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研究成果の概要（和文）：本研究は、家兎気管大欠損モデルを用いて、気管欠損部被覆組織の修復過程を免疫組
織学的に検索し、治癒機転に関与する修飾因子を調整することで肉芽を来さないより生理的な創傷治癒機転の確
立を目的とする。
気管欠損部は、1週目に炎症組織が発生し、2週目に炎症組織内に肉芽が発生しその内側が気管上皮で覆われる。
組織障害因子であるTNFαをモノクロナール抗体投与により阻害したが、免疫反応抑制効果による易感染性が惹
起される重篤な副作用が発生した。ソマトスタチンとラパマイシンの投与量と投与時期を慎重に調節した併用療
法では、重篤な副作用がなく肉芽組織形成を伴わないより生理的な気管上皮再生機転を誘導することができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study is to establish a technique to induce more 
physiological healing process without a granulation formation in the large tracheal defect of 
rabbits. Firstly, a natural healing process was examined histochemically. Tracheal defect was 
covered with inflammatory tissue one week after operation, and granulation tissue created inside was
 covered with tracheal epithelium two weeks after operation. Exogenous application of TNFα 
monoclonal antibody induced general and local inflammatory responses probably due to suppression of 
natural immune system. Then, combined application of somatostatin analog (an inhibitor of growth 
hormone) and rapamycin (an inhibitor of intracellular mTOR signal pathway for fibrosis) were tried 
with a careful consideration of their dosages and timing of application. As a result, more 
physiological healing process without granulation formation could be induced.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
創傷治癒の初期過程は線維組織と血管組織からなる肉芽形成で、治癒機転には不可欠の過程であるが、一方で肥
厚性瘢痕やケロイドを来たし、血管や消化管などの管腔臓器では吻合部狭窄や閉塞の原因となる。今回の研究に
より、治癒過程に関与する諸因子を外因性に投与した薬剤により微調節することが可能であり、より合併症の少
ない治癒機転を誘導する方法を確立できた。整容性と機能に優れた治癒機転とすることで、皮膚切開や各種管腔
臓器の吻合操作の合併症の発生が抑制され、その臨床的恩恵は外科系のあらゆる分野に波及する汎用性のあるも
ので、新しい臨床分野開発に繋がり、医療経済的波及効果と社会的意義は極めて大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）家兎を用いた気管大欠損モデル実験では、欠損部を放置すると 2〜4 週の間に気管上皮で
裏打ちされた薄い線維性組織で被覆されるが、この線維性組織は、気管軟骨や平滑筋の再生を
伴うことはなく、高度の気管狭窄（気管断面面積率 54.7±12.7%）を伴っている。 
（２）申請者は、気管内に適切なステントを留置することで、狭窄のない気管欠損部修復が可
能と考え、長期間剛性を保つチタン・ニッケル形状記憶合金ワイヤーに注目し、同ワイヤーを
紡錘形コイルに整形し、さらに気管欠損部を充填する中心部を二重コイルとすることで、長期
生存可能な代用気管開発に成功した（Kubota M, et al: Tracheoplasty using a metallic 
fusiform centrally-doubled coiled stent for a major tracheal defect in rabbits. J Pediatr 
Surg 47:2234-2238, 2012）。しかしながらコイル周辺には肉芽が不可避的に発生するため、よ
り理想的な代用気管とするため、平成 24年から 26年の挑戦的萌芽研究において、肉芽組織の
mTOR 活性とラパマイシンの効用を検討した(Kubota M, Matsuda Y, et al: Effects of rapamycin 
on granulation formation in response to centrally-doubled coiled stents as a tracheal 
substitute. J Pediatr Surg 48: 2416-2424, 2013)。 
（３）また、欠損部をそのまま放置した場合、気管狭窄を伴うものの家兎はこの状態で長期生
存し、しかも線維性組織自体は呼吸の圧変動に耐える強靱な組織のため、自然治癒機構を調節
し気管内狭窄をきたさないような治癒機転導出ができれば、代用気管を用いず自然治癒機構を
利用した気管欠損の新たな治療法を確立できるとの発想に至り、今回の研究を想起した。 
 
２．研究の目的 
気管に大欠損（気管径の倍にあたる 6軟骨輪の長さに亘って気管前半周を切除）を作成し、気
管を放置しそのまま閉創し放置すると、2〜4 週で気管欠損部は軟骨や平滑筋形成を伴わない薄
い線維性組織で被覆され、同時に気管狭窄が発生する。被覆上皮の細胞増殖活性能と基底膜形
成は、正常気管上皮に比べ有意に低下し、気管狭窄の原因と考えられた。即ち、自然治癒過程
は完全でなく急場をしのぐための不完全な再生機構と結論された。 
（１）本研究は、家兎気管大欠損モデルにおける自然治癒機構を免疫組織検査、PCR、Western 
blot を用いて解明し、再生に関連する成長因子やサイトカインを明らかにする。 
（２）これら成長因子やサイトカインを調節することで肉芽形成を予防し、不完全な上皮化や
基底膜再生を改善し、狭窄を来さないより健全な再生組織構築法の開発を行う。 
（３）気管での知見を腸管、胆管、血管など他の臓器にも拡充し、生体臓器全てにおいて狭窄
や瘢痕収縮を来さない自然治癒機構調節を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）家兎における気管欠損モデルの作成 
実験計画は既に新潟大学実験計画専門委員会で承認を得ている（平成 27 年 8 月 7 日承認 27新
大研 157 号 2）。実験動物には、体重 2.5kg の白色家兎（Kbl:JW rabbits (Kitayama Labes, Ina, 
Nagano, Japan)）を用いる。ケタミン（35mg/kg）とキシラジン（5mg/kg）を筋注しすることで
2時間程度の自発呼吸を維持した全身麻酔を得る。頚部気管を露出し、6軟骨輪の長さにわたっ
て気管前半部を摘出し、気管大欠損モデルとする（図１）。予備実験では、欠損部をそのまま放
置し頚部筋群と皮膚を縫合するだけで調べた最長 6 ヵ月までは生
存可能で、欠損部は 1〜2 週で線維性再生組織により被覆され、術
後 2 ヶ月の段階で欠損部には平均 50%程度の気管狭窄が発生する
(図２)。今回は、この過程を詳細に検討するために、術後
１,2,3,4,6,8 週毎に家兎を犠死させ気管欠損部被覆組織を採取し、
次の生化学的実験を行う。 
（２）摘出標本の免疫組織学的ならびに生化学的検索 
気管欠損部修復過程に関与する成長因子として bFGF, TGF-b, 
VEGF-A, EGF, p70S6K (mTOR シグナル系)などの発現を免疫組織学
的に検索し、各摘出時期別に発現している成長因子を同定する。
免疫組織染色で発現があった因子に関しては、PCR と Western blot
でその発現の程度を検索する。被覆部の肉芽や線維組織は様々な
細胞成分で構成されていることにも留意し、F4/89 染色(マクロフ
ァージ)、pan reicular 染色（線維芽細胞）、CD4/8 染色（リンパ
球）、サイトケラチン 8 染色（気管支由来上皮細胞）、α平滑筋ア
クチン、CD10、あるいはカルポニン染色（気管支由来平滑筋）な
ども適宜追加検索する。vimentin による基底膜形成状態、RAM11 によりマクロファージ浸潤も
検討する。 
（３）in vivo における自然修復機構調節法の確立 



前述の家兎気管大欠損モデルを用いて、修復機構に関与する成長因子や阻害因子の抗体などを
外因性に投与し、全身的副作用、自然修復機構への影響を検討する。家兎は、薬剤投与後 2週
目に犠死させ狭窄の評価と摘出標本の免疫組織学的ならびに生化学的検査を行い、薬剤の効果
を検討し、最適な修復過程導出法を確立する。 
 
４．研究成果 
（１）自然修復過程の免疫組織学的ならびに生化学的検索 
１週後の気管切開部には炎症組織のみを認め肉芽形成はなく、炎症組織の気管上皮再生率は
5.8±10%と非常に乏しい状態で、粘膜下組織（基底膜）の再生も認められなかった。一方、2
週後になると、8 割で炎症組織の中に肉芽形成を認め、気管上皮の再生は極めて良好で、気管
切開部の殆どの領域が上皮で被覆され、上皮被覆率はほぼ 100%であった。3週後の状態は、同
じく上皮被覆率は 100%であるが、肉芽組織は消失し、急性期の治癒過程がほぼ終了している状
態と考えられた。 
 一方、免疫組織学的検討では、PCNA（増殖細胞マーカ）、 Vimentin（間葉系細胞マーカ）、
P-P70S6K（mTOR シグナル経路因子）を用いてそれぞれ細胞増殖、基底膜形成、mTOR 活性を調べ
たが、上皮化の完成する 2週後の健常部と再生部の labelling index （LI）は、PCNA、 vimentin、 
p-p70S6K のそれぞれにおいて、70 ± 14% vs. 40 ± 4%（p=0.011）、33 ± 5% vs. 4 ± 5% 
（p=0.006）、93 ± 5% vs. 31 ± 23%と有意に低値を示した。このことは、正常上皮に比べ細
胞活性が低下した状態で気管欠損部修復が営まれているものと結論された。 
図３．手術後 2週目の摘出標本の PCNA、vimentin、p-p70S6K を用いた組織免疫染色． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
（２）TNFαの阻害効果とソマトスタチン単独投与の効果 
抗ヒト TNFαモノクローナル抗体投与群（A群：3mg/kg を 1 時間で静脈内投与し 2週後に気管
開窓）とソマトスタチン類似作用化合物投与群（B群：30μg/kg 筋注し 4週後に開窓、開窓時
に 50μg を皮下追加投与）では、両群ともに肉芽形成は抑制されるものの、A 群では局所炎症
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細胞浸潤と炎症組織が開窓部に発生し、免疫抑制効果による易感染性が惹起され、B 群では、
75%に気管内出血という重篤な副作用が発生した。 
 
（３）ソマトスタチンとラパマイシンの併用投与の効果 
ソマトスタチン類似作用化合物（前年の半量）とラパマイシン（細胞内 mTOR シグナル活性を抑
制し肉芽形成を阻害する；0.5 mg/kg を開窓 1 週後より隔日 3 回投与）の併用療法を試みた。
ラパマイシン単独投与では、肉芽の発生は抑制できるが、気管上皮の再生率も低下した。ラパ
マイシンとソマトスタチンの単独投与では、肉芽発生は完全に抑制できた。ラパマイシンは、
mTOR-p70S6K 経路を抑制することで、間葉系細胞の増殖を抑えたものと考えられる。ソマトス
タチンは上皮系細胞の有意な増殖を促進したと考えられる。一方、ラパマイシン単独投与は組
織の脆弱化と治癒機転の遷延化がもたらされ、ソマトスタチン単独投与では、75%において気管
組織からの出血という重篤な副作用が生じた。ソマトスタチンとラパマイシンの併用投与は、
肉下発生もなく、気管上皮の再生率も低下せず、単独投与時の重篤な副作用もなく、気管上皮
の再生を促すことができる手法と考えられた（図４）。 
二剤の使用量を減少させた投与法は、副作用の発生を抑え、肉芽形成のない気管上皮再生機構
修復が可能と結論され、薬剤による安全な治癒機転誘導が可能と結論された。 
 
図４．ラパマイシン、ソマトスタチンの単独投与と併用投与の効果 
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