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研究成果の概要（和文）：ドナー抗原特異的な免疫抑制細胞が慢性拒絶、血管病変を制御しえるかについて検討した。
最初に健康成人のリンパ球から当科から既報の抗原特異的抑制免疫細胞が誘導できた。また繁殖した免疫不全マウス（
NSG マウス）にヒト免疫が構築できることを確認した。構築の過程をCFSE ラベル法で観察した。この構築したヒトリ
ンパ球のヒト抗原への反応をKi-67にて観察した。またヒト血管移植マウスモデルの作成の前段階としてマウスでの血
管移植モデルを作成した。さらに血管病変の原因としてドナー特異的な抗体の関与が報告されていることから当院での
肝移植後患者からの臨床検体を用いて抗体の産生状況と慢性拒絶の有無についてまとめた。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the effect of donor antigen specific immunosuppressive anergy cells 
on chronic rejection such as transplant arteriosclerosis. First, we confirmed that the immunosuppressive 
anergy cells were successfully generated from lymphocytes of healthy volunteer. Next, the severe 
immunodeficient NSG mice were reconstituted human PBMC and investigated the proliferation of human PBMC 
in vivo by CFSE labeling technique. Also when another irradiated human lymphocytes were injected into 
reconstituted mice as a donor antigen stimulation, the immune responses were observed by Ki-67 staining 
after stimulation. Further, to establish a human vessel transplant model, murine aortic transplant model 
has been established. In addition we evaluated the relationship between anti-donor antigen antibody and 
chronic rejection in liver transplant clinical setting.

研究分野： 移植免疫
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１．研究開始当初の背景 
臓器移植は周術期管理の改善、免疫抑制剤の

改良等により短期成績は著明に改善したが、

未だに長期成績は不良である。その主原因は

慢性拒絶反応の制御が不十分であるためと

考えられている。慢性拒絶反応の主病変はグ

ラフト血管内膜肥厚であり、これに引き続く

線維化、グラフト機能不全である。しかし血

管内膜肥厚の原因が多岐にわたるために、こ

れまでの汎免疫抑制剤投与による治療戦略

では十分に制御できていない。最近、制御性

T 細胞などの細胞治療による血管病変制御の
可能性が報告されている（Nadig S., Nat Med 
2010)。また臓器移植の最終目的である免疫寛
容が誘導されれば理論的には慢性拒絶反応

は生じない。我々の施設ではレシピエントの

リンパ球を移植１週間前より２週間ドナー

抗原刺激と抗CD80/86抗体による副刺激経路
遮断下に混合培養し、ドナー抗原特異的な抑

制効果をもつアナージー細胞を作成するこ

とに成功した。これを細胞治療として生体肝

移植レシピエントに投与すると約７割の症

例で移植後免疫寛容が誘導されることが明

らかになった（Yamashita K, World Transplant 
Congress 2014, San Francisco, plenary sessionに
て発表）。この免疫抑制性のアナージー細胞

を用いて慢性拒絶反応の制御が可能である

ことが示されれば、移植医療における最大の

問題である慢性拒絶反応の制御、移植グラフ

トの長期成績向上に福音となると考えられ

る。 
 
２．研究の目的 
ドナー抗原特異的アナージー細胞を作成し、

その血管内膜肥厚の抑制効果をヒト化マウ

ス血管移植モデルにおいて検証する。  
 
３．研究の方法 
研究代表者が留学先の Oxford 大学にて確立
した方法を用いてヒト化マウス血管移植モ

デルを確立する。 
(1) NOD/Scid IL-2Rg null マウスを我々の研

究室で繁殖する。 
(2) NOD/Scid IL-2Rg nullマウスへのヒト免

疫細胞の構築を確認する。 
①	 採血後速やかに処理したヒトリンパ球

5x106個での構築の検討 
②	 採血後速やかに処理したヒトリンパ球

10x106個での構築の検討 
(3) NOD/Scid IL-2Rg nullマウスへのヒトリ

ンパ球構築後（ヒト化）他者のヒト抗原

に対して特異的な免疫反応が得られる

かどうかの検討 
①	 CFSE を用いた構築後のヒトリンパ球
の増殖反応の検討 

②	 Ki67 の染色によるヒト抗原投与後の

抗原特異的な反応の検討 
(4) ヒト血管移植の前段階としてのマウス

の血管移植モデルの確立。 
①	 血管移植手技；Allogragtとして BALB/c
マウスの胸部大動脈を採取し、

C57BL/6 マウスの腹部大動脈へ置換グ
ラフト移植する。Sygenic graftとしては
C57BL/6 マウスの胸部大動脈を使用す
る。顕微鏡下（20 倍）において 10-0
ナイロン糸で結節縫合による端々吻合

を上下に施行する。マウスの麻酔は気

化麻酔下に施行する。 
②	 血管グラフトの病理；血管グラフト移

植後 30 日目に摘出し、OCT コンパウ
ンドに包埋し液体窒素で固定する。組

織は 5μm に薄切し、プレパラートに
採取、乾燥させた後アセトンで処理し、

Elastica van Gieson染色、または H&E
染色にて観察する。内膜肥厚の程度を

photoshop®にて処理し元々の内腔にし
める新生内膜の程度の割合を算出して

評価する。 
(5) ヒト血管は消化器癌の手術検体から病

理診断に影響を及ぼさない腸間膜動脈

を採取する。上記に必要な当院倫理審査

委員会への提出書類を作成する。 
(6) 抗原特異的アナージー細胞の作成と検

討 
①	 Healthy volunteer から採取したリンパ
球を照射した他者のリンパ球と抗

CD80/86 抗体による副刺激経路遮断下
に 2 週間共培養し、ヒトアナージー細
胞を作成する。 

②	 作成したヒトアナージー細胞が共培養

した抗原特異的な免疫抑制機能を有す

るかをリンパ球混合培養試験において

検討する。 
(7) 移植グラフトの血管病変の主原因とし

てグラフトに対する抗体が関与してい

ると報告されている。抗体が関与する血

管病変に対してもヒト抗原特異的な抑

制を有するアナージー細胞が病変抑制

効果を有するか検討する。まず我々の施

設でフォローしている肝移植後の患者

さんが実際に抗体関連の慢性拒絶反応

を生じているかどうか臨床データを用

いて検討する。  
 

４．研究成果 
(1) ヒト化マウス作成のためにヒト化効率

が良い NOD/Scid IL-2Rg nullマウスをジ
ャクソン研究所より購入し、繁殖に成功

した。 
(2) NOD/Scid IL-2Rg nullマウスにヒトリン

パ球を 5x106個輸注した結果、主にヒト

T 細胞を NSG マウスに構築できた（図



１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) NOD/Scid IL-2Rg nullマウスへのヒトリ

ンパ球構築後の検討 
①	 ヒトリンパ球構築の過程を観察する目

的で CFSE ラベルしたヒトリンパ球を
腹腔内投与し、分裂を投与 1 週間目の
腹腔内洗浄液で観察した。投与リンパ

球の分裂は急速であることが明らかに

なった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また腹腔内投与にて再構築されたヒト

ヒンパ球は移植後 4−6 週間をピークに
末梢血に観察されることが明らかにな

った（図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

②	 NOD/Scid IL-2Rg null マウスへ構築さ
れたヒトリンパ球が他者のヒト抗原特

異的に反応し得るかどうかを観察した。

ヒトリンパ球をマウスに構築後約 2−3
週間経過した後に他者のヒト抗原を腹

腔内投与し、構築されたヒトリンパ球

が反応しえるかどうかを Ki67 の染色
で FACS において観察した。その結果

ヒト抗原に対し特異的な反応を観察す

ることが出来なかった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

この解釈としてヒトリンパ球は構築し

たマウスに対しても GVHD 反応を生
じ、分裂し得るためヒト抗原に対する

反応のみを取り出して観察することが

in vivoにおいては難しい可能性が示唆
された。この結果からヒト血管移植の

際に移植したヒト血管に対する反応が

ヒトに対する特異的な反応であるか、

マウスに対する GVHD 反応の影響を
みているかどうかが重要な問題になる

可能性があるが、構築したヒトリンパ

球と同じドナーから採取したヒト血管

を移植した場合の反応が無いことが観

察され、他人のヒト血管を移植した場

合に内膜肥厚が観察されればヒト抗原

特異的な反応として理解されると考え、

ヒト血管移植モデルにおいて今後観察

する方針とした。 
(4) 次にヒト血管移植マウスモデルの作成の

ヒト血管での移植モデルに比べ難易度

の低いマウス間での血管移植モデルが

可能かどうか検討した。 
①	 最初に ddy マウスの胸部大動脈を

syngenic の ddy マウスに移植し検討し
た。同マウスにおいて移植成功率が

90%以上となったことを確認後、MHC 
fully mismatch の BALB/c マウスから
C57BL/6 マウスの腹部大動脈へ置換移
植するモデルを検討し、血管移植成功

率 90%以上で可能であることを確認し
た。 

②	 syngenic と allo の移植血管グラフトに
おける血管内膜肥厚を移植後 30 日目
のグラフト病理像（Elastica van gieson
染色）で確認した（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Allograftに対し図 5のように約 50%の血
管内膜肥厚が生じるのに対し、syngenic 
graft は内膜肥厚が生じないことが分か
った。この結果から血管内膜肥厚はアロ

特異的な反応であることが示された。こ

れらの実験血管からヒト血管を消化器

癌患者の腸間膜動脈から採取し、ヒトリ

ンパ球を構築した免疫不全マウス（ヒト

化マウス）に移植した場合にヒト血管に

対する免疫反応の結果として内膜肥厚

の観察が可能であると考えられた。 
(5) (1)-(4)の結果を踏まえヒト血管採取に関

し当院倫理審査委員会への申請を行っ

た。  
(6) ドナー抗原特異的なヒトアナージー細胞

が健康成人のリンパ球を用いて誘導可

能であるかどうかを検討した。健康成人

から採取したリンパ球を他者の放射線

照射したリンパ球と混合培養し、その際

に抗 CD80/86 に対する抗体を加えるこ
とで一部の副刺激経路を遮断した。その

状態で 2週間培養し、作成された培養リ
ンパ球がドナー抗原特異的なアナージ

ー細胞であるかを同一個体間での混合

リンパ球増殖検査の培養中にヒトアナ

ージー細胞を加える検討を行った（図 6)。 
	  
 
 
 
 
 
 
 
	 その結果、細胞数依存的にドナー抗原に

対する免疫反応が抑制されることが示

された。この結果は臨床試験において患

者のリンパ球から誘導されたヒトアナ

ージー細胞の結果に比べて同等の抑制

効果であり、健康成人のヒトリンパ球か

らもドナー抗原特異的なアナージー細

胞が作成できることが明らかになった。 
(7) 慢性拒絶反応には近年の報告で移植グラ

フトに対する抗体が影響を及ぼしてい

ることが明らかになりつつある。我々の

施設においても肝移植後レシピエント

において移植グラフトに対する抗体産

生がみられることが近年の single antigen 
assay（Labscreen）の汎用性により明らか
になってきた。そこで肝移植の臨床にお

ける移植グラフトに対する抗体の影響

について検討した。その結果移植グラフ

トに対して抗体産生がみられる場合に

は移植グラフトの慢性拒絶反応の一形

態であるグラフトの線維化が促進され

ることが明らかになった（図 7)。 
図 7 
 

特に抗体を検出する際の蛍光強度が強

い程、肝移植グラフトの線維化が進行す

ることが明らかにされた。今後この抗体

をヒト血管移植マウスモデルに投与し、

移植ヒト血管に対して内膜肥厚を促進

するかどうかを検討する予定である。ま

たその場合に抗原特異的な抑制効果を

持つヒトアナージー細胞が抗体に対す

る慢性拒絶反応の制御も可能であるか

検討する。 
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