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研究成果の概要（和文）：本研究では、ニホンザルから摘出した肝臓を、自己肝臓を温存したブタ体内へ異所性
に移植し、肝グラフトが移植後7日間に渡って安定的に生着しうる可能性を示した。さらに移植後24時間の急性
期において、ニホンザルからブタへの移植では異種移植に特有な超急性拒絶反応が認められないことが確認され
た。免疫学的にもブタ体内にはニホンザルに対するDonor specific antibody(ドナー特異的抗体)が存在せず、
ニホンザルからブタへの移植が超急性拒絶反応を生じにくい組み合わせであると示すことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Our study showed that after auxiliary liver transplantation, the liver graft
 from Japanese monkey could survive 7days inside the pig body. Furthermore, we demonstrated that the
 signs of hyperacute rejection, which is specific in xenotransplantation were almost lacked in 
monkey to pig liver xenotransplantation within 24-hours after transplantation. This study also 
showed that donor specific antibodies against monkeys were absent in pigs i.e., the 
xenotransplantation from monkey to pig is an immunologically concordant combination. This suggests 
the possibility of the use of pig as an in-vivo bio reactor for liver regeneration.

研究分野：肝移植、異種移植、肝再生

キーワード： 肝移植　異種移植　肝再生　in vivo bioreactor

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ブタやサルといった大動物のレベルで、超急性拒絶反応を生じない、いわゆるconcordantな組み合わせを発見し
た報告はこれまでになく本研究の新規性の一つである。本研究結果を応用することで、ドナーから取り出した小
さな肝グラフトを異種動物である第1レシピエントへ移植し、大きい肝グラフトへと再生させた上で第2レシピエ
ントへ再移植する、つまり異種動物であるブタをin-vivo bioreactorとして利用した肝再生戦略の実用化に向け
た研究へとつながることが期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 

我が国において、生体肝移植は多くの患者の救命と社会復帰に貢献してきた。しかし、今なお

年間約 2,000 人近くの方々が、グラフト不足のために亡くなっている。生体肝移植は、肝臓が持

つ豊富な予備能と自己再生能力を前提として、部分肝での移植を行う。それでも通常は肝左葉ま

たは右葉といったサイズのグラフトが必要となり、ドナーにとっては大きな負担となる。 

異種動物の臓器を利用する異種移植は、このような問題の魅力的な解決策である。近年、国内

外で異種移植に関するガイドラインが作成され、その臨床応用が模索されつつある。しかしなが

ら異種移植では、超急性拒絶反応という課題があり、免疫抑制療法の進歩にも関わらず、異種臓

器の生着はごく短期間に限られてしまうのが現状である。 

これに対して我々は、「ドナーとなるヒトの肝臓を異種動物体内で再生させ、大きくした上で摘

出し、レシピエントに再移植」すれば、短期間の生着であっても異種移植の利点を活かせるので

はないかと考えた。すなわち、本研究課題の核心をなす問いは「異種動物を、ヒトの肝グラフト

を再生させる場=in-vivo bioreactor として利用することで、新たな異種移植医療を実現できな

いか」というものである。我々はラットに移植したハムスターの肝グラフトが、1週間で約 3倍

の重量に再生することを確認した。この結果を応用し「ドナーから取り出した小さな肝グラフト

を、異種動物である第 1レシピエントへ移植し、大きい肝グラフトへと再生させた上で、第 2レ

シピエントへ再移植する」ことができないかと考えた。つまり「異種動物であるブタを in-vivo 

bioreactor として利用する」という発想である。本研究ではドナーとしてヒトに近いニホンザ

ル、レシピエントにブタを用いた大動物での移植実験を行う。本研究の成果はドナー手術の安全

性や、グラフト不足といった問題に加え、得られた肝細胞を用いた創薬の分野にも貢献すると考

えられる。 

２．研究の目的 

本研究の包括的なコンセプトは「異種免疫の拒絶反応を抑制しつつ、短期間で肝グラフトを再

生させ、レシピエントに再移植する」という着想に基づく、新たな『異種移植』の可能性を検討

することにある。今回の研究ではその第一段階として、ニホンザルから摘出した肝臓がブタの体

内で安定的に生着し、異種移植に伴う超急性拒絶反応を回避しうるのかを検証することを目的

とした。 

３．研究の方法 

 本研究では将来的に、ヒトのごく小さい肝組織を異種動物の体内で再生させ、十分な大きさに

してから本来のレシピエントに移植するという工程を想定している。そのため今回の研究では、

レシピエントの肝臓を温存したままグラフトを移植する、肝異所性移植モデルを採用した(Fig. 

1)。移植手技の詳細は以下の通りである。 

① レシピエントとなるブタに術前 4 日前よりミコフェノール酸モフェチル 25mg/kg/day, タ

クロリムス(FK506) 0.2mg/kg/day を投与。 

② イソフルレンによる全身麻酔下にニホンザルより全肝を血管グラフト付きで摘出。 

③ 肝グラフトの下大静脈と門脈をそれぞれレシピエントの下大静脈・門脈と端側吻合。 

④ グラフトの肝動脈はレシピエントの腹部大動脈または脾動脈と吻合。 



⑤ 胆道は胆嚢-胆嚢吻合またはカテーテル外瘻。 

 上記モデルを採用し、以下 2つの段階(実験 1, 2)に分けて研究をおこなった。なお本実験に使

用したブタ（クラウン系ミニブタ）は鹿児島ミニブタ研究所より、ニホンザルは National 

Bioresource Project より購入。実験動物はいずれも特別な病原体フリーの環境下で the Guide 

for the Care and Use of Laboratory Animals prepared by the National Academy of Sciences 

and published by the National Institutes of Health (publication number 86-23, re- vised 

in 1985)に基づいて飼育された。ニホンザルのグラフト摘出に関わる人員は National 

Bioresource Project ニホンザルが主催する倫理講習会を受講した。 

実験１ 

 ニホンザルからブタへの肝異所性移植後(Monkey to Pig liver xenotransplantation, 以下 M 

to P LXT と略記)、麻酔を覚醒し術後 7日間のレシピエント及びグラフト生存を確認。移植後の

免疫抑制剤は術中に作成した胃瘻からミコフェノール酸モフェチル 25mg/kg/day, タクロリム

ス(FK506) 0.2mg/kg/day の投与を継続した。 

実験２ 

 ニホンザルからブタへの肝異所性移植に加え、ブタからブタへの肝異所性移植(Pig to Pig 

liver transplantation, 以下 P to P LT と略記)を施行。移植後は麻酔を覚醒しない状態で術

後 24 時間のバイタルサイン変化、及びグラフトに生じる拒絶反応について、当教室で以前に行

ったビーグル犬→ブタへの肝異所性移植(Beagle to Pig liver xenotransplantation, 以下 B 

to P LXT と略記)の結果とも比較しながら検討を行った。拒絶反応の評価には血清生化学検査や

組織所見(HE 染色)、抗 C4d 染色を用いた。抗 C4d 染色は Complement C4d Mouse anti-Human 

Monoclonal Antibody (LS-C140137 - LSBio C4d)を使用し avidin-biotin-peroxidase complex 

(ABC-Elite, Vector Laboratories, Burlingame, CA)法にて行った。 

実験３ 

さらにニホンザル→ブタ、ビーグル犬→ブタ、ブタ→ブタ間での拒絶反応の差を規定する因子

として Donor specific antibody (DSA)測定を行った。ニホンザル、ビーグル犬、ブタの全血か

ら分離したリンパ球に実験２で用いたブタの血清 50μL を加え 60分間 incubation。洗浄２回行

ったのちに FITC-conjugated Goat Anti-Pig IgG H&L (abcam 102134) or FITC-conjugated Goat 

Anti Pig IgM (BioRad AAI48F)で標識し BD Accuri C6 Flow Cytometer (Becton Dickinson, 

Mountain View, CA)にて測定を行った。 

４．研究成果 

実験１：M to P LXT 後 7 日間生存の検証 (Table 1) 

計 7 件の肝異所性移植術を行い、うち 2例(Case 2, 4)でレシピエントブタは 7日間生存が確



認され、残り 5 件ではレシピエントブタは移植後 24 時間以内に死亡した。7 日間生存した 2 例

のうち 1例(Case 2)は、門脈こそ閉塞していたものの動脈は開存しており、組織所見でも viable

な肝細胞が確認された(Fig.2, 3)。7日間の血液検査でも AST/ALT の値や末梢血中血小板数は安

定しており、本プロトコールにてニホンザルの肝グラフトはブタの体内で 7 日間生存可能であ

り、超急性拒絶反応を回避できる可能性が示された。移植後 7 日間生存した残り 1 例(Case 4)

については門脈動脈とも閉塞しグラフトは壊死に陥っていた。移植後 24 時間以内に死亡した 5

例については、移植直後はバイタルサインも安定し麻酔覚醒も良好であったものの、翌日までに

状態変化して死亡していた。なお翌日の剖検時には肝グラフトに拒絶の所見を認めなかった。こ

れら 5 例の死因を検証し、異種移植による超急性拒絶反応の評価を行う目的で以降の実験をお

こなった。 

実験２：肝異所性移植後 24 時間に生じる変化について 

M to P LXT (n=4), P to P LT(n=1)の結果を Table 2 に示す。M to P LXT では 4例中 2例(Case 

1, 2)が 24 時間生存に成功。残り 2例がそれぞれ移植後 12 時間で門脈閉塞により実験中断(Case 

3)と移植後 9 時間で血圧低下し死亡(Case 4)という結果であった。組織学的所見並びに C4d 染

色でもこれら 4個体の肝グラフトに超急性拒絶の所見は認められなかった。P to P LT ではレシ

ピエントは術後 24 時間生存に成功し、超急性拒絶の所見も認められなかった (Fig.4)。血液検

査では移植後の白血球数、ヘモグロビン値、血小板数において、M to P LXT、P to P LT 間で目

立った差は見られず、AST 値は P to P LT で、ALT 値は M to P LXT case 1 で顕著な増加が見ら

れた(Fig.5)。抗 C4d 染色では、ブタの腎メサンギウム細胞を利用して positive control と

negative control を作成し条件設定を行った。その上で M to P LXT case 2, 3, 4 及び P to P 

LT での肝異所性移植後のグラフトを同条件にて染色した。結果としては、M to P LXT では P to 

P LT と同様に C4d 陽性細胞は認められなかった(Fig.6)。 



当研究室では以前にビーグル犬からブタへの異所性肝移植を行った経験があるが(B to P LXT,

成果未報告)、その際は再灌流直後よりグラフトが黒色に色調変化し、レシピエントブタのバイ

タルサインも不安定となったため再灌流後 1時間で実験中断となりグラフトの摘出をおこなっ

た。レシピエントブタは移植後 13時間後に死亡した。摘出されたグラフトには広範な肝実質の

出血、類洞の拡張、門脈域の出血といった超急性拒絶に矛盾しない所見が認められた (Fig.7)。 

実験３：ニホンザル→ブタ、ビーグル犬→ブタ、ブタ→ブタ間での DSA 測定結果 

今回検証した 3種類の組み合わせのうち、ビーグル犬→ブタの組み合わせでは IgG, IgM 両クラ

スの DSA が認められた。一方ニホンザル→ブタの組み合わせはブタ→ブタの組み合わせでの結

果と比較して有意差はなく、この組み合わせにおいて DSA は検出されなかった (Fig. 8)。 
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