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研究成果の概要（和文）：腎移植の短期成績は飛躍的に向上しているが、長期的にはドナー特異的抗体(DSA)に
よる慢性抗体関連型拒絶反応(CAAMR)により移植腎機能廃絶となる症例が多く、この克服が長期成績の向上に必
要不可欠である。当研究では、CAAMRとなりうる患者を早期に発見する診断法の開発と発症のメカニズム解析す
ることを目的とした。
本研究で開発したリンパ球混合反応試験により、DSA陽性の腎移植患者ではドナーに対するCD4+ T cell特にTh1,
Th17細胞の反応が亢進していることを明らかにした。そして、臨床ではCAAMR診断に必須と考えられている腎生
検よりも早期にCAAMRを診断できる可能性を示すことが出来た。

研究成果の概要（英文）：Chronic active antibody-mediated rejection (CAAMR) induced by Donor-specific
 antibodies (DSAs) are the main cause of graft loss over time. We analyzed the T-cell alloantigen 
response via the DP in kidney recipients with DSAs (DSA+) or without DSAs (DSA－). A mixed 
lymphocyte reaction assay was implemented to assess the DP response. DSA+ patients showed 
significantly higher CD8+ and CD4+ T cell responses to donor cells than DSA－ patients. Furthermore,
 proliferating CD4+ T cells showed a marked increase in Th1 and Th17 responses in DSA+ patients than
 in DSA－ patients. In a comparison between anti-donor and third-party responses, the anti-donor CD4
+ T cell response was significantly lower than the anti-third-party response. In contrast, the 
donor-specific hyporesponsiveness was absent in DSA+ patients. Our study demonstrated that DSA+ 
recipients have a greater potential for developing immune responses against the donor tissues via 
the DP.

研究分野：移植免疫学、腎移植

キーワード： 移植免疫　腎移植　慢性抗体関連型拒絶反応　ドナー特異的抗体　早期診断　リンパ球混合反応　Tリン
パ球　ドナー特異的反応抑制

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したMLR試験は、これまで存在しなかったCAAMR早期診断法となり得る可能性を持つと思われる。そ
して、CAAMRの早期診断は、CAAMRが形成される前の治療介入を可能とし、CAAMR発症を予防または遅らせること
ができる可能性がある。
さらに、未だ正確な発症機序が不明なCAAMRにおいて、CAAMRを引き起こすDSAが直接認識経路を介したドナーに
対するCD4+ T cell、Th1、Th17の活性化に関与していることを示し、CAAMRの病態の解明に寄与する可能性があ
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年の腎移植は、免疫抑制剤の開発により、短期の移植腎生着率は著明に向上した。しかし、長期的
には慢性活動性抗体関連型拒絶反応(chronic active antibody mediated rejection: CAAMR)により移植
腎機能廃絶となる患者が多く、移植腎の長期生着が課題となっている。 
CAAMR は腎臓を提供したドナーに対する抗体、ドナー特異的抗体(Donor specific antibody: DSA)によ
り引き起こされる。しかし、CAAMR の正確な発症機序は未だに解明されていない。また、臨床の現場で
は移植腎生検が CAAMR の唯一の診断方法であるが、移植腎生検を行い CAAMR と診断した時点に
はすでに確立した治療法がないのが現状である。そのため、CAAMR となりうる患者を未然にもしくは可
能な限り早期に発見する診断方法の開発とその発症メカニズム解析が望まれる。 
 
２．研究の目的 
混合リンパ球反応試験は、臨床移植において急性T細胞性拒絶反応の診断に有用と報告されている。
直接認識経路を介した T cell の反応は、移植初期の急性拒絶反応に関与すると考えられてきた。しか
し、近年の研究では直接認識経路が移植臓器の慢性組織障害に寄与することが報告されている。本研
究では、従来の方法より感度高くレシピエントの T cell の反応の評価が可能なMLR試験を開発した。そ
して、MLR 試験を用い、CAAMR の直接認識経路を介した T cell の反応を明らかにし、CAAMR の早期
診断法を確立とその発症メカニズム解析することを目的とした。また、以前、我々はCAAMRの患者の尿
中 ORM1 濃度が正常群に比べ高いことを報告している。この尿中 ORM1 を用いて非侵襲的で簡便な
早期診断法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
対象は、生体腎移植を施行した 100 例。70 例が移植後安定した経過であり (stable 群)、30 例が DSA
陽性であった (DSA+群)。腎移植前の末期腎不全患者 (end stage renal disease: ESRD 群) 40 例をコン
トロールとした。対象患者の末梢血を採取し、末梢血単核細胞 (Peripheral Blood Mononuclear Cells: 
PBMC)に分離し回収した。分離した PBMC をそれぞれの表面抗原に対する抗体染色、細胞内染色を
実施し、FACSverse (BD Biosciences)を用い解析した。MLR 試験では、レスポンダーに分離した T cell
を用い実施した。レスポンダーをCFSEで染色し、スティミュレーターと5日間共培養した。抗体染色後、
CFSE による細胞分裂の程度を評価した。 
尿中バイオマーカーについては、腎機能が正常でDSAが陰性の 52例の尿サンプルの尿中ORM1を
測定し、2 年後以降に DSA 陽性となった群（5 例）と、DSA が陰性のままであった患者群（47 例）で比較
し、将来の DSA の発症が尿中 ORM1
の測定で可能かどうか検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 末梢血におけるリンパ球サブセット
の評価：ESRD群、stable群、DSA+群の
3 群における末梢血中リンパ球の比較
を行ったが違いを認めなかった。（図
1） 
 
(2) MLR によるドナーに対する T 細胞
の反応の評価： DSA+群は stable 群と
比べドナーに対する CD8 陽性 T 細胞 
(CD8 positive T cell: CD8+ T cell)の反
応に違いを認めなかったのに対し、
CD4 陽性 T細胞 (CD4 positive T cell: 
CD4+ T cell)の反応の亢進を認めた
（図2）。以上よりCD4陽性細胞の反応
をモニタリングすることにより、DSA
陽性患者の早期診断ができる可能性
が示唆された。 
 
(3) ドナーとサードパーティーに対する
反応の評価：ドナーに対する反応とサ
ードパーティーに対する反応を比較
し、stable 群では CD4+ T cell のドナー
特異的な反応の抑制を認めたが、
DSA+群では認めなかった（図 3）。こ
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の、ドナー特異的な反応の抑制は、免疫寛容を
誘導した移植患者で認めることが報告されている
が、免疫抑制剤を内服している臓器移植患者
において認めるかは一定の見解は得られてい
ない。免疫抑制剤内服下でも腎機能が安定し
ていれば、この現症を認め DSA 陽性になれば
この現症が失われることから、CD4 陽性細胞の
反応が DSA の発症に大きく関与している可能
性が示唆された。 
 
(4) ドナーに反応するCD4陽性細胞のサブセット
解析：DSA+群でドナーに対する CD4+ T cell の
反応の亢進が亢進していたことから、DSA+群に
おいてどの CD4+ T cell サブセットが活性化して
いるのかを検討した。結果、DSA+群では 1 型ヘ
ルパーT細胞 (type 1 helper T cell: Th1)と 17 型
ヘルパーT細胞 (type 17 helper T cell: Th17)の
ドナーに対する反応がstable群と比べ亢進してい
た(図 4)。また、末梢血においても検討したが
Th1,Th17 ともに、両群間に差は無かった。以上
より、DSA の産生、CAAMR の発症に CD4 陽性細
胞の中でも，特に Th1, Th17 が強く関与して
いることが示唆された。また、モニタリングには末梢血の測定では
不十分で、MLR を施行する必要があることも明らかになった。 
 
(5)早期診断の可能性についての検討： 
最後に、stable 群、DSA 群+を DSA+ without rejection 群と DSA+ with 
CAAMR群に分け、3群でCD4+ T cell、Th1、Th17 の反応を比較した。
ドナーに対する Th1 の反応は stable 群と比べ、DSA+ without rejection
群および DSA+ with CAAMR 群は共に亢進していた。Th1 が DSA+ 
without rejection 群ですでに反応が亢進していることから、MLR 試験
による Th1 のモニタリングは、CAAMR の早期診断法として有用である
可能性が示唆された (図 5)。 
 
(6)尿中 ORM1 測定による早期診断法の可能性の検討： 
腎機能が正常で DSA が陰性の 52 例の尿サンプルの尿中 ORM1 を測
定し、2年後以降にDSA陽性となった群（5例）と、DSAが陰性のままで
あった患者群（47 例）で比較したが両群間に有意な差は無く、尿中
ORM1 測定によって CAAMR を早期診断するのは困難であった（図
6）。 
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