植において、HLA エピト ープ X、
Y の免疫原性を実証するとともにエピトープ解析に基づいた移植後免疫反応に関わる新規バイ
オマーカーを開発すること」である（図 3）。 
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３．研究の方法 
 
(1)後方視的観察研究 
臨床研究として後方視的に以下の対象と方法によりデータを集積し解析した。 
肝移植、肺移植、腎移植症例を対象とした。 
臨床情報として、原疾患、ドナーHLAタイピング、レシピエントHLAタイピング免疫抑制
剤、拒絶、DSA産生、グラフト病理所見、グラフト予後を調査した。eplet 解析はHLA Fusion 
Matchmaker（ソフトウェア）を用いた。本法により各HLA座におけるミスマッチ eplet の抽
出が可能になる。各HLA 座の個々の eplet ミスマッチの有無による臨床転帰への影響を検討し
た。具体的には単変量、多変量解析により、DSA産生に有意に影響する eplet を抽出するとと
もに機械学習を用いて個々の eplet の DSA 産生リスクを算出しDSA産生予測アルゴリズムを
導出した。導出したアルゴリズムの妥当性を他臓器のコホートで検証した。また、導出したア
ルゴリズムの予測精度を既存の予測法（eplet mismatch load）と比較した。 
 
(2)末梢血リンパ球混合試験 
HLA タイピングの判明している健常人ボランティア数名の末梢血単核細胞(PBMC; Peripheral 
Blood Mononuclear Cell）)を用いて、リンパ球混合試験を行い、T細胞の活性化を評価した。
具体的には、stimulator となる PBMCには 20Gy の放射線照射を行った上で、CFSE 
(Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester)色素でラベリングされた responder の PBMCと 5日間
混合培養し responder の CD4/8+T 細胞の増殖活性化をCFSE の希釈としてフローサイトメト
リーで評価した。そしてリンパ球混合試験を行った健常人ボランティアペアのHLA eplet 
mismatch データから 1.で導出したDSA 産生アルゴリズムを用いてDSA産生リスクを算出
し、CD4/8+T細胞の活性化との相関を算出した。 
 
４．研究成果 
小児生体肝移植コホート 173 例における de novo DSA 産生率は、HLA class-I;6.9%、HLA-class-
II;41%であった（観察期間中央値 6.5 年）。成人生体肝移植コホート 159 例では、HLA class-
I;1.9%、HLA-class-II;15.1%であった（観察期間中央値 6.2 年）。生体肺移植コホート 182 例で
は、HLA class-I;1.6%、HLA-class-II;8.2%であった（観察期間中央値 4.5 年）。脳死肺移植コホ
ート 151 例では、HLA class-I;9.3%、HLA-class-II;15.9%であった（観察期間中央値 3.1 年）。生
体腎移植コホート 47 例では、HLA class-I;2.1%、HLA-class-II;8.5%であった（観察期間中央値
5.8 年）。 
それぞれのコホートにおいて、個々の eplet の DSA 発生リスクをCox 比例ハザード回帰モデル
を用いて算出した。回帰係数に対する検定はWald 検定を用い、有意水準は各コホートごとに多
重比較として Bonferroni 補正で決定した。いずれのコホートにおいても eplet 毎にリスクが異
なったことから、個々の eplet mismatch の DSA 産生リスクには階層性があることが判明した。 
次に小児生体肝移植コホートを用いて、機械学習（正則化 Cox 比例ハザードモデル）を用いて
リスクスコアという形で DSA 産生アルゴリズムを導出した。本リスクスコアにより DSA 産生
リスクは有意に層別化された。（HLA-DR-DSA; p<0.0001, HLA-DQ-DSA; p<0.0001）。さらに
同リスクスコアは eplet mismatch load で補正した多変量解析でも有意な独立因子であった。 
そして、導出したアルゴリズムは、成人生体肝移植コホート（HLA-DR-DSA; p=0.005, HLA-
DQ-DSA; p<0.0001）、生体+脳死肺移植コホート（HLA-DR-DSA; p=0.013, HLA-DQ-DSA; 
p<0.0001）、生体腎移植コホート（HLA-DR-DSA; p=0.18, HLA-DQ-DSA; p=0.011）で validate
できたことから、eplet mismatch の DSA 産生リスクにおける階層性は臓器が異なっても保存さ
れている可能性が示唆された。 
導出したアルゴリズムを用いて健常人ボランティアペア（11 ペア）でリスクスコアを算出し、
リンパ球混合試験における CD4/8+T 細胞の活性化との相関を解析した。各ペアにおけるリス
クスコアと、CFSEが希釈されたCD4+T細胞の割合は正に相関し、(相関係数 rho=0.80, p<0.01)
導出したアルゴリズムの生物学的な意義が示唆された。 
また、特定の高リスク eplet に対するモノクローナル抗体を添加したリンパ球混合試験を行った
ところ、CD4+T 細胞の活性化が濃度依存性に抑制されたことから、eplet の治療ターゲットと
しての可能性が想起された。 
以上より、導出したアルゴリズムの臨床応用を目指すべく、簡便にリスクを算出可能なアプリケ
ーションを開発した。 
最終的には、臓器移植患者における移植後の新規個別化免疫抑制戦略を構築することを目標と
している。 
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