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研究成果の概要（和文）：小腸移植の長期グラフト生存率は不良である。成績不良の主因である拒絶反応の早期
診断法として、採血でグラフト障害を判定する定量的バイオマーカーとしてドナー由来のcell free-DNA(以下
cfDNA)を血中において測定し、臨床的拒絶反応の有無・程度との相関を観察する研究を行った。研究期間中に、
５例の新規小腸移植とすでに小腸移植を受けられた方を含めて12例の対象患者さんに対して368サンプルを採取
し、解析をおこなった。虚血再灌流障害の変化が鋭敏に捉えられ、急性期に発生した拒絶反応に相応してドナー
由来cfDNAの上昇が確認され、ドナー由来cfDNAは有用なバイオマーカとなることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The long term graft survival of intestinal transplant has been 
unsatisfactory due to an absence of sensitive biomarker to detect graft dysfunction. In this study, 
we assessed the diagnostic utility of donor derived cell free DNA to detect graft dysfunction 
secondary to various etiologies including acute cellular rejection. In the early after intestinal 
transplant, the large amount of ddcfDNA was detected in the recipient plasma which reflected the 
graft damage due to ischemic reperfusion injury. The rise in the level of ddcfDNA was observed in a 
patient with clinically diagnosed acute cellular rejection and the level was reversed to the 
baseline by the treatment for acute rejection. These findings indicate that ddcfDNA may serve as a 
sensitive biomarker to represent the graft integrity in intestinal transplantation.

研究分野：臓器移植

キーワード： 小腸移植　ドナー由来cell free DNA　次世代シーケンサー　一塩基多型

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
非侵襲的な血液バイオマーカーであるドナー由来cell free DNAは、遺伝子の違いを逆手に取った移植臓器なら
ではの新しいバイオマーカーであり、本手法が確立することによって小腸移植のみならず、血液マーカーのない
臓器移植（心臓・肺移植）においても現行のモニタリングに加えて新たな臨床情報をもたらすことが期待され
る。また、既存の血液マーカーが存在する臓器移植（肝臓・腎臓・膵臓）においても、拒絶反応診断において
ddcfDNAは従来マーカーより鋭敏、かつ早期に検出することが期待され、主要臓器移植に共通する新たなバイオ
マーカー研究の発展に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。
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１．研究開始当初の背景 

小腸移植は絶対的小腸長の欠損（短腸症候群）と機能的障害（腸管運動障害、吸収障

害、免疫学的障害など）に分類される腸管不全の患者に対して行われる唯一の根治的治療である。

我が国でも、2018 年 4 月に小腸移植の医療技術が保険収載され、今後小腸移植の臨床件数は増

加することが予測される。しかしながら小腸移植の成績は、移植後 1年の短期成績こそ 70−80％

と改善しているものの、5年のグラフト生存の割合は未だに 40-50％と低く、満足のいくもので

はない。（＊比較として、肝臓移植の5年生存率は約70-80%、小児肝移植に限定すれば約80-90%。）

小腸移植の成績不良の主因は、他の臓器移植に比して、高頻度かつ進行が早い拒絶反応の存在が

挙げられ、この拒絶反応をコントロールすることが重要である。拒絶反応コントロールのファー

ストステップはその早期診断でありますが、小腸グラフトの拒絶反応の診断には、内視鏡による

肉眼的サーベイランスと組織学的評価がひつようであり、内視鏡による観察と組織の採取は粘

膜のみに限られること、腎臓移植（血清 Cr)や肝臓移植(血清 AST/ALT)のように採血で判定可能

な拒絶反応の定量的バイオマーカーが存在しないため、早期診断が時に困難であるのが現状で

ある。 

 
２．研究の目的 

本研究の主目的は、小腸移植の成績改善において不可欠となる拒絶反応早期診断のた

めの新しいバイオマーカーとしてドナー由来の cell free-DNA（以下 ddcfDNA）を血中において

測定し、その値と臨床的拒絶反応の有無・程度の相関を観察することである。感度・特異度は臓

器によって異なり、正常値との境界をどこに設けるかを決定する。小腸移植における世界的なデ

ータは存在せず、ドナー由来の cfDNA 測定法も異なっております。従って、日本の小腸移植研究

会参加施設が共同で本邦における全ての小腸移植患者のデータを蓄積し、臨床データと付き合

わせ、ddcfDNA のグラフト障害診断の有用性について検証する。 

 
３．研究の方法 
小腸移植を受けられた患者さんから以下の基準で採血 5ml を行った。採血は各施設で Veritas の

cell-Free BCT チューブで採血し、そのサンプルを事務局である慶應大学に送付した。採血チューブは、

事務局からあらかじめ共同研究機関に送付された。 

 

(1) 検体処理方法 

専用の採血チューブで採血し、遠心分離したのち、血漿をエッペンドルフチューブで高速遠心し

血球成分を完全に除いた。その後、市販のキットを用い 1.8ml の血漿から 10-30ng の DNA を採

取した。日本人データベースから日本人で多型性の高い SNP を 300 箇所選定したプラットフォ

ームはすでに確立しているため、それらを用いてシーケンシングをおこなった。データ解析は

quality control を行って、これらのデータからドナー由来 DNA 比率を推定した。得られた値と

組織学的な拒絶反応の程度との相関や治療前後での変化を分析した。 

 

(2) 拒絶反応の診断 

小腸移植患者は、以下のプロトコールで内視鏡的粘膜生検を行った。 

0-1 month: 2-3 times / week 

1-3 month: 1-2 times / week 

4-6 month: 1-2 times/ 2 weeks 



6-12 month: 1-2 times / month 

 

小腸移植細胞性拒絶反応診断基準 

拒絶反応の程度 アポトーシスの数 混在する炎症の程度 

0 (no ACR) 

IND for ACR 

1 (mild ACR) 

2 (moderate ACR) 

3（severe ACR） 

<2/10 

<6/10 

>6/10 

アポトーシスの集簇、クリプトの脱落 

アポトーシスの集簇、広範囲クリプトの脱落 

なし 

Focal minimal 

Mild to focal moderate 

Moderate to severe 

Moderate to severe 

 
 
４．研究成果 
 

研究期間内に 12 名の登録があり、368 のサンプルを採取した。新規移植症例は 5例で
あった。（慶應義塾大学・国立生育医療研究センター・九州大学から検体が提供された） 
急性拒絶反応を認めた１例の臨床経過と ddcfDNA の推移を示す。移植後の適時サンプリングの
過程で、ddcfDNA の上昇が見られた。この上昇と一致して、内視鏡所見における絨毛所見の変化
とクリプトにアポトーシスが出現したことより、ddcfDNA が小腸移植における拒絶反応の診断に
有用であることが示唆された。 
非侵襲的な血液バイオマーカーであるドナー由来 cell free DNA は、遺伝子の違いを逆手に取
った移植臓器ならではの新しいバイオマーカーであり、本手法が確立することによって小腸移
植のみならず、血液マーカーのない臓器移植（心臓・肺移植）においても現行のモニタリングに
加えて新たな臨床情報をもたらすことが期待される。また、既存の血液マーカーが存在する臓器
移植（肝臓・腎臓・膵臓）においても、拒絶反応診断において ddcfDNA は従来マーカーより鋭敏、
かつ早期に検出することが期待され、主要臓器移植に共通する新たなバイオマーカー研究の発
展につながることが期待される。 
 
 

＜拒絶反応を認めた個体における ddcfDNA の推移＞ 
① 臨床的に拒絶反応を認めた時の内視鏡所見と組織学的所見 
② ①の所見後に拒絶反応治療を行なって、その後再び ddcfDNA が上昇した時の所見 
①②とも絨毛の極性に乱れがあり、組織学的にも陰窩にアポトーシスを認めた。 
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