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研究成果の概要（和文）：ASCノックアウトマウスを用いて、腹部への異所性心移植モデルを作成した。急性拒絶モデ
ルにおいてはコントロール群と比較して生着率に有意差は認めなかった。しかし慢性拒絶モデルにおいては、ASCノッ
クアウト群で有意に高かった。移植後21日、42日に犠牲死させ移植心を摘出し、組織学的検討を行った。ASCノックア
ウト群において、炎症細胞浸潤や心筋障害の程度は軽度であった。またエラスチカ・ワンギーソン染色よる冠動脈の内
膜肥厚の解析においても、ASCノックアウト群において軽度であった。IL-1β、IL-18について免疫染色、RT-PCR法によ
るmRNAの発現、ERIZAによりタンパク量について解析した。

研究成果の概要（英文）：We used a murine heterotopic cardiac transplantation model using ASC knockout 
mice. There is no difference in graft survival of fully mismatched model compared to control group. 
However we found that graft survival of miner mismatched model significantly prolonged compared to 
control group. Donor hearts were harvested for examination on Days 21 and 42. In ASC knockout group, a 
slight infiltration of inflammatory cells was observed in the graft and less myocardial injury was seen. 
The intimal hyperplasia of ASC knockout group was significantly reduced compared to control group. The 
expression of IL-1β, IL-18 and other inflammatory cytokines were analyzed by immunohistochemistry, 
real-time reverse transcript-polymerase chain reaction and ELISA.

研究分野：心臓血管外科
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１．研究開始当初の背景 
移植医療は、実験的医療の域を脱し世界中

で多くの末期臓器不全の患者に恩恵をもた

らしている。しかし、移植後拒絶反応は、免

疫抑制剤の進歩した現在においてもなお、重

要な合併症であり、特に急性拒絶反応は移植

後一年以内の死亡率に最も影響を及ぼす因

子である。近年、虚血再潅流障害と急性拒絶

反応の相互作用による移植後急性炎症の研

究がすすんでおり、移植後早期の炎症をいか

に抑制するかが、グラフト生着の長期成績を

左右すると考えられるに至っている。 

最近免疫応答にはTLR経路とは異なった炎

症カスケードが存在することが明らかにさ

れた。このカスケードにおける認識センサー

として働いているのがインフラマソームで

あり痛風やアルツハイマーなど感染が直接

関与しない炎症状態における新たな炎症惹

起 経 路 と し て 注 目 さ れ て い る 。

Apoptosis-associated speck-like protein 

containing a caspase recruitment domain

（ASC)はインフラマソーム活性化における

アダプター分子であり、カスペース１と結合

しこれを活性化する。その結果炎症性サイト

カインである IL-１βや IL-18 の産生・分泌

が誘導され、炎症反応が惹起されると考えら

れている。ASC はこのインフラマソームの中

心構成分子として機能していることから、申

請者らは感染を伴わない炎症反応の一形態

としての急性拒絶反応に注目し、マウス

allograft モデルでの急性拒絶反応における

ASC の役割とその治療標的としての可能性に

ついて研究を重ねている。 

急性拒絶反応は、組織学的に炎症細胞の浸

潤と細胞壊死やアポトーシスを含む心筋細

胞傷害壊死を伴い、炎症性サイトカインであ

るIL-1βおよびIL-18の発現増強が認められ

る (Rao,et al.,J Immunol 

179:6536-6546,2007)。IL-1βは適応免疫反

応を促進することが知られており、周術期の

虚血再還流障害と同種免疫反応の増強に関

与 す る (Yamamoto, et al.,Genes Cells 

9:1055-1067,2004)。さらに、虚血再還流障

害の際に生ずる急性炎症の進展に中心的な

役割を果たし(Tanaka, et al.,J Heart Lung 

Transplant 24:1906-1914,2005)、心移植後

早期のalloantigen非依存性の炎症機転の重

要なメディエーターの一つと考えられてい

る(Simeoni,et al.,Eur J Cardiothrac Surg 

31:222-228,2007)。申請者はマウス異所性心

移植モデルを用いて、移植心における ASC と

IL-1βの関連を解析し、移植心急性拒絶に伴

って ASC および IL-βの間質での発現が増強

することを見出した。ASC および IL-βの発

現は急性拒絶の組織像と相関して増加して

おり、またこれらの発現はタクロリムス投与

によって抑制されるため、ASC が急性拒絶に

おける key molecule である可能性が示唆さ

れた。(Seto.T et al., J Heart Lung Transplant 

2010;29:352-259) 

  
２．研究の目的 
これまでに、インフラマソームと移植免疫

についての研究は皆無である。本研究は、心

移植後急性拒絶反応における炎症反応の影

響を、インフラマソームの構成成分であるア

ポトーシス関連スペック様カード蛋白質

(Apoptosis-associated speck-like protein 

containing a caspase recruitment 

domain:ASC)の解析により明らかにすること

を目的とする。インフラマソームを介した移

植心の炎症の制御により、ASCなどのインフ

ラマソーム構成成分が移植後の拒絶反応を

抑える新たな標的分子となる可能性がある

と考えている。 

 
３．研究の方法 
(1) 急性拒絶モデル作成と生着率の比較 

6週から 8週の雄の BALB/c (H-2d)マウ 

スをドナー、ASCノックアウトマウス 

（C57BL/6 (H-2b)バックグランド）をレシ 



ピエントに用い、腹部への異所性心移植 

モデルを作成する。コントロール群とし 

て、BALB/c (H-2d)マウスをドナー、 

C57BL/6 (H-2b)マウスをレシピエントと 

したMHC フルミスマッチモデルを作成する。

移植後は触診にて移植心の拍動を確認、拍動

の消失をもって拒絶とし、生着率を比較検討

する。 

 

(2) 慢性拒絶モデル作成と生着率の比較 

B6.C-H-2bm12マウスをドナー、ASCノックア

ウトマウス（C57BL/6 (H-2b)バックグランド）

をレシピエントに用い、急性期モデル同様に

異所性心移植モデルを作成する。コントロー

ル群として、B6.C-H-2bm12マウスをドナーとし

た MHC マイナーミスマッチモデルを用いる。

移植後は触診にて移植心の拍動を確認、拍動

の消失をもって拒絶とし、生着率を比較検討

する。 
 
(3) 組織学的検討 

モデルの移植心生着率は、移植後 42 日で

60％から 80%であることを考慮し、移植後 21

日、42 日に犠牲死させ移植心を摘出する。

HE 染色にて炎症細胞浸潤や心筋傷害の程度

を観察し、Rejection Score(Stewart et al., J Heart 

Lung Transplant 2005; 24:1710-20) を用いて比

較検討する。また、エラスチカ・ワンギーソ

ン染色にて移植後冠動脈病変の解析を行う。

冠動脈の内膜肥厚による内腔の閉塞率を定

量化し、移植後冠動脈病変の解析を行う。 

IL-1β、IL-4、IL-6、IL-13、IL-18、TNF-

α、IFN-γについて免疫染色を行い両群間で

比較検討する。 

 

(4) サイトカインの解析 

 移植後 1日、3日、7日、21 日、42 日に犠

牲死させ移植心を摘出する。前述のサイトカ

インについて、RT-PCR にて mRNA の発現を解

析する。また、IL-1β、IL-18 については、

ELISA にてタンパク量についても定量する。 

４．研究成果 

(1) 急性拒絶モデルのグラフ生着率 

 ASC ノックアウト群(n=6)、コントロール群

(n=6)とも移植後 6日から 9日で拒絶され、

両群間に有意差を認めなかった。(図 1) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 急性拒絶モデルのグラフト生着率 

 

(2) 慢性拒絶モデルのグラフと生着率 

 コントロール群(n=10)においては術後 25

日頃より拒絶反応がみられ、6 週間後の生着

率が 70%であったのに対し、ASC ノックアウ

ト群(n=7)、では 100%の生着率で、両群間に

有意差を認めた。(図 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図 2 慢性拒絶モデルのグラフト生着率 

  
(3) 組織学的検討 

 (i)移植後 21 日に摘出された移植心の HE

染色においては、両群とも間質や一部の筋組

織に炎症細胞浸潤を認めた。また軽度の心筋

障害を認めた。(図 3) 

 移植後 42 日に摘出された移植心において

は、ASC ノックアウト群では移植後 21 日と同



様に炎症細胞浸潤を認め、心筋障害の程度も

軽度であった。コントロール群においては、

広範囲に炎症細胞浸潤、心筋炎を認め、組織

の浮腫や出血を認めた。(図 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 移植後 21 日における HE 染色 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 移植後 42 日における HE 染色 

 
  
 

(ii)移植後 21 日に摘出された移植心を

Rejection Score を用いて比較検討すると、

両群間で有意差は認めなかった。(図 5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図 5 移植後 21 日における Rejection Score 
  

移植後 42 日に摘出された移植心の検討に

おいて、ASC ノックアウト群においては移植

後 21 日と比較して変化は認めなかった。一

方コントロール群においては、移植後 21 日

と比較して高くなり、ASC ノックアウト群と

比較すると有意に高値であった。(図 6) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 移植後 42 日における Rejection Score 

 
 

(iii) エラスチカ・ワンギーソン染色にて

移植後冠動脈病変の解析を行うと、拒絶反応

に応じて、内膜肥厚の程度に差を生じた。移

植後 42 日のコントロール群においては、内

膜肥厚が著明で内腔の閉塞を認める。(図 7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 エラスチカ・ワンギーソン染色 
 

続いて冠動脈の内膜肥厚による閉塞率を 0

～20%を 0、20～40%を 1、40～60%を 2、60～

80%を 3、80～100%を 4、100%を 5とスコア化

し、両群において移植後 21 日と 42 日の冠動

脈病変を解析した。(図 8) 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 冠動脈の内腔閉塞率 
  

移植後 21 日では、両群間に差を認めなか

った。移植後 42 日では ASC ノックアウト群

においては変化を認めなかったのに対し、コ

ントロール群では閉塞率は増加し、ASC ノッ

クアウト群と比較し有意差を認めた。これら

の変化は、HE染色で得られた結果と類似して

いた。すなわち ASC ノックアウト群において

は、移植後 21 日と 42 日で変化を認めなかっ

たのに対し、コントロール群では拒絶反応の

進行を認めた。 

 

(iv) 図 9 は IL-1βの免疫染色を示す。炎

症細胞の浸潤する部位に一致して発現を認

めた。両群を比較し、有意や所見は認めなか

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9 免疫染色 IL-1β 
 

 図 10 は IL-18 の免疫染色を示す。IL-1

β同様に炎症細胞の浸潤に一致して、淡く発

現を認めたが、両群を比較し有意な所見は認

めなかった。その他 IL-4、IL-6、IL-13、TNF-

α、IFN-γについても免疫染色を行ったが、

有意な所見は得られなかった。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 10 免疫染色 IL-18 
 
 

(4) サイトカインの解析 

移植後 1日、3日、7日、21 日、42 日に犠

牲死させ IL-1β、IL-4、IL-6、IL-13、IL-18、

TNF-α、IFN-γに関して、RT-PCR を施行した。

現在、データの解析を施行中である。 

また、ASC の下流にあたる IL-1β、IL-18

については、同様に ELISA にてタンパク量を

定量した。こちらについても現在データを解

析中である。 

 

これまでの研究で、ASC は急性拒絶反応と

関連は認めなかったが、慢性拒絶反応には関

与していた。ASC ノックアウト群でグラフ生

着率が高く、組織学的には炎症細胞浸潤や心

筋障害の程度は軽度で、移植後冠動脈病変も

軽度であった。慢性拒絶反応との関連を解析

すべく移植後 21 日、42 日の摘出心で免疫染

色を施行したが、IL-1β、IL-18 やその他の

サイトカインと有意な所見は認めなかった。

そこで、移植後早期の炎症性変化が慢性拒絶

に関与している可能性を考慮して、移植後 21

日、42日の他、移植後 1 日、3 日、7 日の検

体も作成した。RT-PCR、ERISA を施行し現在

テータを解析中である。 
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