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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 
臓器移植における拒絶反応の制御は、カルシニューリン阻害剤や核酸代謝阻害剤等の薬剤を用いた免疫抑

制療法により行われてきた。これら薬剤は近年改良されているものの拒絶反応は未だ完全には制御されず、

またそれによる免疫抑制も抗原非特異的である。我々は本研究計画に基づいた前年度まで（平成13-17年度）

の研究より、Ｔ細胞の副刺激経路を遮断する種々の分子を組み込んだアデノウィルスベクターのドナーもし

くはレシピエントへの全身投与による遺伝子治療で長期グラフト生着ないしドナー抗原特異的な免疫寛容誘

導が得られる事を見いだした。アデノウィルスベクターを用いる遺伝子導入法は導入効率の点で優れている

が、米国における臨床試験でベクター経門脈投与による全身性炎症反応での死亡例が報告されその使用が問

題となった。一方、非ウイルスベクターによる新たな遺伝子治療法も考案されているが遺伝子導入効率が比

較的低く現時点における実用性は乏しい。これらの現状および本研究中間報告結果で指摘された点を加味し、

本年度は副刺激経路遮断による免疫抑制法の臨床応用化にむけて遺伝子治療のみならず現在開発中であるヒ

ト抗ＣＤ40抗体の効果をサル腎移植モデルにおいて検討した。また、より実際的で安全かつ有効な免疫抑制

法の確立するため、副刺激経路遮断による免疫抑制法とタクロリムスやシクロスポリンなど現在臨床で用い

られている主な免疫抑制剤との併用効果を検討した。更に、副刺激経路遮断療法では免れない拒絶反応を

克服するための併用剤となり得る新しい薬剤を検討した。 
1. 副刺激経路遮断療法における免疫抑制作用機序の解明 
2. 副刺激経路遮断療法と既存免疫抑制剤の併用による免疫寛容誘導・慢性拒絶反応抑制効果の検討 
3. 新しいNF-κB阻害剤であるDHMEQの免疫抑制効果の検討 
4. サル移植モデルにおけるヒト抗ＣＤ40抗体による副刺激経路遮断療法の免疫抑制効果の検討（前

臨床実験）  



 

 

Ｓ終了－２ 

⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。）  
 
1. CD40Ig 遺伝子組込みアデノウイルスベクターを用いた CD40-CD154 シグナル遮断による免疫抑制作用機序

の解明 
ラットのＴ細胞およびACI-LEWラット心移植モデルを用いた実験で、CD40Ig遺伝子組込みアデノウイルスベ

クターを用いた遺伝子治療によって生体内で産生されるCD40Igは免疫反応に係る２種類の細胞に作用、即ち、

CD4+ T細胞に直接作用しIL-2産生を亢進させることおよび抗原提示細胞(Dendritic cell)に作用しCD4+CD25+ T細
胞を誘導することで、最終的に細胞障害性T細胞を制御する抗原特異的な機能的regulatory T細胞が誘導され、

移植片の長期性着が得られることが判明した。 
 
2. CD40-CD154 シグナル遮断療法におけるカルシニューリン阻害剤併用の影響 
i) ACI-LEW ラット心移植および肝移植モデルを用い CD40Ig 遺伝子組込みアデノウイルスベクターを用いた遺

伝子治療におけるカルシニューリン阻害剤（タクロリムスおよびシクロスポリン、14 または 30 日間投与）併

用の影響を検討した。肝移植モデルでは CD40-CD154 副刺激経路遮断治療にカルシニューリン阻害剤を併用し

てもグラフトの長期生着は阻害されず、ドナー抗原特異的な免疫寛容誘導効果も失わなかった。心移植モデル

でも CD40-CD154 副刺激経路遮断治療によるグラフトの長期生着効果はカルシニューリン阻害剤併用により阻

害されることは無かったが、併用群ではグラフトへの細胞浸潤が若干増加する傾向にあり、また慢性血管病変

もごくわずかながら増強傾向を示した。 
ii) ラット心移植モデルでの結果を検証すべく CD40、CD154 遺伝子欠損マウスを用い CD40-CD154 経路遮断に

カルシニューリン阻害剤が及ぼす影響を BALB/c-B6 マウス心移植モデルで検討した。CD40 欠損および CD154
欠損いずれの場合においてもカルシニューリン阻害剤（タクロリムス）との併用でグラフトの生着が阻害され

ることはなかった。しかし、CD40 欠損、CD154 欠損いずれの場合においてもカルシニューリン阻害剤を遅い

タイミング(移植一ヶ月後から２週間)で投与すると、グラフトへの細胞浸潤の増加と血管病変の増加を認めた。
 
3. 副刺激シグナル遮断療法に併用可能な新しい免疫抑制法の探求(新規NF-κB阻害剤の免疫抑制効果)
新規 NF-κB 阻害剤である Dehydroxymethylepoxyquinomicin (DHMEQ)の免疫抑制効果を検討した。 

i) DHMEQ は用量依存性に抗 CD3+CD28 抗体刺激による T 細胞の増殖および MLR を抑制した。本剤は T 細胞

においてNF-κBの核内移行を特異的に抑制(NFATは抑制せず)することでCD69、CD25の発現および IL-2、IFN-γ
の産生を抑制し、細胞増殖を阻止することが解った。更に DHMEQ はマウス DC の成熟化・活性化も抑制する

ことが示された。 
ii) 急性拒絶反応を惹起する BALB/c-B6 マウス心移植モデルでは DHMEQ 投与によりグラフト生着期間が延長

し、この免疫抑制効果は特にカルシニューリン阻害剤であるタクロリムスとの併用で相乗作用を認めグラフト

の長期生着が得られた。 
iii) 慢性拒絶反応を惹起する Bm12-B6マウス心移植モデルではDHMEQ投与によりグラフト冠動脈の内膜肥厚

を抑制し、これは NF-κB 活性抑制によるドナー抗原特異的 memory T 細胞の増殖抑制によることが判明した。

iv) マウスラ氏島移植モデルでは DHMEQ 投与により移植直後の非特異的免疫反応に起因する移入ラ氏島の細

胞死(アポトーシス)を抑制し、より少ないラ氏島数での移植の可能性が示唆された。 
 
4. カニクイザル腎移植モデルにおける完全ヒト抗CD40抗体、4D11の免疫抑制効果（前臨床試験）  
カニクイザル腎移植モデルを用いて新しい完全ヒト抗 CD40 抗体である 4D11 の効果と安全性を検討した。

i) 4D11 の免疫抑制効果と安全性： 
ABO 血液型適合で MLR index が 3 以上のカニクイザルの組み合わせで腎移植を行い、4D11 を 10 mg/kg、20 
mg/kg、40 mg/kg  の投与量で 10 週間（移植後 2 週間までは計 9 回、3〜6 週間は週 1 回、8 および 10 週目

に各１回、以後は無治療）投与した所、すべての治療群において 100 日以上の長期生存（最長 375 日）が得ら

れた。4D11 の有効血中濃度は術後 14 日以内で 500～1000μg/ml であった。全動物の B 細胞は移植 4 週間後

に術前値の 3 分の 1 に減少した。観察期間中、抗ドナー抗体および 4D11 に対する抗体を血液中に認めなかっ

た。血栓症、血小板減少を含む副作用は血液・生化学検査および病理所見上認めなかった。 
ii) 4D11 導入(induction)療法と維持(maintenance)療法の免疫抑制効果： 
同一のサル腎移植モデルで、4D11（10 mg/kg、20 mg/kg）の導入療法（術後 2 週間のみ 6 回の投与）および維

持療法（導入療法に引き続き 1/2 量を週一回投与、10 週目以降は無治療）施行した所、 induction 治療では５

頭中３頭は 100 日前後で拒絶されたが、維持療法では現在全例 100 日以上長期生存中である。本実験は現在も

進行中である。 



 

 

Ｓ終了－３ 

⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 
 
1. CD40-CD154シグナル制御における免疫抑制の作用機序    
 CD40-CD154シグナルはT細胞の活性化および増殖に重要な役割を果たしており、抗CD154抗体は本カスケードを遮断

することでその免疫抑制作用を発揮すると考えられていたが、最近、この抗体投与によりシグナル遮断のみならず補体

依存性に活性化T細胞の細胞死を誘導する事が報告されている。本研究では遺伝子導入により産生されたCD40Igが1) CD4+

T細胞に直接作用しIL-2産生を亢進させる、2)抗原提示細胞(Dendritic cell; DC)に作用しCD4+CD25+ T
細胞を誘導する、3) CD4+CD25+ T細胞はIL-2が作用することで機能的regulatory T細胞となる事を見い

だした。将来的にこの作用機序の詳細が明らかになれば、ヒトにおいても in vivoで有効な免疫寛容誘導

法の確立やex vivoで効率的にregulatory T細胞を誘導しこれを生体内に戻すことで免疫寛容を誘導し得る方法が確立でき

る可能性がある。  
 
2. CD40-CD154シグナル制御におけるカルシニューリン阻害剤併用の可否  

臓器移植におけるCD40-CD154副刺激経路遮断治療の有効性は多くの実験モデルで示されている。

しかし、サル移植モデルでは本治療法単独による効果は十分とは言えず、現行免疫抑制剤との併用の

検討が必要である。マウス移植モデルでは、抗CD154抗体治療にカルシニューリン阻害剤を併用する

と活性Ｔ細胞の細胞死(AICD)が阻害されグラフトが拒絶される。一方、十分量の抗CD154抗体を投与

すればカルシニューリン阻害剤を併用してもグラフトは長期生着するとの報告もあり、併用の可否に

ついては未だ controversialである。本研究では、肝移植ではカルシニューリン阻害剤を併用しても

CD40-CD154刺激遮断治療で得られる抗原特異的免疫寛容誘導作用は失われないことが判った。これ

は新しい知見である。心移植でもラットを用いた研究ではカルシニューリン阻害剤を併用してもグラ

フトの長期生着は阻害されなかったが、CD40やCD154遺伝子欠損マウスを用いたモデルではカルシニ

ューリン阻害剤を移植後期に併用すると慢性拒絶が促進されたことから、心移植ではその併用には注

意を要することが示唆された。しかし、これらの知見は小動物実験で得られた結果であるため、必ず

しもヒトにおいて同様の結果となり得るかは不明であり、サルを用いた前臨床モデルでの評価が必須

であると考える。  
 
3. 新規NF-κB阻害剤、Dehydroxymethylepoxyquinomicinの免疫抑制剤としての有用性・可能性  
本研究では新しい NF-κB 阻害剤である Dehydroxymethylepoxyquinomicin (DHMEQ)の免疫抑制効果を in 

vitro および in vivo で検討した。DHMEQ は慶応義塾大学応用化学・梅澤教授らによって見いだされた

epoxydone 化合物であり、我々は世界に先駆けて本剤の急性拒絶反応および慢性拒絶反応に対する効果を示

した。本剤はマウス T 細胞においてその活性化の際に NF-κB が核内へ translocation する時点で作用すること

や NFAT などの他の転写因子の核内以降を阻害せず非常に NF-κB 特異性が高いことも判明した。即ち、本

剤は NF-κB 特異性が高く、実際に活性化シグナルが入り増殖・分化する細胞を主な標的と出来ることが特徴

的である。また、小動物を用いた今までの実験では明らかな毒性が認められていない事などなどからも臨床

応用の可能性が示唆される。NF-κB は様々な細胞の活性化・分化・増殖に関与しており、ラ氏島細胞移植へ

の応用や移植以外の疾患治療薬としての応用の可能性を秘めているものと考える。今後、臨床応用化に向け

た研究が望まれる。  
 
4. CD40L-CD40シグナル制御における新しい完全ヒトCD40抗体、4D11の優位性・臨床応用の可能性  

CD40L-CD40シグナルの制御において1990年代はCD154ブロックのための方法論が数多く開発された。特に抗CD154
モノクローナル抗体を用いたサルにおける腎移植実験では、その成果が極めて将来性に富むと考えられていたが、数年

前に行われた臨床治験では血栓症合併のために以後の開発を断念せざるを得なくなった。他方、CD40を標的分子とする

我々の方法論は世界に先駆けて開発したものであり、その免疫抑制/免疫誘導効果はこれまでに報告されたCD154を標的

分子とするものと遜色がない。血栓症の発生機序としてCD154抗体そのものの関与が示唆されており、逆に我々の知見

はCD40に対するモノクローナル抗体を開発し臨床に応用する可能性を示していると考えられる。今後は既存免疫抑制剤

との併用効果や肝移植などでの免疫抑制効果の検討が必要であり、これらは現在進行中である。 
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