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学位論文内容の要旨

1．研究の目的

  臓器移植後の拒絶反応における抗原認識においてCD28－CD80/86、CD40－CD40L (CD154)に代

表されるcostimulatory pathwayは免疫抑制及び免疫寛容の誘導に重要な役割を担っている

と考えられている。これまでの動物実験においてはCD40Lに対するモノクローナル抗体を投

与し、この経路からの信号を遮断することで移植臓器の生着が延長することが確かめられて

いるが、十分な免疫抑制効果を得るためには長期にわたり頻回な投与を必要とした。

  我々はアデノウイルスにCD40Ig遺伝子を組み込んだ新規アデノウイルスベクター

AdCD40Igを作製、ラット肝ア口移植モデルに投与することで、簡便かつ効果的にこの

CD40ー CD40Lの 信 号 伝 達 を 阻 害 、 免 疫 抑 制 を 得 る 方法 を 開 発 、 検 討 し た。

2．方法

  ACIラット(RTla'I)からLEWラッ卜（RTll）への同所性肝移植を行い、術直後にAdCD40Ig

を陰茎静脈より静注投与した。AdCD40IgはヒトIgGのFc領域とマウスCD40のcDNA断片を

連結させたコスミドカセットをEl、E3領域を欠損させ増殖能を欠落させた5型アデノウイル

スとともに293細胞に共感染させ作製した。E―coli.ロ－galactosidase遺伝子を発現させる

AdLacZをコシ卜口ールベクターとした。実験群は同系移植コントロール群（G―I）、無治療

群（G―II）、AdLacZ lxl09pfu投与群（GーIII）、AdCD401g lxl08pfu投与群（G－IV)、5xl08pfu

投与群（G―V）、Ixl09pfu投与群（G－VI）の6群、各6個体とした。動物が死亡した時点でグ

ラフトが拒絶されたと定義し生着期間を比較した。グラフトならびにそれ以外の臓器を採取、

病理学的に検討した。経時的に血液を採取、血中CD40Ig濃度をELISA法をもちいて測定した。

また生化学検査も施行した。無処置のラットにAdLacZを投与し計画的に犠牲死させXgal染

色キットを用いて肝におけるロ－galの発現及び肝機能に与える影響を検討した。G－I、II、

III、IV、Vと同様に処置されたラットを術後4，7日目で犠牲死させ肝及びそれ以外の臓器

におけるCD40IgGの発現を抗ヒ卜IgG抗体を用いた免疫組織学的手法により検討した。術後

108、306日で犠牲死させた個体のグラフトにおいても同様にCD40Igの発現を観察した。長

期生存例に対しACIあるいはBNラットから採取した皮膚片を移植し脱落までの生着期間を観

察した。

3．結果

  同系移植コン卜口ール群（G―I）は全例300日以上生存した。無治療群（G一II）、AdLacZ投
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与群（G―III）のグラフト生着期間の中央値(MST)はそれぞれ9、10日であった。AdCD40Ig

5xl08p fu投与群（G－V）でMST=13日と若干の生着期間延長がみられた（pく0．05 vs.G－II，

G―III andGーIV)。lxl09pfu投与群（G―VI）では118日目で犠牲死させた1例を除いて全例

300日以上のグラフト生着が得られた。（pく0． 05 vs.G－II，GーIII，GーIV andG―V）血中CD40Ig

濃度はAdCD40Ig投与量依存性で、lxl09pfu投与群で投与後7日目に1518土236肛g/mlの最高

値を示し、術後l12日目でも13.6士0．4肛g/mlを保っていた。死亡した個体から得られたグ

ラフトは広範な壊死と著明な単核球浸潤という典型的な急性拒絶像を呈していた。G―VIで

術後4、7日目に採取したグラフトでは単核球の浸潤は見られるものの血管や胆管、肝細胞配

列は良く保たれていた。118、306日生存の個体から採取したグラフトにおいては拒絶像は全

くみられなかった。AdLacZ投与後の肝細胞での8―galの発現率は投与後3日目で50.6土6．1％

のピーク値となり3週後まで観察された。CD40Igの肝細胞での発現率は5xl08pfu投与群（G―V）

で術後4日目に11.8土5．2％、lxl09pfu投与群（G－VI）で術後7日目に51.7土0．3％と最大値を

示した。306日生存のグラフトにおいても僅かながらその発現が認められた。無処置の個体

に対してAdLacZを投与したところ7日目にAST、ALTの上昇をみたが14日目にはほぼ正常値

まで回復した。長期生存したG―VIの5個体に移植したドナーと同系の皮膚片は全て150日

以 上 生 着 し た の に 対 し 、 third partyの も の は 全 て 27日 以 内 に 拒 絶 さ れ た 。

4．考察

  今回我々はラッ卜肝移植モデルにおいてアデノウイルスによるCD40Ig遺伝子導入治療が

長期グラフト生着を可能とするとともにドナ←特異的免疫寛容をももたらすことを示した。

  これまでCD40―CD40Lの信号伝達を阻害し免疫抑制を獲得する方法として抗CD154mAbの投

与がラット心モデル、マウス、ラ氏島、皮膚モデル、あるいはサル腎移植モデルで検討され

その優れたグラフ卜生着延長効果が報告されている。しかし長期にわたって抗体を投与し続

けなければならないことや、サル及びヒト臨床治験において血栓形成による副作用が報告さ

れ問題となった。また可溶性のCD40IgGを利用する方法は至適効果を得るためには大量投与

が必要でその経済効率が問題であった。我々の開発した新しい治療法は単回のべクター投与

のみで十分なCD40Ig産生が得られ、かつ強カな免疫抑制効果をもたらし、明らかな副作用も

認めなかった。

  これまでTGF-ロ、ILーlO、Fas-Lを遺伝子導入することでラット心、肝、腎移植における免

疫抑制効果が検討されているがその効果は十分なものではなかった。またCTLA4Ig遺伝子導

入でラット肝ア口グラフトが100日以上生着したとの報告もあるが免疫寛容が得られるまで

には至らなかった。これに対しCD40Ig遺伝子導入は300日以上のラット肝グラフト生着を可

能とするとともに抗原特異的な免疫寛容ももたらした。

  遺伝子導入においてはベクターの選択も重要である。リポゾーム、レト□ウイルス、アデ

ノ随伴ウイルス等のベクターと比ベアデノウイルスは肝グラフトに特異的に高い親和性と発

現率を有する一方でウイルスそのものに対する宿主の反応から、例えばAdLacZは3－4週の短

期間で駆除されてしまうという問題がある。ところがCD40Igの持つ免疫抑制効果がその発現

期間を16週以上に延長することが明らかとなった。またlxl09pfu程度の投与量では重篤な

肝障害や死亡例は見られずその安全性も確認された。

  病理学的検討においては興味深い所見が得られた。長期生存が得られたG―VIでは移植後の

短期間には完全な免疫抑制状態が存在するわけではなく、グラフ卜に対する単核球浸潤がみ

られた。最近の文献では免疫寛容の獲得にはア口抗原によって活性化されたT細胞のアポト

ーシスが重要な役割を担っているとする報告もありこのモデルでも同様の事象が関与してい

る可能性が示唆された。
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  これらの事実よりAdCD40Ig遺伝子導入は有効な治療法のーつとなりうると考えられ、イヌ

や サル 等の 大動 物での 実験 を経 て臨床 応用 が期 待さ れるも ので ある。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

    Induction of donor-specific tolerance by adenovirus

mediated CD40Ig gene therapy in rat liver transplantation．

（ラット肝移植モデルにおいてアデノウイルスベクターによる

CD40Ig遺伝子導入により誘導されたドナー特異的免疫寛容）

  臓器移植後の拒絶反応における抗原認識においてCD28―CD80/86、CD40―CD40L (CD154)に代表さ

れるcostimulatory pathwayは免疫抑制及び免疫寛容の誘導に重要な役割を担っていると考えら

れている。これまでの様々な動物実験においてCD40Lに対するモノクローナル抗体が移植臓器の

生着を延長することが確かめられているが、長期にわたり頻回な投与が必要とされている。申請

者はアデノウイルスにCD40Ig遺伝子を組み込んだ新規アデノウイルスベクターAdCD40Igを作製、

ラット肝アロ移植モデルに投与、簡便かつ効果的にこのCD40ーCD40Lの信号伝達を阻害、抗原特

異的免疫寛容を獲得する方法を開発、検討した。

  AdCD40IgはヒトIgGのFc領域とマウスCD40のcDNA断片を連結させたカセットを5型アデノ

ウイルスゲノムに組み込み作製した。ACIからLEWラッ卜/丶丶の同所性肝移植を行い、術直後にベ

クターを静注投与した。無治療群、AdLacZ投与群のラットは全例11日以内に死亡したのに対し

lxl09pfu投与群では118日目で犠牲死させた1例を除いて全例300日以上のグラフト生着が得ら

れた。血中CD40Ig濃度の推移を測定したところ、血中CD40Ig濃度はAdCD40Ig投与量依存性で、

lxl09pfu投与群で投与後7日目に1518土236H g/mlの最高値を示し、術後112日目でも13.6土O．4

肛g/mlであった。主要臓器を採取、病理学的検討を行ったところ、アログラフト無治療群術後7

日目のグラフトは広範な壊死と著明な単核球浸潤という典型的な急性拒絶像を呈していた。

AdCD40Ig治療群では術後7日目に採取したグラフトでは単核球の浸潤は見られるものの血管や胆

管、肝細胞配列は良く保たれていた。118日生存の個体から採取したグラフトにおいては拒絶像

は全くみられなかった。無処置のラットにAdLacZを投与し肝における発現を、またグラフト肝

及びそれ以外の臓器におけるCD40IgGの発現を免疫組織学的手法により検討した。AdLacZ投与
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後の肝細胞でのロ―galの発現率は投与後3日目で50.6土6．1％のピーク値となり3週後まで観察

された。CD40Igの肝細胞での発現率はlxl09pfu投与群で術後7日目に51.7土0．3％と最大値を示

した。118日生存のグラフトにおいても6．4％の発現が認められた。長期生存例に対しACIある

いはBNラットから採取した皮膚片を移植し脱落までの生着期間を観察した。ドナーと同系の皮

膚片は全て60日以上生着したのに対し、third partyのものは全て27日以内に拒絶された。ベ

クターの肝機能に与える影響を検討した。無処置の個体に対してAdLacZを投与したところ7日

目にAST、ALTの上昇をみたが14日目にはほぼ正常値まで回復した。以上より申請者の開発した

新しい治療法は単回のベクター投与で強カな免疫抑制効果と抗原特異的寛容をもたらし、明らか

な副作用も認めなかったことから新たな免疫抑制療法として有望であると考えられた。

  審査にあたってまず上出教授より、1．投与量によるCD40Ig血中濃度の格差、2．投与経路によ

    ：

る発現の違い等の質問があった。1． CD40Igにウイルスの進入に対する免疫抑制効果もあり一定濃

度を超えると感染及び講現率が非常に高くなる、また使用ベクターのtiterのばらっきが考えら

れる、2．門脈経路、大循環経路でウイルスの感染率に違いが出ることは推測されることであり現

在至適投与経路について検討中であること等の回答があった。小柳教授からはアデノウイルスの

臨床応用ヘ向けての問題点について質問があった。これに対して、既に米国では臨床治験が行わ

れているが肝不全を発症したとの報告もあり大動物でのさらなる検討が必要であると返答があ

った。藤堂教授からは同じcostimulatory pathwayを阻害するCTLA4Igとの効果、機序の違いを

問う質問があった。自身の実験dataを示しラット肝移植モデルではAdCD40Igでのみ免疫寛容が

得られたこと、文献を引用しin―vitroの実験でCD40－CD40LをブロックしたときにTcellの

apoptosisが誘導 されること 等両者の効 果、機序に ついて相違 点が示され た。

  この論文は遺伝子療法によりCD40―CD40L costimulatory pathwayを阻害することで免疫寛容

が 誘 導 さ れ た こ と 示 し た 世 界 で 初 め て の 報 告 で あ り 高 く 評 価 さ れ た 。

  審査員一同はこれらの成果を高く評価し大学院課程における研鑽や取得単位等と併せ申請者

が 博 士 （ 医 学 ） の 学 位 を 受 け るの に 十分 な 資格 を 有す る もの と 判 定し た 。
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