
はじめに

カルシニューリン阻害薬の登場により 移植は医療として定着するようになったが 最近のミコフェノール酸

モフェチルやバシリキシマブは 移植腎の短期生着率を飛躍的に向上させ 長期生着率の向上についても期待さ

れるところである。移植医療の問題点の一つである後期移植腎廃絶は 慢性移植腎症とよばれる進行性の腎機能

障害に起因する。慢性移植腎症は 生検により必ずしも区別できるわけではないいくつかの病態(慢性拒絶反応

カルシニューリン阻害薬による腎毒性 高血圧性血管障害など)を含んでいる。 らがプロトコールバ

イオプシーによる慢性移植腎症の自然経過を報告した貴重な研究によると 移植後 年以内に慢性移植腎症が

患者の に発現し 慢性移植腎症のリスクは急性虚血または無症候性拒絶反応の既往と相関関係を示した。

また 驚くべきことに カルシニューリン阻害薬による腎毒性は 移植後 ～ 年の患者で ～ で診断さ

れたという。

本稿では 移植腎の長期生着を目指した治療戦略としての遺伝子治療の基礎的研究について概説したい。

慢性移植腎症の原因

慢性移植腎症の原因は 免疫学的な機序によるものと非免疫学的な機序によるものに分類されるが 両者が混

在することは少なくない。急性拒絶反応を経験しない患者には慢性移植腎症が少なく 慢性移植腎症に免疫学的

機序が関与することは疑いようがない。急性拒絶反応の程度の強さ 回数 カ月以降の急性拒絶反応などは長

期生着に対する危険因子である。しかしながら 一卵性双生児間の移植においても慢性拒絶反応が認められるこ

とや 新たな免疫抑制剤の登場にも関わらず 移植腎の長期生着の改善が芳しくないことから 慢性移植腎症の

主たる原因が非免疫学的機序であるとする考えもある。

らは 腎障害の進行の過程において 機能ネフロンの減少が重要な因子であることを報告している。

この理論は移植腎においてもいくつかの臨床的な報告から支持されうる。例えば 機能ネフロンが加齢により減

少している老人をドナーとして行った腎移植や 解剖学的に機能ネフロンが白人より少ない黒人から白人への腎

移植では 慢性移植腎症の発症時期が早くなることなどが良い例である。これらの事実から 慢性移植腎症の発

症・進展には機能ネフロンの減少が要因の一つとなると考えられる。

このような機能ネフロンの減少が慢性移植腎症へ与える影響については 移植前のドナー腎の状態だけでな

く 移植時および移植後早期のドナー腎の傷害についても考慮すべきであることは言うまでもない。慢性移植腎
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症のトリガーは多様であり 腎虚血再灌流傷害 急性拒絶反応をはじめウイルス感染など 機能ネフロンを減少

させるすべての要因が原因となりうる。高血圧症や高脂血症もまた リスクファクターとなる。したがって 機

能ネフロンを温存させるためのあらゆる手段を講じて治療にあたることが重要であり 遺伝子治療もまた その

治療戦略となりうると考えられる。

慢性移植腎症に対する 遺伝子治療

肝細胞増殖因子( ： )は 肝細胞を増殖させる因子として見出されたが その後

細胞増殖のみならず細胞運動や器官形成などにも重要な役割を果たしていることが見出された。また 薬剤など

による腎傷害の軽減ならびに傷害後の尿細管上皮細胞の修復に関しても は重要な働きをすることが示さ

れ シクロスポリンあるいはタクロリムスなど カルシニューリン阻害薬による急性毒性に対する腎保護効果も

報告されている 。

ら は 慢性拒絶モデルラットに を移植直後に 週間だけ投与すると 慢性拒絶反応に特徴的な

腎間質の線維化 糸球体硬化 マクロファージの浸潤が抑制され 腎生着率も改善することを報告している。こ

の結果は 前述したような移植後早期の腎傷害による機能ネフロンの減少が移植腎の廃絶につながり 逆に移植

直後の適切な治療がその後の移植腎の生着に大きな影響を与えることを示唆している。すなわち が移植

直後の虚血再灌流傷害を抑制する可能性を示すものであり 移植早期に にて治療を行うことにより 慢性

拒絶反応への進展を抑制または遅延できる可能性を示すものと考えられる。

われわれは 最近 エレクトロポレーション法による遺伝子導入法を開発した。細胞を高電圧下に置くと細胞

膜に小さな穴( )が短時間( )あき この穴を通じて濃度圧勾配によって物質が流入することがエレク

トロポレーション法による遺伝子導入の機序と考えられている。プラスミドを含む生食液を腎動脈から注入し

ピンセット型電極で腎臓を挟み 腎臓に の電圧を 間 数回掛けることにより ほとんどの糸球体

メサンギウム細胞と間質の線維芽細胞に遺伝子が導入される 。

はすでに述べたように 移植後急性期の虚血再灌流傷害およびそれに起因する慢性移植腎症に対して有

効である可能性がある。蛍光ラベルしたオリゴ をミニブタの腎動脈から注入し エレクトロポレーション

法により遺伝子導入を行うと 糸球体および間質細胞に遺伝子が導入されることをすでに確認している(図 )。

そこでわれわれは ヒトへの臨床応用のために ブタの腎臓に 遺伝子をエレクトロポレーション法を用い

て導入し 移植腎に対する 遺伝子治療の安全性と有効性に関する検討を行った 。エレクトロポレーショ

ン法により プラスミドベクタで導入した が 週間後に発現することを免疫組織化学および によ

り確認した。また 遺伝子導入後 カ月目に腎臓を摘出し 組織への影響を検討したところ コン

トロール群に比較して間質の線維化が抑制されていることが確認された。また 移植腎以外の臓器への導入は認

められず 遺伝子導入が局所的に行えることが確認された。現在 ヒト移植腎への臨床応用に向け 倫理委員会

に申請中である。

薬剤性腎障害に対する遺伝子治療

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は強力な免疫抑制剤であるが 慢性腎毒性を有

し 腎臓以外の臓器移植などにおいても不可逆性の腎機能障害をきたすことが知られている。前述の

らの報告 によると 年目以降の拒絶反応は 境界型潜在性の拒絶反応まで含めても 以下であるが 一
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方 カルシニューリン阻害薬による腎傷害は年々増加し 年目以降になると を超え 年目ではほぼ

カルシニューリン阻害薬による腎傷害を示すという。カルシニューリン阻害薬による腎傷害は尿細管細胞

の空胞変性 尿細管間質の縞状の線維化 輸入細動脈の硝子化などを特徴とするが その傷害は薬剤量を軽度

～中等度減量しても回復できないとされる。つまり カルシニューリン阻害薬は 腎移植においては 拒絶反応

と薬剤性傷害の標的臓器がともに腎臓であり 腎移植における初期の免疫学的機序による拒絶反応に対しては保

護的に作用するものの 長期にわたる腎毒性により腎傷害を惹起するというパラドックスを内包している。逆

に カルシニューリン阻害薬による腎毒性を軽減すれば 移植腎の長期生着につながると考えられる。

われわれは 前述した を用いたラットシクロスポリン腎症に対する遺伝子治療の可能性についても検討

している 。減塩下でラットを飼育し 連日シクロスポリン( )を皮下注し 腎症モデルを作成した。投

与開始 週 週後にエレクトロポレーション法にて 腎症モデルラットの筋肉に 遺伝子を導入し

週後に無治療群と比較し 遺伝子導入の効果を検討した。組織学的検討により を導入した

群では 週後 週後ともに細動脈硝子化や尿細管細胞傷害 間質の線維化を認めたが 遺伝子導入群

では これらの病変はいずれも抑制されていた(図 )。また 間質の形質転換のマーカーである

α ( α )の発現や マクロファージのマーカーである も 群では増加していたが

群では改善が認められた。 群で認められた 陽性の尿細管細胞のアポトーシスは 群では軽減

し リン酸化 陽性細胞が増加していた。一方 細胞増殖のマーカーである - 陽性尿細管細胞は

群で増加しており 遺伝子導入は 尿細管細胞を保生し 再生を促進していると考えられた。また 腎皮

図 エレクトロポレーション法によるブタ腎への遺伝子導入

摘出したブタ腎臓に腎動脈よりFITCオリゴDNAを注入し バスタブ型電極(a)を用いて 100msec 50v

のスクェアー型パルス波6回(interval 900msec)により遺伝子導入を行った(b)。FITCオリゴDNAは糸球体

のみならず(c) 間質細胞(d)にも集積している。(c d；×400)
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質の β 発現を検討したところ 群では β が上昇していたが 群ではその発現が減少して

いることが確認された。ヒト近位尿細管細胞株( -)を用いて に対する の抗アポトーシス効果を検

討した。 により尿細管細胞にアポトーシスが誘導され がこれを抑制していることがカスパーゼ 活

性測定により確認された。また そのメカニズムとして - リン酸化 の上昇を介していることが確認さ

れた。

以上の検討により 遺伝子治療は 腎症に対しても 尿細管上皮細胞の抗アポトーシス効果 尿細

管上皮細胞の増殖 および β 抑制を介した抗線維化作用というメカニズムにより治療効果を有すると考え

られ 前述したブタ移植腎モデルでの検討結果と併せて 遺伝子治療は 腎移植に対して有効な治療戦略

となる可能性がある。

急性拒絶反応に対する遺伝子治療

急性拒絶を抑制することは慢性拒絶反応を起こす可能性を低下させることが報告されている。急性拒絶反応

は 細胞を介した免疫反応であり κ ( κ )が重要な転写因子の一つとして働いていること

が報告されている。実際 免疫抑制剤として使用されているグルココルチコイドやカルシニューリン阻害薬の作

用機序の一つとして κ 活性化の抑制があげられている。 κ は -α - フィブロネクチン

トロンビンなどの刺激により活性化され - - - Ⅰ型コラーゲンなど炎症に

関する多くの遺伝子のプロモーターに結合することにより これらの遺伝子を発現させる。 らは κ

をターゲットとした おとり型核酸医薬(デコイ)を利用した移植腎急性拒絶反応に対する遺伝子治療を報告して

いる 。このデコイのメカニズムは 遺伝子のプロモーター κ の結合部位と同じ塩基配列をもつ二重鎖

を細胞内に大量に導入し κ の遺伝子プロモーター領域への結合を競合阻害するものである。

らは 超音波とマイクロバブル造影剤(オプチゾン)を組み合わせた遺伝子導入法を用いると κ

デコイは移植腎モデルラットの糸球体や尿細管細胞に導入されることを確認している。コントロールの移植腎モ

デルラットに比べて κ デコイを導入した移植腎では 炎症性サイトカインや接着因子など( - -

α - - )の発現が抑制され 腎傷害も軽減し 移植腎の生着期間もコントロールの 日か

図 腎症に対する 遺伝子治療の効果

CsA群では尿細管障害 間質の縞状の線維化を認めるが(a) HGF群ではこれらの障害は抑制されていた(b)。

マッソントリクロム染色(×200)
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ら 日に延長させることが可能であったことが報告されている。

臓器移植後は再灌流により臓器傷害がみられるが その一因に白血球の遊走による臓器傷害が認められる。こ

の炎症反応に対する遺伝子治療が行われている。 らは - のアンチセンスオリゴをラット腎臓に

で灌流した後 同種移植を行い / 傷害が軽減するかを移植 時間後に検討した。この

結果 アンチセンス導入により - の発現が減少し 腎機能悪化が抑制できたことを報告している 。

免疫寛容導入を目指した遺伝子治療

移植医療において 免疫寛容導入はある意味で究極の治療法と言えるかもしれない。 や 細胞共刺

激因子の抗体なども開発されており 免疫抑制療法はかなり完成度が高いと考えられる。 細胞を活性化するた

めの刺激は抗原認識シグナルとしての 細胞受容体と副刺激である / 系 / リガン

ドにより伝えられる。この副刺激を遮断すると 細胞は活性化されず 成熟 細胞が特定の ・ペプチド複

合体を認識する を発現しているにも関わらず 同 リガンドを認識しても免疫応答を示さないアナ

ジーに陥る。 は の本来のリガンドである より 倍強力なリガンドである。

はこの と 部分を合成したキメラ蛋白であるが この蛋白の遺伝子を用いた移植腎への

遺伝子治療が試みられている。 らは アデノウイルスベクターを用いて 遺伝子を移植腎に

導入することにより ラットの慢性拒絶モデルで長期生着が可能であることを報告している 。さらに心臓移植

モデルでは アデノウイルスベクターを用いて および 遺伝子を導入することにより さらに

強力な免疫寛容が導入できたと報告している 。

おわりに

日本においても 年から本格的な遺伝子治療臨床研究が開始され 現在ではその対象疾患も拡がってお

り 最近では癌やエイズなど後天性疾患に対する遺伝子治療が主流となり 循環器疾患においても 閉塞性動脈

硬化症などに臨床応用されるようになってきている。残念ながら 移植腎に対する遺伝子治療はいまだ行われて

いないが このような最先端の研究の臨床応用が期待されるところである。
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