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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、①「Treg 投与（in vitro 培養バンクから）による術後感作性免疫寛容療
法」と、②「MF-1遺伝子導入による移植腎組織保護遺伝子導入療法」を併用することによる全く新しい免疫寛容導入法
を開発、および、確立し、移植腎の永久生着を実現させることである。これまでに得られた実験成果として「①　MF-1
遺伝子導入による“移植腎組織保護遺伝子導入療法”の確立、および、②Treg　増殖による免疫寛容誘導率の向上」が
あげられ、新しい免疫寛容法の確立と免疫抑制剤を使用しない腎移植の実現が期待される。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is the permanent survival of allografts by means of the 
establishment of novel strategy of induction of postoperatively sensitized immune tolerance. We tested 
the effect of combined therapy of ①adoptive transfer of Treg cells proliferated in in vitro culture 
system, so called “Treg bank” and ②the gene transfection of MF-1, which protect the kidney tissue from 
the all sorts of injuries after engraftment.
We have obtained the following results so far. The first, "the establishment of MF-1 gene transfection to 
the transplanted kidney tissue, which establish the protective gene transfer therapy of the allografts. 
Second, the improvement of immune tolerance induction rate by adoptive transfer of Treg supplied by Treg 
bank in which Treg are proliferated in in vitro system. Those results may realize the establishment of 
new immune tolerance method and the renal transplant without using immunosuppressive agents may be 
feasible.

研究分野：泌尿器科全般
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

我々は、約 20 年前から移植腎機能廃絶の原

因の約 80％を占める Chronic allograft 

nephropathy(CAN)の発症メカニズム解析と

治療、および移植腎永久生着を目標に研究

を重ね以下のことを明らかにしてきた。 

① 我々が作成したCANモデル（F344- Lew）

（平均生存期間：約５２週）では 術後８週

目頃から生じる接着分子の発現、およびサ

イトカイン産生増加が CAN の発症過程で重

要である (Azuma, et, al. PNAS, 1995; J 

ClinInvest 1994)。 ② 主要組織適合性

抗原が同一である isograft 間における腎

移植（Lew-Lew）でも、発症時期は異なるが

Allo graft 同様の CAN 像を認めた(Azuma, 

et, al.Transplant, 1994; Ann Surg., 

1994)。③ 移植していない naive Lew ラ

ットに腎阻血再灌流障害を生じさせ

(Ischemia)１年間観察したところ、発症時

期は異なるがアログラフト同様の CAN 像を

認めた(Azuma, et, al.Transplantation, 

1994) ④ 機能糸球体数の異なるラット

CAN モデル、すなわち、a)通常の CAN モデ

ル(1A)： b)糸球体数減少モデル(。（腎動

脈分枝3本中2本を結紮,1/3 Allografts）; 

c)糸球体数増加モデル（左右 2 つの F344

腎を1匹のLewラットに移植、2Allografts）

を作成した結果、1/3A では早期から単位ネ

フロン GFR (SNGFR) は著明に増加し

(hyperfilter) 、術後 10 週目に CAN を発症

したのに対してドナ−腎を２個移植した 2A

モデル（機能糸球体数増加）では SNGFR は

ほぼ均一に保たれ、全観察期間を通して

CAN を発症しなかった (Azuma, et, al. 

growthafctor (HGF)を全身投与すること

J.Clin.Invest.1994; Transplant,1997)    

⑤ ラット CAN モデルに、腎組織の再生を

促す細胞増殖因子 hepatocyte により、術後

早期の尿細管壊死を著明に抑制し、機能糸

球体数を保持することで CAN の発症を防止

した(Azuma,et,al. J.Am.Soc. 2001)。 

 

２．研究の目的 

①“Treg バンク作成と Treg 術前投与によ

る新規免疫寛容療法の確立”：本プロジェ

クトの大きな目的は免疫抑制剤を使用しな

い移植の臨床応用である。これまでいくつ

かの動物モデルで免疫学的寛容導入の成功

例が報告されているが、レシピエントに抗

体を直接投与する方法がほとんどで、１）

充分な抗体量の確保が困難、および、２）

重篤な副作用が出現することがある、など 

の問題から、臨床応用は困難であった。し

かし、本法はレシピエントの非特異的な免

疫制御細胞(Treg)を予め術前に抽出して in 

vitro で増殖させ、必要なときに必要な量の

Tregをいつでも供給可能なTregバンクを作

成することによって高率にかつ安全に免疫

寛容を誘導する極めて画期的な治療法であ

る（CTLA-4 投与療法では、米国で重篤な副

作用の出現により臨床応用禁止となった）｝。

さらに興味深いことに、この非特異的 Treg

は、ラット腎移植急性拒絶反応モデルのレ

シピエントに術前投与すると、投与直後の

腎移植（一次移植）のみならず、一次移植

の半年後に行った同種ドナーからの心移植

をも免疫抑制剤を全く使用することなく永

久生着、すなわち“ドナー特異的な免疫寛

容”を誘導する（Azuma et al. Am J. 

Transplant, 2008, Azuma et, al. 

Transplantation, 2010）。 

②“レンチウイルス、HVJ リポソーム、およ

び、超音波照射を併用した新規遺伝子導入

法による移植腎組織ゲノム内 MF1 遺伝子導

入”：メトロンファクター１(MF-1)”遺伝子

は、極めて強い組織修復・再生作用によっ

て移植腎組織を保護し、また組織内の Treg

を増殖させることによって免疫寛容誘導を

促進する。我々は高率に核酸内遺伝子導入

を可能にするレンチウイルスベクターにＭ



Ｆ１を組み込んだ Lenti-MF1 を作成し、さ

らに Lenti-MF1 を細胞内に極めて取り込ま

れやすい HVJ リポゾームに封入することに

よって “HVJ－Ｌｅｎｔｉ－ＭＦ１”を合

成した。そしてさらに、移植腎組織を傷害

することなく、より高率な導入効率を獲得

するため、超音波造影剤（オプチゾン）を

加えた HVJ－Ｌenti- MF1 溶液を腎動脈から

定圧ポンプを用いて圧負荷をかけながら腎

内に挿入し、水槽内で超音波照射を行う“圧

負荷超音波遺伝子導入法を開発し、現在、

詳細な条件設定（超音波造影剤の濃度、腎

動脈にかける圧負荷の程度、超音波照射の

強度、超音波の照射時間、照射方法などに

おける最適条件の検討）を行っている。本

法によるＭＦ１遺伝子ゲノム内導入は、“移

植腎内での組織修復・再生作用”と、“Treg

増殖による免疫寛容誘導作用”を同時にし

かも長期的に発現させ、移植腎永久生着実

現の可能性を示唆する画期的な治療法であ

る。 

③“分子イメージングシステムを用いた術

後フォローアップ”臨床で利用されている

PETに類似したシステムで、種々の糖鎖、抗

体、および、標識分子を用いることで、移

植腎を摘出することなく腎内の免疫反応や

腎機能をリアルタイムに把握し、拒絶反応

の診断に有効であるのみならず、抗体糖鎖

を選択することで、移植腎の局所治療も可

能である）術前後から長期的に移植腎内の

免疫反応をリアルタイムに把握することに

よって、NS-Tregcellがドナー特異性を獲得

する機序を含めたさらに詳細な免疫学的メ

カニズムを解明する。 

 

３． 研究の方法 

① Treg バンクの作成：1.術前、予め

レシピエントの抹消血液中から、

CD4+CD25+非特異的免疫制御細胞、

CD141 (BDCA3)+ dendritic cells、

CD34 末梢血幹細胞を cellsorter 

を用いて収集する。2.HGF、および、

CD28-SA 投与下に、matrix ３D 培地

を用いてこれらの細胞を共培養し、

非特異的免疫制御細胞を充分に増

殖させる（すなわち、in vitro で

の細胞培養により必要な時に必要

な量を供給できる Treg バンクを作

成する）。 

② Treg adoptive transfer による免疫寛

容の誘導：ラット腎移植急性拒絶反応モ

デル Donor Wistar; Recipient, Lewis

を用いて術前レシピエントに投与する

Treg の投与量、投与日程、および投与

回数について、免疫寛容を最も確実に、

かつ安定して誘導する条件を検討する。 

③ MF-1 遺伝子をレンチウイルスベクター

に組み込んだ Lnti-MF1 のｙ調整、およ

び、Lenti-MF1 を HVJliposome に封入し

たHVJ－Ｌｅｎｔｉ- MF1の合成： MF-1- 

Plasmidをレンチウイルスベクターに組

み込んだ Lenti-MF1 の作成、および、こ

の Lenti-MF1 を HVJ-liposome 内に封入

した HVJ－Ｌｅｎｔｉ- MF1 の合成は既

に予備実験で終了しており、MF1 遺伝子

を腎組織の核酸内に最も確実に導入し、

また、MF1 タンパク本来の作用を最も効

率的に発揮する HVJ－Renti- MF-1 の合

成条件を設定する。 

④ 腎動脈から定圧ポンプで圧負荷を加え、

超音波造影剤を用いて遺伝子導入効率

を向上させる“圧負荷超音波照射法”に

おける適正条件の設定：超音波造影剤を

加えた HVJ－Ｌenti- MF1 溶液を腎動脈

から定圧ポンプを用いて圧負荷をかけ

ながら腎内に挿入し、水槽内で超音波照

射を行う“圧負荷超音波遺伝子導入法”

条件設定（超音波造影剤の濃度、腎動脈

にかける圧負荷の程度、超音波照射の強

度、超音波の照射時間、照射方法などに



おける最適条件の検討）を行う。 

⑤ 新規分子生体イメージングシステムの

開発：臨床で利用されている PET に類似

したシステムで、種々の糖鎖、抗体、お

よび、標識分子を用いることによって、

移植腎を摘出することなく術後の免疫

反応や腎機能をリアルタイムに把握す

ることが可能である。 

⑥ 大動物移植モデル（ブタ腎移植モデル）

における新規免疫寛容導入法の確立と

MF-1 遺伝子治療効果の検討：ラット腎

移植モデルを用いて行った上記 I①―

⑤ までの実験を大動物移植モデル（ブ

タ腎移植モデル）において施行し、免疫

寛容誘導における最適な条件を臨床応

用を念頭に入れて設詳細に検討する。 

 

４． 研究成果 

 

① A . 「MF-1 遺伝子導入による “移

植腎組織保護遺伝子導入療法”の確

立、および、B. Treg 増殖による免

疫寛容誘導率の向上」 

我々は、HGFとMSPのキメラであるMF-1 遺伝
子を、レンチウイルスベクター（アデノウ
イルス並みの使いやすさ、および、安全で
高率にゲノム内に遺伝子導入が可能）、およ
び、超音波照射用造影剤（オプチゾン）を
併用したレンチウイルス超音波照射遺伝子
導入法を新しい腎組織遺伝子導入法として
確立した。この新規遺伝子導入法によって
MF-1 遺伝子が移植腎組織ゲノム内に導入
され、移植腎に生じる様々な組織障害因子
から移植腎を長期的に保護することが期待
され、移植腎の長期生着に寄与すると考え
られる。また、MF-1遺伝子を導入すること
によって、免疫寛容誘導率が向上する傾向
が見られた。この理由としてＨＧＦ、ある
いは、HGFとMSPのキメラであるMF-1 は、移
植動物モデルにおいて、体内に自然に存在
するTregを増殖させることによって、免疫
寛容を誘導し移植臓器の明らかな生着延長
効果を示すことが明らかとなっており、本
実験においても、新規遺伝子導入法によっ
てMF-1 遺伝子が移植腎組織ゲノム内に導
入されることによって、Tregバンクから投

与されたNS-NTregを移植腎内で増殖させ、
免疫寛容誘率を有意に向上させることが期
待され、極めて画期的であると思われる。 

 

② ラット腎移植モデルにおける免疫寛容
の誘導、および、生着率に関しては、現在
、ラットを用いて約80％の成功率で、免疫
寛容を誘導することに成功している。今後
、臨床応用を行うためには100％に到達させ
る必要があり、その完成度を高めるべく研
究を継続中である。 
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