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研究成果の概要（和文）：鹿児島大学で開発された国内唯一の組織適合性抗原が確立したクラウンミニブタを用い、同
所性小腸移植慢性実験モデルの開発に国内で初めて成功し、小腸移植において、持ち込みリンパ球による非常に強い移
植直後のサイトカインシンドロームによる炎症性サイトカインの放出とその対処戦略、更に確立した同所性小腸移植に
おいて、短期免疫抑制療法のみで3か月を超える移植小腸機能によるレシピエントの生存を確認した。これらの成果は
論文投稿の段階に至っている。

研究成果の概要（英文）：With this grant support, we have successfully established a survival orthotopic in
testinal transplantation procedure in MHC-inbred CLAWN miniature swine.  To our knowledge, this is the fir
st successful long term, life supporting preclinical intestinal transplantation model in Japan. Our result
s demonstrated (1 ) compartment syndrome following heterotopic intestine transplantation in CLAWN miniatur
e swine, (2) greater than 3 months acceptance of a life-supporting intestinal grafts, and (3) severe and a
cute inflammatory cytokine storm in the induction period as well as a strategy to inhibit the cytokine sto
rm (manuscript in preparation).
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１．研究開始当初の背景 
 臓器移植法案改正は移植医療の新たな夜
明けと位置付けられ、脳死ドナーは法案施行
後著明に増加した。移植医療の普及が更に見
込まれる中、近年の免疫抑制療法の改良によ
り腎、肝、心、肺、膵臓移植成績は向上した
ものの、小腸移植の生着・生存率は依然低く、
原因として（1）小腸・腸間膜に豊富に存在
する抗原提示細胞・免疫担当細胞に対する激
しい拒絶反応の制御が困難なこと、（2）強い
免疫抑制療法が誘因となるウイルスや移植
小腸細菌叢からの感染合併症および低栄養
が挙げられる。小腸移植は、移植領域の研究
としては、手技、拒絶反応、感染、更には同
所性移植に伴う栄養管理の困難さから、小動
物を用いた実験系は限られるが、特に臨床に
直結する成果が期待される大動物実験の報
告は限られており、我が国における他施設か
らの報告は、小腸手術手技の報告に留まって
いる。 
 
２．研究の目的 
 本課題研究者は 15 年以上にわたり、前臨
床 Translational Research に位置付けられ
る大動物を用いた移植免疫寛容誘導メカニ
ズム解明および寛容誘導戦略の開発研究を
行い、特に組織適合性抗原（MHC）確立 MGH
ミニブタ同種免疫寛容誘導に関する多くの
成果を報告している（J Exp Med 1997; 
Transplantation 1999; PNAS 2004, 2006; Nat 
Med 2005; JI 2000, 2002, 2009 等、英文論
文 100 編以上）。その経験を活かし、本課題
研究において、移植において最も重要な抗原
である組織適合性抗原が、国内で唯一確立し
たクラウンミニブタを用い、（1）異所性のみ
ならず同所性・機能性小腸長期生着モデルを
確立し、生着・生存率が向上しない臨床小腸
移植に対し、臨床小腸移植成績向上を目指す
前臨床データを示す目的で、（2）HvGR（Host 
vs Graft 反応：宿主のグラフト拒絶あるいは
寛容反応）ならびに GvHR（Graft vs Host 反
応：小腸グラフトに存在するリンパ装置によ
る移植片の宿主に対する、ただし致死的 GvHD
ではない反応）の各々を評価する実験群によ
って、移植直後の免疫反応を解析し、（3）革
新的小腸免疫寛容誘導戦略の開発を目指す
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）ミニブタ異所性小腸移植： 
 レシピエントの右腎を摘出し、小腸グラフ
トの Bed を作成すると同時に、腹部大動脈、
下大静脈を露出した。ドナーから採取した小
腸グラフトを右下腹部に挿入し、グラフトの
上腸間膜動脈、上腸間膜静脈をそれぞれレシ
ピエントの腹部大動脈、下大静脈に end-side
で吻合し、再灌流した。レシピエントの小腸
はすべて温存し、グラフト小腸の口側・肛門
側を腸管内のドレナージ、及び腸管の性状観
察のために人工肛門として腹壁外に露出し

固定した。 
（2）ミニブタ同所性小腸移植： 
 レシピエントの右腎摘出に加え自己小腸
を約 90％切除し、より広い腹腔内スペースを
確保した。グラフトを自己小腸摘出部に挿入
し上記と同様に血管吻合した後、残存自己小
腸とグラフトを吻合した。誤嚥予防と術後経
腸栄養目的に胃瘻を作成した。 
（3）ミニブタリンパ球混合培養試験： 
 移植前、移植後に血液を採取しリンパ球を
分離し、我々の既報にある方法を用い（Oku M 
et al. Transplant Int 2008）、レシピエン
トの対ドナー反応、3rd party への反応のそ
れぞれをリンパ球混合培養試験により比較
した。 
（4）ミニブタ炎症性サイトカイン ELISA:    
小腸術前(pre)、 術後 2時間(2h)、6時間(6h) 
経過時点で採血を行い、遠心分離により血清
を分離した。血清中の炎症性サイトカイン
TNF- α 濃 度 を TNF-α ELISA kit (R&D 
Systems)を用いて測定した。 
（5）小腸移植ミニブタの小腸HCS Progenitor 
cells の CFUアッセイによる分離培養および
c-kit+ precursors の同定： 
 移植前、再灌流 2 時間、術後 2 週間、4 週
間、3 か月に移植小腸腸間膜から腸間膜リン
パ節を摘出した。これらを抗 c-kit 抗体で染
色することにより c-kit+である細胞が豊富
に分布する部位を同定し、選択的に分離・培
養した。 
 
４．研究成果 
（1）MGH ミニブタ異所性小腸移植とキメリズ
ム解析： 
 選択的組織適合性抗原適合異所性小腸移
植・短期高濃度タクロリムス療法 HvGR 長期
生着（100 日以上 3 例）モデルにおいて、移
植後の小腸腸間膜リンパ節（m-LN）の制御性
T細胞ならびキメリズムを解析した。 
 m-LN）検体を用いた制御性 T細胞（T-reg）
の移植後の解析では、拒絶反応を認めた症例
は、Foxp3/CD25 陽性 および Foxp3/CD4 陽性
Treg が移植後 1 ヶ月以内に上昇したものの、
拒絶反応を認めた移植後 60 日時の生検で明
らかに減少した。これに対し、同時期に拒絶
反応を呈しなかった症例は、これら 陽性細
胞が移植後 60日においても移植後 30日のレ
ベルを維持した。この T-reg の推移はレシピ
エント m-LN においても同様な傾向を認めた
が、移植後 60 日での拒絶症例での T-reg 減
少は、グラフトm-LNにおいて顕著であった。
更に、これらm-LNのキメリズムの解析では、
レシピエント m-LN でのドナー細胞は、移植
後 7 日生検では 6％を超えるキメラを認めた
が、拒絶症例では移植後 30 日時には 2%以下
となった。半面、拒絶を認めない症例では、
移植 30 日時に 5％以上を維持し、60 日生検
検体においても 1.5%以上を呈した。   
 
（2）クラウンミニブタを用いた異所性小腸



移植の問題点と機能性同所性小腸移植モデ
ルの確立： 
 MHC の確立したクラウンミニブタを使用し、
MHC 適合、MHC 部分適合、MHC 完全不適合小腸
移植を合計 11 例行った。 
 我々の自験例である（1）に示した MGH ミ
ニブタ異所席小腸移植症例と異なり、クラウ
ンミニブタ異所性小腸移植ではコンパート
メントシンドロームが不可避であることが
確認された（4例全例）。MGH ミニブタ症例で
は全く見られない現象であるが、クラウン小
腸異所性移植症例では、血流再開後閉腹時ま
で小腸グラフとの血流は全く問題ないもの
の、閉腹後血圧の急激な減少とともにストー
マの色調が暗褐色を呈し、グラフト血流の減
少を認めた。この結果は、（1）用いるミニブ
タの特性（腹腔内容量の違い）、ならびに（2）
他施設での小腸移植実験報告にあるような
手術所見のみによる移植実験は評価に価せ
ず、大動物実験での術後を含めた評価体制の
重要性を示唆している。    
 本異所性小腸モデルの結果から、同所性移
植モデルへの変更を行った。上記方法により
自己小腸を 90％切除し、グラフト小腸と残存
小腸を生理的なルートに吻合し再建した同
所性小腸移植モデルを確立し、11 頭全てにお
いて、虚血再灌流障害やコンパートメント症
候群など術後急性期の合併症による死亡を
回避することができ、術後炎症性サイトカイ
ンの変化（3項）ならびに長期生着例（4項）
を得るに至った。 
 
（3）HvGR（Host vs Graft 反応）による移植
直後の炎症性サイトカイン放出とそれに対
する抗炎症性療法の効果：  
 移植直後の移植腸間膜リンパ節ならびに
小腸実質から誘発される著しい炎症性サイ
トカイン放出と、それに伴うサイトカインシ
ンドロームと確認した。更に、血清中の炎症
性サイトカイン（TNF-α）の上昇およびアシ
ドーシスの進行(下図)を、ドナーのグラフト
摘出前およびレシピエントの再灌流直前そ
れぞれに、メチルプレドニゾロン 5 ㎎/㎏を
投与、あるいは抗 HMGB1 抗体投与により軽減
しえることを確認した。 
 
 

（4） クウンミニブタ機能性同所性小腸移
植における 100 日以上長期間生存例： 
 著しい HGR反応を呈する MHC不適合症例で
は、肺ならび腎臓移植モデルで 60 日程度の
グラフト生着が期待できる高濃度短期タク
ロリムス療法を用いても、移植小腸が 14 日
で拒絶することが確認された。これに対し、
軽度の GVHR 反応を呈する組み合わせにおい
て、同所性小腸グラフトが、最長 9か月の生
存を確認している。 
 本症例は、移植後 30 日、105 日の生検で良
好なグラフト腸管の色調を呈していた。栄養
状態も良好で術後 9 か月で体重は手術時の 2
倍に増加した。病理学的にも拒絶を疑う所見
は認めなかった。 
 
（5）ドナー小腸および腸間膜リンパ節から
の HSC Progenitor Cells の分離： 
 我々の異所性実験結果において、ミニブタ
小腸移植後に Lymphoid 系キメラのみならず
Myeloid 系キメラが持続することが確認され
た（１参照）。ミニブタ移植小腸グラフトで
の Hematopoietic Stem Cells（HSC）の存在
を確認する目的で、小腸ならびに腸間膜リン
パ節の組織学的・分子生物学・免疫学的な検
討を行なった。本実験に必要なミニブタ CFU、 
PCR 法の確立に続き、小腸移植前のドナーミ
ニブタの小腸 HCS Progenitor cells を CFU
ア ッ セ イにより分離培養し、 c-kit+ 
precursors の同定を行った。現在検体組織の
免疫病理学検討ならびに培養コロニーのド
ナー特異的プライマーを用いたPCR検査を行
っている。 
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