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背景と目的

心臓移植 は世界的に末期重症心不全患者に対する治療法 の
一

つ と して選択 されて い る ｡

免疫抑制剤や レ シ ピ エ ン ト
､

ドナ ー の選択 ､ 術後管理 の 改善に よ り移植後 5 年生存率は

7 0 - 8 0 % と上昇 したが ､ 移植後 の 合併症 は急性拒絶反応 ､ 感染 ､ 悪性腫虜､ 慢性拒絶反応 ､

免疫抑制剤 の副作用 と多岐 にわた る｡ 急性拒絶に対する治療法 の さらなる改善が 望まれ て

い る
一 方で

, 移植後急性期の 治療成練の 改善とともに ､ 慢性期 に形成され る移植心冠動脈

病変が生命予後に かか わる極めて 重大な問題とな っ て い る ｡ 移植後 5 年以内には 約半数の

移植患者に何 らか の 血管病変を蔑 め､ そ の羅患率お よび程度は年 々 増加す るが
, 今 の と こ

ろ有効な予防法は確立 して い ない
｡ 移植心冠動脈病変は

､
びまん性で 遠位部 にま で及ぶ病

態 の ため
､

血管形成術や バイ パ ス 手術に よる治療 は困難で あり
､ 再移植以外 に確実な治療

法が存在 しな い の が現状で ある｡ 従 っ て
, 移植心冠動脈病変の予防と治療法 の 開発は移植

医療にお ける極 めて重要な課題 とな っ て いる ｡ とこ ろが
､ 移植心冠動脈病変形成に か かわ

る分子病理学的機序に つ い ては
､

ア ロ 反応性 丁 細胞や液性免疫の関与や
､

各種 サイ トカ イ

ン
､

P D G F 等の 液性因子に よる血管平滑筋細胞 の 増殖や細胞外器質の 沈着が示唆され て い

るもの の
, 解明は十分に進ん で い ない

｡

我 々 の研究室で は ､ 血管病態に お ける血管平滑筋細胞 の形質変換や機能制御に つ い て研

究を行 っ てきた ｡ 成熟 した血管平 滑筋細胞 は収縮 に特化 した形質を示すが
､ 外的傷害に応

じて形質変換をお こ し､ 蛋白合成や増殖 ･ 遁走能 を持 つ ｢ 合成型｣ と呼ばれ る形質を示す

ようになる｡ 合成型平滑筋細胞は
､ 遊走 ･ 増殖す るだけで なく

, 各種 の増殖因子
､
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ゲン など の 細胞外基質と基質分解辞素を産出 し
､

血管壁 の組織再構築 ( リ モ デ リ ン グ) に

主要な役割を果たす ｡ 従来 の研究に よ っ て
､ 移植心冠動脈病変 にお い ても ､ 形質変換 した

平滑筋細胞 の 増殖が重要で あると考えられ て い る ｡ 我 々 は平 滑筋形質変換の 分子機構 に 関

し て 遺 伝 子 転 写調 節機 構 に 着 目 し て 研 究 を行 い
､ 転 写 因 子 K riip p el

-lik e f a ct o r 5

( K L F 5rB T E B 2) を同定 した ｡ 成体 の 動脈壁 にお い て は E L F 5 の 発現 はほ とん ど認め ない が ､

外的 ス トレ ス にて再誘導され ､ 動脈硬化病変や再狭窄病変で強 い発現が 認め られ る｡ 我 々

は E L F 5 - テ ロ 接合体ノ ッ クア ウト マ ウ ス の解析に より
,

こ の転写因子 が外的傷害に よる

新生内膜増生に必須で ある こ と
､

また心臓線維芽細胞で発現 し心肥大 ･ 線維化 にも関与す

る こ とを明らかと した. さらに ､ K I J F 5 が P I) G F
-

A 遺伝子を直接制御する こ とを示 した .

我 々 は K L F 5 機能を修飾する化合物を探索し､ 合成 レチノイ ド A m 8 0 が K L F 5 の 転写活性

化能と発現を抑制する こ とを見 い だ した｡ A m 8 0 は平滑筋細胞 の増殖を選択的に抑制す る｡

我 々 は A m 8 0 経口投与によ っ て
､

大腿動脈カ フ傷害モ デル 及び ス テ ン ト留置 モデ ル に お い

て新生内膜増生が 抑制され る こ とを明 らか と した｡ A m 8 0 は E L F 5 標 的遺伝 子 で ある

P D G F ･ A の発現も抑制 して い た ｡ また
､

A m 8 0 は免疫調節作用 を持 つ こ とも報告されてお

り
､ 例と して

､ ラ ッ ト脳炎 モ デ ルお よび実験的 関節炎モ デ ル に て炎症反応の 抑制 が確蒸 さ

れて い る o l n Vit r o の解析で は
､

A m 8 0 はナイ
ー ブ C D 4 陽性 丁 細胞 の 分化過程 にお い て タ

イ プ 2 ヘ ル パ ー

T 細胞 ( T b 2 細胞) 優位性 を促す ことが報告 されて い る｡ また
､ ある種 の

合成 レ チノ イ ドは マ ウス 異所性心臓移植モ デル にお い て ､ グラ フ ト生者を延長させ る こ と

が示されて い る｡

本研 究 で は
､

Am 8 0 が (1) 平滑筋細胞 増殖 抑制 ､ (2) K L F 5 阻害と形 質変換の 抑制 ､

(3)P D G F
-

A の 発現抑制 ､ (4)各種血管病態 モ デル にお ける新生内膜増生 の 抑制 ､ (5)免疫調節

の 各作用を併せ持 っ こ とか ら
､
A m 8 0 が 心臓移植に対する治療薬と して

, 急性拒絶と､ 慢性

期にお ける移植心冠動脈病変の 抑制作用を示す可能性を考えて 検討 し
､ さらに A m 8 0 の 病

態形成機序における分子作用に つ い て も検討す る ことを目的と した ｡

方法

(1) A m 8 0 の 急性拒絶反応 に対する抑制効果 ､ ( 2 )A m 8 0 の 慢性拒絶反応 (移植心血管病変)

に対す る抑制効果の各 々 に つ き ､ マ ウス 異所性心臓移植 モデ ル を作成 して検討 した ｡ 急性

モ デル に は 7
-

1 0 日で移植片拒絶が完成する M H C 非適合の 組み合わせ を用 い
､ 系統差に よ

る影響を抑え るため に 2 種類 の 組み合わせ を用 い た( ドナ ー

: C 5 7 B L/6 (H -

2 b) 又 は C 3 H 作I e

(H - 2 k) ､
レ シ ピ エ ン ト: B A L 玉/ c (H -

2 d)) ｡ 移植心血管病変の検討 の た め の慢性 モ デ ル に は
､

M H C マ イナ
ー

抗原非適合に よ っ て
､
弱い 同種免疫反応 にて移植片拒絶に陥 らず長期に移植

片生着を し
､

約 1 ケ月に て移植心血管病変 を形成す る組み合わせ を用 い た ( ドナ
ー

: A K R

(H ･ 2 k) ,
レ シ ピ エ ン ト C 3 H m l e ( H

･

2 k)) o Am 8 0 は カ ル ポキ シ メチ ル セ ル ロ
ー ス水溶液を担

体と して 1 日量 1 m 〆k g を経口投与 し､ 6 日間の投薬後 1 日 の休薬期間を置き これ を繰り返

した ｡

1 - 2



【別紙 1】

A m 8 0 投与に よる急性拒絶反応に対する抑制 効果 に つ い て
､
A m 8 0 投与群にお け るグ ラ フ

ト生者率 をカ プ ラ ン マ イヤ
ー 生存曲線お よ び ロ グラ ン クテ ス トに より評価 し ､ そ の 背景と

なる免疫学的機序に つ き ､ R T
･

P C R による グラ フ ト中の サイ トカイ ン発現 の 評価､ 混合リ ン

パ 球反応 ､ 組織 学的検討を行 っ た｡ 急性拒絶反応にお ける移植片拒絶は 日 ごとの経皮的 な

拍動 の確認 の 上で
､ 開腹に て拍動 の停止 を確 落 した時点を移植片の 廃絶 ( 拒絶) と した ｡

A m 8 0 投与による慢性拒絶反応 (移植心血管病変) に対する抑制効果に つ い て
､ 移植後

-

ケ

月 の 時点で グラ フ トを摘出 して移植心血管病変の 形成を各群で計測 し､ 血管径を 一 因子と

して統計処理を行 い ､ さらに各群に つ い て組織学的に検討を行 っ た｡

結果

マ ウ ス 異所性心臓移植モ デル の作成 にお い て
､ 総手術時間は 9 0 - 1 2 0 分 ､

虚血時間は 3 0

- 6 0 分､ 成功率は 8 0 ･ 9 0 % で あり
､ す べ て の モ デ ル におい て

, 経皮 的に良好な グラ フ ト拍

動が確落された｡

急性 モ デル にお い て
､

コ ン ト ロ
ー

ル ( A m 8 0 非投与) 群で は 心 グラ フ トは 8 .3 ± 0 . 3 日 ( ド

ナ
ー

: C 5 7 B U 6 マ ウ ス【n = 6]) およ び 8 . 0 ±0 . 4 日 ( C 3 H 旧 e N マ ウ ス【n = 8】) で完全 に拒

絶された . A m 8 0 投与群の グラ フ ト生者期間は
､
C 5 7 B U 6 マ ウ ス は 1 4 . 8 ±2 . 4 日( n = 6

､
P =

0 ･ 0 1 1 対 同系統 コ ン ト ロ ー ル群) ､ C 3 H 旧 e N マ ウス は 1 9 . 5 ± 1 .8 d a y s ( n = 8
､

P = 0 . 0 0 0) と

生者期間 の延長が認め られた ｡ 移植片拒絶の 時点で病理 学的 に両群ともに 国際心 肺移植学

会に よる グレ ー ド3 B
-

4 の著明なリ ン パ 球浸潤 と心筋細胞傷害を認 めた . 移植片拒絶時点に

お ける心 グラ フ トに発現す る I F N
･

γ(T h l サイ トカイ ン) およ び I L
･

6 は m R N A レ ベ ル で共

に Am 8 0 群で有意 に低下 して い た . また
､

T h 2 サイ トカ イ ン は有意差 はな いも の の Am 8 0

群で増加 してお り
､
i n vi v o にお い ても Am 8 0 が T h 2 優位性 を誘導す る こ とが 示唆され た｡

なお
､
C D 4 0 や副刺激分子 B 7

･

2 の 発現は A m 8 0 投与群にてやや増加 して い た ｡ 混合リ ン パ

球反応にて ､ A m 8 0 添加に より ア ロ 反応性リ ン パ球増殖 は濃度依存的に抑制された ｡ これ ら

の結果 に より
､

Am 8 0 は免疫学的機序 を介して ア ロ 反応性 を低下させ ､ 急性拒耗反応 を抑制

する こ と が示唆された｡

慢性 モ デル の移植心の 心筋内に は著明な繊維化 が認められ
,

免疫組織学的に新生内膜 に

C D 4
､ C D 8 陽性細胞をまばらに認め るもの の

､ 大多数 の細胞 は こ れらに陰性 で あ っ た ｡ 新

生内膜 には α S M A 陽性細胞を多数認 め
､

こ の モ デル が移植後冠動脈病変の研 究に妥当 で あ

る こ とが示 された ｡ 心筋内冠状動脈を解析 した と こ ろ ( 各 々 9 1
､

1 0 1 動脈断面) ､ 新生内膜

増殖 によ る血管狭窄率は
､
A m 8 0 投与群細動脈で コ ン ト ロ

ー

ル群 に比 して 有意に低 下 して い

た o しか し
､ 全血管径を含めた解析 で は Am 8 0 投与群お よび コ ン ト ロ ー ル 群 の狭窄率に有

意差は認 めなか っ た｡

考察

マ ウ ス 異所性心臓移植モデ ル にお い て
､ 合成 レチノイ ド A 皿 8 0 は単剤投与に より

､ 急性

1 ･ 3



【別紙 1】

拒絶反応 を抑制 し移植片生着期間を延長 した ｡ 心臓移植にお け る急性拒絶反応は ､ 細胞性

免疫 の 寄与が主体とされ る ｡ 免疫寛容 モ デル や サイ トカイ ン ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 解析 か

ら
､ 特に T b l サイ トカイ ン が急性拒絶反応 の 惹起に重要で あると考 えられ てき た ｡ 他 の グ

ル ー

プ の研究では A m 8 0 がナ イ
ー ブ C D 4 陽性 丁細胞に対 し T h 2 優位の分化誘導を引き起

こすとされて い るが
､ 本研究にお ける心臓移植モ デル にお い て も､

A m 8 0 群にお い て ､ T b 2

優位性 が誘導されて い る こ とが 示された. T h l 細胞は急性拒絶反応 にお い て主要な役割を

担うとされて い る｡ A m 8 0 群の 移植片生者期間の延長に対 しても ､ T b 2 優位性が その機序

の ひ と つ で あると考えられ る｡ 炎症性サイ トカ イ ン に関 して は ､ 他 の 免疫学的動物 モデ ル

で A m 8 0 によ っ て I L
･

6 の発現が抑制す る ことが 報告され て い るが ､ 本 モデ ル で も同様 に

IL ･ 6 の著明な抑制が認め られ た｡ また
､ 抗原提示細胞上 に発現する副刺激分子 B 7

･

2 や B

細胞お よび樹状細胞 の
一

部に発現する C D 4 0 の 発現に も変化 を認 めた . A m 8 0 は心臓移植

急性期 に
､

ナ イ
ー ブ T 細胞か らの分化 ､ 抗原提示と T 細胞 の 活性化 など

､ 複数の 作用 を持

つ 可能性があり ､ 今後 ､ T 細胞
､ 抗原提示細胞 を含めた各種細胞分画 を用 い た検討が重要と

考 えられるo

慢性期移植心冠状動脈病変の 形成に対す る A m 8 0 の 効果 は細動脈に限られて お り
,

より

大きな血管にお い て有意差は静 め られなか っ たo これは細動脈とより大きな冠状動脈 にお

ける新生内膜形成機序が異なる こ とを反映 して い る の かも しれな い
｡ 我 々 は従来 の検討 で

､

血管傷害モ デル で は平滑筋形質変換の 抑制が A m 8 0 の作用機序と して 重要で ある こ とを明

らかと して い るが
, 今後､ 各サイズ の冠動脈 にお ける平滑筋細胞形質や増殖 の役割に つ い

て検討する こ とに よ っ て
, Am 8 0 の 移植心冠状動脈病変抑制作用の 分子機構 を明らか とす る

こ とが重要で ある ｡ 心臓移植 にお ける A m 8 0 の 免疫細胞及 び血管壁細胞に対す る作用 を明

らか とする こ とに より ､ 従来 の免疫抑制剤 と組み合わせ て予後を改善する治療法が 開発 で

きる可能性が ある｡
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