
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３３３０３

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

前向き腎移植コホートにおける慢性移植腎障害関連分子に関するプロテオミックス解析

Molecular analyses of chronic renal allograft injuries

５０１９１５３１研究者番号：

横山　仁（YOKOYAMA, Hitoshi）

金沢医科大学・医学部・教授

研究期間：

２５４６１２３７

平成 年 月 日現在２８   ５ ３０

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：移植腎症(132例)を対象とする疾患コホートの臨床病理所見を中心としたプロファイルを作
成した．高・低分子アディポネクチン変化は，腎機能ならびに心血管疾患および移植後糖尿病の独立関連因子であった
．さらに，移植後糸球体硬化と間質線維化では，免疫組織学的検討により異なる膠原繊維の集積を明らかとした．腎移
植時の免疫モニタリングでは，移植早期の末梢血リンパ球においてTh1, Th2, Th17, Treg(Foxp3+)サブセットおよびno
n-classical HLA分子（可溶性HLA-G5）の早期変動を確認した．さらに，長期経過では，可溶性HLA-G5分子量と移植後e
GFR変化率との関連を認めた．

研究成果の概要（英文）：We constructed the cohort of 132 renal allograft transplanted patients, and 
analyzed the outcomes of renal and actuarial survival. As the results, 1) Serum high- and 
low-molecular-weight adiponectin (ADPN) fractions were related to the development of both cardiovascular 
diseases and post-transplant diabetes, and renal allograft function. 2) The gamma;-H2AX (a marker of 
double-strand DNA breaks) and Collagen type VI expression in renal allograft glomeruli were positively 
correlated with the duration of the post-renal transplant period. 3) The alteration of Th1, Th2, Th17, 
Treg (Foxp3+) subsets and non-classical HLA-G5 molecules were found in the early stage of allograft 
transplantation. In addition, higher serum HLA-G5 level was selected as a protective factor for renal 
allografts after 60 months.
Conclusion: In Japanese renal allograft recipients, ADPN fractions and non-classical HLA -G molecules 
were significant factors for the long-term allograft survival and complications.

研究分野： 医学
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１．研究開始当初の背景 
腎移植では，急性拒絶としての細胞性免疫

および抗体による液性免疫反応の病態解析

が進められ，臨床的にも移植医療の進歩につ

ながっている．さらに，腎機能障害と関連す

る腎間質線維化との関連が注目されていた

CD34 陽性 circulating fibrocytes の移植腎

における急性期虚血再灌流障害改善への関

与を明らかとした(Nephron Clin Practice 

2012)．一方，慢性移植腎障害の要因につい

ては，免疫性因子（特に抗 HLA 抗体）および

非免疫性因子のいずれもが重要であると推

測されてきたが，ヒト慢性移植腎障害の治療

と結びつく研究はいまだ不十分である． 

 
２．研究の目的 
2007-2012 年度に作成した慢性移植腎症の

疾患コホートから2013-2015年度に追跡可能

な腎移植120症例を抽出するとともに新たな

症例を加えた前向きコホートを作成し，経時

的な血清のプロテオーム解析とともに移植

前後の免疫モニタリングと経時的腎生検に

よる機能分子を解析する．これにより従来は

急性移植腎拒絶との関連に注目されていた

non-classical HLA ならびにメタボリック症

候群等で重要と考えられている脂質関連ア

デポサイトカインの慢性期移植腎障害への

関与を継続的に検討するとともにこれらの

発現に関連する分子についてプロテオミク

スを用いて網羅的に判別し，免疫抑制薬など

の治療因子を加えた予後改善と結びつく機

能分子を臨床経過に基づき特定し，新たな治

療法開発の可能性を探索する． 

 
３．研究の方法 
(1)移植腎症の疾患コホート作成と解析： 

①金沢医科大学において腎移植および腎生

検が実施された移植腎症(132 例)を対象とす

る疾患コホートにおいて，腎生検時の臨床病

理所見を中心にプロファイルを作成する．  

②作成したコホート症例のこれまでの臨床

所見に関して，後向き調査を実施する．予後

調査成績ならびに測定指標を用いた多変量

解析を実施し，non-classical HLA およびア

デポサイトカインの腎機能ならびに生命予

後に関する解析を実施する． 

③コホート作成例と新たに追加された症例

を含めて，登録時点からの前向き調査を実施

する． 

 

(2)ヒト移植腎生検組織の病理ならびに免疫

組織学的検討： 

作成したコホート症例における生検組織の

糸球体ならびに間質病変に関して画像解析

装置を用いたスコア化を実施する．さらに同

一標本において特異的抗体を用いた免疫組

織化学法により non-classical HLA の発現を

糸球体ならびに間質病変を中心に検討する． 

 

(3)ヒト移植腎症における抗 HLA 抗体と血

清・尿中機能分子の経時的測定： 

Flow PRA による HLAクラスⅠおよびクラスⅡ

抗体のスクリーニングを行い，陽性症例に対

して Luminex 法による single antigen 同定

検査を施行する． 

ヒト腎組織内における細胞内シグナル伝達

分子と対応する機能分子として，サイトカイ

ン・ケモカイン測定ならびにプロテオーム解

析に関して，その経時的変化を臨床経過と対

比して解析する． 

 

４．研究成果 

(1)移植腎症の疾患コホート作成と解析： 

金沢医科大学において腎移植および腎生検

が実施された移植腎症疾患コホートの臨床

病理所見について，移植腎症(132 例)を対象

とする疾患コホートの腎生検時臨床病理所

見を中心としたプロファイルを作成し，後向

き調査を実施した． 

 

(2)経時的移植腎生検の免疫病理学的検討に

よる間質線維化因子の評価（長期観察 35 例）： 



臨床病理学的診断における病変部血管・線維

化の意義について，ヒト移植腎生検組織の病

理ならびに免疫組織学的検討による糸球体

硬化と間質線維化を特異的抗体による免疫

組織化学法によりその分子を同定し，画像解

析装置を用いたスコア化を行った．糸球体お

よび間質病変では，異なる膠原繊維の集積

（それぞれⅥ型とⅢ型）を認めた（図 1）．  

糸球体における VI 型膠原繊維（COLVI）集積

が，長期移植腎機能と関連し，移植後年数お

よび二重鎖 DNA 障害(-H2AX 発現)と強

い正相関を認めた．この発現関連因子として

非免疫学的機序では移植年数が最も関連す

る因子であった（図 2）． 

さらに，免疫学的機序として，抗 HLA クラス

ⅠおよびクラスⅡ抗体陽性と関連した内皮

細胞障害により惹起される慢性糸球体障害

（Cg）が最も重要であった（表 1）．（Clin Exp 

Nephrol on-line publication DOI 

10.1007/s10157-015-1174-3） 

 

 

(3)血清・尿中機能分子の経時的解析による

慢性移植腎症関連分子の特定： 

慢性移植腎症関連分子として，血清低分子ア

デポネクチン(ADPN)の経時的増加による短

期的腎機能に対する影響を見出した．さらに

移植後 3年以上生着し，血清クレアチニン値

が 6mg/dl 以下の 57 例を対象として，年齢，

性別，移植別，移植後期間，eGFR，血圧，LDL-C，

HDL-C，血清総 ADPN，高分子および低分子量

ADPN，内臓および皮下脂肪面積，治療薬剤の

関連について検討した． 

 
eGFR と高・低分子量 ADPN とは，負の相関 

(r=-0.415, p=0.001,r=-0.331, p=0.012)を

示したが，高分子ADPN比率および低分子ADPN



比率とは関連しなかった（図 3）． 

 

一方，ADPN に影響するとされる内臓脂肪面積

は，高・低分子量 ADPN と負の相関を認めた．

これらについて，高分子量 ADPN 比率増加は

心血管障害の改善因子であったが，低分子量

ADPN 比率の増加は，移植後糖尿病発症に関与

する事が判明した．以上より，ADPN 分子量比

率の変化が長期移植腎機能および生命予後

関連因子に影響する事が確認された(論文準

備中)． 

 

(4)腎移植時の免疫モニタリングとその評

価：  

腎移植後 6 か月以内の non classical HLA 

(HLA-G5)分子と末梢血リンパ球/NK/マクロ

ファージ T リンパ球（Th1, Th2, Th17, 

Treg(Foxp3+)）サブセットを検討し，3 か月

以内の早期の変動とそれ以後の正常化傾向

を確認した．また，長期観察においては，可

溶性 HLA-G5 分子量と移植後 eGFR 変化率（低

下率）との関連において改善因子である事が

示された（図 4）． 
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