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Ⅰ、要約  

	
 背景	
 近年、顔面や四肢の外傷性広範囲欠損に対して顔面移植や手移植をはじめと

した同種複合組織術が臨床的に行われている。これらの成功の背景としてはマイクロ

サージェリー技術の進歩や免疫抑制療法の目覚ましい発展が挙げられるが、同種複合

組織では他臓器よりもいっそうの、安全な長期生着が望まれる。しかし拒絶反応メカ

ニズムそのものは未だ解明されていないところが多く、複合組織移植においては各組

織ごとに免疫反応が異なっているため、それぞれの組織についての検討が必要である。

特に軟骨組織はこれまで拒絶反応を起こさない組織として認識されてきた。実際、海

外では臨床上、関節リウマチや外傷性軟骨欠損に対して同種骨軟骨移植術が行われて

おり、長期的に良好な結果を残している。しかしその中でも graft failureは散見されて

おり、移植時の物理的ストレス、保存時の凍結ストレスが原因とする報告はあるもの

の、拒絶反応に言及したものは少ない。今回私は膝関節軟骨の免疫特性について、物

理的ストレス、凍結ストレスを除外したラット下肢同種複合組織移植モデルを用いて

軟骨組織における拒絶反応の有無、およびそのメカニズムを検証した。 

	
 方法	
 実験群として minor mismatchの関係にある Fisher344と Lewisのラット同種

下肢移植、および対照群として Lewisラット同士のラット下肢同系移植を行った。こ

れらの群に対して拒絶反応の指標として軟骨細胞の経時的な apoptosis の発現を検討

するため TUNEL法および透過型電子顕微鏡による超微形態学的評価を行った。さら

に apoptosis の経路として caspase-3 の免疫組織学的染色法、および Laser Captured 

Microdissection法により軟骨細胞を抽出、quantitative real-time PCR法にて caspase-3の

遺伝子発現を検討した。また拒絶反応に関与するとされている HSP70、HSP60につい
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て免疫組織化学染色法にて経時的局在変化を検討した。 

	
 結果	
 同種移植群において術後 7日目に有意に TUNEL陽性細胞の増加が認められ

た。また術後 12 日目には電子顕微鏡下に軟骨細胞の核濃縮が認められ、同種移植群

において経時的な軟骨細胞の apoptosis増加を認めた。Caspase-3は同種移植群におい

て術後 7日目に陽性率の増加が認められたが、caspase-3の遺伝子レベルにおいては術

後 7日目以降減少していた。HSP70、HSP60については同種、同系移植群共に有意な

変化は認められなかった。 

	
 考察	
 これまで軟骨組織は細胞外基質に守られ、拒絶反応を起こさないとされてい

た。しかし本研究により軟骨組織でも術後軟骨細胞の apoptosis の増加が認められる

ことから、移植後かなり早い段階で拒絶反応が起きていると考えられる。これらの反

応には caspase-3 が関与しており遺伝子レベルにおいてはより早い段階で変化が起き

ている可能性が示唆される。しかし HSP70、HSP60の増加が認められないことから、

他臓器のような抗原提示細胞による cross-presentationが起きているわけではないと考

えられ軟骨組織の特殊性が認められた。 

	
 結論	
 同種複合組織移植において軟骨組織でも拒絶反応が起きていることが本研

究により初めて示唆され、その反応には caspase-3 を介した経路が関与している。さ

らに拒絶反応のメカニズムを解明することにより同種骨軟骨移植術、同種複合組織移

植術の更なる成功へつながると考える。 
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Ⅱ、研究背景  

 

 広範囲の軟部組織欠損、切断された四肢に対して 1962年以降、マイクロサージェ

リーの目覚ましい技術亢進により、遊離自家複合組織移植による再建が可能となって

きた。しかしそれらの再建でも donor部位の犠牲や整容上の問題点も多いことから、

2005年フランスにて世界で初めて、顔面の広範囲欠損に対する遊離同種顔面移植が行

われた。以降世界中で同種顔面移植術が行われ現在までに 23例の報告がなされてい

る 1)2)。これらの成功はマイクロサージェリーの技術亢進もさることながら、同種複

合組織移植分野における免疫抑制療法や免疫寛容療法の進歩によるものが大きい。し

かし他の実質臓器と異なり同種複合組織移植術では、その性質上異種組織が混在し、

組織ごとに免疫反応が異なっていることが挙げられる。さらには、拒絶反応メカニズ

ムそのものについては未だ解明されていない点が多いというのが現状である。 

	
 現在のところ、拒絶反応は移植後の時間経過を基準に、①ドナー抗原への既存抗体

により数分以内に起こる超急性期拒絶、②移植片に応答したエフェクターT細胞や抗

体により、移植後数日後より誘導される急性拒絶、また③長期にわたる移植片の機能

喪失や繊維化による慢性拒絶に分けられる。特に移植免疫におけるエフェクターT細

胞のメカニズムは図１に示すように、ドナー由来の抗原提示細胞による直接提示、レ

シピエント由来抗原提示細胞がドナーペプチドを取り込むことによる間接提示が行

われ、認識されることで T細胞分化と成熟が起こる。成熟した T細胞はドナー細胞に

対して抗原認識を行い、細胞死シグナルを送り込み拒絶反応を引き起こすことが解っ

ている。 
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 このようなメカニズムが解明されている裏で、拒絶反応メカニズムがあまり検討さ

れていない組織の一つに関節軟骨組織が挙げられる。軟骨組織は非常に特殊な組織で、

周囲が強固な組織で覆われ、血流がなく関節液からの栄養でのみ生存している組織で

ある。また拒絶反応を起こしにくい組織としてもこれまで広く知られてきた。そのた

め海外では 1世紀も前から、広範囲の関節欠損や変形性関節症に対して同種軟骨組織

移植が行われており、臨床上の長期成功例が報告されて有用な治療法の一つとされて

いる 3)4)5)6)。しかしそれら報告の中には graft failureに陥るものも散見されており、原

因としては graftを採取する際のドリリングや移植する際の打ち込み刺激などの物理

的ストレスによるもの 7)、また graftを貯蔵する際の冷凍および冷蔵によるストレスに

よるもの 8)9)10)が挙げられている。Graft failureに拒絶反応が関与していることが示唆

されているものの 8)、これまで軟骨の拒絶反応について検討している報告は少ない。

今回、私は軟骨組織が免疫学的に特殊な組織であるのか、もしそうであればどのよう

なメカニズムで免疫から逃れているのかを検討するべく研究計画を建て、その全体像

を図 2に示した。本研究を行うことで、同種軟骨移植、しいては同種複合組織の更な

る長期安全な成功を導くものと考える。 
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Ⅲ−1、実験 1 

軟骨組織の拒絶反応  

 

1、研究目的  

 軟骨組織は拒絶反応がおこりにくいことで知られている。Langerら 11)はラットの股

関節軟骨を、関節面をそのままに同種のラット背部に移植したモデルを用い拒絶反応

が起こらないと述べている。私はこの関節軟骨の免疫特権について再検討を行った。

モデルとしては軟骨に対して直接物理的ストレスがかからず、さらに凍結ストレスを

除外する目的で、ラット下肢同種複合組織移植モデルを用いた。 

 拒絶反応の評価には、心臓、肝臓、腎臓の同種移植分野において apoptosis が拒絶

反応に関与していると報告されており 12)13)14)、軟骨組織においても同様であると考え

られる。そこで同種複合組織移植における膝関節軟骨の apoptosis の有無を検討する

ため、形態学的評価法として Hematoxylin-Eosin (HE)染色により観察した。また

apoptosisの検出にはDNAの断裂を検出する Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP 

nick and labeling (TUNEL)法を用いた。これはDNA鎖分解物(nicks)の 3’-OH末端にTdT

の酵素反応により dUTP が標識されることで検出される 15)。さらに 2009 年の The 

Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD)による分類において、apoptosisの診断、

検出には生化学的（DNA ladderingなどの DNAの断裂）な証明のほかに超微細構造的

な変化の証明を必要としており 16)、透過型電子顕微鏡 (Transmission Emission 

Microscopy; TEM)による超微形態学的な診断を行った。 
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2、研究方法  

実験動物および実験群  

 実験動物管理は、Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National Research 

Council, revised in 1996)に従って行われ、また本研究における動物実験計画は、東北大

学大学院医学系研究科動物実験委員会により承認された（承認番号 2011医動-83） 

 実験動物としては、体重 280-380gのオス Lewis(LEW)(RT-11)ラット 99匹、および

体重 240-320gのオス Fisher344(F344)(RT-11v1)ラット 32匹を使用した。この 2系統は、

MHC抗原は一致するが、minor抗原は不一致である。これらのラットはともに SPF

ラットで、日本エスエルシーより購入した。 

 実験群は次の 2群に分けて検討を行った。Allo group：同種移植群として Fisher344

ラットの右下肢を LEWラットへの同所性移植を行う同種移植群（Fisher344 to Lewis : 

FL）および、Iso group：対照群として LEW ラットの右下肢を別の LEW ラットへの

同所性移植を行う同系移植群(Lewis to Lewis : LL)とした。それぞれの群について、移

植片の再還流後 30分（第 0日）、および術後（postoperative days ;PODs）第 1、3、7、

12、18日目にサンプルを採取した。（n=5 each）。さらに電子顕微鏡での観察目的に同

種移植術後 12日目に別にサンプルを採取した（n=2）。 

 

移植手技  

 ラット下肢移植手技に関しては、いくつかのモデルの報告があり、本研究において

は Pressら 17)が報告した標準モデルを若干改変し、Leeら 18)によるラット同種下肢移

植モデルと同一の手技にて行った。麻酔は気化麻酔器を用いて、まず麻酔ボックス内
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で 5％イソフルランにて導入した後、簡易マスクを用い 2％イソフルランにて維持麻

酔として行った。抗生剤および抗凝固剤は使用しなかった。大腿部近位 1/3にて donor

および recipient の下肢を切断、大腿動静脈・坐骨神経は graft では可及的近位にて、

また recipientは遠位にて離断した。この際、血管攣縮防止および除痛目的に 2％リド

カインを少量局所投与した。大腿骨はダイアモンドソーにて離断した後 graft は生食

ガーゼに包み 4℃にて移植時まで保存した。Graft移植はまず大腿骨に 18ゲージの注

射針を髄内釘として骨接合に用い、次に大腿内転筋群を 5-0ナイロンで縫合し血管吻

合の土台とした。その後大腿動静脈・神経に対し 10-0 ナイロンにて顕微鏡下に端端

吻合を行った。大腿動静脈吻合後 graft への再還流が十分であることを確認した後、

坐骨神経を同様に吻合し大腿筋群を 5-0ナイロンにて、また inguinal fat padおよび皮

膚を 6-0ナイロンにて縫合した。実験のシェーマ、および術中写真を図 3に示す。術

後は移植下肢への自傷行為防止のため、graft採取までプラスチックコルセットを装着

した。術後は飼育ゲージに対し 1個体ずつの管理とし飲料ボトルに水 400ml中アセト

アミノフェン 200mgを混和させ疼痛管理とした。 

 

サンプル採取  

 前述のごとく、術後 0日、1、3、7、12、18日目にイソフルランによる全身麻酔下

に開胸した後、左心室から大動脈へステンレスカテーテルを挿入し 4%パラホルムア

ルデヒド緩衝液にて 60 分間の全身還流固定を行った後、膝関節を採取した。同様に

negative controlとして移植術を行っていない Lewisラットも全身還流の後サンプル採

取を行った（n=5）。採取した膝関節は同緩衝液にて 24時間、浸漬固定を行った後 10％
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EDTA に浸漬、4℃下にて 3 週間の脱灰を行った。脱灰が終了後膝関節に対して長軸

方向に切断し、それぞれをパラフィン包埋し、組織学的および免疫組織化学的方法に

使用した。電子顕微鏡観察目的には、同様に全身麻酔下に同種移植下肢を採取、関節

軟骨を傷つけないように膝関節包を解放し 15 番メスにて鋭的に軟骨層を削りだし、

4％パラホルムアルデヒド緩衝液へ浸漬した。またこちらも negative controlとして移

植を行っていない Lewisラットから同様に軟骨のみを採取した（n=2）。 

  

組織学的方法  

 パラフィン包埋された各サンプルに付き、ミクロトームにて 3μmの厚さで薄切し、

それぞれ２枚ずつのプレパラートを作成し hematoxylin-eosin(HE)染色を行った。

Hotokebuchiら 19)によると minor-mismatchの関係にある同種移植群においては 4週間

までは軟骨層の構造変化を認めていないことから、軟骨構造の変性(degeneration 

architecture)、炎症性細胞浸潤(cellular infiltration)、核の濃縮像(condense nuclei)の 3点

を評価基準とし、評価者２名によって各プレパラート上でそれぞれの所見が確認でき

たものの有無をカウントした。また典型的な軟骨層の構造変化、細胞の浸潤像を図 4

に示す。本研究では、各標本について同系移植群と同種移植群での経時的組織学的変

化を検証した。 

 

TUNEL 

 Apoptosisを起こした軟骨細胞の有無を経時的に評価するため、TUNEL法を行った。

TUNEL染色には In Situ Cell Death Detection Kit, AP (1684809; Roche Diagnostics GmbH)
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を用いた。まず、各パラフィン包埋より、ミクロトームにて 3μmで薄切した切片を

用い、キシレンで脱パラフィンを行い、エタノールに浸漬し精製水にて再水和を行っ

た。その後 Proteinase K（S3020; DakoCytomation, Inc.）を 37℃のインキュベーター下

にて 15分間反応させることにより、ホルマリンによる cross-linkの加水分解を行った。

PBSにて洗浄した後、あらかじめ調整しておいたキット内の TUNEL反応液（TdT酵

素溶液 5μl+標識溶液 45µl）を添加し 37℃のインキュベーター下にて 60 分間反応さ

せた。これにより切断されたDNAの 3’-OH末端に標識される。さらに標識されたDNA

断片分解物を光学顕微鏡下にて観察するため、キット中のコンバーター-AP溶液を添

加し、37℃インキュベーター下にて 60分間反応させ、PBSにて洗浄した後、Fast Red 

(11496549001; Roche Diagnostics GmbH)を添加し暗室にて常温、10分間染色した。対

比染色としてヘマトキシリン染色を行ったのち、観察者2名により光学顕微鏡下（x200）

において 1視野中の TUNEL陽性細胞をカウントし陽性率（陽性細胞/全軟骨細胞）を

求めた。また positive controlには TUNEL反応液添加前に DNase Iを添加し 37℃イン

キュベーター下で 10分間反応させたものを用い、negative controlには TUNEL反応液

中の TdT酵素溶液を添加しないものを用いて行った。 

 

Transmission Electron Microscopy (TEM) 

 超微形態学的に apoptosis 細胞を検出するため、apoptosis が起きていると考えられ

る同種移植術後 12 日目、および移植操作の及んでいない Lewis ラットの膝軟骨につ

いて透過型電子顕微鏡(Transmission Electron Microscopy; TEM)にて観察を行った。サ

ンプルは前述のごとくメスにて鋭的に削りだした軟骨を、4%パラホルムアルデヒド
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緩衝液に入れ、4℃で一晩浸漬浸透させた。その後 0.1Mカコジル酸緩衝液（cacodylate 

buffer; CB）にて数回洗浄し、2-3日 EDTAによる脱灰を行った。剃刀の刃が入るよう

になったところでCBにより洗浄をした後、2.5%グルタールアルデヒド(glutaraldehyde; 

GA)にて 4℃で 2時間固定、その後 1%四酸化オスミウム(OsO4)にて 4℃で 2時間反応

させた。蒸留水で洗浄した後、1％酢酸ウランにて常温で 50分反応させた後、エタノ

ールにて脱水を行い、エポン樹脂にて包埋した。その後薄切切片を作成し光学顕微鏡

で確認した後、超薄切切片を作成、2%酢酸ウラン液で 8 分、鉛染色液で 4 分間染色

し、透過型電子顕微鏡（H-7600; (株)日立ハイテクフィールディング）にて観察した。

サンプルは病理学者 1名、観察者 1名の 2名により形態学的な評価を行った。 

 

統計学的解析  

 すべての数値データは、平均値±標準偏差として示した。TUNEL 陽性率について

は two-way repeated measures ANOVAを採用し、多重比較として Tukeyの HSD検定を

行った。解析には JMP® 10 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)を使用した。p値が 0.05

未満の場合、統計学的に有意とした。 

	
 

3、研究結果  

ラット下肢移植  

 下肢移植は同系移植群 34例、同種移植群 36例の合計 70例行われ、各 30例を組織

学的、免疫組織化学的、LCM に使用し、同種移植群 2 例を電子顕微鏡、各 2 例ずつ

を PCR 検証実験に用いた。コントロールとして手術操作を行っていない Lewis ラッ
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ト 9匹を用いた。グラフトの虚血時間は 94.3±4.85分間であった。術後感染はいっさ

い認められなかった。また、移植したすべてのラットについては、実験期間中に食思

不振や活動低下といった、全身状態の悪化を思わせる所見は認められなかった。また

サンプル採取に際して移植術後 12 日まで、下肢の血流は維持されており、同種移植

群の 18 日目において皮膚の黒色変化があるものの、下肢血流はわずかに認められて

いた。 

 

組織学的検討  

 Iso group (同系移植群；対照群) いずれの術後日数においても関節軟骨の層構造、炎

症所見、細胞の変性は認められなかった。術後 0 日、術後 18 日後の HE 組織写真を

図 5右に提示する。 

 Allo group (同種移植群；実験群) 関節軟骨については術後 18 日目においても明ら

かな軟骨層の変化を認めなかった。また同様に炎症性細胞の浸潤も認められなかった。

術後 18 日目において実験群の一部で軟骨細胞が若干縮小しており、クロマチンの濃

縮が認められ、nuclear condensationを疑わせる所見を認めた。術後 0日、術後 18日後

の HE組織写真を図 5左に提示する。また以上の結果を表 1に示す。 

 

TUNEL 

 同系移植群においては、術後 0日に 1視野中、TUNEL陽性細胞がわずかに認めら

れた。しかし全観察期間中に TUNEL 陽性細胞が明らかに増加することはなかった。

同種移植群においては、術後 0日目には同系移植群と同様に数個の TUNEL陽性細胞
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が認められたが、術後 7 日目には徐々に陽性細胞の増加があり、術後 18 日目には約

半数の軟骨細胞において TUNEL陽性を示した。同系、同種移植群における術後 0日、

18日目の TUNEL染色写真を図 6に提示する。また全術後期間中の 1視野(x200)にお

ける全軟骨細胞中の TUNEL 陽性細胞の割合(%)を図 7 に示す。同系、同種移植群共

に術後 0日から 3日目にかけてほぼ同等の陽性率であったが、次第に増加傾向を示し、

術後 18日目において有意に増加していた。また術後 7日目から術後 18日目にかけて

同期間の同系移植群と比較して、有意に陽性細胞の増加が認められた。（術後 7 日

p=0.0431、術後 12日 p=0.014、術後 18日 p=0.0024） 

 

TEM 

 TEM による正常な軟骨の形態を図 8 左に示す。軟骨細胞は非常に小胞体

(endoplasmic reticulum; ER)が発達しており、ゴルジ体(Golgi body; G)が目立ち、円形で

大きな核を持つ。また細胞膜には endocytosisによる鋸歯状構造がみられ、盛んなタン

パク質合成が行われているのがわかる。同種移植後 12 日目の軟骨細胞を図 8 右に示

す。ERや Golgi bodyは比較的保たれており、ミトコンドリア(mitochondria; M)も観察

できる。また核にはクロマチンの凝集が認められ縮小しており、nuclear condensation

と診断される。細胞周囲は細胞外基質に覆われているためか、細胞周囲の鋸歯状変化

にはあまり変化は認められなかった。細胞自体も正常と比較し半分程度に小さくなっ

ているのが認められることから、同種移植術後 12日目には軟骨細胞が apoptosisを起

こしていると考えられる。 
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Ⅲ−２、実験 2 

軟骨の拒絶反応による apoptosis経路  

 

1、研究目的  

 前述の研究結果により TUNEL 陽性細胞の増加、および TEM による軟骨細胞の

apoptosisが検出されたことにより、軟骨組織においても同種移植術後経時的に拒絶反

応が起きていると考えられる。このことは現在まで指摘されていた、軟骨組織におけ

る免疫特権とは異なっている。しかし HE染色でも認められるように明らかな炎症細

胞や免疫細胞の軟骨への浸潤は認められず、そのメカニズムはやはり特殊であると言

わざるを得ない。そこで我々は apoptosisを起こす経路について検討を行った。 

 Caspase の活性化は apoptosis の重要な過程の一つであり 20)、caspase-3 は apoptosis

の早期に関連する最も重要な proteaseである。正常な細胞内においては procaspaseと

いう形態ととっており、apoptosis のシグナルを受け取ることで、procaspase 自身の直

接分解や、その上流に位置する initiator caspase (caspase-2,-8,-9,-10など)により活性化

され、cleavedもしくは active caspaseとなる。活性化された caspase-3が DNA分解酵

素 CAD (Caspase Activated DNase)をさらに活性化し apoptosisを起こす 21)22)。 図 9に

示すように軟骨における Apoptosisには様々な経路があり、その下流に caspase-3が位

置する。今回我々は軟骨の拒絶反応経路に caspase-3 が関与しているかを検討した。

培養軟骨細胞系など in vitroでは、caspase-3活性を特定のアミノ酸やペプチドを分解、

発光させることで分析することが可能 23)24)であるが、本研究のような in situにおいて

は困難であり、active caspase3 の免疫染色により陽性細胞のカウントによって検証し
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ている報告がある 25)ことからも、本実験においては active caspase3の免疫染色法、さ

らには mRNA の定量法を用いて検証した。これらを検証することで、拒絶反応メカ

ニズム解析への first stepとした。 

  

2、研究方法  

免疫組織化学的方法  

 軟骨組織の拒絶反応経路に active caspase-3が関与しているかを検討するため、免疫

組織化学染色を行った。まず、コーティングスライドに作成した未染標本を TUNEL

法と同様に、ミクロトームにて 3μm に薄切し脱パラフィンおよび再水和を行った。

その後 proteinase K を室温にて８分間反応させ、抗原賦活化とした。その後、

0.25%caseinおよび carrier protein、さらに 15mM sodium azideを含有した、Non-Specific 

Staining Blocking Reagent (X0909; DakoCytomation, Inc.)を室温にて 10分間反応させ、

その後 Peroxidase Blocking Reagent (bottle 1; K4006; ENVISION+/HRP (horseradish 

peroxidase) kit; DakoCytomation, Inc.)を室温にて 10分間反応させた。以上の準備の後、

一次抗体として rabbit polyclonal antibody to anti-active caspase-3 (ab13847; Abcam, 

Cambridge, UK)を 1000倍希釈にて 4℃冷蔵下に 12時間反応させた。二次抗体反応の

ため、TBSTにて洗浄した後、HRP-Labeled Dextran-Polymer Conjugated Anti-Rabbit IgG 

Reagent (K4002; DakoCytomation, Inc.)を室温にて 60分反応させた。発色は Liquid DAB 

(3,3’-diaminobensidine) system (bottle 3a & 3b)にて行い、対比染色としてヘマトキシリ

ン染色を行った。評価は TUNEL法と同様に二重盲検法にて行い、光学顕微鏡下（x200）

1視野における陽性細胞の率で求めた。また negative controlとして一次抗体反応の際
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に一次抗体を抜いた抗体希釈液のみで行うものを使用した。 

 

Laser Captured Microdissection (LCM) 

 軟骨組織は周囲が骨や骨髄組織に覆われており、新鮮軟骨組織のみを採取し、タン

パク質などの定量検定を行うことは非常に困難である。そこで我々は、Laser Captured 

Microdissection (LCM)法を用いて、パラフィン包埋ブロックから軟骨組織のみの単一

採取を行った。 

 通常のミクロトームを RNase awayで処理し RNase除去した後、10µmの厚さで薄切

を行った。採取する際の器具はすべてオートクレーブによる滅菌処理を行い、RNase 

free water を使用した。スライドグラスは LCM 用 PEN-Membrabe 2,0µm (11505189; 

Leica; MicroDissect GmbH, Herborn)を使用した。PENスライドにのせた切片は滅菌シ

ートにてカバーし、43℃の保温器上に 6時間置き充分乾燥させた。脱パラフィン、再

水和には特級試薬のキシレンおよびエタノールを用い RNase free waterを用いた。再

水和した後ヘマトキシリンで染色した後、RNase free waterで洗浄しクリーンベンチ内

で十分乾燥させた。 LMD7000 (Leica)を用い、スライドグラストレーを RNase away

で RNaseを除去した後、スライドグラスをセット、また PCRチューブトレーには 1.5µl

の PCRチューブをセットし、キャップには RNeasy FFPE kit (73504; QIAGEN GmbH, 

Germany)内の Buffer PKDを 30µl入れた。LMD7000のプロトコールに従い、x6.3の倍

率で軟骨層のみをすべて Laserにて切除、Bufferを入れた PCRチューブに回収した（図

10）。さらに PCRチューブには Buffer PKDを入れてスピンダウンし切片を回収した。

回収した切片に RNeasy FFPE kit内の proteinase Kを添加し 56℃の恒温槽で 15分、さ
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らに 80℃の恒温槽で 15分反応を行い、これにより核酸のホルムアルデヒドとのクロ

スリンクを外した。氷冷した後 20000gにて遠心した後、上清へ kit中 DNase I溶液を

加えて室温にて 15分間反応させ DNase Iを除去した後、Buffer RBCを加えて混和、

さらに無水エタノールを加えて RNA を析出、付属のスピンカラムで分離した。その

後 Buffer RPEで洗浄した後、RNase free waterを 20µl入れスピンダウンし total RNA

を抽出した。抽出した total RNA は NanoDrop D-2000 (NanoDrop Technologies, 

Wilmington, DE)で濃度確認した。 

 

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 

 抽出した total RNAは Primescript RT reagent kit for real-time PCR (RR037A; TaKaRa, 

Japan)を用いて逆転写反応を行い、complimentary DNA (cDNA)を作成した。を行った。

逆転写によって得られた cDNA をテンプレートとし、SYBR® Premix ExTaq II (Tli 

RNaseH Plus) (TaKaRa)を用いて、TaKaRa Ex Taq HS、dNTP Mixture、Mg2+および SYBR® 

Green Iを含む反応混合液 25µlに ROX Dye II 1µl、テンプレート 3µlおよびプライマー

(10µM) 2µlを加え total 50µlとした。使用したプライマーは caspase-3およびハウスキ

ーピング遺伝子である、glyceraldehyde-3-phospate dehydrogenase(GAPDH)に対する特異

的プライマーを用いた（表 2）。調整した試薬は Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems, CA)を用いて、初期変性 95℃ 30秒、以降 PCR反応

を 95℃ 5秒、60℃ 60秒にて 45サイクルを行い、最後に融解曲線分析を行った。得

られたデータは Sequence Detection Software version 1.2.3 (Applied Biosystems, CA)を用

いて解析し各データに付き Ct値を求め、2-ΔΔCt法 26)により以下の計算式にて遺伝子の
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比較定量を行った。 

 Fold change=2-ΔΔCt	
 ； ΔΔCt=(Cttarget-CtGAPDH)-(Ctcontrol-CtGAPDH) 

反応後の産物は融解曲線にてピークが単一であることを確認し、さらに 2％のアガロ

ースゲル内で電気泳動し、0.5µl/ml 濃度のエチジウムブロマイドで染色した後、UV

トランスイルミネーターにて確認した。 

 

PCR検証実験  

 RNAの抽出を Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (FFPE)サンプルから行う場合、ホル

マリン固定時や、クロスリンクを外す際に RNA の質が低下することが懸念される。

そのため新鮮サンプルからRNAを抽出して caspase-3の遺伝子発現が正しいものかを

検証した。サンプルとしては、操作を行っていないラットの膝関節（n=2）、および同

種移植術後 3日目、および 12日目、また同系移植術後 3日目および 12日目（それぞ

れ n=2）に屠殺し、膝関節より直接軟骨をメスにて削りだした。採取した軟骨は

ISOGEN(Nippon Gene Co.,Ltd)に入れ、液体窒素にて凍結し破砕した。十分混和した後、

12000gにて 10分間遠心したのち、上清を回収。クロロホルムとイソアミルアルコー

ルを加え、充分混和させた後、12000g にて 15 分間遠心し RNA 相を抽出した。抽出

した RNA 相にイソプロパノールを加え、遠心したのち、沈殿物を採取した。沈殿物

を 70％エタノールで洗ったのち、RNase-free waterにて沈殿物を溶解し total RNAを抽

出した。抽出した total RNAは NanoDrop D-2000で濃度確認した。 

 この total RNAを前述の実験のごとくPrimescript RT reagent kit for real-time PCRにて

逆転写を行い cDNAを作成、これをテンプレートとして quantitative real-time PCRを
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行った。プロトコールは前実験と同様に表 2に示すプライマーおよび、SYBR® Premix 

ExTaq II (Tli RNaseH Plus)の試薬を用いてサンプルを作成した。PCR には Applied 

Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR Systemを用い、初期変性 95℃ 30秒、以降 PCR

反応を 95℃ 5秒、60℃ 60秒にて 45サイクルを行い、最後に融解曲線分析を行った。

得られたデータは Sequence Detection Software version 1.2.3 (Applied Biosystems, CA)を

用いて解析し各データに付き Ct値を求め、2-ΔΔCt法により求めた。 

 

統計学的解析  

 すべての数値データは、平均値±標準偏差として示し、active caspase-3陽性率およ

び、caspase-3遺伝子発現量については two-way repeated measures ANOVAを採用し、

多重比較としてTukeyのHSD検定を行った。解析には JMP® 10 (SAS Institute Inc., Cary, 

NC, USA)を使用した。p値が 0.05未満の場合、統計学的に有意とした。	
 

 

 

3、研究結果  

免疫組織化学的方法  

 active caspase-3 同種移植、同系移植群共に術後 0日から 3日までほぼ同様の陽性細

胞を認めた。また同種移植群においては術後 12日目に active caspase-3陽性細胞が増

加している（図 11左中）、しかし術後 18日目には陽性細胞が減少していた（図 11左

下）。同系移植群においては明らかな変化は認められなかった。全移植期間中の active 

caspase-3陽性率を図 12に示す。同種移植群において術後 7日目（p=0.0457）、術後 12
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日目(p=0.0176)において有意に増加が認められるが、術後 18日目には陽性細胞が減少

していた（p=0.0175）。対照的に同系移植群においては観察期間中に明らかな増加は

認められなかった。 

 

Quantitative real-time RCR 

 Caspase-3	
 mRNAの遺伝子発現量を図 13に示す。同種移植群において有意ではな

いが、術後 0日から術後１日目に増加傾向が認められる。しかしその後は遺伝子発現

量は次第に減少してきており、術後 7日目(p=0.022)、術後 12日目(p=0.0058)、術後 18

日目(p=0.0005)に有意に減少していた。同系移植群においては有意な変化は認められ

なかった。 

 

検証実験 

 新鮮サンプルから採取した軟骨より抽出したmRNAの遺伝子発現量を図 14に示す。

同種移植群においては移植後 3日目、特に 12日目において caspase-3遺伝子の発現量

の減少傾向が認められた。同系移植群においては術後経過を通して変動は少ない傾向

にあることが認められた。 
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Ⅲ－3、実験 3 

拒絶反応と Heat Shock Proteinとの関連  

 

1、研究目的  

 前章において軟骨拒絶反応経路に caspase-3 が関与していることが判明した。従っ

てさらなるメカニズムの解析には、その上流において検討する必要がある。これまで

の先行研究では、同種複合組織移植モデルを使用し、皮膚組織において Heat Shock 

Protein (HSP)が関与していることを報告してきた 18)。HSPはそもそも細胞保護機構の

中で最も重要なタンパク質の一つであり、細胞内において種々のタンパク質の立体構

造の保持、膜輸送などに重要な役割を果たしている。また種々のストレスに応答して

誘導され変性タンパク質を再賦活化することでも知られている 27)28)。近年、細胞外に

おいても自然免疫系と獲得免疫系を link させる新しい機能を持つことが明らかにな

り、Srivastavaら 29)は、”chaperoning of immunity”と呼ばれる生体防御系を提唱してい

る(図 15)。この中で HSP は種々のストレスについて生体防御系を発動させる danger 

signalとして機能しており 30)、前述の先行研究では皮膚拒絶反応によって HSP60およ

び HSP70が誘導されていることを報告してきた 18)。 

 これらの拒絶反応メカニズムには抗原提示細胞の膜表面にある cross-presentation 

receptor が関与する。したがって、軟骨組織のように細胞浸潤が認められない組織に

おいてもこのように HSPが danger signalとして関与するかを検討した。 
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2、研究方法  

免疫組織化学的方法  

 HSP60 および HSP70 の発現を検討するため、免疫組織化学染色を行った。前節の

active caspase-3の免疫組織学的方法と同様に、ミクロトームにて 3µmで薄切した切片

を用い脱パラフィンおよび再水和を行い、proteinase K を室温にて 8 分間反応させ、

抗原賦活化とした。その後特異的反応ブロック、内因性 peroxidaseブロックを行った。

以上の準備の後、HSP70 の一次抗体としては、mouse monoclonal anti-HSP70 (W27) 

antibody (SC-24; Santa Cruz Biotechnology, Inc.)および HSP60の一次抗体として、mouse 

monoclonal anti-HSP60 (LK1) antibody (H4149; SIGMA)をそれぞれ 200倍希釈した後、

4℃冷蔵下にて 12時間反応させた。マウスの一次抗体試薬についてはラット免疫グロ

ブリンと 50%交差反応性を示すため、5％normal rat serum (140-07051; 和光純薬)を

HRP-Labeled Dextran-Polymer Conjugated Anti-Mouse IgG Reagent (K4006; 

DakoCytomation, Inc.)に混合させ、交差反応基吸着を 60分間行った。一次抗体反応済

み標本を TBSTにて洗浄後、上述の処理を行った二次抗体にて室温、60分間反応を行

った。発色は Liquid DAB (3,3’-diaminobensidine) system (bottle 3a & 3b)にて行い、対比

染色としてヘマトキシリン染色を行った。評価は active caspase-3免疫組織化学染色と

同様に二重盲検法にて行い、光学顕微鏡下（x200）1視野における陽性細胞の率で求

めた。また negative controlとして一次抗体反応の際に一次抗体を抜いた抗体希釈液の

みで行うものを使用した。 

 

 



 24 

統計学的解析  

 すべての数値データは、平均値±標準偏差として示し、HSP70、および HSP60 陽性

率においては two-way repeated measures ANOVAを採用し、多重比較として Tukeyの

HSD検定を行った。解析には JMP® 10 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)を使用した。

p値が 0.05未満の場合、統計学的に有意とした。	
 

 

 

3、研究結果  

免疫組織化学的方法  

 HSP70.  術後 0 日より同系、同種移植群共に、軽度陽性細胞が認められるものの、

経時的に明らかな変化は認められなかった。陽性細胞そのものは関節軟骨表層に多い

印象である。術後 0日目および 18日目の組織写真を図 16に示す。陽性率は術後経過

を通して、同系、同種移植群に有意な差は認められず、術後 18 日目に同種移植群に

おける陽性細胞が同系移植群と比較し、低下していた。（図 17、p=0.0316） 

 HSP60.  術後 0日および 18日目の組織写真を図 18に示す。HSP70と同様術後を

通して同系移植群、同種移植群共に明らかな増加は認められなかった。また術後 18

日目においても陽性細胞の減少は認められなかった。陽性率をグラフにしたものを図

19に示す。陽性率においても全術後期間中に明らかな変化は認められなかった。 
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Ⅵ、考察  

 

1、軟骨の拒絶反応  

 顔面や四肢の広範囲な欠損、切断に対して同種複合組織移植術が行われ、成功例が

報告されつつある。しかし、心臓、肝臓移植とは異なり”life-saving procedure”ではな

いため、免疫抑制療法による副作用にはよりいっそうの注意を払わなくてはならない

31)。したがって免疫寛容療法の発展や、より毒性の少ない免疫抑制剤の開発の為には、

複合組織移植という heterogeneous な組織、それぞれについて、拒絶反応メカニズム

を解明していく必要がある。 

 今回私が着目したのが、軟骨組織である。軟骨組織の免疫特異性は古くから知られ

ており、実際臨床においては同種軟骨移植術が行われ、多くの成果が報告されている。

しかしその中でも graft failureが散見されており、それらの原因として移植時の物理的

なストレス 7)、および凍結、冷蔵によるストレスが挙げられる 8)9)10)。したがって、私

は軟骨の免疫特権のみを検討するためそれらのストレスを除外した、同種複合組織移

植モデルを用い、拒絶反応の評価の指標として apoptosis細胞の有無、つまり TUNEL

染色および電子顕微鏡による超微形態学的観察をおこなった。また軟骨組織そのもの

に血流依存はないものの、周囲組織の虚血による影響を除外するという理由でもこの

モデルは妥当であると考えた。しかし結果としては、移植後 7日目には TUNEL陽性

細胞の増加が認められ apoptosis が起きていると考えられた。2009 年の細胞死研究会

16)において apoptosisの検出には DNA断裂の有無のほかに細胞の形態学的変化を必要

としており、今回の結果による軟骨変化は apoptosis を起こしていると診断した。当
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初 Langer ら 11)が指摘した軟骨の免疫特権というものは、軟骨組織を取り巻く

extracellular matrix 細胞外基質によって軟骨細胞が守られているからであるとしてい

る。同時に軟骨細胞単体を分離し移植したモデルについては免疫反応が起きており、

軟骨細胞が免疫特異性を有しているのではなく、軟骨組織が周囲に守られるため拒絶

反応を起こしにくいと述べている。しかし実際には細胞外基質に守られているにもか

かわらず、拒絶反応が起きていることが本研究より、初めて明らかとなり、軟骨とい

う特殊な組織について再検討する必要があると考える。さらに Slrlinらの報告 32)によ

れば、貝殻状に採取した同種骨軟骨移植術において抗ヒト白血球抗体(human leukocyte 

antigen:HLA)抗体の有無により、術後の変化を MRI にて評価したところ、抗 HLA 抗

体陽性の場合、有意に骨の浮腫、軟骨の collapseが出現していることから、軟骨の graft 

failureに拒絶反応が関与している可能性がある。つまり軟骨の graft failureそのものは

凍結や物理的ストレスの他、その割合は述べられていないが拒絶反応を含めた複合的

な因子により起きている現象であると推察できる。Hotokebuchi ら 19)は本研究と同様

にラットの同種複合組織移植を用い、免疫抑制剤を使用しないグループにおいて軟骨

の構造変化が移植後 4週後に起きていると述べている。しかしそれらは HE染色によ

る軟骨の層構造の形態学的変化のみを指標としたものであり、今回私が示したように、

実際には TUNEL染色の陽性率の増加が認められた術後 7日目には、既に軟骨細胞の

拒絶反応が起きていることを初めて明らかにした。さらには、本研究で示したように

同種複合組織移植術において軟骨が apoptosisを起こした場合、軟骨の viabilityの低下、

および chondrocyte の減少が変形性関節症を引きおこす 33)ことが懸念されるため、同

種複合組織移植においても今後の長期成績向上のためにはその拒絶反応経路の解明
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が重要となってくる。 

  

2、軟骨の拒絶反応経路  

 次に軟骨組織の拒絶反応メカニズムを検討するために caspase-3 について評価を行

った。Caspase-3は apoptosisの重要な key mediatorの一つで、その経路の下流に位置

する effector caspaseである。したがって免疫組織科学的評価により active caspase-3陽

性細胞が 7 日目より増加を示していることは、この軟骨拒絶反応による apoptosis 経

路に caspase-3 を介したカスケードを持っていることを示している。この結果は

TUNEL染色の結果と矛盾しない。異なる点としては術後 18日目に active caspase-3陽

性率は減少に転じており、HE 染色で示したような萎縮した核を持つ軟骨細胞におい

て、active caspase-3が染まっていないことから、軟骨組織の apoptosisが進んでしまっ

たため、細胞の viabilityが減少してしまったことが理由として考えられる。 

 caspase-3などの proteaseを検証するにはタンパク質の定量検定が必要であると考え

られるが、軟骨組織は周囲が骨、骨髄組織に覆われ、軟骨組織単一のタンパク質採取

が非常に煩雑となる。従って私は LCM 法により軟骨組織のみを単一分離することと

した。この方法により骨髄組織や周囲の滑膜組織を含めることなく軟骨組織を抽出で

きるが、本研究では薄切切片を作成する際にホルマリン固定、脱灰を行っている。こ

れにより抽出物は非常に少量となり、ホルマリン固定の影響が避けられない。しかし

実際に軟骨組織から LCM法により抽出した報告や 34)35)36)37)38)、FFPEサンプルより抽

出した RNAからの PCRや microarrayを行い検証している報告もある 39)40)。このため

私はタンパク質ではなく RNA の抽出を行うこととした。ここで注意しなくてはなら
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ないのが、ホルマリン固定の際の影響としてタンパク質との cross-link が生じ、少な

からず RNAが変性していることが挙げられる。今回、proteinase Kによる酵素反応を

用いることで cross-link を解除した。さらに検証実験として、ホルマリン固定から抽

出した RNA量が正確かどうかを、同種移植、同系移植後 3日目と 12日目の新鮮関節

軟骨より抽出した mRNA にて評価した。結果としては、同種移植群において、いず

れも正常軟骨より caspase-3 が低下、さらに同系移植群においては明らかな変化が認

められないことから、LCM法によるホルマリン固定サンプルでも充分なRNAを抽出、

質を保つことができることを確認した。 

 Caspase-3 の遺伝子発現量については、移植 0 日目はほぼ変化はないが、同種移植

術後 7 日目より有意に低下が認められた。この結果は caspase-3 の陽性率上昇とは異

なっており、タンパク質と遺伝子発現量の変化に解離を生じている。同種移植術後１

日目には有意ではないが軽度上昇傾向にあり、caspase-3遺伝子における反応は術後早

期に出現している可能性がある。またその後の減少については、active caspae-3 が上

昇したことによる negative feedback が働いているのではないかと推察される。実際

Sabbaghらのモデルでは、apoptosisの刺激が起こると直後に caspase-3遺伝子の増幅が

起きるが、その後数時間で減少に転じている 41)。このことからも apoptosis 刺激を受

けた直後に増幅しているのであれば、図 20 に示すように、免疫組織化学的検証より

もさらに早い段階で、軟骨の拒絶反応のシグナルが入力されていると考えられ、前述

の TUNEL法で示した移植術後 7日目よりもさらに早い段階で拒絶反応が起き始めて

いる可能性が示唆される。ただ術後早期の上昇については有意差を認めていないため、

証明するためには n数を増やす、もしくは術後 2日目の観察を追加する必要があると
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考える。もちろんこの時点ではラット下肢 graft の血流は保たれており、虚血による

軟骨への外的要因が影響しているとは考えにくく、このことは軟骨そのものが拒絶反

応を起こしていることの裏付けにもなる。以上のように軟骨の拒絶反応には caspase3

が関与していることが示された。またリンパ球においては apoptosis が進行すると、

細胞の分化、増殖が抑制されることが知られている。軟骨においてはリンパ球とは異

なり、既に成熟した細胞であることから分化は起こりにくいと考える。また軟骨にお

ける apoptosis は図９に示すようにミトコンドリアを経由する系があり、その場合代

表的な apoptosis関連タンパクが p53である。p53は DNA障害が加わることでミトコ

ンドリアへ移動し細胞死を誘導する経路と、転写を介して細胞周期を停止する作用が

ある。この p53が関与することで増殖を抑制すると考えられる。本研究においても新

鮮軟骨から採取した mRNAから p53遺伝子を PCRにて検証したところ同種移植群に

おいて減少傾向を示した。結果として予測に反していたが caspase3と同様、軟骨にお

いても p53が関与しており、細胞増殖抑制に働く可能性があり、今後の検討が必要と

考える。 

  

3、軟骨組織の免疫特異性  

 これまでの先行研究においては同種複合組織移植モデルを用い、皮膚、毛包におい

て HSP70および HSP60が移植免疫に関与していることを報告してきた 18)。これらの

メカニズムは”chaperoning of immunity”と呼ばれ 29)、自然免疫系と獲得免疫系とを link

していると言われている。図 15に示したように、移植抗原との複合体である HSP-Ag 

complexは Toll-like receptor (TLR) 2/442)といった licensing receptorを介して抗原提示細
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胞を活性化し、さらにMHC class I分子を介して非抗原提示細胞より直接抗原提示さ

れるか、あるいは CD9143)、 lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 

(LOX-1)44)、CD4045)といった cross-presentation receptor を介して抗原提示細胞に取り

込まれ、間接的に抗原提示される。さらに、licensing receptor により自然免疫系が賦

活化されるとサイトカインを放出し獲得免疫系も賦活化される。これらのメカニズム

は様々な侵襲に対して生体防御系を発動させる上で重要となる。つまりこれらのメカ

ニズムにおいては抗原提示細胞を中心とした免疫系が関与している。 

 本研究の結果より同種移植術後経過中に HSP70および HSP60の有意な増加は認め

られなかった。また HE染色より明らかな細胞浸潤も認められず、炎症性細胞浸潤が

ないと考える。これらの結果より軟骨の拒絶反応メカニズムにおいては HSP を介し

た chaperoning of immunityが関与していない可能性があり、これらは心臓、肝臓など

の単一組織臓器および皮膚などに起こりうる通常の移植免疫と異なっており、軟骨組

織がこれまで拒絶反応が起こりにくいと考えられてきた原因でもある。しかし本研究

により軟骨組織は術後の早い段階で拒絶反応を示している。ではその他の臓器と異な

るメカニズムとして、現在仮説として私が考えているのは、軟骨組織への栄養やシグ

ナルというものは滑膜や関節液を介して行われている。したがって本研究のように血

流を介した細胞性免疫が関与していないのであれば、その経路としては、関節周囲組

織、つまり滑膜などが拒絶反応により攻撃され、それによる細胞障害がサイトカイン

やケモカインなどの液性物質を放出し、関節液を介して細胞死を引き起こしている可

能性である（図 21）。しかしこれらを検証するにあたり、関節周囲組織を除去すれば、

除去そのものがストレスになり、また軟骨が直接他の組織と接触してしまうため困難
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である。その他の視点としては関節液を経時的に抽出し液性物質の検証が有効と思わ

れるが、ラット膝関節では困難であり、今後の課題と考える。 

 この特殊な軟骨細胞の拒絶反応メカニズムを解明することにより、同種複合組織移

植および同種骨軟骨移植術の更なる成功が期待できる。もちろん軟骨の拒絶反応にお

いて、necrosis が起きていることも考えられる。本研究においても電子顕微鏡下に

necrosis細胞と考えられるものも散見される。しかし経過中ほとんどの細胞が TUNEL

陽性を示し、また図 4に見られるような壊死細胞周囲の基質の融解像等が認められな

いことからも、そのほとんどに apoptosisが関与しており、caspase3が拒絶反応抑制療

法のターゲットになりうる。軟骨組織の apoptosis 経路は慢性関節リウマチや、変形

性関節症にて研究が進んでいるが 46)47)48)、まだ完全には解明されていない。Caspase-3

は軟骨細胞の apoptosis 経路でも重要な要因であると考えられており 49)50)、外傷性の

軟骨損傷に対して non-specific caspase inhibitorである insulin growth factor (IGF)-149)や

collagenase、ZVAD-fmkを使用し軟骨細胞の viabilityを改善させている 51)52)。Kimら

9)は同種骨軟骨移植片の保存液中に IGF-1や ZVAD-fmkを加え軟骨組織の viabilityを

維持する”apoptosis inhibition therapy”を報告している。本研究より軟骨の拒絶反応には

caspase-3が関与し、それにより apoptosisが起きていることから、これらの”apoptosis 

inhibition therapy”も有用であると考える。特に同種骨軟骨移植術においては薬剤の全

身投与は毒性が強く現実的ではないが、保存液中に強力な apoptosis inhibitorを使用す

ることが可能であり、長所でもある。今後さらに軟骨の拒絶反応メカニズムが解明さ

れれば、さらに上流の apoptosis 刺激を抑制することが可能となる。このようにピン

ポイントで拒絶反応および apoptosis の抑制ができれば、より安全な”apoptosis 
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inhibition therapy”や免疫抑制療法ができ、同種複合組織移植術の成功につながってい

くと考えている。 

 

 

Ⅶ、結語  

 

 本研究において同種複合組織移植モデルを用い、軟骨組織においても拒絶反応が起

きており、それはこれまで指摘されているよりもかなり早期に起こしていることを初

めて明らかにした。さらにそれらの拒絶反応は caspase-3 が関与しているが、心臓、

肝臓などの単一臓器や皮膚などと異なり、chaperoning of immunityが関与していない。

軟骨の拒絶反応メカニズムを解明することで同種複合組織移植のみならず同種骨軟

骨移植の更なる成功が期待できる。 
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Ⅸ、凡例  

 

図 1.	
 基本的な移植免疫のシェーマを示す。急性期拒絶反応においてはドナー由来の

抗原提示細胞による直接提示、およびドナー抗原ペプチドを取り込み間接的に抗原提

示しているレシピエント由来抗原提示細胞により抗原提示される。それによりレシピ

エント T細胞は分化成熟し、細胞障害性 T細胞となり、ドナー細胞に対して抗原認識

し、細胞障害シグナルを送る。それによりドナー細胞は Apoptosisを起こし、拒絶さ

れる。 

 

図 2.	
 本研究おける全体像を示す。ラット下肢血管柄付き同種複合組織移植モ

デルより、膝関節を採取し、関節軟骨について、拒絶反応の有無、Apoptosis経

路、Heat Shock Proteinの関与について検証した。  

 

図 3. 左：移植時のシェーマを示す。髄内釘にて骨接合し、大腿筋群を縫合した後、

大腿動静脈、神経、坐骨神経をマイクロ下に縫合した。右上：採取した下肢 graft。血

管にはマイクロクリップを装着している。右下：血管吻合後。再還流を確認し、皮膚

縫合の後、サンプルとした。(A:大腿動脈	
 V:大腿静脈	
 FN:大腿神経	
 B:大腿骨	
 SN:

坐骨神経	
 Nail:髄内釘) 

 

図 4.	
 典型的な軟骨変性像を示す。A:変形性関節症における軟骨層。軟骨層のコラー

ゲン繊維がすり切れ、縦に割かれている。B:変形性関節症により、軟骨層に横亀裂が
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生じている。C:関節リウマチの軟骨像。軟骨表層にびらんを形成し、壊死した軟骨細

胞とその周囲に細胞外基質の融解(bulbing)を認める。D:関節リウマチ。周囲の炎症性

活膜が侵入し、軟骨を覆いびらんを形成している。 

 

図 5 移植下肢膝関節軟骨の HE染色組織所見。同系移植群においては術後 0日目（右

上）および術後 18日目（右下）において明らかな細胞浸潤および軟骨の構造変化は

認められなかった。同種移植群においては術後 0日目（左上）には正常な組織像を示

していたが、術後 18日目（左下）には軟骨の層構造の変化、および炎症性細胞浸潤

はみられないものの、軟骨細胞の核が縮小（矢印）しているように見える。（×200） 

 

図 6. 関節軟骨の TUNEL染色所見。術後 0日目においては同種、同系移植群共に若

干の陽性細胞（矢印）が認められる。同系移植群における術後 18日目には TUNEL

陽性細胞の増加は認められないが、同種移植群術後 18日目には陽性細胞の増加が認

められた。（×200） 

 

図 7. TUNEL陽性細胞について経時的な陽性率を示す。術後 3日までは同種、同系

移植群ともに明らかな差は認められないが、術後 7日目には同種移植群において同系

移植群よりも有意に陽性細胞の増加が認められた。その後経時的に同種移植群におけ

る陽性細胞の増加が認められ、同種移植 18日目には 0、1、3日目と比較し優位な増

加が認められた。（*,†;p<0.05） 
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図 8. 正常軟骨細胞（左）、および同種移植後 12日目の軟骨細胞（右）の電子顕微鏡

画像を示す。正常軟骨細胞では核は円形で、小胞体に富んでおり細胞周囲には

endocytosisによる鋸歯状変化が認められる。同種移植 12日目には小胞体、ゴルジ体、

ミトコンドリアなどの細胞小器官が確認され、その形態は比較的保たれているものの、

核は濃縮され、縮小している。細胞周囲の鋸歯状変化は細胞外基質のためかそれほど

変化は認められない。（Bar=2μm 、N：核、ER：小胞体、M：ミトコンドリア、G：

ゴルジ体） 

 

図 9.	
 軟骨における Apoptosis経路を示す。軟骨においては外力による integrinを介

したもの、炎症性因子、一酸化窒素、FASなどの Death Receptorによるものが認めら

れる。caspase-3はその下流に位置している。 

 

図 10.Laser Captured Microdissection法による軟骨採取の画像を示す。LMD-7000（Leica）

を用い、×6.3倍率にて図Aのようにマーキングを行い、レーザーにて切除する（図B）。

切除した軟骨組織はスライド下に設置してある bufferを入れた PCRチューブ内に回

収した（図 C）。 

 

図 11 Active caspase-3の免疫組織化学染色像を示す。術後 0日目には同系、同種移植

群において軽度陽性細胞を認める。その後同種移植群においては術後 12日目に陽性

細胞の増加が認められ、術後 18日目には逆に陽性細胞は目立たなくなる。同系移植

群においては術後経過を通して陽性細胞の増加は認められなかった。（×200） 
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図 12. Active caspase-3の免疫組織化学染色による陽性率を示す。同系移植群において

は術後経過中に明らかな増加は認められなかった。同種移植群において術後 7日目、

12日目に同日の同系移植群と比較して有意に陽性率の増加を認めたが、術後 18日目

には 12日目と比べて有意に低下した。（*,**,†;p<0.05） 

 

図 13.  移植膝関節軟骨における Caspase-3 mRNAの経時的発現量を示す。同種移植群

においては、術後 7日目以降、有意に減少が認められる。同系移植群においては遺伝

子発現量において明らかな変化は認められなかった。(*;p<0.05) 

 

図 14. 新鮮膝関節軟骨より採取した Caspase-3 mRNAの遺伝子発現量を示す。同種移

植群において術後 3日、12日ともに低下が認められた。同系移植群においては明らか

な変化は認められなかった。（n=2） 

 

図 15.	
 Chaperoning of Immunityの概念図を示す。①抗原ペプチドと HSP複合体は、

MHC class I分子を介して直接抗原提示されるもの、また②遊離した抗原ペプチド

-HSP複合体が CD91を介して抗原提示細胞に取り込まれる再抗原提示もしくは cross 

presentationが行われる。APC:antigen presenting cell、TAP:transporter associated with 

antigen processing、ER:endoplasmic reticulum 
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図 16.  HSP70の免疫組織化学的染色像を示す。同種、同系移植群とも術後経過を通

して軽度陽性細胞（茶色）が認められ、明らかな変化は認められなかった。（×200） 

 

図 17.  HSP70の免疫組織化学的染色における陽性率を示す。同種、同系移植群共に

術後経過中変化は認められないが、同種移植群の術後 18日目において同系移植群と

比較し低下が認められた。（*;p<0.05） 

 

図 18.  HSP60の免疫組織化学的染色像を示す。同種、同系移植群共に術後より軽度

陽性細胞（茶色）が認められ、術後経過を通して明らかな変化は認めなかった。（×200） 

 

図 19.  HSP60の免疫組織化学的染色における陽性率を示す。HSP70と同様に術後経

過を通して、同種、同系移植群共に明らかな変化は認められなかった。 

 

図 20.	
 TUNEL、active caspase3、caspase3 mRNAの発現を経時的に重ねたグラフ

を示す。TUNELは術後 18日をピークとし、active caspase-3は術後 12日目にピ

クを迎えている。さらに有意差は無いがそれよりも早い段階で caspase3 mRNA

のピークがあると考えられる。  

 

図 21.	
 軟骨においては、軟骨外基質がバリアとなり抗原提示細胞や T細胞が

侵入することができない。しかし、おそらくは拒絶反応シグナルとなるものが

存在し、それにより軟骨細胞は Apoptosisを起こしていると考えられる。  
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表 1.	
 HE染色における形態学的変化を、“軟骨構造の変性”、“細胞性浸潤”、“核の縮

小”につき、スライド内で所見が見られたものの有無でカウントした。同種移植術後

18日目のスライドにおいてのみ核の縮小像が認められた。 

 

表 2.	
 caspase-3、GAPDHの primerを示す。 
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表１ 

 

Table 1. Histological Changes of H&E Stain 
 post operative day(n=5) 
 0 1 3 7 12 18 

degeneration of 
architecture 

- - - - - - 

cellular infiltration - - - - - - 

condense nuclei - - - - - 3 
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表２ 

 

Primer name  Sequense Size (bp) 
caspase-3  sense CCATGTGTGAACTTGGTTGG 86bp 

 anti-sense AAATGCTGGTGGATCGTAGC  
GAPDH sense GCTGGTCATCAACGGGAAA  105bp 

 anti-sense ACGCCAGTAGACTCCACGACA  
 

 


