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研究成果の概要（和文）：本研究は、臓器移植領域の各種免疫抑制剤が SARS-CoV-2 ゲノム複製へ与える影響に
ついて、in vitro SARS-CoV-2感染システムを用いて解析し、mTOR阻害剤や核酸合成阻害剤にはSARS-CoV-2ウイ
ルスの増殖を抑制する効果を認めた。また術後T細胞抗ドナー応答評価の結果Covid感染による臓器移植後の抗ド
ナーＴ細胞応答に大きな影響は見られず、免疫モニタリングによって免疫抑制療法が維持できると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the effects of various immunosuppressive agents 
in the field of organ transplantation on SARS-CoV-2 genome replication using an in vitro SARS-CoV-2 
infection system and found that mTOR inhibitors and nucleic acid synthesis inhibitors had an 
inhibitory effect on SARS-CoV-2 virus replication. The results of post-operative T-cell anti-donor 
response evaluation in kidney transplantation showed no significant effect of Covid infection on 
anti-donor T-cell response after organ transplantation, suggesting that immunosuppressive therapy 
can be maintained through immune-monitoring.

研究分野：移植免疫学

キーワード： 臓器移植　SARS-CoV-2　免疫抑制剤　T細胞応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　臓器移植後の免疫抑制療法において、ウイルス感染症を合併する場合では、拒絶反応の予防・治療目的で使用
される免疫抑制剤がウイルスの複製を増長することが懸念され、必要最小限の免疫抑制療法を実施することが重
要と考えられる。免疫抑制剤と抗ウイルス薬は、薬物相互作用の可能性を含むため、免疫抑制剤の減量を要する
ことが多い。しかし、抗ドナー応答と抗ウイルス応答Ｔ細胞クローンは異なるため、不用意な免疫抑制剤の減量
は拒絶反応を誘発する危険性を孕む。適切な免疫モニタリングの実施により、免疫抑制管理をされている他の疾
患（自己免疫性疾患など）にも適用できる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 COVID-19 のパンデミックは、移植医療においても世界的に多大な影響を与え、免疫抑制治
療を受けている臓器移植患者に SARS-CoV-2 が感染した場合、急激に重症化する危機的状況が
諸外国から報告された。また、ドナー由来の SARS-CoV-2 の伝播が現時点で否定できないこと
から、患者管理で慎重な対応が求められている。さらに、複数の臨床報告により SARS-CoV-2感
染に伴い生体内で産生される過剰なサイトカイン（IL-6, TNF-αなど）が重症呼吸障害に関与す
る可能性が指摘されている。SARS-CoV-2 に感染した移植レシピエントでは、抗ウイルス免疫
応答の回復を意図して免疫抑制薬の減量・中止が行われるのが一般的である。しかし、SARS-
CoV-2 感染に誘発される重症肺炎の病態が cytokine storm syndromes であることから、副腎
皮質ステロイドなど炎症性サイトカイン産生を抑制する免疫抑制薬の減量はむしろ慎重である
べきとの見解もある 。患者管理には慎重な対応が求められるが、免疫抑制薬による管理法や重
症化のリスク因子については定まった見解がない。一方、SARS-CoV-2 感染後の重症化におい
て、制御性 T細胞（Treg）における FoxP3の誘導が阻害される場合には免疫制御が働かず、過
剰免疫反応によるサイトカインストームとの関連が指摘されている。 
 
２．研究の目的 
 現在、臓器移植で使用される免疫抑制薬の中には、抗ウイルス効果を期待できる薬剤が存在す
るものの、SARS-CoV-2のゲノム複製にいかに影響するかに関しては、調べる限り報告がない。
これまでに、2003 年に流行した重症急性呼吸器症候群 severe acute respiratory syndrome 
(SARS) の病原体として同定されたコロナウイルス （SARS-CoV）のゲノム複製がイムノフィ
リン経路に依存することが解明され、細胞株における SARS-CoV、HCoV-NL63、および HCoV-
229E の複製をカルシニューリン（CN）阻害剤の tacrolimus が有意に抑制した報告がある。
また、mTOR 阻害薬の everolimus などは mTORC1 を阻害することによってオートファジー
を誘導し、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）の増殖を抑制することが報告されている。そこで、本
研究では、臓器移植領域の各種免疫抑制剤が SARS-CoV-2 ゲノム複製へ与える影響について、
in vitro SARS-CoV-2感染システムを用いて解明する事、SARS-CoV-2感染患者に対して、抗ウ
イルス効果の観点から調整した免疫抑制療法を行う場合、免疫制御機能が移植臓器の生着に必
要十分であるか否かを、我々の開発した carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 
(CFSE) 細胞質染色とマルチパラメーターフローサイトメトリーを応用したリンパ球混合試験
（MLR）を用い解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 1)  SARS-CoV-2 培養系を用いた各種免疫抑制薬のウイルスゲノム複製に対する影響の解明 
 分担研究者である坂口ら（広島大学ウイルス学）は、SARS-CoV2/JP/Hiroshima-46059T/20202020
株をVeroE6/TMPRSS2細胞株への感染させることに成功し、RNAウイルス量をRT-qPCRで定量化、
細胞内のウイルスタンパクをウエスタンブロッティング法で検出する解析法を報告した
（Kitagawa H, et al. Am J Infect Control 2020）。この解析系を利用して、臓器移植後に使
用する各種免疫抑制剤の①カルシニューリン阻害剤（tacrolimus, cyclosporine）、②ステロイ
ド（methylprednisolone）、③プロテアソーム阻害剤（bortezomib）、④mTOR 阻害剤
（everolimus,rapamycin）、⑤核酸合成阻害剤（mycophenolate mofetil: MMF）について、あら
かじめ細胞に免疫抑制剤について、各々臨床的有効濃度を振って添加させた後に、ウイルスを加
え培養上清中に産生されたウイルス量を RT-PCR で、細胞内に存在するウイルスの N蛋白質をウ
エスタンブロッティングで評価した。 
2) SARS-CoV-2 感染患者に対する抗ウイルス効果の観点から調整した免疫抑制療法の評価 
 臓器移植症例において、Covid 感染症例と非感染症例における抗ドナー応答性について解析し
た。また、Treg のマスター遺伝子である FOXP3 遺伝子多型を同時に解析し、FOXP3 遺伝子多型と
の関連について評価した。 
 
４．研究成果 
1)  SARS-CoV-2 培養系を用いた各種免疫抑
制薬のウイルスゲノム複製に対する影響の
解明 
① カル シニューリン阻害剤の結果
cyclosporine （ CyA ） ） お よ び
tacrolimus(FK506)については、免疫抑制剤
を添加していないコントロールに比べ、臨
床有効濃度において、ウイルスのゲノム RNA
量、タンパク量共に変化を示さず、ウイルス
に対して増殖/抑制いずれも影響を認めな



かった。 
 
②ステロイド（methylprednisolone）、③プロテ
アソーム阻害剤（bortezomib）の添加でも、CNI
と同様にコントロールと比較して、臨床有効濃
度において、ウイルスのゲノム RNA 量、タンパ
ク量共に変化を示さず、ウイルスに対して増殖
/抑制いずれも影響を認めなかった。高濃度で
は、ウイルス量がわずかに増加する結果を認め
た。 
 
④mTOR 阻害剤の結果 
 mTOR 阻害剤は、mTORC1 を阻害することによっ
てオートファジーを誘導し、ヒト免疫不全ウイ
ルス（HIV）の増殖を抑制することが報告されて
いるが、SARS-CoV-2 培養系を用いた解析では、
Everolimus は、各添加濃度において、本実験系
では、ウイルス増殖/抑制において影響を認めな
かった。一方、Rapamycin では、コントロールに
比べ 0.1μg/ml からウイルスゲノム RNA 量の減
少を示し、軽度の抑制効果があることが示唆さ
れた。 
 
⑤ 核酸合成阻害剤である mycophenolate 
mofetil(MMF）では、10ng/ml から濃度依存性に
ウイルス増殖抑制効果を示し、1000ng/mlでは強
い抑制効果を認めました。なお、この MMF によ
るウイルス抑制効果と臨床的に COVID に対して
使用されている他の薬剤と 10μM の濃度で比較
すると、レムデシベルほどの強い効果はないも
ののイベルメクチンやナファモスタットと同等
あるいはそれよりも強い抑制効果を示している
ことが分かった。 
以上の結果より、臓器移植に使用される免疫抑制剤において感染細胞株を用いた in vitro の
検討では、MMF および mTOR 阻害剤は抗 SARS-CoV-2 抑制効果を示し、臨床における免疫抑制管理
に有効である可能性が示唆された。その他の免疫抑制剤においては SARS-CoV-2 に対して増殖促
進等は認めなかった。 
 
2) SARS-CoV-2 感染患者に対する抗ウイルス効果の観点から調整した免疫抑制療法の評価 
 臓器移植後の免疫抑制療法では、患者個々の免疫応答の
客観的評価の上で調整し得るプロトコールは未だ確立さ
れていない。特にウイルス感染症を合併する場合では、拒
絶反応の予防・治療目的で使用される免疫抑制剤がウイル
スの複製を増長することが懸念され、必要最小限の免疫抑
制療法を実施することが重要と考えられる。我々は、免疫
モニタリング法として CFSE-MLR assay を臨床導入してき
た。研究期間において、臓器移植後 Covid 感染となった腎
臓移植７症例について CFSE-MLR アッセイを用いて抗ドナ
ー応答性を解析した。術後感染を認めた７症例において
Covid 感染前の CFSE-MLR による抗ドナー(D)および抗サー
ドパーティ(T)に対する Stimulation Index は CD4T 細胞
（D:2.36±1.86vsT:2.91±2.17),CD8T 細胞（D:2.65±
2.22vs4.86±4.82),CD19Ｂ細胞（D:4.02±3.19vs1.92±
0.54)であり、免疫抑制状態に大きな変化は示さなかった。
また、SARS-CoV-2 感染後の重症化において、制御性 T細胞
（Treg）における FoxP3 の誘導が阻害される場合には免疫
制御が働かず、過剰免疫反応によるサイトカインストーム
との関連が指摘されていることから、FoxP3 の遺伝子多型
(3279 A/C)を解析したが、特徴的な所見は得られなかった。
今後症例の蓄積が必要と考える。 
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