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はじbに

脳死臓器移植は欧米においてすでに一般的な治療手

段 として確立されているが,最 近 ドナー不足の問題が

大きくクローズアップされてきている。そのための動

物の臓器をヒトヘ移植する異種臓器移植が ドナー不足

を解決する手段 として近年精力的に研究されている。

ブタは異種移植 ドナーとして解剖学的にもまた倫理的

にもヒトに最適 と考えられているが,自 然抗体および

補体系の活性化により生ずる超急性拒絶反応 hyper_

acute reiecdOn(HAR)が 最大のバ リアーである。超

急性拒絶反応は,補 体系 classcal pathwayの活性化

および alternative pathwayの活性化により生ずると

考えられており,細 胞膜表面においてこれら補体系の

活性化は補体待J御因子によってコントロールされてい

る. Decay accelerating factor(DAF, CD55), mem‐

brane cofactor protein(MICP, CD46)は C3レタミル

で, また homOlogous restriction factor 20(HRF20,

CD59)は C9レベルで補体系活性化をヨントロールし

ている1ル).我々は,以 前にモルモットからラットヘの

異種移植モデルにおいて,補 体系活性化 を抑制する

cobra venom factor(CVF)と 抗4本産生を抑制する
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異種臓器移植は脳死 ドナー不足を解決する有力な手段であるが,移 植後早期に生ずる超急性拒絶反

応が最大の問題である.我 々は,in vitroで補体制御因子遺伝子導入の効果を検討するとともに,ア デ

ノウイルス法を用いて in vivoでの遺伝子導入の可能性を検討した。その結果,補体待」御因子遺伝子導

入により異種免疫反応は効果的に抑制されること,ア デノウイルス法での遺伝子導入は特に異種移植

ドナーとして最適 と考えられているブタ肝臓で有効であることが明らかとなった。以上より,遺 伝子

治療の技術のひとつであるアデノウイルス法は遺伝子制御による異種移植に有効であることが示唆さ

れた。
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deoxyspergualin(DSG)お よび splenectomy用 いた

場合,graft survivalが相乗的に延長することを報告

した3としたがって,異 種臓器移植の成功の鍵は,補 体

系の制御および異種抗体のコントロールであると考え

られる。しかし現在のところ臨床応用可能な免疫抑制

療法はない。異種移植 ドナーに対する遺伝子操作 とし

ては,補 体制御因子遺伝子導入および異種抗原 Galα

(1, 3)Galを誘導するα(1,3)galactosyl transferase

遺伝子抑制が考えられり,欧 米ではすでにヒト補体制

御因子遺伝子導入 transgenic pigの作成に成功してい

る。～の。しかし,transgenic pigの心臓を用いた濯流実

験および移植実験では,graft surviva1 24～48時間 と

期待されたほど成績が得られていない。我々は,遺 伝

子導入の方法論 として transgenic techniqueにさらに

gene therapyの技術を用いて遺伝子補強を行い,臨 床

応用することを考えている。したがって,ブ タからヒ

トヘの遺伝子制御による異種臓器移植を臨床応用する

ために,我 々は,大 動物 としてブタからサル,小 動物

としてモルモットからラットの組み合わせで,遺 伝子

制御による異種移植実験を行うべ くin vitrOおよび in

vivoで検討を行った。

対象と方法

細胞 と臓器 :ウ シ血管内皮細胞 (BAEC)お よびモル

モット培養細胞104Clを in vitroの実験で用い,ブ タ

腎および肝,ラ ット腎および肝をin vivoの実験で用

いた。
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Fig. l  lnhibition Of human cOmplement mediated

lysis on the xenoendothelial cells transfected

with DAF Or HRF20 gene
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Fig. 2 Inhibition of rat complement mediated
lysis on guinea pig cells transfected with 512
gene.
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認めた(Fig.4A,4B)。 また,陣 臓では,自 陣髄 lllar_

ginal zoneを中心 としてリンパ組織で遺伝子発現を認

めた。

考  察

今回の in vitroの結果は,補 体制御因子遺伝子導入

異種培養細胞では,ヒ ト補体反応活性化に抵抗性を示

すこと,遺 伝子発現が高ければ高いほどより補体反応

を抑制することを示している。我々の研究では,補 体

制御因子遺伝子をひとつだけ導入するよりも複数導入

したほうがより効果的であるという結果が認められて

おりめ,し たがって,異種補体反応をより効果的に抑制

するためには,補 体制御因子を高発現させるか,複 数

導入したほうが望ましいであろうと考えられる。実際,

DAFお よび HRF20遺 伝子 を同時 に導入 した trans‐

genic mouseを 用いた実験でも,こ れを裏づけるデー

タを得ている。我々は,移 植臓器に遺伝子を高発現さ

せる方法論 として,近 年欧米で臨床応用され始めてお

遺伝子 :ヒ ト補体制御因子(DAF,HRF20)遺 伝子,

ラ ッ ト補 体 制 御 q ( 5 1 2 ) 遺伝 子 , お よ び β

galactosidase(LacZ)遺 伝子を用いた。

ベクター :レ トロウイルスベ クターLDAFRNL,

LHRF20RNL,L512RNLお よびアデノウイルスベク

ター
pADexLacZを 作成 した。

In vttroでの遺伝子導入 :作成したレトロウイルス

ベクターを用いて,培 養細胞 BAECお よび512に遺伝

子導入を行った。遺伝子導入細胞は,ジ ェネテイシン

(G418,Gibco)で 選択 した。

In vivoでの遺伝子導入 :肝臓へは,門脈からの注射

により遺伝子導入 し,ま た腎臓へは,腎 動脈からの腎

濯流を30分間行 うことにより遺伝子導入 した。

In vitroでの遺伝子発現 :遺伝子導入細胞での遺伝

子発現は抗 DAF抗 体,抗 HRF 20抗 体,抗 512抗体 と

の染色によリフローサイ トメ トリー (FACS)で 確認 し

た.補 体反応抑制効果は,遺 伝子導入 BAECに 対 して

はヒト血清 と37°C3時 間反応させることにより3‐(4,5‐

dimethylthiazo1 2-yl)‐2,5‐diphenyltetrazollum  bro‐

mide(MTT)を 用いた細胞障害試験にて検討し,ま た

遺伝子導入512に対 してはラット血清 と37°C3時 間反

応させることによりMTT法 にて検討 した。

In vivoでの遺伝子発現 :ブ タ臓器は遺伝子導入 1

週間後に摘出,ま たラット臓器は遺伝子導入 4日 後に

摘出し,X‐gal染色を行った。

結  果

In vitrOでの遺伝子発現 :BAECで の遺伝子発現

は,DAF発 現に関しては,FACSで の mean channel

shift(MCS)で ,4,79か ら32.20, また HRF20発 現に

関しては,6.34か ら14。23であった。104Clでの512遺伝

子発現は,MCSで ,5.7か ら2971で あった。

In vitrOでの遺伝子導入効果 :BAECを 25%ヒ ト血

清 と3時 間反応させた場合,細 胞の viabilityは61土

7%で あった。それに対 し遺伝子導入細胞では遺伝子

発現の強度に応じて細胞の viabilityは上昇した (Fig.

1)。またモルモット培養細胞104Clにラット補体制御

因子512遺伝子を導入 した場合 も同様に,遺伝子発現の

強度に応 じて細胞の viabilttyは上昇 した (ng。 2).

In vivOでの LacZ遺 伝子発現 :ブ タ肝での遺伝子

発現は,類 洞およびgllison血管系を中心に遺伝子発

現を認めるのに対 し,ラ ット肝では肝細胞を中心に遺

伝子発現を認めた(ng。 3A,3B).ブ タ腎での遺伝子

発現は,中 小腎動脈を中心に認めるのに対 し,ラ ット

腎では糸球体および尿細管周囲血管網で遺伝子発現を
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Fig。 3  Expresslon of LaeZ gene on the liver using

adenoviral vectorゃ

A:pig liver,B:rat liver

Fig. 4 Expression of LacZ gene on the kidney
using adenoviral vector.
A: pig kidney, B: rat kidney.
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り,移 植臓器に対する遺伝子導入方法 として最適 と考

えられるアデノウイルス法を用いて臓器への遺伝子導

入を検討 したり1の。その結果,ブ タ肝では内皮細胞,

ラット肝では肝実質細胞 と遺伝子導入細胞に違いはあ

るが肝で高発現が得られることが明らかとなった。特

にブタ肝では超急性拒絶反応の最大のターゲットであ

る内皮細胞に高発現を認め,遺 伝子導入臓器 として適

していると考えられた.し かしこれまでの報告では,

アデノウイルス法では遺伝子発現は一過性であり免疫

学的機序によリウイルスの再使用は困難 と考えられて

いる111事
実,我々の検討でも,免疫反応に大きな役割

を果たす陣臓で遺伝子の取 り込みが認められている。

特にmarzinal zolleはTリ ンパ球非依存性抗体産生

が行われることが知 られている。したがって遺伝子導

入後早期の抗体産生を抑制することが遺伝子発現の程

度および持続時間に関係するのではないか と考 えら

れ,こ の点から検討を行っている.
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Organ Xenotransplantation with Gene Enginerring

Shuji Hayashi, Takaharu Nagasaka, Akiko Katayama, Masataka Negita,
Chihiro Koike, Itsuo Yokoyama and Hiroshi Takagi
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Organ xenotransplantation is an attractive method to compensate for the cadaveric donor shortage.
However, hyperacute rejection is a great barrier to successful organ xenotransplantation. In this study,
the authors examined the effect of in vitro gene engineering with regulator of complement activation
(RCA) molecules such as DAF and HRF20, and the possibility of applying in vivo gene enginerring to the
xenogeneic liver and kidney using an adenoviral vector. It was concluded that complement activation is
inhibited by the gene engineering with RCA molecules against the xenogeneic cells, and that an adenovir-
al vector is a useful method for in vivo gene engineering to the xenogenic organs.
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