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要旨 

背景と目的：Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1 (APE1) は、酸化的塩基損傷の DNA 修復、転写因子のレドックス制御に

関与する多機能酵素である。臓器移植においては、APE1 は細胞の再生を促進すると共に、虚血再灌流傷害から臓器を保護す

る役割をもつとされている。肝移植後の拒絶反応を抑制し、臓器の生着を安定させることは臓器移植において重要な課題であ

るが、APE1 の DNA 修復とレドックス制御は、拒絶反応が起こす炎症とアポトーシスの抑制に寄与し、臓器の生着を安定さ

せることが動物実験から示唆されている。しかし、APE1 の発現がヒト肝細胞の炎症反応とアポトーシスの誘導に及ぼす影響

はまだ検討されていない。本研究は、ヒト肝細胞の炎症とアポトーシスの誘導における APE1 の関与の解明を目的とする。 

 

方法：免疫寛容関連遺伝子を探索するため、APE1 遺伝子の制御モデルをもとに、L-02 細胞による APE1 の影響を明らかにす

る実験系を構築した。肝移植後患者における免疫寛容の誘導に関連する遺伝子を Gene Expression Omnibus（GEO）を用いて

探索した。APE1 遺伝子の発現を制御する実験系を構築し、L-02 細胞に導入した後、各種炎症サイトカインの産生（IL-1β、

IL-10、TNFα、IFN-γ）に対する APE1 の影響を ELISA 法を用いて解析した。L-02 細胞のアポトーシスの誘導と APE1 と

の関連性を Flow cytometry 法を用いて解析した。APE1 と相互作用するタンパク質を Bioinformatics 法を用いて探索した。 

 

結果：肝臓移植後に免疫寛容の誘導がみとめられた患者の末梢血では、免疫寛容の誘導がみとめられない患者と比べて APE1

が高発現していた。 ショートヘアピン RNA（shRNA）による APE1 遺伝子の発現低下の誘導は、L-02 細胞における炎症性

因子（IL-1β、IL-10、TNFα、IFN-γ）の産生を増加させた。 一方、APE1 遺伝子の発現上昇の誘導は炎症性因子の産生 IL-1β、

IL-10、TNFα、IFN-γ を減少させた。IL-10 は炎症を誘導する機能と共に炎症を抑制する機能を有するとされており、APE1

の発現変動による IL-10 産生量は更なる解析が必要である。APE1 遺伝子の発現低下の誘導は、L-02 細胞のアポトーシスの誘

導を増幅させ、APE1 遺伝子の発現上昇の誘導は L-02 細胞のアポトーシスの誘導を減少させた。Bioinformatics 法による解析

では、APE1 タンパク質が ANP32A、FEN1、HMGB2、LIG1、MUTYH、NTHL1、OGG1、PCNA、POLB、SET など多く

の炎症性免疫応答に関連する因子との潜在的な相互作用をもつことを示した。 

 

結論：APE1 は肝細胞の炎症反応とアポトーシスの誘導を阻害し、肝臓移植後の免疫寛容、細胞保護に関与する遺伝子である

ことが示唆される。 
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略語一覧 

 

OT: Operational tolerance 

ISDT: Immunosuppressive drug therapy 

PBMC: Peripheral blood mononuclear cell 

GEO: Gene Expression Omnibus 

APE1: Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1 

Image J: Image Processing and Analysis in Java 

ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 

SP: Streptavidin Peroxidase Con-jugated Method 

ShRNA: Small hairpin RNA 

qRT-PCR: Quantitative Real-time PCR 

mRNA: messenger RNA   

IS: Immunosuppression 
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第 1 章:序文 

 

第1節:肝移植と免疫抑制剤離脱 

肝移植（LT）は、末期肝疾患に対する効果的な治療法である[1-3]。現在までの 30 年間で、肝移植の外科的手法および周

術期ケアの進歩だけでなく、カルシニューリン阻害剤などの免疫抑制剤治療（immunosuppressive drug treatments、ISDT）

の導入により、短期の移植と移植レシピエントの生存における顕著な改善が達成された[4-6]。ISDT は拒絶反応と移植片機能

損失を抑えることを目的とした治療である[7-9]。大部分の患者は免疫抑制剤を生涯服用し続ける必要があり、免疫抑制剤の服

用による感染症、慢性腎不全、悪性腫瘍の発生といった重篤な副作用はレシピエントの死亡率の増加につながる[10-12]。 

近年、免疫反応のない状態で移植片が生着して免疫抑制剤の服用を離脱した患者が臨床で報告されており、免疫抑制剤離

脱（Operational tolerance：OT）と呼ばれる現象が確認された[13-16]。OT は免疫抑制薬完全中止後 1 年以上にわたって肝機

能や病理組織学的所見が正常であった状態と定義されており、肝移植では他の臓器移植よりも OT となる症例が高頻度に発生

するといわれている[17]。このように OT となる症例が発生することは、同種移植片に対する免疫が静止状態となることによ

り、臨床の臓器移植で免疫抑制剤を持続的に使用することなく移植片を生着させることが実現可能であることを示唆している

[18-20]。しかし、OT となる移植症例はごくわずかであるほか、OT 後に拒絶反応が発生して免疫抑制剤を開始する症例も存

在する。従って、OT となりうる症例を探索・評価する方法や OT 後の予後を評価する方法の開発が、移植医療の進展に大変

重要な役割を有すると考えられる。最近では、いくつかの国際共同研究において肝移植患者末梢血の遺伝子発見プロファイリ

ングが実施され、肝移植後の免疫抑制剤離脱に関連する有効なバイオマーカーが同定された[21-23]。免疫寛容の誘導に関連す

るバイオマーカーは、免疫抑制剤治療の離脱の評価に有用であると示唆された[24]。 

免疫抑制剤の服用を離脱した肝移植患者を評価した最初の研究は、Martinez-Llordella らによって実施された。この研究

では、免疫寛容の誘導をみとめた肝移植患者 16 例と免疫寛容の誘導をみとめない肝移植患者 16 例から末梢血単核細胞を採取

して、whole genome Affymetrix マイクロアレイで分析を実施した。その結果、免疫寛容の誘導をみとめた患者からは、positively 

regulated genes として 462 の遺伝子と negatively regulated genes として 166 の遺伝子を示した[25]。Kawasaki らは、免疫寛

容の誘導をみとめた肝移植患者 11 例と健常人 11 例の末梢血単核細胞を用いて 12814 遺伝子の発現をマイクロアレイ法で解

析した。その結果、発現上昇した遺伝子として 627 遺伝子と発現低下した遺伝子として 90 遺伝子を同定し、それらの発現変
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動遺伝子の中には「免疫応答」の現象に関連する遺伝子が多く存在した[26]。さらに、Pons らの研究では、シクロスポリン A

の服用を離脱した肝移植患者 12 例の末梢血単核細胞における Foxp3 遺伝子の発現を経時的に定量評価した。免疫抑制剤の服

用を離脱した患者では、免疫抑制剤離脱が進むにつれて Foxp3 遺伝子の発現量の上昇をみとめたが、拒絶反応を起こした患者

では上昇しなかった[27]。以上の研究成果から、末梢血のマイクロアレイ解析による免疫寛容に関わるバイオマーカーの探索

が、肝移植患者の免疫抑制剤離脱の評価に有用であると示唆されたが、肝移植患者における免疫寛容の誘導に関する機構の理

解は未だ完全ではない。予備調査として公開データベースである Gene Expression Omnibus (GEO)から、肝移植後に免疫寛容

の誘導をみとめた患者 9 例と免疫寛容の誘導をみとめない患者 8 例の末梢血のマイクロアレイデータを取得し、免疫寛容に関

わるバイオマーカーを探索した。その結果、免疫寛容の誘導をみとめた肝移植患者において Apurinic/apyrimidinic 

endonuclease 1 (APE1) の発現が高度に上昇していることを見出した。 

 

 

第 2 節：APE1 および本研究の目的 

本研究では、肝移植患者における免疫抑制剤の服用の離脱を可能とするために必要である免疫寛容の誘導に関する新たな

知見を得ることを目的とした。 

APE1 は当初、酸化的およびアルキル化損傷の塩基除去修復（BER）経路修復において重要な役割を果たすエンドヌクレ

アーゼとして同定された[28-31]。近年の研究で、APE1 は、特定の転写因子の活性を調節する酸化還元シグナル伝達タンパク

質としても再認識されている[32-35]。また、APE1 は DNA 末端修復機能とレドックス制御にて重要な役割を担っており、炎

症性腸疾患治療のターゲットとされている[36-38]。 

APE1 エンドヌクレアーゼはすべての細胞の DNA 損傷反応に不可欠であり、APE1 は細胞機能と生存における重要な要

素である。この修復機能は E-coli から人類まで保存されているが、酸化還元シグナル伝達機能は哺乳類でのみみられる[39]。

APE1 酸化還元シグナル伝達は、STAT3、HIF-1α、NF-κB、AP-1、p53 などを含む多数の転写因子に影響を及ぼす[40-45]。

APE1 酸化還元シグナル伝達は、特定の転写因子の酸化したシステイン残基を還元化することによりトランス活性化をもたら

す高度に制御された機構である[46-49]。APE1 の発現は多くの種類の腫瘍で上昇しており、その変化は腫瘍細胞の成長、遊走、

薬剤耐性の増加や患者の生存率の低下に関連することが明らかとなっている[50-53]。APE1 は、酸化ストレスに対する細胞応
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答の調節、転写因子のレドックス調節、癌の発生、および肝移植における免疫寛容のプロセスにおいて重要な役割を果たすと

考えられている[54-57]。 

以上から APE1 遺伝子は細胞の酸化ストレス環境下に対する生体防御機構として、細胞の炎症反応とアポトーシスの誘導

に関係すると示唆されている[58,59]。しかし、肝移植後の炎症反応と細胞アポトーシスの誘導における APE1 の役割は解明さ

れていない。本研究では、ヒト正常肝細胞株 L-02 の炎症反応とアポトーシスの誘導に関する APE1 の効果を検討することと

した。 
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第２章 方法 

 

第１項 患者のデータ 

９名の肝移植後免疫寛容状態にある患者と８名の免疫寛容状態にない患者の末梢血単核球（PBMC）のマイクロアレイデ

ータを Gene Expression Omnibus (GEO)から取得した (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE11881) 。

肝移植後免疫寛容を誘導している患者の定義は、患者が一年以上免疫抑制剤治療（ISDT）中止になった免疫抑制剤離脱（OP）

患者とした。比較対照となる免疫寛容を誘導していない患者として、免疫抑制剤中止を試行したが急性拒絶反応などの理由で

免疫抑制剤の継続投与を余儀なくされた患者を選択した。GEO とは、米国国立生物工学情報センター（NCBI）が作成・管理

する世界最大の遺伝子発現データベースであり、世界中の研究機関から投稿された遺伝子発現のデータを収集している。 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE11881)
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表 1．免疫寛容状態にある患者と免疫寛容状態にない患者のデータ 

GEO サンプル名 検体 C 型肝炎ウイルス 治療 

GSM124753 Tolerant liver transplant recipient PBMC 無 無 

GSM124834 Tolerant liver transplant recipient PBMC 無 無 

GSM124836 Tolerant liver transplant recipient PBMC 無 無 

GSM124845 Tolerant liver transplant recipient PBMC 無 無 

GSM124851 Tolerant liver transplant recipient PBMC 無 無 

GSM124853 Tolerant liver transplant recipient PBMC 無 無 

GSM124646 Tolerant liver transplant recipient PBMC 有 無 

GSM124850 Tolerant liver transplant recipient PBMC 有 無 

GSM124648 Tolerant liver transplant recipient PBMC 有 無 

GSM124863 Non-tolerant liver transplant recipient PBMC 無 Tacrolimus 

GSM124833 Non-tolerant liver transplant recipient PBMC 無 Tacrolimus 

GSM124575 Non-tolerant liver transplant recipient PBMC 有 無 

GSM124748 Non-tolerant liver transplant recipient PBMC 有 Cyclosporine A 

GSM124838 Non-tolerant liver transplant recipient PBMC 有 Cyclosporine A 

GSM124840 Non-tolerant liver transplant recipient PBMC 有 Tacrolimus 

GSM124842 Non-tolerant liver transplant recipient PBMC 有 Cyclosporine A 

GSM124675 Non-tolerant liver transplant recipient PBMC 有 Tacrolimus 
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第２項 細胞   

本研究で使用したヒト正常肝臓細胞（L-02 細胞）は、Peking Union Basic Research Institute で購入した。ヒト正常肝細

胞は一般的に in vitro での培養が困難であり、分離培養される初代培養細胞も継続的な培養は不可能である。本研究で使用し

た L-02 細胞は in vitro 培養可能な正常なヒト肝細胞として多くの研究で使用されており、肝細胞の炎症と増殖に関する研究モ

デルとなっている。L-02 細胞は RPMI-1640 + 10% Fetal bovine serum 培地（50IU/ml ペニシリンと 50IU/ml スペルプトマ

イシン）で 37℃の細胞培養インキュベーターの中で培養した。 

 

第３項 試薬 

細胞から RNA を抽出するための Total RNA extraction reagents (TRIizol)、抽出した RNA を逆転写して増幅するための

SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit 及び mRNA SYBR Green fluorescent PCR 試薬はタカラから購入した。細胞からタンパク質

を抽出するための Protein extraction RIPA Buffer、抽出したタンパク質を定量するための BCA protein concentration test kit、 

SDS-PAGE で使用したゲルは Jiangsu Beyotime で購入した。細胞から分泌された各種サイトカインを ELISA 法により定量す

るための IL-1β, IL-10, TNFα, INF-γ Elisa kits は Beijing Berui Technology で購入した。プラスミドベクターを細胞に導入

するための Cell transfection reagent Lipofectamine 2000 は Invitrogen、USA で購入した。Western blot 法により各種タンパク

質の発現を検出するための抗体である抗 APE1 抗体、抗 GAPDH 抗体は Abcam で購入した。同じく Western blot 法により各

種タンパク質の発現を検出するための抗体である Goat anti-Rabbit IgG(H+L) secondary antibody, HRP conjugate は Thermo 

で購入した。アポトーシスを誘導した細胞を Flow cytometry 法により検出するための Annexin V-FITC/PI double-stain cell 

apoptosis detection kit は Jiangsu Keygen Biotech で購入した。遺伝子ノックダウンのためのプラスミドとして使用した

pLK0.1-puro vector は Sigma Aldrich China で購入した。遺伝子過剰発現のためのプラスミドとして使用した pcDNA3.1 vector

は TIANGEN BIOTECH (BEIJING) CO.,LTD で購入した。細胞培養で使用した High glucose Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium(DMEM)、fetal bovine serum (FBS)、RPMI-1640 (L-グルタミン、フェノールレッド含有)は Gibco/BRL で購入した。 

 

第４項 肝移植後免疫寛容の誘導に関する遺伝子の発現変動遺伝子スクリーニング 

GEO から得られた各患者の遺伝子発現解析結果に対して R 言語プログラム（R version 3.2.5）を使用して、各サンプルの

遺伝子発現値を均質化した。均質化には R package limma (Version 3.0)の normalize between array を使用し、全サンプルの中
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央値を同一の基準とした。肝移植後の免疫寛容を伴う患者と伴わない患者で遺伝子発現レベルを比較し、発現変動遺伝子

(differentially expressed gene, DEG)をスクリーニングした。現変動遺伝子としての条件は logFC の絶対値が 1 以上、かつ遺伝

子発現量の差における統計的有意性を示す P 値が 0.05 未満であることとした。 

 

第５項 APE1 shRNA ベクターの構築 

本研究では、APE1 shRNA による遺伝子ノックダウンを行うために pLKO.1 plasmid vector を使用した（図 1）。pLKO.1 

plasmid vector は、様々な細胞で shRNA を恒常的に発現する性質を有し、安定な遺伝子ノックダウンを実現することから多く

の研究で使用されている[88]。APE1shRNA を結合させたベクターを構築して細胞に導入することにより、APE1 遺伝子の発

現を恒常的にノックダウンさせる系を確立させることとした。まず、shRNA primer のアニーリングを実施した。プライマー

を超純水で 10μM に希釈し、上流プライマーが下流プライマーと 1：1 の比率で混合させた後、100℃のウォーターバスで 10

分間混合して変性させた。その後、室温になるまで自然冷却した。pLKO.1 plasmid vector を直線状にし、制限酵素 EcoR I お

よび Age I を加えて、pLKO.1 ベクターの Double digestion を 37℃にて 3 時間実施した後、Tris-EDTA（TE）Buffer でプラ

スミドを回収、精製、溶解した。shRNA 配列を pLKO.1 ベクターに挿入するために、アニーリングした shRNA プライマーと

pLKO.1 ベクターを ligase と混合して、45 分間室温にてライゲーション反応させた。その後、pLKO.1_ shRNA をシークエン

スで検証した。APE1 shRNA ベクターとして構築した 4 組の APE1 shRNA のシーケンスを表 2 に示した。 
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図１ ベクターPlko.1-puro の構図 
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表 2．本研究に用いた shRNA のシーケンス 

 

 

  

shRNA name Sequence information 

shRNA_1-F CCGGCAGAGAAATCTGCATTCTATTCTGAGAATAGAATGCAGATTTCTCTGTTTTT 

shRNA_1-R AATTCAAAAACAGAGAAATCTGCATTCTATTCTCGAGAATAGAATGCAGATTTCTCTG 

shRNA_2-F CCGGGCCTGGACTCTCTCATCAATACTCGAGTATTGATGAGAGAGTCCAGGCTTTTT 

shRNA_2-R AATTCAAAAAGCCTGGACTCTCTCATCAATACTCGAGTATTGATGAGAGAGTCCAGGC 

shRNA_3-F CCGGCCACTCTCTGTTACCTGCATTCTCGAGAATGCAGGTAACAGAGAGTGGTTTTT 

shRNA_3-R AATTCAAAAACCACTCTCTGTTACCTGCATTCTCGAGAATGCAGGTAACAGAGAGTGG 

shRNA_4-F CCGGCCTGGATTAAGAAGAAAGGATCTCGAGATCCTTTCTTCTTAATCCAGGTTTTT 

shRNA_4-R AATTCAAAAACCTGGATTAAGAAGAAAGGATCTCGAGATCCTTTCTTCTTAATCCAGG 
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第６項 APE1 過剰発現ベクターの構築 

APE1 の過剰発現を誘導するベクターを構築するために、本研究では pcDNA3.1 vector を使用した（図 2）。pcDNA3.1 ベ

クターは、安定な遺伝子過剰発現を誘導することから前述した過去の研究などで使用された[55]。当該ベクターに APE1 遺伝

子を結合させたものを構築して、APE1 遺伝子の過剰発現系を確立させることとした。当該ベクターに挿入する APE1 cDNA

のシーケンスは、NCBI で検索して設計した（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001641.3）。当該 cDNA の人工遺

伝子合成は、TIANGEN BIOTECH (BEIJING) CO.,LTD に委託した。合成された APE1 遺伝子を pcDNA3.1 ベクターに挿入

するために、直線状にした pcDNA3.1 ベクターに制限酵素 EcoR I および Xho I を添加して、pcDNA3.1 ベクターの Double 

digestion を 37℃にて 3 時間実施した後、Tris-EDTA（TE）Buffer でプラスミドを回収、精製、溶解した。APE1 cDNA 配列

を pcDNA3.1 vector に挿入するために、アニーリングした APE1 cDNA と pcDNA3.1 ベクターを ligase と混合して、45 分間

室温にてライゲーション反応させた。 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001641.3
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図 2 ベクターpcDNA3.1-APE1 の構図 
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表 3. APE1 cDNA シーケンスの結果  

ATGCCGAAGCGTGGGAAAAAGGGAGCGGTGGCGGAAGACGGGGATGAGCTCAGGACAGAGCCAGAGGCCAAGAA

GAGTAAGACGGCCGCAAAGAAAAATGACAAAGAGGCAGCAGGAGAGGGCCCAGCCCTGTATGAGGACCCCCCAGA

TCAGAAAACCTCACCCAGTGGCAAACCTGCCACACTCAAGATCTGCTCTTGGAATGTGGATGGGCTTCGAGCCTG

GATTAAGAAGAAAGGATTAGATTGGGTAAAGGAAGAAGCCCCAGATATACTGTGCCTTCAAGAGACCAAATGTTC

AGAGAACAAACTACCAGCTGAACTTCAGGAGCTGCCTGGACTCTCTCATCAATACTGGTCAGCTCCTTCGGACAA

GGAAGGGTACAGTGGCGTGGGCCTGCTTTCCCGCCAGTGCCCACTCAAAGTTTCTTACGGCATAGGCGATGAGG

AGCATGATCAGGAAGGCCGGGTGATTGTGGCTGAATTTGACTCGTTTGTGCTGGTAACAGCATATGTACCTAAT

GCAGGCCGAGGTCTGGTACGACTGGAGTACCGGCAGCGCTGGGATGAAGCCTTTCGCAAGTTCCTGAAGGGCCT

GGCTTCCCGAAAGCCCCTTGTGCTGTGTGGAGACCTCAATGTGGCACATGAAGAAATTGACCTTCGCAACCCCAA

GGGGAACAAAAAGAATGCTGGCTTCACGCCACAAGAGCGCCAAGGCTTCGGGGAATTACTGCAGGCTGTGCCAC

TGGCTGACAGCTTTAGGCACCTCTACCCCAACACACCCTATGCCTACACCTTTTGGACTTATATGATGAATGCTCG

ATCCAAGAATGTTGGTTGGCGCCTTGATTACTTTTTGTTGTCCCACTCTCTGTTACCTGCATTGTGTGACAGCAA

GATCCGTTCCAAGGCCCTCGGCAGTGATCACTGTCCTATCACCCTATACCTAGCACTGTGA 
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第７項 プラスミド DNA の増幅と抽出 

遺伝子発現を制御するためのプラスミド DNA を増幅するために使用するコンピテントセルは塩化カルシウム法により調

製し、トランスフォーメーション可能な E.coli DH5a コンピテントセルとした。コンピテントセルへのプラスミド DNA の導

入はヒートショック法に基づいて行い、100μl E.coli DH5a コンピテントセルに 1μl recombinant plasmid DNA を添加して、

ゆっくり混合した。氷上で 30 分置いた後、42℃の温水に 90 秒入れ、その後すぐに氷上で 2 分間冷却させた。800μl LB 培地

を添加して、37℃で 1 時間インキュベーションした。LB 培地から 200μl を取り出して、ピューロマイシンの板に塗って 37℃12

時間培養した。培養した E.coli DH5a コンピテントセルを 5ml LB 培地に移して 12 時間培養した。 

コンピテントセルからのプラスミド DNA の抽出には、プラスミド抽出キット D1150 を使用した。まず、100ml の培養液

を 2500 r/min で遠心分離した。上清液を破棄した後、沈殿物に細胞溶解のための試薬を添加して緩やかに混合し、DNA の沈

殿を遊離させた。2500 r/min で遠心分離して、上清液だけを分取した。上清液に Endotoxin Removal Reagent を混合して、氷

上で２分間置き、溶液が透明に変化したのを確認後に 37℃の温水中に５分間置いた。溶液を振動懸濁した後、2500 r/min で

遠心分離して DNA層とエンドトキシン層を分離させた。DNA層だけを分取して、Binding buffer を添加して十分に混ぜた後、

吸着筒に入れて２分間室温に置いた。2500 r/min で遠心分離した後、吸着筒に洗浄液を入れて 500 r/min 遠心分離した。吸着

筒に再度洗浄液を入れて 2500 r/min で遠心分離した後、50℃のインキュベーターの中に５分間置いた。吸着筒を遠心管上に

載せ、2ml 洗浄液を入れて室温で５分置いた後、2500 r/min で遠心分離して得られたサンプルを回収した。 

 

第８項 細胞への遺伝子導入 

上記項目で構築したプラスミド DNA をモデル肝細胞 L-02 に導入するために、L-02 細胞をトランスフェクションの 1 日

前に 6 ウェルプレート（1×106 細胞/ウェル）に播種した。細胞が 90％コンフルエントに達したのを確認した後、培地を交換

した。培地交換 2 時間後、7.5μg のプラスミド DNA を 250 μl の OPTI-MEM 培地に加えて完全に混合した。10 μl の

Lipofectamine 2000 溶液を新たな 250 μl の OPTI-MEM に加え、穏やかに混合して室温で 5 分間放置した。プラスミド DNA

と OPTI-MEM 培地の混合液と Lipofectamine 2000 を混合して 500 μl とし、室温で 20 分間放置した。プラスミド DNA と

OPTI-MEM 培地の混合液と Lipofectamine 2000 の混合液を 6 ウェルプレートの各ウェルに加えて前後穏やかに混合した後、

5%CO2、37℃条件下で培養した。6 時間後、培地を交換した（各ウェルに 2 ml）。48 時間後、遺伝子発現の検出のために細

胞を回収した。 
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第９項 リアルタイム PCR 法による遺伝子発現解析 

APE1 遺伝子のノックダウンあるいは過剰発現を誘導させる目的で各種ベクターを導入した細胞において APE1 遺伝子の

発現が制御されているか否かを確認するためにリアルタイム PCR 法を実施した。まず、Trizol 法で Total cellular RNA 抽出し、

10μL の RNA を用いて逆転写反応を実施して cDNA 化した。なお、GAPDH 遺伝子を相対定量分析の内部標準として使用し

た。定量反応システムでは、12.5 μL の SYBR Premix Ex Taq、1 μL の PCR Forward Primer、1 μL の PCR Reverse Primer、

2 μL の cDNA サンプル、8.5 μL の超純水をそれぞれ加えて反応液を総容量 25 μL とし、各サンプルについて同一の反応液

を３つ準備した。なお、このリアルタイム PCR で用いたプライマーの配列を表 4 に示した。増幅は、プレ変性（Pre-denaturation）

を 95℃で 30 秒を実施した後、95℃で５秒、60℃で 20 秒の行程を合計で 40 サイクル行った。2-△△CT 法を用いて、APE1 mRNA

の発現相対比を計算した。 
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表 4．本研究のリアルタイム PCR で使用したプライマーのシーケンス 

Gene Sequence (5' -> 3') Amplicon Size 

APE1 FP:  ACGGGGAAGAACCCAAGTC 

RP: GGTGAGGTTTTCTGATCTGGAG 

127 

GAPDH FP: GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 

RP: GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 

197 
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第 10 項 Western blotting 法によるタンパク質発現解析 

APE1 遺伝子のノックダウンあるいは過剰発現を誘導させる目的で各種ベクターを導入した細胞において APE1 遺伝子の

発現がタンパク質レベルで制御されているか否かを確認するために Western blot 法を実施した。まず、培養後に回収された細

胞を PBS で洗浄し(2 回)、培養細胞に溶解バッファーを加えた。ソニケーションを使用して細胞を破砕した後、2500 r/min 遠

心分離した。上清を新しいチューブに移して、沈殿物は破棄した。サンプル中のタンパク質含有量は BCA 法により定量した。

電気泳動用試薬とサンプルを 100℃で 5 分間加熱してタンパク質を変性させた後、ポリアクリルアミドゲル電気泳動（150V、

45 分）を行った。0.1mA の定電圧条件下で Western blotting を 60 分間実施してゲルからメンブレンにタンパク質を転写後、

メンブレンを 5%スキムミルク-TBST 溶液に入れて、室温で 1 時間ブロッキングした。 希釈した抗 APE1 一次抗体(1:800 希

釈)あるいは抗 GADPH 一次抗体 (1:800 希釈)を入れて、緩やかに振盪しながら 4℃ で一晩インキュベートした。メンブレン

を TBST で洗浄後, 二次抗体（1:5000 希釈）を加え、37℃で 1 時間、恒温シェーカーでインキュベートした。メンブレンを

PBS で洗浄後、ECL 試薬を用いて化学発光反応を行い、その発光をフィルムに現像して可視化した。Color development 法を

実施して、タンパク質発現相対を計算した。Image J (Image Processing and Analysis in Java) 画像解析ソフトウェアでグレー

値と APE1/GAPDH の APE1 発現を計算したデータを取得した。 

 

第 11 項 ELISA 法による炎症関連因子の産生量の解析 

APE1 遺伝子のノックダウンあるいは過剰発現を誘導させた細胞からの炎症関連因子の分泌量を評価する目的で、細胞培

養上清液の IL-1、IL-6、IL-10、TNF、INF-およびその他の炎症性因子の含有量を ELISA 法（Enzyme-Linked Immuno Sorbent 

Assay）によって定量した。100 μl の標準と細胞培養上清液を準備して、ウェルに添加しから 2 時間室温でインキュベートし

た。溶液をウェルから吸引して、ウェルを４回洗浄した。100 μl の組換えモノクローナル抗体をウェルに添加して、室温で 1

時間インキュベートした。溶液をウェルから吸引して、ウェルを 4 回洗浄した。ウェルに 100 μl の希釈した HRP コンジュゲ

ートを添加した後、室温で 30 分間インキュベートした。溶液をウェルから吸引して、ウェルを 4 回洗浄した。ウェルに 100 μl

の発色基質を添加して、暗所でプレートを現像した。ウェルに 100 μl の停止液を添加した後、吸光度を解読して、プレート

を評価した。曲線適合統計ソフトを使用して、標準の濃度と OD 値に従ってプロットした。次に、サンプルの濃度を OD 値に

従って標準曲線を用いて算出し、結果として相対発現レベル（relative expression level）も算出した。 
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第 12 項 Annexin V-FITC/PI double labeling 法による細胞のアポトーシスの解析 

APE1 遺伝子のノックダウンあるいは過剰発現を誘導させた細胞におけるアポトーシスを呈した細胞の割合を評価するた

めに、Annexin V-FITC/PI double-staining apoptosis test kit を用いたフローサイトメトリー法によるアポトーシス細胞の検出

を行った。各グループの細胞を回収して、サンプルを 2500 r/min で遠心分離し、上清液と細胞破片を除去した。細胞を再び

懸濁し、Annexin V-FITC 及び PI を添加して細胞を蛍光染色した。暗室で 20 分間インキュベートした後、PBS 300μl をサン

プルに添加して、フローサイトメーターで各細胞における FITC および PI の蛍光色素の蛍光強度を測定した。 

 

第 13 項 Bioinformatics 法で APE1 のタンパク質間相互作用を予測と分析   

APE1 と相互作用するタンパク質を明らかにするために、STRING website (Version: 10.5)を用いた解析を実施した。その

結果に基づいて、APE1 タンパク質間相互作用の視覚的ネットワーク図を作成した。また、SPSS 17.0 を使用して APE1 タン

パク質間相互作用の相関係数を計算した。STRING website は、5090 種の生物に関する 2460 万のタンパク質のデータソース

を基盤として合計 20 億以上の機能的なタンパク質間相互作用を記録しているデータベースである。そのデータソースは、

Human Protein Reference Database（HPRD）、BioGRID や Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）などの複

数のオンラインデータベース、実験データ、PubMed などの文献データベースから収集されたものである。STRING では、様々

なカテゴリに属する膨大な情報をデータソースから抽出し、2 種類のタンパク質間の機能的な関連を探索することによってタ

ンパク質間の機能的な相互関係を解析する仕組みをもつシステムである。 

 

第 14 項 統計分析 

統計分析には SPSS 17.0 を使用した。測定データは平均±標準偏差(mean)として表示した。一元配置分散分析（one way 

analysis of variance）及び t 検定と f 検定を使用して、群間の平均の差を比較した。P 値が 0.05 未満の結果を統計的有意とみな

した。 
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第 3 章 結果 

 

第１項 肝移植患者の末梢血における発現変動遺伝子のスクリーニング 

Gene Expression Omnibus（GEO）データベースの中から、９名の免疫寛容の誘導をみとめた肝移植患者の末梢血の遺伝

子発現プロファイリング (GSM124753, GSM124834, GSM124836, GSM124845, GSM124851, GSM124853, GSM124646, 

GSM124850, GSM124648)と、８名の免疫寛容の誘導をみとめなかった患者の末梢血の遺伝子発現プロファイリング

(GSM124863, GSM124833, GSM124575, GSM124748, GSM124838, GSM124840, GSM124842, GSM124675)を選択した。そ

して、免疫寛容の誘導をみとめた群とみとめなかった群との間で遺伝子発現を比較し、発現変動した遺伝子の抽出を図った。

その結果、免疫寛容の誘導をみとめた肝移植患者において高発現している遺伝子は 13 種類存在した（図３）。なかでも、APE1、

MS4A6A, PTGDR, NFATC3, SH2D1B, ATG4C は、免疫寛容の誘導をみとめた 9 名の患者すべてにおいて高発現していた。

これらの高発現遺伝子群の中で、特に APE1 は移植と免疫に関する報告が多くなされているタンパク質である。APE1 は、DNA

修復とレドックス制御の機能を有する酵素であり、細胞の修復、抗炎症、アポトーシスの抑制に関与することが報告されてい

る。また、東京大学人工臓器・移植外科における以前の研究では、APE1 は、ラット肝臓移植モデルにおいて虚血によって引

き起こされる酸化ストレスの誘導を抑制し、肝細胞の再生に影響することを見出した[82]。近年のマウス脾細胞を用いた研究

では、APE1 は臓器移植の際、抗原提示細胞を介してヘルパーT 細胞の反応を調節する役割を有することを示唆する報告もあ

る[79]。免疫寛容には、拒絶反応の原因となるアロ免疫応答が関与しており、本研究における遺伝子発現データ解析において

肝移植の免疫寛容の患者で APE1 遺伝子が高発現していることから、APE1 の発現変動が肝移植の免疫寛容に関与していると

考えられた。そこで、本研究では APE1 遺伝子を後続の研究の対象に選択した。 
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図 3. 肝移植患者における免疫寛容に関連する発現変動遺伝子のスクリーニング 
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第 2 項 APE1 shRNA ベクター構築とサイレンシング効率の評価 

APE1shRNA の配列がベクターに挿入されたことを確認するために、各種ベクターのシーケンシングを実施した。その結

果、プラスミドのシーケンシング結果から 4 種類の APE1 shRNA についてそれぞれのベクターが構築されたことを確認した

（図 4A）。各種ベクターの作用により L-02 細胞における APE1 の発現を低下させた細胞を樹立するために、これら 4 種類の

shAPE1 ベクターをそれぞれ L-02 細胞に形質導入し、shAPE1 安定的導入細胞をピューロマイシン耐性（600 µg/mL）に基づ

いて選択した。同時に、negative control vector (shNC) を導入した L-02 細胞をコントロールとして使用した。各種 L-02 細胞

における APE1 mRNA の発現を評価するためにリアルタイム PCR を実施した結果、shRNA_1, shRNA_2, shRNA_3, shRNA_4

の各種ベクター導入細胞における APE1 mRNA 発現はコントロール(shNC 導入細胞) よりも有意に低かった（P <0.05）（図

4B）。また、Western blotting を実施した結果、shRNA_1, shRNA_2, shRNA_3, shRNA_4 の各種ベクター導入細胞における

APE1 タンパク質の発現は、コントロール(shNC 導入細胞)よりも有意に低かった（図 4C）。各種ベクター導入細胞における

タンパク質発現低下の傾向は、mRNA の発現低下の傾向と一致していた。以上の結果は、導入した shRNA による APE1 遺伝

子発現の干渉効果が L-02 細胞において有効に作用していることを示唆している。これら shRNA ベクターの中で、APE1 

shRNA_1 が L-02 細胞において最も顕著なサイレンシング効果を示したことから、その後の実験では APE1 shRNA_1 導入細

胞を使用した。 
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図 4．APE1 shRNA ベクターの構築とサイレンシング効果の評価。（A）APE1 shRNA ベクターのシーケンシング結果。（B-C）APE1 shRNA ベクターあるいは shNC ベクターを安定的に導入した L-02 細胞に

おける APE1 遺伝子の発現を評価した qRT-PCR およびウエスタンブロット解析の結果。 
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第 3 項 APE1 過剰発現ベクターの構築と効率の評価 

L-02 細胞において APE1 遺伝子の過剰発現を誘導させるために、APE1 遺伝子を組み込んだベクターの構築を試みた。前

項と同様にシーケンシングを実施し、APE1 過剰発現ベクターが構築されたことを確認した（図 5A）。L-02 細胞に遺伝子導

入し、安定的形質導入が達成された細胞に対してリアルタイム PCR による APE1 mRNA の発現解析を実施した。その結果、

APE1 過剰発現ベクター導入細胞における mRNA の発現は対照よりも有意に高かった（P <0.001 図 5B）。加えて、ウエスタ

ンブロッティングの結果、APE1 タンパク質の発現に関しても過剰発現ベクター導入細胞の方が対照より有意に高く、mRNA

レベルでの検出と一致していた（図 5C）。以上の結果は、構築されたベクターが APE1 過剰発現ベクターとして L-02 細胞に

おいて機能していることを示唆している。 
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図 5．APE1 過剰発現ベクターの構築と効率の評価。（A）APE1 shRNA ベクターのシーケンス結果。（B-C）APE1 過剰発現ベクターを安定的に導入した L-02 細胞における APE1 遺伝子の発現を評価した qRT-PCR

およびウエスタンブロット解析の結果。 
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第 4 項 L-02 細胞における APE1 発現変動と炎症反応関連因子の発現と変化 

L-02 細胞での各種炎症関連因子の発現における APE1 の発現変動の影響を明らかにする目的で、L-02 細胞のコントロー

ル、APE1 サイレンシング細胞、APE1 過剰発現細胞における各種炎症性因子（IL-1β、IL-10、TNFα、IFN-γ）の分泌量を

ELISA 法により解析した。その結果、IL-1β、IL-10、TNFα および IFN-γ の発現が APE1 サイレンシング細胞で有意に増

加し、APE1 過剰発現細胞で有意に減少した（P <0.05）(図 6)。また、各炎症関連因子（IL-1β、IL-10、TNFα、IFN-γ）

の結果を、分散分析によりコントロール、APE1 サイレンシング細胞、APE1 過剰発現細胞の 3 群間の平均の差（F 値）と P

値で示した。F 値が大きいほど、有意差がある事が示した。以上の結果から、APE1 の発現変動が L-02 細胞における炎症性因

子の発現に寄与することが示唆された。 
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図 6．L-02 細胞における炎症性因子の産生に対する APE1 発現のサイレンシングおよび APE1 過剰発現の効果の評価。 
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第 5 項 L-02 細胞における APE1 の発現変動とアポトーシスの誘導との関連性 

L-02 細胞における APE1 の発現変動がアポトーシスの誘導に及ぼす影響を評価するために、L-02 細胞（コントロール）、

APE1 サイレンシング細胞、APE1 過剰発現細胞におけるアポトーシスの誘導について Annexin V-FITC/PI double-labeling 法

により解析した。本法で得られる結果は、Annexin V-FITC 陽性かつ PI 陰性細胞が初期アポトーシスを誘導した細胞を意味し、

Annexin V-FITC 陽性かつ PI 陽性細胞が後期アポトーシスを誘導した細胞を意味している。Annexin V-FITC 陽性かつ PI 陰

性細胞の割合と Annexin V-FITC 陽性かつ PI 陽性細胞の割合の合計を各グループのアポトーシス率と定義した。その解析の

結果、L-02 細胞のコントロールで平均（13.24 ± 0.23）%、APE1 サイレンシング細胞で平均（19.75 ± 0.39）%、APE1 過

剰発現細胞で平均（10.61 ± 0.36）%であった。APE1 の過剰発現はアポトーシスを誘導した L-02 細胞の割合を有意に減少さ

せ、APE1 サイレンシングはアポトーシスを誘導した L-02 細胞の割合を有意に増加させた。本研究で得られた結果は、Annexin 

V-FITC/PI double-labeling 法を 10 回実行した。分散分析では L-02 細胞（コントロール）、APE1 サイレンシング細胞、APE1

過剰発現細胞の 3 群間の平均の差（F 値）が得られた。F 値が大きいほど、有意差がある事が示した（F = 192.6、P <0.01）。

なお、APE1 サイレンシング細胞の初期アポトーシス細胞及び後期アポトーシス割合はそれぞれ 14.37%と 4.44%となり、初期

及び後期の双方とも APE1 過剰発現細胞やコントロールより有意に増加したが、後期アポトーシス細胞の割合の増加がより顕

著であった（図 7）。以上の結果から、APE1 の発現は L-02 細胞のアポトーシスを抑制する効果を有すると示唆される。 
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図 7 L-02 細胞における APE1 サイレンシング細胞と APE1 過剰発現細胞のアポトーシスの誘導。 
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第 6 項 Bioinformatics 法による APE1 のタンパク質間相互作用の予測解析 

STRING website (Version: 10.5)を用いて、APE1 のタンパク質間相互作用（protein-protein interaction network）を予測

した。その結果、 図 8A に示すように、APE1 は炎症性免疫応答関連タンパク質（ANP32A、FEN1、HMGB2、LIG1、MUTYH、

NTHL1、OGG1、PCNA、POLB、SET）との潜在的な相互作用があることが示唆された。APE1 と各種タンパク質との潜在

的な相互関係の強弱を意味する相関係数は図 8B に示す通りとなった。前述した炎症性免疫応答関連タンパク質と APE1 との

相関係数は平均 0.975 という高値となり、APE1 と各種炎症性免疫応答関連タンパク質との潜在的相互関係は強いことが示唆

された。 
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図 8．APE1 と相互作用するタンパク質の予測解析。（A）APE1 タンパク質間相互作用ネットワークの予測結果。（B）タン

パク質と APE1 の相関の強さを相関係数で示す。 
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第 4 章 考察 

肝移植は現在の末期肝不全の治療として最も成功している治療法である[61-64]。移植治療における最大の問題は移植臓器

に対する拒絶反応であるが、現在までに進歩を遂げてきた免疫抑制に関する技術により、レシピエントにおける移植片に対す

る拒絶反応を制御できるようになってきた。その結果、肝移植の短期治療成績が向上している[65-68]。しかし、免疫抑制薬は

慢性拒絶反応に対して著しい効果をもたらさなかった[69-71]。また、長期的な免疫抑制剤の投与は慢性毒性の誘発の可能性が

ある[72-74]。以上の背景から、レシピエントにおける移植片に対する免疫寛容を誘導することが臓器移植の成功に大きな役割

を有するとされる。そして、レシピエントにおいて免疫寛容が誘導されるメカニズムの解明や免疫寛容を効率的に誘導する手

法の開発が重要な課題だと考えられる。 

近年の肝移植研究では、計画的免疫抑制剤の減量と中止が試行されている。これらの患者は、免疫不全などを起こすこと

なく免疫抑制薬から完全に離脱して、体内の移植片は安定的に機能を発揮していると報告された[75]。これらの症例は、臨床

では免疫抑制剤離脱と呼ばれている[76]。免疫抑制剤離脱を達成して免疫寛容を誘導したとされる患者における拒絶や免疫に

関する特徴をとらえることができれば、免疫寛容の誘導に寄与する因子の解明につながる。しかし、現状では移植後に免疫寛

容が誘導される詳細な機構の解析は不十分であり、免疫抑制剤離脱を達成する肝移植患者を臨床的に選別する方法は存在しな

い。現在までにさまざまな種類の網羅的検出技術の出現によりハイスループットスクリーニングが可能になり、免疫寛容に関

する潜在的な標的遺伝子の研究も大幅に進展した。そのような網羅的遺伝子解析技術を移植患者由来の検体に対して実施する

ことにより、種々の遺伝子の発現変動と移植患者の予後との関連性を明らかにできると考えられた。しかし、臨床での免疫抑

制剤離脱は少数であり、多くの患者は長期にわたり免疫抑制剤の服用を余儀なくされている。そのため、免疫抑制剤離脱を基

準とした症例群の構築は十分に行えず、遺伝子発現解析による比較評価が難しいのが現状である。一方、近年では論文を投稿

する際に、NCBI が管理している遺伝子発現のデータベースである NCBI Gene Expression Omnibus (GEO)に研究で得られた

マイクロアレイデータを登録する事が要求される[78]。当該データベースには、多様な背景や疾患を有する症例の遺伝子発現

解析データが蓄積されていることから、免疫寛容の誘導を基準として肝移植患者の遺伝子発現解析データを収集し、発現変動

遺伝子の評価が可能であると考えられた。本研究では、免疫寛容の誘導をみとめた肝移植患者と免疫寛容の誘導をみとめなか

った肝移植患者の末梢血の遺伝子発現プロファイルデータを GEO から抽出した。R 言語プログラム（R version 3.2.5）を使用

して各サンプルの遺伝子から発現変動遺伝子を分析した結果、免疫寛容をみとめた患者で高発現する遺伝子として APE1、

MS4A6A、PTGDR、NFATC3、SH2D1B、ATG4C を同定した。 



31 

 

APE1 は他のタンパク質に比べて移植と炎症に関する知見を多く有する。Akhter N らの研究は、APE1 の阻害剤（E3330）

を使って APE1 とヘルパーT 細胞の関係を分析した結果、APE1 は MHC に影響するレドックス調整機能があり、抗原提示細

胞を介してヘルパーT 細胞の反応を調節する事を示した[79]。ヘルパーT 細胞は免疫応答の T 細胞活性制御に関わっており、

APE1 が移植後の臓器に影響する可能性もある事も示唆する。これらの背景から、本研究では APE1 遺伝子の高発現が肝移植

での免疫寛容の誘導に関与していると考え、APE1 の機能に関する細胞実験を実施した。pLKO.1 プラスミドを用いて構築し

た APE1shRNA_1 サイレンシングベクターと APE1 過剰発現ベクターを導入して、APE1shRNA_1 サイレンシング細胞と APE1

過剰発現細胞を樹立した。APE1shRNA_1 サイレンシングは、L-02 細胞における炎症反応因子（IL-1β、IL-10、TNFα, INF-γ）

の発現に有意な上方制御をもたらした。それに対して、APE1 の過剰発現は、L-02 細胞の炎症性因子の発現に有意な下方制御

をもたらした。これらの結果は、APE1 が L-02 細胞の炎症性因子の発現の制御に関与することを示唆している。なお、IL-10

は炎症を誘導する機能と共に炎症を抑制する機能を有するとされており、APE1 の発現によって誘導される IL-10 の発現低下

が及ぼす免疫学的効果は複雑であると考えられる。従って、APE1 の発現変動による IL-10 産生量の変化に関する詳細な理解

には更なる解析が必要である。一方、Annexin V-FITC/PI double-labeling 法によりコントロール細胞、APE1 サイレンシング

細胞、APE1 過剰発現細胞におけるアポトーシス率を解析した。その結果、L-02 細胞における APE1 発現のサイレンシングは、

L-02 細胞のアポトーシス誘導を亢進させた。対して、L-02 細胞における APE1 過剰発現は、L-02 細胞のアポトーシス誘導を

低下させた。この結果は、APE1 の発現性の変化がアポトーシスの誘導に関連することを示唆している。APE1 は、塩基除去

修復の機構に関与することが明らかとなっている[80]。APE1 の減少により DNA 損傷を修復する能力が低下することは、ア

ポトーシスの誘導亢進の重要な原因となると考えられる。 

拒絶反応には、免疫応答、細胞障害などの多くの生理現象の誘導が関わるため、免疫寛容を達成するにはそれらの総括的

な制御が重要となる。APE1 は、動脈硬化、手術などの酸化ストレス誘導環境下で抗酸化ストレス機能を誘導する遺伝子とし

て細胞の修復に寄与することが知られている[81]。Guo L らの研究では、肝移植後の肝再生や虚血損傷における APE1 の役割

の解明が試みられた。その結果、ラットの肝臓移植片への APE1 遺伝子の導入は、肝再生を加速させるとともに、移植後の損

傷や炎症反応を抑制したことを証明した[82]。結論として、APE1 の高発現による肝細胞の再生の亢進は肝移植後に起こる肝

障害などの回避を可能にすることを示唆した。本研究では、APE1 の発現が免疫寛容を誘導している患者において高発現して

いることを見出した。また、ヒト肝臓細胞株を使用して、APE1 遺伝子が炎症性因子の発現とアポトーシスの誘導に影響を及

ぼすことを証明した。肝移植後の移植片において APE1 遺伝子の高発現が誘導されることは、肝移植後の肝再生が促進される
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とともに、炎症因子の産生とアポトーシスの誘導が抑制されることにつながると考えられる。今後の研究において、肝移植患

者の移植後の移植片において APE1 の発現を誘導する方法を確立することができれば、肝移植後の免疫寛容の誘導につながる

と期待される。一方、Zhang P らの研究では、肝移植モデルラットの移植片において術後早期から APE1 遺伝子の発現誘導が

みとめられているが、同時にアポトーシスの誘導もみとめられるという結果を示した[83]。この結果は、移植後初期の移植片

においては、APE1 の発現誘導と移植片に対する拒絶反応が同時に発生していることを示唆している。APE1 の発現による炎

症性因子の産生やアポトーシスの誘導の抑制効果は、APE1 の発現の持続的誘導が必要であると考えられる。 

本研究では、APE1 の生理学的機能を解明する目的で、STRING website (Version: 10.5)を用いたタンパク質間相互作用

（protein-protein interaction network）の予測解析を実施した。その結果、APE1 は ANP32A、FEN1、HMGB2、LIG1、MUTYH、

NTHL1、OGG1、PCNA、POLB、SET と潜在的な相互作用をもつことを示した。さらに、APE1 と炎症性免疫応答関連タン

パク質の関係は相関係数が平均 0.975 と非常に強い事を示唆した。今回の結果から、移植後に発現する APE1 が他のタンパク

質と連動して、拒絶反応を抑制している可能性を示唆する。例えば、エンドヌクレアーゼ(FEN1)は 、塩基除去修復（BER 経

路）で特異の DNA を切断する酵素。APE1 はエンドヌクレアーゼ(FEN1)の酵素活性化を増強する[84]。最近の研究では、FEN1

の変異は自己免疫、慢性炎症に関与することが示された [85]。また、DNA 修復酵素である OGG1 は、APE1 との相互作用を

する[86]。OGG1 の阻害は、炎症を抑制する効果をもつことが報告されている[87]。本研究の結果から、APE1 と他のタンパ

ク質との相互作用が肝移植後の移植片で発生し、最終的な免疫寛容の誘導につながる可能性が考えられる。 

本研究では、APE1 が肝移植後に免疫寛容を誘導した患者の PBMC において高発現することを見出した。私は上述の通り

APE1 は、ヒト肝臓細胞（L-02）における炎症性サイトカインの産生やアポトーシスに誘導の抑制に関与することを示した。

また、APE1 が 10 種類の免疫応答関連タンパク質との間に潜在的な相互作用の関係性を有することを示した。以上の本研究の

成果は、APE1 が肝移植後の移植組織の生着に重要な役割を果たす現象に関与することを示唆し、免疫寛容の誘導に関するバ

イオマーカーの候補になりうることを期待させるものとなった。 

本研究の成果のみでは、APE1 を免疫寛容の誘導と関連性を有するバイオマーカーとして採用するには課題を有する。一つ

は、本研究で採用した免疫寛容を誘導した症例の数はわずかであるため、免疫寛容を誘導した肝移植症例における APE1 の高

発現と免疫寛容の誘導との相関性に関する信頼性が十分ではない。OT を達成し免疫寛容を誘導したとされる症例に関する遺

伝子発現解析や関連するデータの蓄積を実施し、十分な症例数による再解析を実施することにより APE1 の発現性と OT との

関連性に関する信頼性を向上させる必要がある。また、本研究では APE1 の発現変動が移植後の拒絶反応に関連する肝細胞の
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アポトーシスの誘導や炎症性因子の産生に及ぼす効果を示したが、APE1 が免疫寛容に及ぼす分子レベルでの効果やそのメカ

ニズムに関する詳細は明らかにできていない。免疫寛容の誘導における APE1 の直接的な効果を分子レベルで解明するために

は、これまでの研究で樹立された免疫寛容を誘導する臓器移植動物モデルなどの活用が有効であると考えられる[20]。動物モ

デルにおける免疫寛容の誘導過程や誘導後における APE1 の発現変動の追跡は、免疫寛容の誘導と APE1 の発現性との関連性

をより直接的かつ詳細に解明できる。さらに、APE1 の遺伝子発現を制御した動物において免疫寛容誘導モデルを樹立するこ

とができれば、生体内での免疫寛容の誘導における APE1 の発現の生理学的効果に関する理解につながると考えられる。 
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第５章 総括と今後の展望 

肝移植後 OT の末梢血のマイクロアレイデータから、APE1 遺伝子が免疫寛容の誘導をみとめた患者で高発現することを

見出した。そして、APE1shRNA_1 サイレンシングベクターと APE1 過剰発現ベクターによる肝細胞での APE1 の発現変動の

誘導は、炎症性因子の発現とアポトーシスの誘導に影響を及ぼすことを示した。さらに、APE1 と他のタンパク質との潜在的

な相互作用が、肝移植後の免疫寛容の誘導に対して重要な役割を果たすことを示唆した。今後の研究においては、APE1 が本

研究で示唆された潜在的相互作用因子と連関して、肝移植後の長期的な免疫寛容の誘導を達成する機構を明らかにする必要が

ある。 
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