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研究成果の概要： 鹿児島大学中西名誉教授（現山田研究分野特任教授）により国内で開発された組織

適合性抗原の確立したクラウンミニブタを用い、肝細胞増殖因子（HGF）による腎移植拒絶反応抑制効果の

検討、並びにドナー特異的な末梢性免疫寛容の導入を目指した実験を行った。初年度（平成19 年度）は、

ミニブタ細胞免疫アッセイと同種間腎移植急性・慢性拒絶反応モデルを確立し、平成20 年度は本移植モデ

ルを用い、HGF投与による導入期拒絶反応抑制効果を確認する成果を得た。その成果は、国際移植学会およ

び米国腎臓学会において口演演題として採択され、またin vitro 培養試験およびミニブタ腎移植モデルの

第一・二報はそれぞれ米国移植学術誌に掲載された。またHGFの効果については論文投稿の段階に至ってい

る。 
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研究分野： 

科研費の分科・細目： 

キーワード：(1) 免疫寛容 (2)腎移植 (3)ミニブタ (4)HGF  (5)タクロリムス 

 

１．研究開始当初の背景 

免疫抑制療法の進歩により移植後急性拒絶

を効果的に抑制することが可能となったが、

慢性期の臓器喪失率に顕著な改善傾向はな

く、この主因である慢性移植腎症（Chronic 

Allograft Nephropathy：CAN）の克服は臨床

腎移植における重要課題である。更に、拒絶

反応を抑えるための永続的な免疫抑制剤の
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使用の結果生ずる感染症の誘発や悪性腫瘍

の発生等の軽減は、腎移植に限らず移植領域

全般における大きな課題であり、免疫抑制剤

を使用することなくドナー抗原特異的に免

疫反応が欠如し移植臓器が十分に機能する

状態、即ち免疫寛容の誘導は移植医療の究極

の目標の一つである。 

 

Hepatocyte growth factor （HGF）は血管新

生因子であり、更に樹状細胞(DC: Dendritic 

cell)機能抑制効果をもつことが小動物を用

いた実験により報告されている。CAN が内皮

細胞傷害に起因する事、移植拒絶反応におけ

る抗原提示細胞の主役が DC であること、更

に慢性期の免疫反応では宿主の抗原提示細

胞（血管内皮細胞）を介する間接経路

（Indirect pathway）が主役であることから、

HGF は拒絶反応抑制に対し有効であると期待

される。また HGF は免疫担当細胞への作用も

報告されている。HGF の特異的受容体である

c-Met は DC に発現しており、HGF は DC の抗

原提示能力を抑制し、抗原依存性の Th1 およ

び Th2免疫応答が抑制される（J Immunol 175: 

4745-4753, 2005）。また、HGF により単球由

来 DC が制御性 DC に分化し、ナイーブ T 細胞

が抗原依存性CD4+CD25+Foxp3+制御性T細胞に

誘導される（Blood 108: 218-227, 2006）こ

とが示されている。これらの作用に基づいた

HGF 投与による移植腎機能および免疫反応抑

制機序の検討は、新しい免疫抑制戦略の確立

において重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究の Overall Goal は、臨床応用を視野

に入れた HGFによる新しい移植治療戦略を確

立 す る こ と で あ り 、 こ の た め に は

translational researchとして大動物を用い

た実験は不可欠である。移植実験においては、

拒絶反応の主役である組織適合性抗原（MHC）

が確立した実験動物を用いることは、結果の

再現性・解析において大きな信頼性・優位性

をもつ。本申請研究は、鹿児島大学中西喜彦

名誉教授（現・山田研究室、研究分野特任教

授）が中心となり開発した組織適合性抗原純

系（MHC inbred） クラウンミニブタを用い、

（１）クラウンミニブタ同種腎移植モデルの

確立、（２）米国 Sachs 教授らにより確立さ

れた MHC inbred ミニブタ（MGH ミニブタ）と

の移植腎拒絶反応・免疫寛容性の比較検討、

（３）前記した HGF の効果に基づく HGF によ

るクラウンミニブタ移植腎拒絶抑制効果の

検討、及びドナー特異的免疫寛容の導入戦略

の確立、そして（４）HGF の免疫担当細胞へ

の作用および HGF の免疫抑制効果の検討、を

主目的として実験を行った。 

 

３．研究の方法 

（１） クラウンミニブタ同種腎移植モデル

の確立、および（２）MGH ミニブタとの移植

腎拒絶反応・免疫寛容性の比較検討： 本課

題研究分担者の山田は、MHC 確立ミニブタと

して世界的に認知されている MGHミニブタを

用い、MHC 完全不適合間同種腎移植において

独自に開発した 12日間 高濃度 FK506 持続投

与法（血中濃度：35-45 ng/ml）により再現

性のある免疫寛容誘導を報告している

（Transplantation 2001;71:1368）。本基盤

研究では、鹿児島大学で開発された MHC 確立

クラウンミニブタを用い、MGH ミニブタと同

様の MHC完全不適合の組み合わせとして、SLA

（ブタ MHC）C1 タイプをドナー、C2 タイプを

レシピエントとした同種腎移植を同様の 12

日間 高濃度 FK506 持続療法下で行った。腎

移植後の腎機能は腎生検および血液生化学

的検査により検討した。 

 



 

 

更にクラウンミニブタ腎移植後の免疫反応

の経時的観察および MGHミニブタとの免疫反

応の比較を目的とし、放射性同位元素を用い

ない同種免疫反応試験として、CFSE や PKH26

を用いたリンパ球混合試験（CFSE-MLR）、細

胞障害試験（PKH26-CML）をミニブタ末梢リ

ンパ球で行うための条件設定を行った。抗ド

ナー抗体に関してはフローサイトメトリー

（FACS）および免疫染色で検討した。 

 

（３） HGF 移植腎内投与による CAN 抑制効果

の検討、および HGF 投与による同種移植免疫

寛容の誘導の試み： 上記 FK506 短期間高濃

度持続療法を用いたクラウンミニブタ MHC完

全不適合実験系を対象群（I 群）とし、HGF

併用効果（II 群）を検討するために、対象群

で拒絶反応が生じる腎移植後 11 日から移植

腎動脈に留置したカテーテルよりヒト HGFを

7日間または14日間の移植腎へ選択的に投与

した。HGF 投与濃度は、連携研究者坪内らの

これまでのラットモデルでの投与量を参考

として、0.015mg/kg/日または 0.03mg/kg/日

に設定した。 

 

（４）  HGF の免疫担当細胞への作用および

HGF の免疫抑制効果の検討： HGF の免疫担当

細胞への影響を評価するため、腎移植レシピ

エントの末梢血を用いて、FK506 単独投与群

（I群）と HGF 併用群（II群）における制御

性 T 細胞分画（CD4+CD25+Foxp3+）の経時的推

移および制御性 T 細胞の in vitro での抑制

効果を FACS および共培養試験で検討した。 

 

４．研究成果 

（１）  クラウンミニブタ MHC 完全不適合モ

デルによる移植腎急性および慢性拒絶病変

モデルの確立、および（２）MGH ミニブタと

の移植腎拒絶反応・免疫寛容性の比較検討： 

クラウンミニブタ SLA C1 タイプをドナー、

C2タイプをレシピエントとしたMHC完全不適

合間同種腎移植を 12 日間高濃度 FK506 持続

静脈投与下（血中濃度：35-45 ng/ml）に 6

症例に行った。この 1 FK506 持続静脈投与療

法は、研究分担者である山田が、MGH ミニブ

タ MHC完全不適合腎移植モデルで免疫寛容を

誘導しえることを報告した免疫抑制療法で

ある。しかし、クラウンミニブタを用いた本

腎移植例（n=6）では、全例で術後 1 ヶ月以

内に高度の血清 Cre上昇あるいは移植腎の慢

性移植血管症を伴った拒絶病変を呈するこ

とを確認した（図 1、図 2黒線）。 

 

クラウンミニブタの SLA 解析は DNA-typing

で行われている一方、MGH ミニブタの SLA 解

析は Serotyping で行われているため、MGH ミ

ニブタでの MHC 不適合 SLA-type の一部が、

DNA レベルでは sharing されている可能性が



 

 

否定できない。このように、腎移植実験の結

果と併せて、クラウンミニブタの MHC 不適合

間はより臨床に近い完全不適合モデルであ

ることが示唆された。更に図 1に示す病理所

見から、本モデルは慢性血管病変を形成する

慢性拒絶腎移植モデルと成り得ると考えら

れる（国際学会で口演葉発表済。論文作成中）。 

 

我々は、移植腎機能の評価としての血液生化

学検査および移植腎病理学的検討に加え、免

疫学的検討手段として、放射性同位元素を用

いないリンパ球混合試験（CFSE-MLR）、細胞

障害試験（PKH26-CML）および抗ドナー抗体

検査をミニブタ血液検体により適正化し、抗

ドナー免疫反応評価法を確立し、既に米国移

植雑誌に報告した（Oku M. Transpl Immunol. 

2008;20:78-82）。免疫学検討においても上記

移植後拒絶反応の臨床経過および組織所見

と呼応し、末梢血リンパ球を用いた in vitro 

免疫学試験において、ドナーに対する高い反

応を認めた。更に免疫組織学的検討において

も抗ドナー抗体の拒絶腎組織血管内皮への

沈着を確認した。 

 

（３） HGF 投与法・投与量の確立及び HGF

による急性拒絶反応抑制効果： HGF は末梢

循環から血管内に投与した場合に肝臓で速

やかに代謝され、目的臓器での効果発現は非

常に不安定である。我々は、移植腎動脈内に

カテーテルを留置し移植腎に選択的に HGFを

持続投与する方法を確立し、HGF が腎臓内で

高濃度に保たれることを確認した。 

 

本投与法を用い、HGF 併用群として、MHC 完

全不適合腎移植 4症例において、12 日間高濃

度 FK506 療法下に加え、術後 11 日目から HGF

持続投与（3症例：0.015mg/kg/day×14日間、

1 症例 0.03mg/kg/day×7 日間）を行った。

0.015mg/kg/day×14 日間（低濃度群）全例に

おいて FK506 単独投与群で移植後 2－3 週に

生じた急性拒絶反応は認められなかった。術

後 50日にわたり腎機能が安定し（図 2赤線）、

移植後第 18 病日血清クレアチニン値は HGF

併用投与群 1.9mg/dl に対し FK506 単独群は 

8.2mg/dl で統計学的に優位な差を呈した

(p=0.008）。しかし、最終的に HGF 投与終了 2

カ月後である 80 病日を超えた時点で移植腎

は拒絶された。HGF 高濃度療法を行った 1 例

においても、移植腎機能は低濃度群と同様の

経過を呈した。 

 

移植腎機能の更なる検討として、免疫学的検

討を行ったところ、移植後 1－2 カ月経過時

点においても、抗ドナー細胞特異的な細胞性

反応の低下を確認した。 

 

これらの結果は HGFの拒絶反応抑制効果を大

動物移植実験で示した世界初の知見である

（Oku M. 第 22 回国際移植学会）。 

 

（４）  HGFによる制御性細胞の維持、および T

細胞の直接制御効果の検討： HGF による免疫反

応抑制効果の検討として、FK506 単独投与群

お よ び HGF 併 用 群 で の 末 梢 血 中

CD4+CD25+Foxp3+細胞の割合を経時に検討した。

図 3 に示すように、FK506 単独投与群では移

植後 2－3 週に CD4+CD25+Foxp3+細胞の著明な

減少を認めるのに対し（図 3黒）、HGF 併用投

与群では本細胞群の維持または増加を認め

（図 3 赤）、拒絶反応抑制効果への制御性メ

カ ニ ズ ム の 関 与 が 示 唆 さ れ た 。



 

 

 

 

我々は、HGFの免疫抑制効果を、更にT細胞共培養

試験により評価した。共培養試験ではHGF投与レシ

ピエントから得たT細胞は未処置T細胞の抗ドナー

反応を抑制せず、また、HGF添加による未処置T細

胞同種反応の抑制も認められず、HGFによるT細胞

反応性に対する直接制御効果を認めなかった。これ

らの結果から、HGFの拒絶反応制御は、マクロファ

ージなどT細胞以外の細胞（抗原提示細胞）からの

サイトカイン産生等による抑制効果の関与が示唆

された。我々は本実験結果を踏まえ、現在 HGF

の免疫抑制効果のメカニズムを解明するた

め、更に詳細な in vitro 実験を進行してい

る。 
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