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研  究  目  的 

 

虚血／再灌流障害（Ischemia / Reperfusion Injury, IRI）による臓器障害は、活性酸素

やフリーラジカル産生による直接的機序に加え、血管内皮細胞障害、微少循環障害に伴う炎

症細胞浸潤による過剰免疫応答が関連している(Hercule A et al, J Pharmacol Exp Ther 

2002) 。制御性 T 細胞（Regulatory T cell, Treg）は過剰な免疫応答を制御する機能を有す

ることから、Treg を増幅することは臓器 IRI の治療として有用な可能性が示唆されており

（Lai LW et al, Kidney Int 2012）、薬剤で特定の経路を抑制する手法よりも理にかなって

いる。 

一方、IRI 臓器の血管内皮細胞上では CD80、CD86、ICAM-1 などの免疫関連抗原分子の発現

強度が亢進し、炎症細胞浸潤、ひいては臓器機能の低下をもたらす事が報告されている

（Kojima N et al, Hepatology 2001, Satoh S et al, Lab Invest 2002, Saito M et al, Arch 

Histol Cytol 2005）。Treg は CTLA-4 と競合的に CD80・86 に結合し、免疫応答の促進を防ぐ

ことから、我々は Treg の臓器 IRI に対する保護効果は免疫関連抗原分子の発現亢進を抑制す

ることと関連していると仮説を立てた。 

本研究では、自己の Treg を内因性に増幅することで腎 IRI に対して腎保護効果を発揮でき

るか、また免疫関連抗原分子の発現との関連性を検証することを目的とした。 

 

 

 

研  究  方  法 

 
1）C57BL/6 マウス（10-12 週齢）の左腎動静脈を血管鉗子で遮断し、30 分経過した後に遮断
を解除すると同時に右腎を摘出するマウス腎 IRI モデルを作成した。 
 
2）ヒストン脱アセチル酵素阻害薬である Trichostatin A（TsA）を投与し、フローサイトメ
トリーを用いて脾臓での Treg 分画（CD4(+)Foxp3(+)）の割合が増加、すなわち Treg が増幅
される（Liesz A et al, J Neurosci 2013）ことを確認し、また、PC61（抗 CD25 抗体）を投
与し Treg が減少することを確認した。 
 

3）Treg が増幅している治療群（TsA 群）、コントロール群（DMSO 群）、TsA＋PC61 群、DMSO
＋PC61 群の 4 群に分け、それぞれに IRI を起こし、クレアチニン、抗炎症性・炎症性サイト
カイン（IL-10, TGF-β, IL-6 など）の血中濃度を経時的に ELISA で測定し比較した。また
IRI 後の左腎を摘出して PAS 染色を行い、病理学的に組織障害の評価を行った。さらに IRI
後の左腎・脾臓における抗炎症性・炎症性サイトカインの mRNA 発現レベルを半定量し比較し
た。 
 
4）4 群間で IRI 腎での免疫関連抗原分子（CD80, CD86, ICAM-1）の発現を mRNA レベル・蛋
白レベル（ウエスタンブロット）で比較した。 
 
5）4 群間で IRI 腎での炎症細胞浸潤を評価する目的で CD45 免疫染色を行い、単位面積当た
りの陽性細胞数を測定して比較した。 
 
 
 

研  究  成  績 

 
IRI 後早期の腎機能障害は、DMSO 群と比較して、TsA 群で血清学的（クレアチニン濃度）

にも組織学的（ATN score）にも有意に軽減されていた。 

腎 IRI 後の血清サイトカイン濃度の検討では、抗炎症性サイトカインである IL-10 の血中

濃度は DMSO 群と比較して TsA 群で有意に上昇し、炎症性サイトカインである IL-6 の血中濃

度は DMSO 群と比較して TsA 群で有意に低下していた。また、腎・脾臓での mRNA 発現レベル

の検討では、DMSO 群と比較して TsA 群で IL-10、TGF-B の mRNA 発現が有意に亢進し、炎症性

サイトカインである IL-6 の mRNA 発現が有意に低下していた。 

免疫関連抗原分子である CD80、CD86、ICAM-1 の mRNA・蛋白発現レベルの検討では、DMSO
群と比較して TsA 群でいずれもその mRNA 発現レベルは低下し、また蛋白発現レベルにおいて
も TsA 群で CD86、ICAM-1 の発現は低下していた。 

さらに IRI 後 2 日目の腎での CD45 免疫染色で炎症細胞数の評価では、DMSO 群と比較して
TsA 群では炎症細胞浸潤が有意に減少していた。 
 これらの TsA 投与による効果は PC61 投与により相殺されたことから、TsA 投与による IRI
後の腎保護作用は Treg 依存性であると考えられた。 

 

 

 

結    論 

 

TsA 投与による内因性の Treg の増幅は、抗炎症性サイトカイン増加と炎症性サイトカイン

減少に関与し、腎 IRI 後の免疫関連抗原分子の発現亢進を抑制することで、炎症細胞浸潤を

軽減し、IRI 後早期の腎保護効果を発揮できる可能性がある。 
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