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研究成果の概要（和文）：ラット小腸移植モデルを使用予定であったが、研究室移転のため、マウス小腸移植モ
デルへ変更した。新生仔マウス(C57BL/6j)の小腸を約1cm摘出し、レシピエント(ICR)の腹直筋と腹膜の間に移植
するモデルを作成した。移植後1週間の病理学的所見では、同種移植群では異種移植群と比較して、グラフトの
絨毛高は有意に高く、リンパ球浸潤も軽微であった。また、乳歯歯髄幹細胞(SHED)投与群のグラフトの絨毛も異
種移植群と比較して、有意に高く維持されており、リンパ球浸潤も軽微な印象であった。

研究成果の概要（英文）：At first, we planned to select the rat model of intestinal transplantation, 
however we had to change the animal to mouse model because of the laboratory change. About 1cm of 
the small intestine was obtained from a newborn of C57BL/6j mouse, and the intestine was 
transplanted as a graft into the abdominal wall of allogenic ICR mouse. All grafts were harvested 
and examined histologically one week after transplantation. The height of villus was higher and the 
degree of lymphocyte infiltration was more mild in autogenic transplantation group than allogenic 
transplantation group. Furthermore, the height of villus was significantly higher in SHED 
administration group than allogenic transplantation group, and the degree of lymphocyte infiltration
 tended to be mild in SHED group.

研究分野：小児外科学分野
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図2 
自然脱落する乳歯に
存在する歯髄組織を
細胞源に活用 

図 3 拒絶反応モデルへの投与方法： 
BNラット→LEWラットへ小腸移植を行い、拒絶
が発症する時点で SHEDを静脈内投与 

１． 研究開始当初の背景 
小腸移植では、移植後の拒絶反応が他臓器
の移植より起こりやすく、全身状態も重篤化
し易い。その理由として小腸自体リンパ組織
を豊富に含む臓器であることなどが挙げら
れる。小腸は再生力に富んでいるものの、拒
絶反応で一旦粘膜バリアが破壊されると、   
bacterial translocationは必発である（図１）。 

以上の機序から容易に拒絶反応と敗血症
という治療のベクトルが全く正反対な病態
を同時に生じてしまうことが、小腸移植後拒
絶反応の治療を大きく困難にしている主な
要因である。従って、小腸移植後の拒絶反応
およびそこから容易に発症してくる
bacterial translocationの制御のためには、
拒絶反応を抑える免疫抑制作用と脱落した
粘膜の再生誘導作用を通して敗血症の制御
を行う必要があると考えられる。 
 ヒト間葉系幹細胞（MSC：Mesenchymal 
stem cell）は、T細胞や B細胞、NK細胞、
抗原提示細胞といった免疫担当細胞の活性
を抑制することが知られ、例えば、GVHDに
対する治療として既に国内外で臨床試験が
行われている。また近年では臓器移植にも応
用され始め、小腸移植においても免疫抑制療
法として自己骨髄由来 MSC を安全に投与し
得たと報告された。また小腸粘膜の再生とい
う観点からも、小腸虚血再灌流障害や放射線
による粘膜障害を受けた小腸に MSC を投与
し粘膜再生が促進されたという報告も見ら
れている。MSC は炎症や障害を受けた部位
にホーミングする特性もあり、移植後、小腸
グラフトに投与した MSC が集積し留まるこ
とが示されており、
有効に機能するも
のと考えられる。
以上のことから、
免疫抑制と粘膜再
生という２つの側
面 を 併 せ 持 つ
MSC による治療

は小腸移植後の拒
絶反応の新規治療
戦略として大いに
期待できるもので
ある。 
 脱落乳歯歯髄間葉系幹細胞（SHED）は他
の間葉系幹細胞と同様に多分化能と高い増

殖能を持つだけでなく、細胞性免疫に不可欠
な HLA の発現が乏しいため、免疫寛容性が
高く、同種あるいは異種の移植も可能である
ことがマウスで確認された。すなわち、
SHED は細胞移植による再生医療に適した
特性を有すると考えらえる。乳歯は従来「捨
てる」ものであるため入手が容易であり、こ
れを用いた幹細胞のバンクを作り、必要に応
じて様々な細胞療法に利用できる。我々はす
でに SHED の細胞単離と増殖・分化誘導法
を確立している。 
 
２．研究の目的 
小腸移植は小腸不全患者に対する治療法
として技術的な確立はあるものの、他の臓器
移植と比較してその長期成績は極めて不良
である。その主たる原因は、慢性期における
予期不能な拒絶反応とそれに付随する
Bacterial Translocationである。作用機序の
異なる様々な免疫抑制剤を組み合わせて治
療を行う現在の治療法には限界があり、成績
向上のためには新たな治療戦略の確立が不
可欠である。先に我々は、乳歯歯髄から採取
した幹細胞(SHED)は多分化能と高い増殖能
を持つだけでなく、HLA の発現が乏しく幹
細胞移植療法の移植源として適した特性を
持つことを示してきた。SHEDは、他のMSC
で知られる調節性Ｔ細胞誘導による拒絶反
応に対する治療法として期待できる。本研究
は“薬剤抵抗性小腸移植片拒絶反応に対する
細胞治療法の確立”を目的とする。そこで、
拒絶モデルラット（BN ラット→LEW ラッ
ト）に対して小腸移植を行い、拒絶が発症し
た時点で、SHEDを投与して治療効果を判定
する。ステロイドや抗胸腺細胞グロブリン
（ATG）などの従来の免疫抑制剤と比較する
ことで治療効果を判定する。 

 
３．研究の方法 
(1) ラット小腸移植拒絶反応モデルの確立 
 ドナーは BN ラットを使用する。腸間膜動
静脈および門脈を温存しながら、小腸をトラ
イツ靭帯の方まで受動していき、トライツ靭
帯から 30cm 肛門側の小腸を切離しグラフト

図１ 拡大内視鏡所見： 
正常小腸グラフト粘膜（左） 
拒絶反応により著しく破綻したグラフト粘膜（右） 



図 4 小腸移植の血管吻合： 
動脈吻合（左） 静脈吻合（右） 

図 5 マウス小腸腹壁内移植： 
ドナー手術（上）  
レシピエント手術（下） 

図 6 移植後 1週間の病理学的所見： 
グラフトの病理学的所見（上）  
Image Jにおける絨毛高（下） 

を摘出する。グラフト摘出前にはヘパリン化
生理食塩水を全身投与する。 
 レシピエントは LEW ラットを使用する。レ
シピエントの腹部大動脈とグラフトの上腸
間膜動脈を端側吻合(8-0Nylon)し、レシピエ
ントの下大静脈とグラフトの門脈を端側吻
合(9-0Nylon)する。いずれも吻合は顕微鏡下
に行う。 
 グラフトの口側、肛門側の両方に人工肛門
を造設する。 
 
(2)拒絶反応に対するSHEDの治療効果の検討 
現在までの研究であれば移植後1週間から
2 週間で拒絶が発症する。再度このモデルで
拒絶反応を発症する時期を検討。発症時期に
合わせて、SHED を投与し、治療効果を検討す
る。 
 
４．研究成果 
(1) ラット小腸移植拒絶反応モデルの確立 
 動物は小腸移植モデルラット(BN ラット→
LEW ラット)を使用する予定であるが、小腸移
植は顕微鏡下に血管吻合を必要とし、手技の
習得が必要である。手技による死亡率に差が
出なくなるまでの修練が必要であり、そのた
め、まずは同種移植モデル（LEW ラット→LEW
ラット）で死亡率に差が出なくなるまで手技
を行う方針とした。 
動脈吻合は 8-0Nylon を用いた連続縫合で
行い、静脈吻合は 9-0Nylon の結紮縫合で行
った。 

 
 
 
 血管吻合の修練の途中で、研究室の改修に
伴う移転をすることとなった。そのため、移
転中は、実験室を変更する必要があった。ラ
ットを飼育可能な動物実験施設には顕微鏡
の持ち込みが困難な状態であった。そのため、
顕微鏡を使用しない、新たな小腸移植モデル
の作成が必要となった。 
 
(2)マウス小腸移植拒絶反応モデルの確立 
 顕微鏡下の血管吻合を施行できなくなっ
たため、血管吻合を必要としない小腸移植拒
絶モデルの作成が必要となった。以前の文献
では、胎仔や新生仔ラットやマウスの小腸を
皮下組織や腹壁、大網内、後腹膜などに移植
し、周囲からの血流増生にともない生着した
報告があったため、マウスモデルで施行する
こととした。まず、拒絶モデルが出来ている
か確認するため、異種および同種移植でグラ

フトの生着の有無を確認した。ドナーには新
生仔（1 生日）C57BL/6 を使用した。上部空
腸を 1cm 摘出し、内腔を生食でフラッシュし
た（図 5 上）。レシピエントは ICR マウスを
使用した。腹直筋を切開し、腹膜と腹直筋の
間の層を剥離して、摘出した空腸を留置して、
縫合した（図 5下）。 
  【ドナー】 

 
 
 
 
 
 
 

  【レシピエント】 

 
 
 
 
 1 週間後にグラフトを摘出し、生着の有無
を病理学的に評価。すると、異種移植におい
ては粘膜下層にリンパ球の浸潤を認め、絨毛
高が低下していた。一方、同種移植では絨毛
高はある程度維持されており、リンパ球の浸
潤も認めなかった（図 6上）。絨毛高を Image 
J で測定した結果、同種移植の方が異種移植
より高いという結果となった（図 6 下）。つ
まり、異種移植では拒絶が疑われる所見とな
り、マウス小腸移植拒絶モデルとして使用で
きる可能性が示唆された。免疫染色、血中お
よびグラフト中のリンパ球やサイトカイン
の評価は現時点では施行できておらず、今後
行う方針である。 
【異種移植】    【同種移植】 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 



図 7 移植後 1週間の病理学的所見： 
SHED投与群のグラフト病理学的所見（上）  
Image Jにおける絨毛高（下） 

(3) マウス小腸移植拒絶反応モデルに対す
る SHED の効果 
 (2)の方法で異種移植（C57BL/6 マウス→
ICR マウス）を行い、SHED の免疫調節能をま
ず調べるために移植時に SHED を外頚静脈よ
り静脈内投与した。1 週間後にグラフトを摘
出し、病理学的評価を行った。 
 異種移植群と比較して、絨毛高は維持され
ており、リンパ球の浸潤もない印象であった。
Image J で絨毛高を評価すると、異種移植よ
りも有意に高く、同種移植と同等であった。
症例数が少ないため、今後のさらなる検討が
必要だが、SHED による効果が示唆された。 
 
【異種移植 + SHED 投与】 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 今後は、免疫染色、血中やグラフト中のサ
イトカインやリンパ球の評価など検討を進
めていきたい。 
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