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研究成果の概要（和文）：当院原発性胆汁性胆管炎（PBC）は、初診の9.7%で、73%が移植希望し、38%に生体肝
移植を実施、46.4%が脳死待機した。待機中51.2%が死亡、20.5%が脳死肝移植に至り、移植後成績は良好だっ
た。また、ヒト化マウス皮膚移植モデルをNOD/SCID/IL-2Rg-/-(NSG)またはBALB/c Rag2-/- IL-2rg-/-（BRG）マ
ウスで試み、NSGはGr-1抗体無しで拒絶する一方、BRGは皮膚移植片を生着させ、これにヒト末梢血白血球
（PBMC）を投与すると拒絶した。更にPBC肝移植例のPBMCをヒト化マウスに投与すると、肝障害がみられた。PBC
の病態に免疫の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified that the prevalence of primary biliary cholangitis (PBC) among
 the visiting patients in our transplant unit was 9.7%. Of them, 27.8% received living donor liver 
transplantation (LT), and 33.9% was listed in the waiting list for deceased donor LT. The waiting 
list mortality was 51.2%. Deceased donor LT was performed in 20.5%. The favorable post-LT outcome 
was achieved. 
 To establish humanized mouse model, human skin grafts were transplanted to NOD/SCID/IL-2Rg-/- (NSG)
 and BALB/c Rag2-/- IL-2Rg-/- (BRG) mice. Although the skin grafts could not be accepted without 
anti-Gr-1 antibodies in NSG, BRG accepted skin grafts. In addition, BRG mice could reject the 
accepted skin grafts by reconstitution with human peripheral blood mononuclear cells (PBMC).
 To observe the role of immunity in PBC, PBMC isolated from the patient suffering from severe PBC, 
were reconstituted in humanized mouse. We identified the liver injuries in the mouse suggesting the 
immunity affects disease onset.

研究分野： 移植免疫

キーワード： 原発性胆汁性胆管炎　肝移植　ヒト化マウス　皮膚移植

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
原発性胆汁性胆管炎(PBC)に代表される胆汁うっ滞性疾患は未だに原因不明の病態であり、その病態解明が待た
れている。本研究では直近のPBCに対する肝移植の頻度、脳死肝移植による救命、社会復帰の成績を明らかにし
た。本邦では世界に比べて脳死ドナー不足が顕著であり、脳死ドナー待機中死亡が高率であることが示され、こ
の対策が喫緊の課題であることが浮き彫りとなった。加えてその病態についてヒト化マウスによる免疫関与の可
能性を示した。本研究が病態解明の足がかりとなる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
肝移植を必要とする末期肝不全の原因疾患は近年、疾患分布が変化している。これまで末期肝不
全の主原因であった C 型肝硬変が、新規抗ウィルス薬により根治可能となり、非アルコール性
脂肪肝炎、原発性胆汁性胆管炎（PBC）、原発性硬化性胆管炎(PSC)が末期肝不全の原因疾患と
して年々増加している。特に難治性疾患である PBC、 PSC の原因は不明で、肝移植後の再発も
問題である。PBC には、治療抵抗性の予後不良症例があり、一旦増悪すると肝移植なしでの長
期予後は望めない。当科では MELD スコア 18 以上の進行症例は極めて予後不良であり、早期
肝移植の必要性を報告してきた。また抗ミトコンドリア抗体の診断への有用性や、自己免疫性肝 
炎との Overlap、移植後再発もみられることから、PBC の病態に免疫の関与が疑われている。
更に臓器移植後の長期成績に関わる慢性拒絶反応も抗体を中心とした免疫の関与が疑われてい
る。近年、感度・特異度の高い Luminex 法による抗 HLA 抗体の臨床検査が可能になり、保険
収載もされたことからドナーHLA に特異的に結合する抗ドナーHLA 抗体と慢性拒絶反応との
関連が注目されている。研究代表者の後藤らは移植肝グラフトに線維化の進行がみられる症例
に血清中の高力価抗ドナーHLA 抗体の発現を認めることを報告した (Fukasaku Y, Goto R, ア
メリカ移植学会 2015)。加えてヒト化マウスの研究手法を用いて、抗 HLA 抗体と冷阻血時間と
の関連についても明らかにした(Goto R, Transplantation 2013)。  
上記に示したように難治性肝疾患、移植後慢性拒絶反応は原因究明、新規治療法の開発が急務

だが、ヒト免疫に特有な病態であり、十分な基礎的な研究が進んでいない。ヒト化マウスはヒト
免疫細胞を免疫不全マウスに移入し、ヒト免疫反応をマウス体内を借りて観察する新しい免疫
学的実験ツールである(Issa F, Goto R, Transplantation 2010)。このヒト化マウスにヒト組織を
移植する研究モデルは Oxford 大学の移植免疫グループを中心に発展してきた。研究代表者の後
藤、分担者の財津は Oxford 大学でヒト化マウスを用いた研究に従事した経験がある(Zaitsu M, 
JCI insight 2017)。またヒト化マウスでは骨髄、脾臓内にヒト B リンパ球が生着、ヒト抗体を
産生することから、抗体関連の免疫機序の解明が可能である。  
 
２．研究の目的 
難治性胆汁うっ滞性疾患の病因と、移植後の慢性拒絶反応やグラフト線維化症例における抗体
を中心とした免疫の関与を明らかにし、機序と治療法を探索する。 
 
３．研究の方法 
(1) 1997 年 9 月〜2019 年 10 月の期間に当院移植外科を肝移植目的に紹介された症例 1186
例、また同期間に肝移植を実施した症例を対象に胆汁うっ滞性疾患である PBC の頻度、移植成
績、移植別の対象疾患の違いなど比較検討した。 
(2) 抗 HLA 抗体の発現がみられた肝移植後の症例から血清を採取し保存した。抗 HLA 抗体の
発現時期を検討するため移植前の保存血清の抗 HLA 抗体を測定した。HLA 抗体測定は
Labscreen single antigen beads 法（One Lamda Inc.）を用いた。 
(3) 免疫不全マウスに NOD/SCID/IL-2Rg-/-（NSG）マウス、BALB/c Rag2-/- IL-2rg-/- 
(BRG)マウスを用いてヒト化マウスの作成を検討した。ヒト皮膚は十分な informed consent に
て同意が得られた皮膚移植を必要とする症例の大腿から採取された皮膚グラフトのうち、臨床
で使用しなかった余剰皮膚を提供頂いた。ヒト皮膚は約 1cm2 をマウスの胸背部に移植し、7-0 
Maxon(Covidien, Japan)にて連続縫合した。移植後バンデージにて 1 週間皮膚グラフトを保護
した。皮膚グラフトは拒絶反応により 90%以上壊死した時点を graft loss と判断した。 
(4) 本研究に同意を頂いた PBC 症例の PBMC を末梢血から採取し、フィコールにてリンパ球を
分離した後、2.5x106 のヒトリンパ球を NSG マウスに i.p.投与した。 
  
４．研究成果 
(1) 対象となる胆汁うっ滞性疾患のう
ち、原発性胆汁性胆管炎(PBC)の当院で
の受診状況と肝移植の実施、その予後に
ついて調査した。1997 年―2019 年の当
院に初診した成人症例 1186 例のうち
115 例（9.7%）が当院を紹介受診し、う
ち 84 例が移植を希望、32 例が生体肝移
植に至り、39 例の脳死待機リストへの
登録がなされた。脳死待機リストへの登
録症例は、20 例が待機中死亡となり脳
死肝移植に至ったのは 8 例のみであっ
た（図 1）。肝移植に至った生体、脳死肝
移植を比較すると、移植前の因子は血清
総ビリルビン値、MELD はいずれも脳



死肝移植症例が有意に
高値であった（図 2）。
術後成績は有意差はな
いものの脳死肝移植が
生体肝移植に比べ良い
傾向であった（図 3）。
この解析結果を 2019
年 10 月に開催された
日本移植学会にて報告
した。 
(2) 肝移植後にドナー
に対する抗 HLA class 
II 抗体の発現が確認さ
れた症例 14 例から血
清を採取し保存した
（研究計画について
IRB の 承 認  #017-
0104、本人承諾済み）。
また研究に際し、移植
後 de novo 発生であることを明らかにする
ために移植前 HLA 抗体を測定したが、そ
の結果を用いて移植前抗ドナー抗体のリス
ク因子を解析し、グラフトサイズが重要で
あること、グラフト不全となった移植前抗
ドナー抗体陽性症例は Labscreen の測定で
DSA-MFI が有意に高いことを明らかにし
た（図 4）。この結果を 2019 年に開催され
た日本肝胆膵外科学会で報告し、論文に報
告した(1)。また de novo で発生する HLA
抗体についても、血清採取に伴う検査デー
タを利用して解析し、de novo ドナー抗体
のうち MFI 値が 9000 以上と高値である症
例に線維化進行がみられることを見出し
（図 5）、特に線維化進行を伴う抗ドナー抗体陽性
（MFI9000 以上）はグラフト年齢が高齢であるこ
とを明らかにした（図 6）。この研究成果は 2019 年 
日本消化器外科学会、2021 年 肝移植学会、2021
年 日本移植学会で報告した。 
(3) ヒト化マウス皮膚移植モデルをヒトの免疫構
築に優れた免疫不全マウスである NOD/SCID/IL-
2Rg-/-（NSG）マウスを用いて検討した。その結果
NSG マウスにヒト皮膚を移植すると獲得免疫を
持ち合わせていないにも関わらず拒絶反応が生じ
た(n=4、図 7A  no treatment 群)。これは以前の
報告（Kenney L., Am J Transplant 2017）でも示
されているように Gr-1 陽性の自然免疫が関与し
ている可能性があった。そこで抗 Gr-1 抗体を投与
したところ、マウスの反応によるヒト皮膚移植片
の拒絶は制御された（図 7 抗 Gr-1 抗体 4−5 日毎
または 7-8 日毎）。また他の種類の免
疫不全マウスである BALB/c Rag2-
/- IL-2rg-/- (BRG)マウスではヒト皮
膚移植片は拒絶されず（図 7B no 
treatment 群）、このマウスに皮膚グ
ラフトと異なるヒト由来の PBMC
を構築した場合、中央値 27 日で拒絶
反応が生じることが確認された。 
(4)ヒト PBMC を NSG マウスに i.p.
するとマウス内に免疫が構築される
ことを確認した。また肝移植後の症
例から採取した PBMC も NSG マウ
スに構築可能であることを明らかに

⽣ 体 (n=32) 脳死 (n=8) P
性別 (女性） 26 (81.2%) 6 (75%) n/a

年齢 (歳) 51.3 (40.3-70.0) 47.8 (36.1-58.5) 0.27

BMI 22.4±2.7 22.6±5.8 0.84

血小板 (/µl) 12.1±6.8 11.3±7.1 0.54

T-bil (mg/dl) 19.4±11.4 35.9±14.3 *0.0068
PT (s) 16.2±2.8 18.6±4.1 0.22

sCre (mg/dl) 0.7±0.4 2.7±3.0 0.092

AMON (mg/dl) 96.4±51.9 55.1±46.1 0.057
ALP (U/L) 529.2±242.8 618±227.8 0.47

Child pugh 10.6±1.4 11.9±1.6 0.071

MELD 17.5±6.7 32.4±6.7 ***0.0004

脾臓径 (cm) 13.5±2.7 15.6±3.2 0.068

⼿ 術時間 (分) 956.7±272.9 710.7±139.1 **0.0031
出血量 6560±5391 8268±4632 0.23

摘出肝重量 1337.4±468.5 1493.0±490.6 0.64

CIT 62.8±46.4 538.3±190.4 ***0.0001
WIT 46.2±13.4 41.8±11.1 0.47
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した。この構築された PBMC を用
いて免疫モニタリングを行うこと
で、臨床の免疫抑制剤内服状態で
は確認できない、患者本来の免疫
状態が観察できる可能性を示し、
これを論文報告した(2)。続いて、
PBC に対し肝移植を実施し術後
再発が疑われる症例の PBMC を
ヒト化マウスに投与し、肝病変の
有無を観察した。PBC のヒト免疫
がヒト化マウスに構築されたこと
を、マウス末梢血のヒト CD45 陽
性細胞の存在(1%以上)で確認し
た。このマウスの肝組織病理像で、
胆管周囲に浸潤する芽球化したリンパ球が存在することを確認した（図 8）。 
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線維化軽度

N = 8
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線維化軽度

N  =  1 4

H ig h  M FI  
線維化（ ＋）

N = 7
P

男性 5 (62.5%) 5 (35.7%) 4 (57.1%) 0.51

移植時年齢 2.1 (0.6-14.2) 1.2 (0.5-16.2) 2.2 (1-5.5) 0.67

ド ナー年齢 32.5 (28-55) 32 (26-67) 44 (28-63) 0.10

グラ フ ト 年齢 45.6 (39-70) 39.9 (33-69) *57.3 (47-78)
*0.0022 vs. 
Hi MFI 線維軽

ド ナー ⺟ /⽗ /祖⺟ 3(38%) / 4(50%) / 1(13%) 7 (50%)/6 (43%)/ 1 (7%) 2(29%)/3(43%)/2 (29%) 0.38

BA/劇症/その他 7(88%) / 0 / 1(13%) 10 (71%) / 0 / 4 (29%) 4(57%) / 3 (43%) / 0 0.08

GvSv (%) 56.4± 16.2 *92.0± 22.6 77.9± 19.1 *0.0051 vs. 
Lo MFI

CIT (min) 89.0± 86.2 94.5± 53.4 43.2± 27.2 0.24

DQ+DR/DQ/DR 4(50%) / 4(50%) / 0 3(23%)/9(64%)/2(15%) 6 (86%) / 1(14%)/0 *0.038

Sum 13,082± 7,989 *52,745± 26,905 *59,640± 30,349 *<0.003 vs. 
Lo MFI 

DSA 

DSA-MFIと 肝グラ フ ト 線維化図6 .  

図7. ヒト化マウス皮膚移植モデル
A Human skin to NSG mice Graft survival (days)

No treatment 18, 20 , 23 , 27 
αGr-1 Ab i.p. every 4-5 days 45 , >100
αGr-1 Ab i.p every 8-10 days 11, >100

※

※

※ Death with functioning graft

B Human skin to BRG mice Graft survival (days)
No treatment >100 , >100 , >100
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