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研究成果の概要（和文）：ラット肝臓移植モデルを用いて研究を進めた。移植の手技は、鎌田法(Cuff法)にsplint法で
肝動脈再建法を行う方法が簡便であった。この肝動脈再建により虚血再灌流障害や拒絶反応を抑制し、長期に移植肝臓
を生着させた。肝臓移植での急性抗体関連型拒絶反応は、微小血管の内皮細胞障害と血栓形成や細胆管上皮細胞や肝細
胞の変性、壊死に特徴づけられ、慢性抗体関連型拒絶反応はIgGの沈着を伴う慢性拒絶反応の病理像を呈した。免疫寛
容獲得の過程でリンパ管新生は急性拒絶反応の消退に関連していた。肝不全に伴う急性腎障害は傍尿細管毛細血管障害
により進展することを示した。現在は、免疫寛容の免疫病理学的特徴を検討している。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we studied experimental orthotopic liver transplantation (OL
T) model. We recognized that the Kamada technique and a new splint technique for hepatic artery reconstruc
tion was convenient technique for rat OLT. We demonstrated that hepatic artery reconstruction prevented is
chemic graft injury, inhibited graft rejection, and mediated long-term graft acceptance in rat OLT. In rej
ection of OLT, acute antibody-mediated rejection (AMR) clould develop in OLT and was characterized by endo
thelial cell injuries in microvasculature and by bile duct and hepatic cell degeneration and necrosis. In 
addition, chronic AMR could also involve in chronic rejection in OLT, and was characterized by typical lat
e morphological changes with IgG deposition. In the development of tolerance in OLT, lymphangiogenesis may
 be involved in reduction of inflammation. Now we are studying the pathological characteristics of immune 
tolerance in rat OLT model.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
1963 年米国の Starzl らによって始められ

た臨床肝臓移植は、手術手技、臓器保存方法、

免疫抑制療法、周術期管理の改善により飛躍

的にその成績が向上している。日本において

も、肝臓移植医療は、胆汁うっ滞性病変、肝

硬変、劇症肝炎、代謝性疾患などによる末期

肝不全や肝腫瘍性疾患の治療法として臨床

的に定着している。 

 本研究は肝臓移植のラットモデルを用い

て肝臓移植における免疫応答について解析

を進める。研究代表者はラット肝臓移植の手

技を、国立小児病院小児医療研究センターで

の研究の間に、ラット肝臓移植モデルの手技

を日本に普及させた鎌田直司博士から直接

習得している(Transplantation 50: 893-895, 

1990; Transplantation 54: 750-752, 1992)。 

 本研究は、肝臓移植後の移植肝臓内でみら

れる免疫応答の特徴を、安定したラット肝臓

移植モデルを作成し解析を行う。組織学的な

解析は、臨床で行われている移植肝生検を病

理診断する上にとても重要な情報を提供す

ることができる。さらに臨床の移植医療の治

療や診断の進歩につながり、臨床医療に重要

な情報をもたらすと考えている。 
 
２．研究の目的 
 
臨床肝臓移植の、移植肝臓内で起こっている

免疫学的特徴を明らかにするためには、実験

モデルを用いて解析をすることが有用であ

る。実験モデルを用いた研究には、良い実験

モデルが不可欠であり、誰でも安定して短時

間で手術手技を修得し、また短時間の手術時

間で、安定した結果をだすことができる実験

モデルの確立が必要である。 

 

本研究は、はじめに誰でも簡単に安定したラ

ット肝臓移植モデルを作成することができ

る手技を確立し、このラットの肝臓移植モデ

ルを用いて、移植肝臓内でみられる免疫応答

について検討する。特に、移植肝臓内での拒

絶反応と免疫寛容の免疫組織学的特徴を明

らかにする。Banff 分類でも規定が明らかに

されていない肝臓移植の抗体関連型拒絶反

応について免疫病理学的な特徴を示す。さら

に、免疫寛容の獲得の機序や免疫応答の特異

性を明らかにし、臨床での肝臓移植での免疫

抑制薬の積極的な減量や中止の組織学的指

標を明らかにする。臨床の肝臓移植医療の診

断や治療の進歩に応用できる研究を進める。 

 
３．研究の方法 
 

1) 肝臓移植モデルの確立: 安定して誰でも

が行うことが可能な簡便なラット肝臓移植

モデルの確立を行った。Lewis ラットを用い

て、同系肝臓移植を鎌田法(Cuff 法)で行い、

さらに肝動脈の再建法を cuff 法、stent 法、

split 法を行い、手術方法の簡便さや手術結

果について検討した。 

 

2) 肝動脈再建の重要性の確認: Lewis-Lewis

間の鎌田法による肝臓移植に、肝動脈を再建

した群としない群の移植肝臓を、免疫組織学

的ならびに DNA アレイを用いて検討し、肝臓

移植での肝動脈再建の重要性を確認した。さ

らに、BN-Lewis 間の肝臓移植モデルを用いて、

拒絶反応や臓器廃絶への肝動脈再建の影響

を検討した。 

 

3) 急性抗体関連型拒絶反応: DA ラットを

donor に、Lewis ラットを recipient に同種

性ラット肝臓移植を行い、移植後 11 日前後

の移植肝臓の機能廃絶に至るまでの免疫病

理学的特徴を検討した。 

 

4) 慢性抗体関連型拒絶反応： BN ラットを

donor に、Lewis ラットを recipient に、肝

動脈再建をせずにおこなった同種性ラット

肝臓移植の移植肝臓は移植後 39 日目頃に機

能廃絶に陥る。しかし、肝動脈再建を行った



肝臓移植では 20%程度の移植肝臓が 120 日以

上生着する。移植肝臓の慢性細胞性ならびに

抗体関連型拒絶反応の免疫病理学的特徴を

検討した。 

 

5) 肝不全に伴う急性腎障害： DA-Lewis 間ラ

ット肝臓移植を行い、移植後 11 日前後に移

植肝臓の機能廃絶に陥る過程で、急性腎臓障

害が発症する。その急性腎障害の免疫病理学

的特徴を検討した。 

 

6) 肝臓移植後の免疫寛容獲得の過程： 

DAラットをdonorに、PVGラットをrecipient

に同種性ラット肝臓移植を行うと、移植肝臓

は 120 日以上の臓器生着がみられる。移植後

の免疫寛容の状態を皮膚移植で確認し、免疫

寛容に至る移植臓器内の免疫応答の特徴を

検討した。 

 
４．研究成果 
 

1) 肝臓移植モデルの確立: 初めに安定して

簡便なラット肝臓移植手技の確立を行った。

Lewis ラットを用いて、同系肝臓移植の手技

を検討した。鎌田法を用いて、門脈と肝下下

大静脈を Cuff 法で、肝上下大静脈を手縫い

で、胆管を stent 法を用いて縫合した。さら

に肝動脈の再建法を cuff 法、stent 法、split

法を行い、手術手技の難度と手術時間、術後

の合併症を検討した。その結果、recipient

の右腎動脈を、肝動脈につながる腹腔動脈に

splint 法を用いて吻合する肝動脈再建法は、

手術手技も容易で、手術時間も短く、かつ術

後長期の血栓形成や閉塞などの合併症を認

めないことから、新しい安定した肝動脈再建

法であることを明らかにした (J Nippon Med 

Sch 80: 4-15, 2013)。Splint 法による新た

な肝動脈再建術を組み合わせたラットの肝

臓移植手技を確立し、簡便で確実なラット肝

臓移植を可能にした。 

 

2) 肝動脈再建の重要性の確認: Lewisの同系

移植を行い肝動脈再建の移植肝臓への影響

を確認した。肝動脈の再建の有無にかかわら

ず、移植肝臓は機能を保ったまま 120 日以上

生着した。120 日目では、肝動脈の再建をし

ていない移植肝臓では門脈域の線維化を伴

う拡大、CD3+T 細胞や CD68+マクロファージ

の浸潤、細胆管増生や細胆管上皮細胞死がみ

られた。肝動脈の再建によりこれらの変化は

軽減した。DNA アレイでの検討では、肝動脈

の再建がない移植肝臓では、細胞死関連蛋白、

細胞分裂サイクル関連蛋白、炎症関連蛋白の

発現の増強がみられた。さらに、Lewis から

BN への同種肝臓移植では、本来ならば急性拒

絶反応から持続性拒絶反応により移植後 39

日程度で移植肝は機能廃絶に陥るが、肝動脈

を再建することにより 20%程度の症例で移植

臓器は 120 日以上のまでの生着が得られた

(Transplant Proc 45: 1748-1753, 2013)。

肝臓移植における肝動脈の再建は、移植肝臓

の虚血再灌流障害を軽減するばかりではな

く、急性および慢性拒絶反応を抑制し、長期

の移植臓器を生着させることを明らかにし

た。 

 

3) 急性抗体関連型拒絶反応: DA ラットを

donor に、Lewis ラットを recipient に免疫

抑制剤を用いずに同種性ラット肝臓移植を

行うと、進行性の T細胞性拒絶反応と抗体関

連型拒絶反応により移植後11±2日目に移植

肝臓は機能廃絶に陥った。5 日目には、IgG

が門脈と肝動脈に、7-11 日目には、さらに胆

管上皮細胞、類洞、肝細胞に沈着が拡大した。

急性抗体関連型拒絶反応では、早期に好中球

浸潤を伴う門脈域の浮腫がみられ、11 日前後

で機能廃絶に陥った移植肝臓では門脈と肝

動脈の好中球やフィブリンの析出を伴う血

栓形成、細胆管周囲浮腫や細胆管上皮細胞の

変性、肝小葉の浮腫、うっ血、出血、好中球

浸潤やフィブリンの析出、肝細胞の変性や壊



死がみられた。肝臓移植でも急性抗体関連型

拒絶反応が誘導され、その特徴は門脈、肝動

脈、類洞の微小血管の内皮細胞障害と好中球

浸潤やフィブリンの析出を伴う血栓形成、お

よび細胆管上皮細胞や肝細胞の変性・壊死に

特徴づけられることを明らかにした。急性抗

体関連型拒絶反応の主な標的は、微小血管内

皮細胞(門脈、肝動脈や肝小葉内の類洞)、細

胆管上皮細胞や肝細胞であることを明らか

にした (Transplant Proc 43: 2737-2740, 

2011)。 

 

4) 慢性抗体関連型拒絶反応： Lewis-BN 間の

肝臓移植では、肝動脈を再建しなければ 39

日頃に拒絶される移植肝臓が、肝動脈再建に

より約 20%の肝臓が 120 日以上生着する。120

日生着する肝臓では、T 細胞浸潤とともに、

IgG の沈着を門脈、肝動脈、細胆管上皮細胞、

類洞、肝細胞に認めた。病理所見は IgG の沈

着を伴い門脈や肝動脈の線維性内膜肥厚、類

洞の線維化、細胆管消失など慢性拒絶反応の

病理所見を呈した。肝動脈の再建をしない場

合は、強い細胞性および抗体関連型拒絶反応

が起こり、移植後 39 日頃には、IgG の沈着を

伴う慢性拒絶反応の病理像で拒絶された。肝

臓移植でも、慢性抗体関連型拒絶反応が誘導

され、免疫グロブリンの沈着を伴う慢性拒絶

反応の病理像を呈した。さらに、強い抗体関

連型拒絶反応の場合には短時間で、典型的な

慢性拒絶反応の病理所見を形成することを

示した  (Transplant Proc 45:1743-1747, 

2013)。 

 

5) 肝不全における急性腎障害： ラット肝臓

移植後の拒絶反応よる肝不全の際に急性腎

障害 (acute kidney injury)がみられること

がある。DA-Lewis 間肝臓移植モデルでは移植

後 11 日前後で移植肝臓の機能が廃絶する。

その際にみられる急性腎障害を検討した。

DA-Lewis 間ラット肝臓移植では、進行性に高

ビリルビン血症を伴い肝不全が進行した。そ

の間に、ビリルビンの蓄積やミトコンドリア

障害を伴い尿細管上皮細胞の変性やアポト

ーシスが認められた。間質の傍尿細管毛細血

管には内皮細胞のアポトーシスや eNOS の発

現低下、周囲の周皮細胞や筋線維芽細胞の増

加、管腔内や周囲の炎症細胞浸潤を認めた。

尿細管上皮細胞からのVEGF, angiopoietin-1

や angiopoietin-2 の発現は低下していた。

傍尿細管毛細血管の血流速度の低下を認め

た。肝不全に誘導される急性腎障害は、黄疸

を伴う尿細管上皮細胞障害とともに、傍尿細

管毛細血管障害による間質微小血管の血流

障害により腎機能障害が進展することを明

らかにした(Am J Nephrol 37:378-388, 2013)。 

 

6) 肝臓移植後の免疫寛容獲得の過程： 

DA-PVG 間にラット肝臓移植を行うと、移植後

1-2 週間後に急性細胞性拒絶反応を認めるも

のの、その後に炎症細胞は自然に消退して、

移植された DA ラット肝は 150 日以上の長期

の生着を認めた。DA の皮膚移植により PVG の

ラットには DA に対して免疫寛容が獲得され

た状態にあることを確認した。リンパ管は炎

症の場で細胞性免疫に影響を与える。肝臓移

植後のリンパ管の動態について検討した。正

常の肝臓には門脈域で門脈周囲に少数のリ

ンパ管が存在している。急性細胞性拒絶反応

では、拡大して P-P bridging を形成する門

脈域にTリンパ球の浸潤とともにリンパ管新

生がみられた。新生リンパ管はPROX-1陽性、

Ki67 陽性の内皮細胞を持ち、周囲は不連続性

の基底膜に覆われていた。細胞性拒絶反応は

一過性で、浸潤リンパ球は減少するが、その

際に新生リンパ管内に多数のリンパ球の集

簇がみられた。一方、急性細胞性拒絶反応と

抗体関連型拒絶反応がみられる DA-Lewis 間

肝臓移植ではリンパ管は破壊され、門脈域に

は浮腫がみられた。炎症が消退する際にリン

パ管内に多数のリンパ球がみられることか



ら、急性拒絶反応の消退に関連していると思

われた。高度な急性拒絶反応の際には、リン

パ管の破壊がみられ、急性拒絶反応の遷延に

関連していると考えた（Transplant Proc 42: 

4282-4285, 2010）。現在は、免疫寛容の免疫

病理学的特徴を検討している。 
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