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研究成果の概要（和文）：急性拒絶反応、慢性拒絶反応に T 細胞のみではなく、B 細胞が重要な

役割を演じていることが近年、知られている。血液型不適合肝移植ならびに骨髄移植における患

者末梢血の B 細胞を humanized-NOG マウスを用いて ex-vivo でドナー抗原にて感作し、坑ドナ

ー抗体産生能を評価した。その結果、未熟な B細胞が成熟していく段階で臓器内の抗原に反応性

の B細胞クローンが消去され免疫寛容にいたることが示された。B細胞除去により慢性拒絶の抑

制、更には T細胞免疫にも寛容が得られる可能性が示された。  
 
研究成果の概要（英文）：It was known that B cells played an important role as well as T 
cells for acute and chronic rejection. We sensitized B cells in the patients of blood 
type incompatibility liver transplantation and the bone marrow transplantation, with a 
donor antigen using humanized-NOG mouse in ex-vivo and evaluated donor antibody 
production ability. As a result, it was shown that reactive B-cell clones were removed 
at the stage when immature B cells matured by the antigens in the organ and induced the 
tolerance. The suppression of the chronic rejection, the possibility that, besides, 
tolerance was obtained for T-cell immunity were demonstrated by B-cell removal. 
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１．研究開始当初の背景 
21 世紀の臓器移植医療に課せられた課題は、
①急性抗体関連性拒絶反応と慢性拒絶反応
の制御と②免疫抑制の至適化、究極的にはド
ナー特異的免疫寛容の誘導であると考えら
れる。抗体関連性拒絶反応には既存抗体およ
び既存の抗体産生細胞の関与する急性抗体
関連性拒絶反応と移植後に新たに出現した
抗体産生 B細胞の関与する慢性拒絶反応とに
大きく分類される。一方、MHC を介したアロ

抗原の認識、特にレシピエントの抗原提示細
胞による CD4 陽性 T 細胞を介した Indirect 
pathway が晩期の抗体関連性拒絶反応に大き
く寄与しているものと考えられている。近年、
自己免疫疾患に対する抗体療法による B細胞
の除去治療での効果が報告されるようにな
り、自己抗体の減少や臨床症状の改善が報告
されている。自己に対する寛容のメカニズム
はアロ抗原に対する寛容の解明のヒントと
なる。B 細胞の免疫寛容の過程として、骨髄
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での成熟過程において自己抗原へ暴露され
ることによる消失 (Deletion) 、再編成
(editting)、無反応(anergy)という 3つのメ
カニズムが提唱されている(Lang.et al., 
Eur J Immunol, 2000.)。 
 
２．研究の目的 
我々はこれまでに血液型不適合の肝移植レ
シピエントがドナー血液型抗原に対して寛
容状態を獲得している事実をドナー血液型
抗体が移植後に特異的に抑制されていると
いう現症とこのレシピエントの単核球細胞
を用いた trans-vivo のモデルを用いて証明
してきた。Preliminary な結果として、乳幼
児における未熟な B 細胞あるいは抗 CD20 抗
体（Rituximab）によって成熟 B 細胞を除去
された成人においては、B 細胞の成熟の過程
で臓器移植を行うことにより、その臓器特異
的抗原に対して反応性を持つ B細胞の特異的
elimination が誘導され、寛容が導かれると
推察された。また一方で、除去治療を受けて
いない成熟 B細胞が多量の膜結合型抗原に暴
露されるとわが施設で開発した Intraportal 
infusion（PGE とステロイドを門脈から注入
する局所療法）を併用することによって移植
後の急性期を乗り切り、その結果成熟 B細胞
が無反応となることが推察された。そして興
味深いことに B細胞除去療法を施行した血液
型不適合移植患者は適合患者と比較しても
成績は同等あるいは T細胞が関与するといわ
れる急性拒絶反応においてはむしろその発
生率は低い事実を経験しており、B 細胞除去
療法が血液型糖鎖抗原だけでなく、MHC に対
しても寛容を導く可能性があることを示唆
している。近年、急性液性拒絶反応ならびに
慢性拒絶反応はドナー特異的抗体（DSA）が
関与していることが報告されており、B 細胞
免疫寛容の機序を知ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) humanized-NOG を使用したモデルで 
血液型糖鎖抗原に対する B細胞に免疫寛容の
機序の検討 
① 上記の仮説の確認のため血液型不適合肝

移植症例での追試を行った（下図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

② 血液型不適合骨髄移植（O→A）症例にお
いては O 型ドナーの骨髄は坑 A 抗体を産生
しうるが上記の仮説ではレシピエント臓器
内で A 抗原に反応する特異的 elimination が
誘導される可能性があり、それを検証するた
め humanized-NOG を使用したモデルでド
ナー骨髄由来の B 細胞をレシピエント血液
型 A で感作して抗体産生の有無を ELISA に
て評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(2) 血液型不適合肝移植においてドナー血
液型反応 B細胞の消去を確認するため以下の
in vitro のモデルを実施した。 
①B細胞を Fluosphere bead を用いて分離し
たあとにフローサイトメトリーにより、ドナ
ー血液型抗原特異的に反応する抗体を用い
て、その消失を移植前・後レシピエントの B
細胞とレシピエントタイプ血液型の検者の B
細胞を検出比較した。 
② ELISPOT assayを用いたドナー血液型特異
的抗体産生細胞の検出を行った。 
 
(3) 血液型不適合肝移植におけるドナーMHC
抗原特異的抗体産生 B細胞の寛容の検討. 
血液型糖鎖抗原に対する寛容の現症を MHCに
も拡大する目的で、MHC に対する抗体測定を
行う。 
ABO 不適合肝移植にて抗 CD20 抗体
（Rituximab）、血漿交換等にて肝機能の非常
に落ち着いているレシピエントの血液から
単核球を分離して図１右の如 humanized-NOG
を使用したモデルでドナーMHC(HLA-A, HLA-B, 
DR)で感作した場合のドナーMHC 抗原特異的
抗体の測定(ELISA および Flow PRA を用いた
測定）を行う。 
 
 
 
４．研究成果 
(1)①血液型不適合肝移植 
a) 乳児：感作による坑ドナー抗体産生なし。 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 

 
b) 成人（B 細胞除去療法なし。Intraportal 
infusio のみ）：感作により坑ドナー抗体産生 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
c)成人（Rituximab による B 細胞除去療法）： 
感作による坑ドナー抗体産生なし。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
a),b),c)の追試の結果から乳幼児における
未 熟 な B 細 胞 あ る い は 抗 CD20 抗 体
（Rituximab）によって成熟 B 細胞を除去さ
れた成人においては、B 細胞の成熟の過程で
臓器移植を行うことにより、その臓器特異的
抗原に対して反応性を持つ B 細胞の特異的
elimination が誘導され、寛容が導かれるこ
とが更に強く推察された。また一方で、除去
治療を受けていない成熟 B細胞が多量の膜結
合 型 抗 原 に 暴 露 さ れ る と Intraportal 
infusion によって移植後の急性期を乗り切
り、その結果成熟 B細胞が無反応(anergy)と
なることが強く推察された。 
 
(1)②血液型不適合骨髄移植 
A,D は血液型不適合骨髄移植由来 B細胞、 
B,E は血液型適合骨髄移植由来 B 細胞（コン
トロール）を NOG マウスに注入して感作 
B,E のコントロールは坑 A 抗体を産生するの
に対して、A,D は坑 A抗体を産生しない。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
血液型不適合骨髄移植（O→A）症例において
は O型ドナーの骨髄はレシピエント臓器内で
A 抗原に反応する B 細胞の elimination がお
こり、レシピエント血液型 AにＢ細胞の免疫
寛容が誘導された可能性が強く示唆された。 
 
(2) 血液型不適合肝移植においてドナー血
液型反応 B細胞の消去の確認。 
①B 細胞の分離は Fluosphere bead を用いて
90%以上の分離が得られた。しかし O 型正常
人の末梢血Ｂ細胞にも坑ドナー血液（A）型
特異的抗体の存在が flow cytometry に
detect できず、抗体の結合不良が考えられた。
これは複数回の解析でいずれも detect でき
なかった。そのため移植後の坑ドナー血液
（A）型反応性 B 細胞の消失を直接確認する
ことはできなかった。 
②  ELISPOT assay を用いたドナー血液型特 
異的抗体産生細胞の検出。これも複数回の解
析にて positive control の O 型正常人 B 細
胞が坑 A型抗体の産生を ELISPOT assay にて
得られず、ドナー血液型特異的抗体産生 B細
胞の消失を証明することができなかった。 
(3) 血液型不適合肝移植におけるドナーMHC
抗原特異的抗体産生 B細胞の寛容の検討. 
Rituximab による B細胞除去療法を併用した 
ABO 不適合肝移植にてレシピエントの末梢単
核球を分離して humanized-NOG を作成し、ド
ナーMHC(HLA-A, HLA-B, DR)で ex-vivo の感
作を行う。現在のドナーMHC(HLA-A, HLA-B, 
DR)特異的抗体を ELISA 法で測定を行う条件
設定を行っているところである。 
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