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研究成果の概要（和文）：腎臓移植後の慢性移植腎症（CAN）は、高度な線維化を伴う慢性腎臓病様の機能障害
をもたらす。腎臓移植治療におけるCAN克服を目指し、移植腎組織の線維化進展につながる尿中バイオマーカー
の探索を行った。腎移植患者73名より尿並びに血液検体の回収を終え、尿中バイオマーカー候補タンパク質並び
に免疫抑制薬の血中濃度推移、臨床経過との関連性について解析を進め、尿中のNGAL、MCP-1、LC3と術後3ヶ月
以後に見出される急性拒絶反応や尿細管炎を主とする組織障害との関連性が示された。従って、腎移植後のCNI
による腎障害発症を早期予測するための指標として尿中のNGALやMCP-1、LC3の有用性が示された。

研究成果の概要（英文）：Chronic allograft nephropathy (CAN) after kidney transplantation results in 
dysfunction like chronic kidney disease with advanced fibrosis. In order to overcome CAN in kidney 
transplantation therapy, urinary biomarkers leading to fibrosis of transplanted kidney tissue were 
examined. By use of urine and blood samples from 73 patients after renal transplantation, and 
analyzed the relationship between urinary biomarker candidate protein and clinical course and 
analyzed with tissue damage mainly including acute rejection and tubularitis found after 3 months 
postoperative course were shown. As a result, the urinary NGAL, MCP-1 and LC3 were shown as an 
useful index for early prediction of CNI-induced renal impairment after renal transplantation.

研究分野：臨床薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
本邦における腎臓移植治療の成績は諸外国
に比べて極めて高く、術後 5年間の生着率は
90%を超える（腎移植臨床登録集計報告
（2014）-2013年実施例の集計報告と追跡調
査結果-．日本移植学会／日本臨床腎移植学会, 
移植 (2014) 49: 240-260）。研究代表者の所
属する機関では、単診療科として国内最多の
移植術件数（101件、平成 25年）を担当し、
末期腎不全患者の治療に貢献している。この
ような治療実績の進歩には、シクロスポリン
やタクロリムスなどのカルシニューリン阻
害薬（Calcineurin Inhibitor, CNI）の免疫抑
制薬としての臨床応用と、血中濃度モニタリ
ング（Therapeutic Drug Monitoring, TDM）
に基づく綿密な用量調節が功を奏したこと
は自明の理である。 
 一方、腎臓移植患者の過半数は術後 1〜2
年を境に慢性移植腎症（Chronic Allograft 
Nephropathy, CAN）とよばれる移植腎組織
の高度線維化を伴う慢性腎臓病様の機能障
害に陥るため、移植腎の生着は維持されるも
のの、機能低下による血液透析への再導入が
問題とされている。CAN の要因として、生
化学データに反映されない軽微な拒絶反応
（Subclinical Rejection）の遷延と CNIの副
作用である腎毒性の蓄積が疑われるが、分子
機構は未解明である（Yilmaz S, Chronic 
allograft nephropathy (chronic allograft 
damage): can it be avoided?, Curr Transpl 
Rep (2014) 1: 91-99）。 
 腎臓移植治療を含め、心臓、肝臓や肺など
の臓器移植治療においては、非自己である移
植片に対する免疫反応を調節（抑制）し、生
着を目指すことが術後管理の中心となる。
様々な作用機序を有する薬物を「免疫抑制
薬」として用いることによって、新たに移植
された臓器の機能を期待し、予後の改善がも
たらされる。一方、免疫抑制薬として用いら
れる薬物の内、CNIやミコフェノール酸の容
量調節は困難を極めるため、高頻度のモニタ
リングに基づく用量の微調節が欠かせない。
これら免疫抑制薬の薬物動態学的な個人差
の克服を念頭とした研究が数多くなされて
ており、研究代表者らを含め数多くの研究グ
ループが関わってきている。この中で、経口
投与されたタクロリムスの吸収障壁として
小腸上皮細胞に発現する P-糖タンパク質
（MDR1/ABCB1）が重要な役割を担うこと、
小腸移植術後並びに肝移植術直後のタクロ
リムス経口用量の指標として小腸粘膜に発
現するMDR1 mRNA発現量が有用な指標と
なることが示されている。 
 肝臓移植患者では、肝移植術時の小腸粘膜
に発現するMDR1 mRNAレベルの個人差が
初期用量の調節に反映できるだけでなく、免
疫抑制療法導入の成否に繋がり、最終的には
術後 1年間の予後にも影響を及ぼすことが示
されている。 
 CNI であるシクロスポリンとタクロリム

スはいずれもチトクロム P450（CYP）3A4
および CYP3A5 による代謝反応を経て無効
化されることが知られる。中でもタクロリム
スの代謝反応に及ぼす CYP3A5 の寄与が高
いことが明らかとされている。すなわち、
CYP3A5 mRNA の成熟化過程において切断
されるイントロン-エキソン接合部の多型は、
スプライシングエラーを引き起こし、成熟
CYP3A5タンパク質の産生を妨げる。この遺
伝子多型は、欧米白人（コーカサス人種）に
顕著であり、アフリカ系民族ではあまり見ら
れない。また、日本人を含むアジア人種にお
いては約 40%が欠損ホモであることが示さ
れている。 
 肝臓移植治療では、CYP3A4、CYP3A5が
発現する肝臓そのものが移植されること、ほ
とんどの場合が生体部分肝移植であること
から、特に成人症例では十分な大きさの移植
片を確保することが困難なことなどが要因
として考えられるが、移植肝よりも患者自身
（小腸）の遺伝子多型の影響が強いことが見
出されている。心臓や腎臓移植治療では、肝
臓と小腸の遺伝子多型はいずれも患者自身
のものを反映することから、臨床症例におけ
る肝臓と小腸の寄与を定量的に評価するこ
とが困難であるものの、肝臓移植患者を対象
とした研究結果を参考に、経口投与直後の小
腸粘膜における代謝反応、すなわち吸収過程
の重要性が推察される。従って、併用薬のタ
クロリムス血中濃度に及ぼす影響は、吸収過
程における相互作用が強く反映すると考え
られる。 
 これらの背景から、腎移植術後に用いられ
る薬物の選択を慎重に行い、術後経過に伴っ
て発症する CAN の早期検出に基づく的確な
対処法の開発によって移植腎の長期生着を
もたらすことが期待される。 
 
２．研究の目的 
腎臓移植術後の CANの要因として、生化学
データに反映されない軽微な拒絶反応
（Subclinical Rejection）の遷延と CNIの副
作用である腎毒性の蓄積が疑われるが、分子
機構は未解明である。そこで、腎臓移植治療
における CAN 克服の手がかりとして、尿中
に検出される微量タンパク質が、移植腎組織
における薬剤性腎毒性の遷延と障害の蓄積、
組織線維化の進展を反映するマーカーにな
ると仮説を立てて系統的な解析を実施し、腎
移植後 CAN の要因解明とその対策の開発を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 被験者 
九州大学医系地区部局ヒトゲノム・遺伝子解
析研究倫理審査委員会より「臨床で有用性の
高い薬剤性腎障害バイオマーカーの探索に
関する研究（許可番号 588）」を得た上で腎
臓移植予定の患者より同意を取得した。 
2015 年 10 月から 2017 年 12 月の期間におい



て 73 名の患者から同意を得、述べ 942 検体
の尿試料を回収することができた。なお、患
者からの同意取得に際しては、病棟担当薬剤
師または主治医からの十分な説明の後、一旦
持ち帰り、次回来院時に記名押印した同意書
の提出を求めた。 
 血液サンプルについては、腎移植後の免疫
抑制薬血中濃度測定用に採血されたサンプ
ルの余剰分を用いることとした。また、尿検
体については、術後 3、6、9、12 ヶ月目に採
取される移植腎の生検組織の採取時に外来
エリアにおいて患者自身が採取し、担当看護
師が決められた場所に保管、担当薬剤師が搬
送するという流れとした。なお、早朝第一尿
には夜間を通じて膀胱に蓄積した尿が、漏出
した酵素によって分解等の影響を受けるた
め、採取する尿は早朝第一尿以外の随意尿と
した。 
 
(2)尿中バイオマーカーの測定 
 尿中バイオマーカーの候補分子として、
neutrophil gelatinase-associated lipocalin 
(NGAL)、Monocyte Chemoattractant Protein 1 
(MCP-1)、Liver type-Fatty Acid Binding Protein 
(L-FABP)およびMicrotubule-associated protein 
light chain 3（LC3）を対象とした。尿中の
NGAL、MCP-1、L-FABP および LC3 の測定
については、市販の ELISAキットを用いて実
施した。まず、96 well プレートに捕捉用抗
体を 100 µL/well 添加し、プレートをシール
で覆い、 25 ℃ 14 時間以上反応させた。そ
の後、0.05 ％ Tween 20 in PBS (PBS-T) 300 
µL/wellで 3回洗浄後、1％ BSA 100 µL/well
を用いて25 ℃で1時間インキュベートした。 
0.05 ％ PBS-T 300 µL/wellで 3回洗浄した
後、濃度未知の尿試料を 100 µL/wellを添加
した。既知濃度の種々ペプチドの標品を用い
た標準曲線は 8 ポイントで作成し、100 
µL/well で添加後、25℃で 2 時間インキュベ
ートした。 
0.05 ％ PBS-T 300 µL/wellで 3回洗浄した
後、ビオチン標識 LC3 抗体 100 µl を各ウェ
ルに添加し、25 ℃で 2 時間インキュベート
した。 
0.05％PBS-T 300μL/wellで3回洗浄した後、
Streptavidin-HRP（R&D Systems）を 1％BSA
で希釈後 100μL/well を添加し、遮光下で
25℃20 分インキュベートした。 
0.05％PBS-T 300μL/wellで3回洗浄した後、
TMB 液（R&D Systems）100μL/well を添加し、
遮光下で 25℃20 分インキュベートした。  
2N H2SO4 50 µLを各 well に添加後、プレート
を軽く叩き、試薬を十分に混合し、吸光度計
（450 nm, 570 nm）を用いて測定した。 
 
(3)in vitro 免疫抑制薬の薬効評価系の構築 
 免疫抑制薬の効果発現を評価するための
基本実験系として Natural Killer（NK）細胞
を用いた細胞障害性実験の評価系確立を行
なった。ヒトNK細胞株として用いられるKHYG

細胞を用い、標的細胞としてヒト慢性骨髄性
白血病細胞の株価細胞である K562 を選択し
た。K562 細胞と KHYG 細胞の数を最適な混合
比率となるように試行錯誤し、K562 の見かけ
の増殖活性が抑制され、細胞死が確認できる
培養条件の確立を目指した。 
 すなわち、一定数の K562 細胞に KHYG 細胞
を混入すると、障害性 NK 細胞の活性により
K562 は増殖できなくなる。この実験系に NK
細胞の活性を抑制しうる薬物を添加するこ
とで免疫抑制能を評価できる。一般に CNI は
ヘルパーT 細胞の増殖活性を抑制することに
よる、細胞性免疫の抑制効果を期待して投与
される。一方、活性本体である、カルシニュ
ーリンの脱リン酸化活性抑制効果のみでは
タクロリムスの免疫抑制活性を評価できな
いことはすでに報告されている。したがって、
本研究では、NK 細胞に対する影響についても
調べることとした。 
 
４．研究成果 
(1)生体腎移植患者尿を用いた CAN 検出のた
めの新しい尿中バイオマーカーの探索 
 腎移植直後より収集した尿検体に加え、退
院後定期的な診療の際に採取される生検採
取直前の尿を用いて4つの候補バイオマーカ
ー分子を中心に検討を進めた。シスプラチン、
バンコマイシンなどの近位尿細管上皮細胞
のネクローシスを誘発する薬物とは異なり、
移植医療という継続的な免疫反応を受け続
けること、タクロリムスという腎に対する毒
性を示す免疫抑制薬を使用せざるを得ない
ことから、移植腎の受ける有害反応は複雑で
ある。尿細管上皮細胞由来の分子だけでは正
確な検出に難があると予想されたが、現在再
現性があるとされている尿中バイオマーカ
ーを中心に検討を進めた。 
 本研究において、研究対象とした 73 名の
腎移植患者のうち、観察期間中に急性拒絶反
応を発現した症例はわずか 11 名であった。
特に、定期的な病理検査において尿細管の炎
症を呈した患者数は軽度を含めて 22 例であ
った。これらの結果を参考に尿中バイオマー
カーの漏出量を比較した結果、NGAL、MCP-1、
LC3 については急性拒絶反応と診断された患
者群において有意に高い結果を得た。一方、
L-FABP については統計的有意差は見られな
かった。今回の検討では腎移植術後 3、6、9
ヶ月のプロトコルに沿って採取した生検組
織を用いた病理検査の結果を指標として、生
検採取日に採尿したものを用いている。生検
採取時に移植腎の状態がどのようであった
かなど研究の限界があり、コントロール困難
な状況であった。病理検査レベルで急性拒絶
反応が診断される状態は、十分に反応が進ん
だ結果を示すものであり、組織の状態を非侵
襲的に反映しうる非侵襲バイオマーカーと
しての応用が期待される。 
 タクロリムスの目標血中濃度は、TDM 標準
化ガイドラインなどを参考に、術後経過日数



に従った目標血中濃度に設定することが推
奨されているが、患者ごとに目標となる血中
濃度は実臨床において異なる場合が多い。あ
る患者では低濃度でも十分な日常生活を送
ることができるのに対し、一部の患者では十
分な濃度（10 ng/mL 以上）を確保しなければ
速やかに急性拒絶反応を発症する症例も存
在する。主たる薬効としての免疫抑制活性に
ついての個人差（目標血中濃度の個人差）が
存在するように、副作用として薬物に対する
感受性の個人差がある場合、早期に検出した
上で退院後の目標血中濃度域を始めとする
術後管理計画に反映すべき重要なものであ
る。今回得られた成果から、一般的な尿中バ
イオマーカーを調べることにより拒絶反応
の疑いを検出することが可能である。従って、
実際に生検採取に基づく病理検査を実施す
ることを要する患者は、半数以下に抑えるこ
とが可能となる。しかしながら、診察日が
subclinical な拒絶反応の状態（拒絶反応が
開始して間もない程度）においては、尿中バ
イオマーカーの検出力は不十分であること
から、2 種類以上の分子を調べることが有用
であると考えられた。 
 今回調べた NGAL、MCP-1、LC3、L-FABP は、
それぞれ尿細管全域の上皮細胞、近位尿細管
上皮細胞、尿細管全域の上皮細胞など、近位
尿細管上皮細胞のように由来となる細胞が
異なるため、障害の起点となった細胞から、
二次的、三次的に伝播し、最終的に腎組織全
域全体が一定の障害を受ける状態になるた
め、調べたバイオマーカー全ての値が上昇し
たと考えられる。しかしながら、薬物の投与
または外科的処置を行ってから頻繁にモニ
ターする場合、どの細胞が最も強く障害を受
けているかを反映しうる非侵襲バイオマー
カーと考えられる。これらの結果に基づいて、
経時的な腎組織の変化を念頭にしたバイオ
マーカーの評価系を作成することが正確な
診断に貢献しうると考えられた。 
 
(2) NK 細胞を用いた免疫反応評価系の確立 
 KHYG細胞とK562細胞の存在比を20倍以上
とした場合に、細胞障害性を評価するための
実験系を構築した。フローサイトメトリー並
びに annexin IV を用いたアポトーシス検出
に基づく評価によって細胞障害活性が確認
された。この条件に、KHYG 細胞に特異的な抑
制抗原の部分ペプチドを加えた場合に K562
細胞に対する攻撃性は回避された。今後は
個々の免疫抑制薬を用いた検討を重ねるこ
とによって、ヘルパーT 細胞以外の免疫担当
細胞に及ぼす影響を調べることが可能にな
り、作用機序の詳細が分子的に明らかになる
と期待される。 
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