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研究成果の概要：

生体肝移植術後 2週間目以降の FOXP3mRNA の発現は拒絶群で低い傾向にあり、移植後長期経

過後の FOXP3mRNA の発現は拒絶群で有意に低値であった。また、術後 1 ヶ月目の FoxP3+細胞の

ポピュレーションは非拒絶群に比べ、拒絶群で有意に低下していた。

以上より、FOXP3 陽性制御性 T 細胞のポピュレーションは肝移植後の免疫応答状態を反映し

ていると考えられ、そのモニタリングは免疫抑制療法の調節の指標となる可能性が示唆された。
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１．研究開始当初の背景

臓器移植後には原則として免疫抑制剤の

投与が終生必要不可欠であるが、免疫抑制剤

の大幅な減量あるいは、中止が可能である症

例が少なからず存在している。

臓器移植後の免疫抑制機構(免疫寛容)には

制御性T細胞が強く関与していると考えられ

ており、制御性 T 細胞の基礎研究において、

FOXP3 遺伝子が制御性Ｔ細胞のマスター遺伝

子であることが発見された。

我々はこの FOXP3 遺伝子に着目し、肝移植

臨床症例における FOXP3 遺伝子の発現とレシ

ピエントの免疫抑制状態の解析に基づいて、

FOXP3 遺伝子の発現、ポピュレーションのモ
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ニタリングによって免疫抑制剤療法の新た

なる治療戦略の確立が可能となるのではな

いかと考えた。

２．研究の目的

肝移植症例における CD4+CD25+制御性Ｔ細

胞のポピュレーションと FOXP3遺伝子の発現

性の解析を行い、FOXP3 遺伝子の発現性やポ

ピュレーションをモニタリングすることに

より、より安全性の高い新たなる免疫抑制療

法の治療戦略、特に安全な免疫抑制剤の減量、

中止プロトコールの確立を目的とした。

３．研究の方法

CD4+CD25+制御性 T 細胞のポピュレーショ

ン：生体肝移植患者において、移植前後で末

梢血を採血し、末梢血単核球を比重分離法に

て分離した。肝機能異常症例、拒絶反応発症

症例、免疫抑制剤減量、中止症例などについ

てはその状況に応じて適宜採血を行った。蛍

光色素にて標識された抗体を用いて細胞表

面抗原 CD4、CD25 の染色を行い、フローサイ

トメーターにて分析した。

FOXP3 遺伝子の発現性：単核球から RNA を

抽出し、逆転写酵素を用いて cDNA を作成し

た。FOXP3 及び 18s rRNA のプライマー、プ

ローベ、PCR 用の試薬を用いて real time PCR

を行った。FOXP3 の mRNA 量の評価としてΔΔ

Ct 法を用いて fold induction を求めた。

移植後一度も拒絶のなかった群を非拒絶

群、一度でも拒絶のあった群を拒絶群とし、

患者を拒絶群と非拒絶群に分け、FOXP3 mRNA

の発現、CD4+CD25+陽性制御性 T細胞のポピュ

レーションについて比較検討した。
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なお、2008 年度からは細胞内染色により

FOXP3 陽性細胞のポピュレーションの測定が

可能となったため、測定方法を FOXP3 mRNA

からフローサイトメーターによる FOXP3 陽性

細胞のポピュレーション測定に変更した。

FOXP3 陽性制御性 T 細胞のポピュレーショ

ン：生体肝移植患者において、移植前、移植

後 1 ヶ月、移植後 6 ヶ月で末梢血を採血し、

末梢血単核球を比重分離法にて分離した。

蛍光色素にて標識された抗体を用いて細

胞表面抗原 CD4、CD25の染色を行い、続いて、

核内蛋白 FOXP3 を細胞内染色法にて測定し、

フローサイトメーターにて分析した。

FOXP3 陽性制御性 T 細胞のポピュレーショ

ンについても、移植後一度も拒絶のなかった

群を非拒絶群、一度でも拒絶のあった群を拒

絶群とし、患者を拒絶群と非拒絶群に分け、

比較検討をおこなった。

４．研究成果

生体肝移植術後早期の患者における

FOXP3mRNA の発現の経時的変化では、非拒絶

群、拒絶群ともに術後 1 週目に一過性の上昇

がみられ、術後 2 週間目以降は拒絶群で非拒



絶群より低い傾向にあった。

CD4+CD25+制御性Ｔ細胞のポピュレーショ

ンではそのような傾向はみられなかった。
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移植後長期経過症例において、CD4+CD25+制

御性Ｔ細胞のポピュレーションと FOXP3mRNA

の発現を非拒絶群と拒絶群で比較すると、

FOXP3ｍRNA の発現は拒絶群で有意に低値で

あった。CD4+CD25+制御性Ｔ細胞のポピュレー

ションでは両群に差はみられなかった。
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次に測定方法を細胞内染色によるFOXP3+制

御性 T細胞のポピュレーションに変更し、移

植後長期の経時的変化を観察した。

FOXP3+制御性 T 細胞のポピュレーションを

非拒絶群、拒絶群で比較すると、移植術後 1

ヶ月目のFOXP3+細胞のポピュレーションは非

拒絶群に比べ、拒絶群で有意に低下していた。
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FOXP3mRNA 又 は 蛋 白 は 活 性 化 し た

CD4+CD25-T 細胞や CD8+ T 細胞でも一過性に発

現し、この発現は制御機能と無関係と報告さ

れており、移植後 1 週間目の FOXP3ｍRNA の

一過性の上昇は、移植手術の侵襲によるリン

パ球の活性化を反映していると思われ、この

一過性の上昇は免疫抑制状態を反映してい

るのではないと考えられた。

術後 2 週間目以降の FOXP3mRNAの発現は非

拒絶群に比べ、拒絶群で低い傾向にあり、移

植後長期経過後の FOXP3mRNA の発現は拒絶群

で有意に低値であった。

術後の安定した状態での測定は個々人の

免疫状態を反映している可能性があり、

FOXP3mRNA は移植後急性拒絶の予測因子とな

り得る可能性が考えられた。

FOXP3+制御性 T 細胞のポピュレーションで

は術後 1 ヶ月目において、非拒絶群に比べ拒

絶群で有意に低下していた。この要因として、

拒絶反応に対する反応として末梢血中の制

御性 T細胞が組織へ移行したため、結果とし

て末梢血中の制御性 T細胞が低下した可能性

や、逆に末梢血中の制御性 T 細胞の低下が拒

絶反応を惹起した可能性も考えられた。



以上より、FOXP3mRNA の発現や FOXP3+制御

性 T細胞のポピュレーションは肝移植後の免

疫応答状態を反映していると考えられ、その

モニタリングは免疫抑制療法の調節の指標

となる可能性が示唆された。
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