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研究成果の概要（和文）：小腸移植は他臓器の移植に比べるといまだにその生着率が悪く、現行の免疫抑制法では不十
分である。特に液性拒絶が拒絶に関与しているため、それをコントロールする新たなる免疫抑制剤の必要性に迫られて
いる。近年、小腸移植においては補体産生と補体制御因子の発現がT細胞関連拒絶反応に重要である事が報告されてい
る。今回、ラット小腸移植モデルを使い、補体と補体制御因子の発現を中心に、移植小腸を模した虚血再灌流モデルに
おいてその関係を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Intestinal transplant is poor result comparing with other organ transplant. 
Current immunosuppression cannot regulate rejection. Especially antibody has a role for rejection so that 
novel immunosuppression to control them. Recently it was reported that expression of complement and 
complement regulatory factor have a major role for T cell related rejection. We investigated expression 
of complement and complement regulatory factors, then the relationship was revealed using ischemia and 
reperfusion rat model mimicking intestinal transplant.

研究分野： 小児外科
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１．研究開始当初の背景 
 
我々はこれまでに移植小腸に抗体を投与

し MAdCAM の発現・作用を抑制することが生
着に有効であることを明らかにした。
(Transpl Immunol. 2007;17:271-7.) 
・また CCR5・CXCR3 インヒビター,TAK-779,
の全身投与が graft 生着に有効では有るが、
リンパ球の活性化を抑制する作用は乏しい
こと。（Transplantation.2008;86:1810-7.） 
・逆に、カルシニューリンインヒビターであ
るFK506はリンパ球の活性化を抑制する作用
はあるが、ケモカインの発現には作用しない
こと。（Transpl Immunol. 2011; 25: 49-55.）、
などの研究を行ってきた。 
 
  一方近年、移植小腸の補体産生と補体制
御因子の発現が、液性拒絶反応だけでなく、
細胞性拒絶反応に重要である事が、多くのノ
ックアウトマウスを使った実験で明らかに
なって来た。加えて、実際の臨床でも液性拒
絶と補体のC4dの発現が予後を決定する因子
である事が報告されている。 
  今回我々は、過去のケモカインに対する
研究をふまえて、補体系特に化学伝達物質で
もある C5a に着目し、移植小腸内で C5a を完
全に抑制する事で移植小腸に対する補体系
の関与を調べ、小腸移植における拒絶の制御
を研究する。 
 加えて、補体系が抗原提示細胞（DC）-T 細
胞間での第三シグナルである可能性を考慮
して、細胞性拒絶に関する Th1 や Treg の産
出を調べる。 
 
２．研究の目的 
 
 小腸移植は他臓器の移植に比べるといま
だにその生着率が悪く、現行の免疫抑制法で
は不十分である。特に液性拒絶が拒絶に関与
しているため、それをコントロールする新た
なる免疫抑制剤の必要性に迫られている。
我々は今までに、リンパ球の移植小腸への回
帰の観点から、接着因子 MadCAM の制御、ケ
モカイン CCR5・CXCR3 の抑制による移植小腸
への効果を検討してきた。一方近年、小腸移
植においては補体産生と補体制御因子の発
現がT細胞関連拒絶反応に重要である事が臨
床でも報告されている。今回、ラット小腸移
植モデルを使い、補体と補体制御因子の発現
を中心に、移植小腸における補体系の制御に
よって、移植小腸の拒絶を軽減することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 (1)実験動物には 体重 150-200g の 5週令
Lewis ラットを用いて実験を行った。補体阻
害剤としてメシル酸ナファモスタット（フサ
ン）を 5%ブドウ糖に溶解して 1mg/kg で血
管内投与を行った。コントロールとしては同

量の 5%グルコースの投与を行った。 
 
 (2)腸管内の発現量の測定には小腸の切除
標本のうち 5mm の腸管全体、パイエル小体、
腸管粘膜を NucleoSpin RNA (Takara, Osaka, 
Japan)で RNA を抽出し、RTPCR にてｃDNA を
調製した。これをリアルタイム PCR 法に使用
した。 
 
 (3)補体発現の測定にはリアルタイム PCR
法を使用した。下記のように C3,C4,C55,CfB
のプライマーを作成し、Primix Taq (Takara)
を使用して反応させた。GAPDH の発現量を基
準値として各々の遺伝子の発現を比較した。 

 
 (4)虚血再灌流モデルは、ラットをイソフ
ルランデ麻酔したのちに、腸間膜根部を血管
監視で阻血して 15 分間阻血を行った。その
のちに血管鉗子を取り除き、再灌流を行った。
阻血再灌流モデルを作成した。 
 
(5)補体の発現を検出するために、腸管の

パラフィン切片を作成し、H&E 染色と、補体
の免疫染色を行った。 
 
(6)小腸移植モデルは、ドナーのラットに

麻酔をかけたのちに、10 ㎝の小腸を上腸間膜
動脈と門脈を付けたまま摘出し氷冷とした。
レシピエントの大動脈と下大静脈に上腸間
膜静脈と門脈をそれぞれ吻合した。ストマを
造設し腸管の観察に供した。 

 
 (7)小腸移植モデルでの補体の発現も虚血
再灌流モデルと同様に測定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 5 週令のラットを用いて、小腸の虚血

再灌流モデルを作成することができた。虚血
再灌流を行った腸管は後の実験に使用した。 
 

 (2)正常での補体発現をリアルタイム PCR
法にて測定をした。C4 は誤差が大きくてデー
タから取り除いた。また、炎症の評価として
の IL-6 と TNF-αの測定も行った。C3の発現
は腸間膜粘膜で発現が最も多く、次いでリン
パ節（パウエル板）、腸管であった。 
 
 

CfB GCGGTGATTATTACAAGCAACCA GCACGAAGTACTCGGACACCA
C3 GACCTGCGACTGCCCTACTCT CTGATGAAGTGGTTGAAGACG
C4 AGACCCGCAACTTTCTGGTCC TGAGCTCAGGGATCCAGAGTC
CD55 CTGTGGACTGGGATGACGTATTTC TCACCGACTGTCTATATGCGTAGGA

IL-6 TGATGGATGCTTCCAAACTG GAGCATTGGAAGTTGGGGTA
TNF-α ACTGAACTTCGGGGTGATTG GCTTGGTGGTTTGCTACGAC
GAPDHGTATTGGGCGCCTGGTCACC CGCTCCTGGAAGATGGTGATGG



 
 (3)つぎに小腸移植モデルの作成が極めて
困難であったため、阻血再灌流モデルを作成
した。阻血再灌流モデルによる各補体の発現
と、炎症の評価のために IL-6 と TNF-αの発
現を評価した。また補体阻害剤を投与して補
体の抑制と炎症の関連について評価を行っ
た。 
 

 

 

 補体 C3 に関しては、補体阻害剤を使用し
たほうが発現が増強していた。これは、補体
阻害剤にて補体が抑制されるため、代償的に 
体の発現が増加したと考えられる。 
 
 

 

 
 補体阻害剤の効果の評価に用いた IL-6 と
TNFαは発現量が低下され補体の抑制によっ
て虚血再灌流後の炎症、ゆくゆくは小腸移植
後の腸管炎症や拒絶などがコントロールで
きる可能性が示唆された。 
 
(4)小腸移植ラットの作成に成功し、長期

生存を得た。小腸移植モデルも摘出し同様に
補体の発現を測定した。 
 

 
 

 
 小腸移植グラフトと、Native 腸管の間で補
体や補体制御因子の有意な発現の差は認め
なかった。 
 
 
 



 (5)腸管の H&E 染色と、補体の発現の免疫
染色を行った。 

 
 
 H&E 染色ではコントロールのほうが虚血再
灌流による障害を受けていることがわかる。
一方 C3 のタンパクレベルの発現においても
リアルタイム PCR 法によるｍRNA の発現と同
様に阻害剤を投与した腸管で発現が亢進し
ていることがわかる。以上のことから補体抑
制剤によって腸管の炎症、ひいては拒絶のコ
ントロールができる可能性が示唆された。 
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