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研究成果の概要：移植後の拒絶反応と炎症を軽減するために、新規 NF-kB 阻害剤 Q の効果、

投与法、剤型を検討した。拒絶、炎症に関わる免疫担当細胞の抑制や、小動物の肝、小腸、心、

膵島細胞移植および虚血再灌流で有効性が確認された。また、新規臓器保存液を試作し、肝お

よび多くの細胞や心移植における冷保存障害の軽減に成功した。臨床開発に不可欠な生体～細

胞での有効性が確認され、新たな臓器保護法の実用化が期待される。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 16,500,000 4,950,000 21,450,000

２００７年度 10,500,000 3,150,000 13,650,000

２００８年度 11,100,000 3,330,000 14,430,000

年度 
  年度 

総 計 38,100,000 11,430,000 49,530,000

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床外科・外科学一般 
キーワード：NF-kB, 免疫抑制、臓器保存、虚血再灌流障害 
 
１．研究開始当初の背景 

肝移植は末期肝不全の治療法として普及
してきたが、更なる成績向上のためには免
疫抑制法と臓器保存法の改良が必須である。 

本研究は拒絶や炎症において中心的な役割
を果たす転写因子 NF-κB を制御することに
より、免疫抑制療法と臓器保存法の改良を
図り、肝臓移植の成績の更なる向上を目指
すことを目的とする。また、NF-kB 阻害以外
を主作用とする保存液を開発し、NF-kB 阻害
との併用による多角的な臓器保存法の確立
を目指す。 

 肝移植の短期予後は冷保存障害と再灌流
時の炎症を本態とする、虚血再灌流障害に
規定される。長期予後は拒絶反応に規定さ
れ、リンパ球、血管内皮、マクロファージ、
樹状細胞の活性化、相互作用が抗原提示と
認識、T 細胞増殖に関与する。これらの反応
を促進する転写活性因子 NF-kB を阻害する
ことにより免疫反応を抑制できるが、既存
の薬剤は安全域が狭く、臨床応用されたも
のはない。 

 
３．研究の方法。 

(1) Qの免疫抑制効果  <in vitro> 

T細胞： C57BL/6 マウス脾細胞よりT細
胞を単離し，抗CD3+CD28 抗体で刺激し、
48 時間後の増殖およびIL-2, IFN-γ産生
に対するQの抑制効果を検討した．  

２．研究の目的 リンパ球： Lewis ラットのリンパ節，



ヒトPBMCをそれぞれ照射ACI ラット脾細
胞もしくは照射ヒトPBMCと混合し，
Concanavaline-A刺激による増殖反応を 5
日目に評価し、Qの抑制効果を検討した． 
樹状細胞：C57BL/6 mouseの骨髄細胞から
未成熟樹状細胞を誘導し， LPS/TNF-
α/CD40 抗体によって刺激し、24 時間後の
成熟化とQの抑制効果を検討した． 
マクロファージ：Ratマクロファージ細胞
株(RAW264.7)を用いた。LPS刺激によって
p50, p65 の核内移行ならびにTNF-α/IL-6
産生を促し、Qの抑制効果を検討した． 

(2) Qの安全域と肝保存障害軽減効果 

<in vitro> 

Qの安全濃度 
RAW264.7、ラット血管平滑筋細胞、マ

ウス肝細胞株(AML12)を用いて Q の安全域
を検討した。同時に既存の NF-kB 阻害剤
BAY11-7082、PDTC、Bortezomib の安全域
も検討した。RAW264.7 では LPS 刺激によ
り NO 産生を促し、NO 産生の阻害濃度と、
安全域との関係を検討した。 

低酸素・再酸素化障害抑制効果 

肝細胞(AML12)とマクロファージ(RAW264.

7)を細胞数が5:1となるように、24wellデ

ィッシュとインサートに別々に培養した。

各細胞の単独あるいは共培養の状態で、チ

ャンバー内で37℃,6時間の低酸素とし、イ

ンキュベータに戻すことで再酸素化した。

低酸素前に培養液中にQを添加し、障害抑

制効果を評価した。低酸素終了時、再酸素

化１時間後の上清LDH活性を測定した。 

(3) Qの動脈硬化抑制効果 <in vitro> 

血管内皮細胞、血管平滑筋細胞の増殖に
対するQの抑制効果   
 ヒト大動脈血管内皮細胞、ラット血管
平滑筋細胞を低血清培養によって刺激し、
その後の増殖を評価した。Q および
Rapamicin, FK778, FK506 の増殖抑制作用
を 3H-チミジンの取り込みで評価、比較し
た。。 

(4) Qの肝虚血再灌流障害に対する効果 

単離ラット肝灌流(IPRL) <ex vivo>  

220-280gの雄性SD ratを絶食せずに使用。 

① Qはβ-シクデキストリン誘導体に包接し、

乳酸リンゲル液に溶解した(5, 10 ug/ml)。

この液で体内灌流後、同液内で37℃ 60分

保存した。再灌流は、十分な酸素供給が

可能な定量灌流(3 ml/min/g肝)で行った。 

② 門脈のシアストレスが少ない定圧灌流モ

 ード(8 cmH2O)でも検討した。QをDMSOで50

 mg/mlに溶解し、肝摘出の2時間前に腹腔

 内投与した(20mg/kg)。肝は薬剤を含まな

 い乳酸リンゲル液で体内灌流後、同液内

 で37℃ 60分保存した。 

マウス肝温阻血再灌流モデル <in vivo> 

絶食した 20-25g の雄性 C57BL6 マウスを
用い、70%肝部分温阻血(45 分)、再灌流を
行った。Q は DMSO に溶解後、0.5%CMC に
懸濁し、虚血 2 時間前に腹腔内投与した。
DMSO のみ、4, 8, 12 mg/kg 群を作成し、
再灌流 16 時間後の肝逸脱酵素活性を測定
した。 

(5) 静脈内投与を目指したQの剤型の工夫 

Q は DMSO 溶液としてしか調製できず、
組織液や臓器保存液などに触れると析
出したため、in vivo で安定して効果を
発揮し得る剤型を模索した。 
ラセミ体 Q をβ－シクロデキストリン
誘導体で包接、Na 塩、K 塩、キラル体
の分離、リポソーム化などの剤型を調
製した。免疫担当細胞での免疫抑制効
果、安全域、血管内皮および血管平滑
筋の増殖抑制効果、を前記と同様に確
認した。 

(6) 拒絶反応、虚血再灌流障害が強い、他臓

器でのQの効果 

ラット小腸虚血再灌流： 雄性SD ratにQ 
20 mg/kgを腹腔内投与し、2時間後に上腸
間膜動静脈、辺縁動静脈をクランプし、
60 分後に再灌流した。生存率、小腸、肺
の病理所見を評価した。 
膵島細胞移植： マウス、ラットから膵
島細胞を単離し、STZによる糖尿病発症マ
ウスの門脈に注入した。allo, xeno移植
モデルにおける血糖の推移を評価した。 
心移植： Balb/cからC57BL6 へのallo 心
移植モデルを作成した。Qを 20-40m
るいは、Q(20mg/kg)
投与し、グラフトの生存期間を評価した
) 新規臓器保存液の開発 

g/kgあ
+FK506(1.5mg/kg)を

。 
(7

ミトコンドリア
障害

細胞内 Ca2+ overload, 
、アクチン脱重合、Na+と水の流入など

が冷保存中の臓器障害の原因となり、再灌
流障害を増悪させる。既存の臓器保存液に
これらの変化を阻害する物質 D を添加し、
細胞、臓器保護効果を評価した。NF-kB 阻害
剤との併用による、多角的な臓器保護法を
確立するための基礎的検討を行った。 
Dの肝細胞保護効果 

細胞保護成分を含まない通常の培養液
(D

D含

MEM)を種々の濃度の Dを添加した。肝
細胞株 AML12 を D 含有 DMEM 下に低温低酸
素で 12 時間静置し、通常の DMEM に置換
し、CO2 incubator 内に 12 時間静置した。
上清の LDH 活性を測定した。 
有保存液の肝保護効果 

 (HTKD)液で24 

加、 

４

 ラット肝をHTK液とD化HTK

時間冷保存し、8 cmH2Oで再灌流した。 

冷保存終了時、再灌流終了時の肝重量増

逸脱ALT活性、および門脈抵抗を評価した。 

．研究成果 



1) Qの免疫抑制効果  <in vitro> 

の効果を免疫担当細胞に対するNF-kB阻害剤Q

確認し、その機序を検討した。 

リンパ球： 抗体・抗原刺激によるT細胞増殖

を、用量依存性に阻害した。増殖性サイトカ

イン(IL-2, IFN-γ)産生も抑制した。(図1) 

 
樹状細胞： LPS/TNF-α刺激に伴う細胞成熟、

2) Qの安全域と肝保存障害軽減効果 

 <in vitro> 

肝細胞株および初代培養肝細胞を用いて、低

酸素・再酸素化をおこなった。安全域の確認

はマクロファージ、血管内皮細胞、肝細胞で

行った。 

 
(上；図4,    下；図5) 

活性化（CD40, CD80, CD86, MHCクラスⅡの

発現）を用量依存性に抑制した。  (図2) 

  
Qの安全濃度： マクロファージ(RAW264.7)

では、Qは3-10 ug/mlでNO産生を阻害したが、

バイアビリティーは低下しなかった。しかし、

NF-kB阻害作用を有する既存の化合物BAY11-7

082とPDTCでは50%阻害を呈する濃度でバイア

ビリティーも低下した(図4)。肝細胞では5ug

/ml以下で細胞障害を認めなかった。ラット

血管平滑筋細胞では20 ug/ml以上で毒性を示

した(図5)。 

マクロファージ： LPS刺激によるTNF-α、

IL-6産生及び貪食能を抑制した。    (図3) 

Qは抗原刺激によるT細胞の活性化、増殖に対

して直接的に阻害するとともに、樹状細胞の

成熟、活性化の阻害により、間接的にも阻害

した。これらの反応を抗原と無関係に促進す

るマクロファージの反応も阻害した。 

低酸素・再酸素化障害抑制効果 

肝細胞単独での低酸素・再酸素化では軽度

の障害を認め、Qは軽度に障害を軽減した。

肝細胞とマクロファージの共培養下での低酸

素・再酸素化では、高度の肝細胞障害を認め、

Qはこの障害を効果的に軽減した。(図6) 

Qの作用機序は、マクロファージのNF-kB活

性化を抑え、TNF-αなどのサイトカイン分泌

を抑えることにより発揮されることが示唆さ

れた。          (図6) 



 

単離ラット肝灌流装置(IPRL) <ex vivo> 

定量灌流では、無治療群と比べて有意
に門脈圧が軽減され、10ug/ml では正常肝と
同様の門脈圧を示した。肝逸脱酵素は減少
傾向を示し(N.S.)、胆汁産生量は有意に増
加した。しかし、白色胆汁であり、肝機能
の改善によるものか組織構築の破壊による
短絡かは鑑別できなかった。定圧灌流モー
ドでも門脈抵抗は低下する傾向を認めた。
しかし、胆汁産生を認めず、肝逸脱酵素も
減少しなかった。 

マウス肝温阻血再灌流 <in vivo>  (図9) 

  12mg/kg の Q 前 
 

投与により、再 
(3) Qの動脈硬化抑制効果 <in vitro> 

慢性拒絶は血管内皮、血管平滑筋細胞の

増殖と中膜の肥厚を特徴とした動脈硬化像を

呈し、これを抑制できるかは重要である。 

 
(図7) 

血管内皮細胞の増殖抑制効果：  

Q はヒト胸部大動脈血管内皮細胞の増殖

を、強く阻害した。毒性を示さない濃度域で

の増殖抑制効果は、ラパマイシン、FK778, 

タクロリムスよりも強かった。(図 7) 

 

血管平滑筋細胞の増殖抑制効果：  

Q は安全濃度域内で平滑筋細胞の増殖を

強力に阻害した。(図 8) 

 

 
(図 8) 

(4) Qの肝虚血再灌流障害に対する効果 

灌流後 16 時間 
の ALT 値は無治 
療群と比べ、有 
意に減少した。 
しかし、検討の 
後半から、腹腔 
内で Qの析出が 
認められた。ま 
た、血中濃度の 
不安定性、半減 
期が異常に短い 
ことなどが見出されたため、剤型の改良を
優先し、詳細な解析は行わなかった。 
Ex vivo, in vivo モデルでの検討により、Q
は肝温阻血再灌流障害を軽減することが強
く示唆された。 

(5) 静脈内投与を目指したQの剤型の模索 

剤型によって EC50は変動したが、桁が
変わるほどの変化ではなく、概ねラセミ体 Q
と同等以上の免疫抑制、血管内皮細胞増殖
抑制、血管平滑筋細胞増殖抑制などの効果
が確認された。中でもキラル体の効果が強
く、リポソーム化製剤の安定性が優れてい
た。図 8はラセミ体と K塩の効果、安全域
を示している。 

(6) 拒絶反応、虚血再灌流障害が強い、他臓

器でのQの効果 

ラット小腸虚血再灌流：  
Q は、再灌流後の小腸組織障害を軽減し、

肺障害も軽減した。 
膵島細胞移植： 

マウス allo, xeno 移植モデルで Qは
FK506 との併用により、グラフト生存を延長
し、血糖正常化率を向上させた。 
心移植： 

リポゾーム化 Qは静脈内投与により、
マウス allo 心グラフトの生着期間を延長し
た。また、FK506 との併用により強い免疫抑
制効果が得られた。 

静脈内投与可能な剤型の開発に成功し
た。Qは拒絶反応、虚血再灌流障害を軽減す
ることが確認された。 
(7) 新規臓器保存液の開発         (図 10) 



Dの肝細胞保護効果 
細胞保護成分を含ま 
ない、培養液(DMEM) 
を D 化すると、再酸 
素化後の障害が有意 
に軽減された(図 10) 
 
 
新規臓器保存液の肝保護効果   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(図 11) 
HTK 液では肝重量は 24 時間肝冷保存後、再
灌流終了時に増加したが、HTKD では重量増 
加が阻害された。HTK 液では再灌流時の門脈 
抵抗が上昇し、逸脱 ALT 活性が上昇したが、
HTKD ではそれらが抑制された。   (図 11) 

細胞内 Ca2+ overload やアクチン脱重合
の阻害、ミトコンドリアの保護および解糖
と酸化的リン酸化の促進などによる、アポ
トーシス、ネクローシスの阻害が、肝細胞
の他、小腸上皮、気管上皮、心筋細胞など
で示され、これらの作用が Dの細胞保護機
序と考えられた。ユーロコリンズ、HTK、UW
液および数種類の新規組成の臓器保存液で
も、Dは同様の細胞保護効果を示した。 

新規臓器保存液は冷保存・再灌流によ
る細胞、臓器の構築と機能の障害を軽減し
た。NF-kB 阻害との併用により、更に強力な
臓器保護が可能になると期待される。 
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