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研究成果の概要： 
 BN ラットの左肺にヒト IL-10 遺伝子を経気道的に遺伝子導入した後，MHC 不適合の Lew ラッ

トに同所性に移植した．移植後 6 日目の病理学的評価で，移植肺の拒絶反応の stage および炎

症反応の程度が，IL-10 群においてコントロール群に比べ有意に軽減されていた．本研究の結

果から，移植肺への lL-10 遺伝子の経気道的子導入が，ラット移植肺急性拒絶反応を有意に抑

制することが示された． 
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 １．研究開始当初の背景 

肺移植は終末期呼吸器疾患患者に対する有

効な治療法として確立しているが、術後生存

率は他の臓器移植に比較し未だ満足できる

ものではない。この主な原因として、急性・

慢性の拒絶反応や感染症の頻度が他の臓器

移植に比べ高いことが挙げられる。肺移植の

成績向上のためには、効果的で副作用の少な

い新たな拒絶反応予防戦略の開発が重要で

ある。我々はこれまでの研究で、近交系ラッ

ト WKY→F344 の組み合わせでは、肺移植後急

性拒絶反応の自然寛解、すなわちトレランス

が導入されることを発見し、その移植肺内で

は、interleukin-10（IL-10）の発現が増強



していることを報告した。つづいて我々は、

移植肺にアデノウイルスベクターを用いて

IL-10 遺伝子導入を行い、IL-10 を過剰発現

させることによって拒絶反応を制御するこ

とができるかどうかについて、ラット肺移植

モデルを用いて検討したが、拒絶反応を有意

に抑制させるには至らなかった 。アデノウイ

ルスベクター自体の抗原性が、移植肺内に炎

症を惹起し、IL-10 遺伝子導入による免疫抑

制効果が相殺された可能性が想定された。 

 
２．研究の目的 

そこで、本研究では，非ウイルス性遺伝子導

入法であるリポフェクション法による肺へ

の経気道的遺伝子導入が可能であるかどう

か、また本法を用いた移植肺への経気道的

human interleukin-10（hIL-10）遺伝子の導

入が、急性拒絶反応を抑制し得るか否かにつ

いて検討することとした。 

 
３．研究の方法 

遺伝子導入の可否を検討するためのレポー

ター遺伝子として、b-ガラクトシダーゼ

発現プラスミド pCMVb を購入した。同

プラスミドの b-ガラクトシダーゼ

遺伝子部位に hIL-10 を組み込んだ

pCMVhIL-10 を作製し、hIL-10 発現プラスミ

ドとした。まず、リポフェクション法による

in vivo 経気道的遺伝子導入が可能であるか

検討するため、SD ラットの左肺にリポフェク

ション試薬と pCMVb の複合体（ DNA-脂

質複合体）を経気道的に注入し、3 日後に

これを X-gal 染色することにより、

b-ガラクトシダーゼの発現を検討し

た。つづいて、 ex vivo 経気道的遺

伝子導入が可能であるか検討するた

めに、同系同所性肺移植モデル（ LEW

ラット→ LEW ラット）において、ド

ナー肺摘出後に pCMVb（ DNA-脂質複

合体）を経気道的に注入した。レシピエン

トへ同所性に移植し、3日後に移植肺を

X-gal 染色し、 b-ガラクトシダーゼ

の発現を検討した。さらに、この ex 

vivo 経気道的遺伝子導入法による

hIL-10 遺伝子導入が、急性拒絶反応を抑制し

得るか否かについて、MHC 不適合ラット肺移

植モデル（ BN ラット→ LEW ラット）を

用いて検討した。コントロール群（n 

= 6）では肺移植片に pCMVb を、 IL-10

群（n = 7）では pCMVhIL-10 を、経気道的

に遺伝子導入してレシピエントに移植し、 6

日後に移植肺を摘出し、拒絶反応の

程度を組織学的に検討した。両群に

おいて、それぞれ拒絶反応の stage

を病理学的にグレーディングすると

ともに、拒絶反応に伴う移植肺の炎

症所見について、病理学的パラメー

ター（血管周囲リンパ球浸潤、気管

支周囲リンパ球浸潤、細気管支周囲

リンパ球浸潤、浮腫、肺胞内出血、

壊死）を設定し、それぞれの所見が

切片内に占める割合に基づいてスコ

ア化した。また、急性拒絶反応に伴

う細気管支上皮細胞傷害の程度を検

討するため、切片内のすべての細気

管支を上皮脱落の程度により、脱落な

し、中等度脱落（1 - 50％）、重度脱落（51 - 

100％）の 3つのカテゴリーに分類し、上皮

脱落の程度の分布に両群間に差があ

るかどうか検討した。また、 hIL-10

遺伝子導入が移植肺内のサイトカインプロ

ファイルへ与える影響を検討するため、移植

肺内の 1型ヘルパーT 細胞（Th1）サイトカイ

ンとして、interleukin-2（IL-2）、

interferon-g（IFN-g）、tumor necrosis 

factor-a（TNF-a）を、2型ヘルパーT細胞（Th2）



サイトカインとして、interleukin-4（IL-4）、

interleukin-10（IL-10）の mRNA の発現を定

量 RT-PCR を用いて比較検討した。 

 
４．研究成果 

【結果】リポフェクション法による pCMVb

の in vivo 経気道的遺伝子導入および ex 

vivo 経気道的遺伝子導入の結果、遺伝子導入

した肺はX-gal 染色により全体が青色

に染色され、これらの方法による目

的遺伝子の導入が可能であることが

示された。組織学的検索によって、

導入細胞は気管支および細気管支上

皮細胞と肺胞上皮細胞であることが

明らかになった。 MHC 不適合ラット肺移

植モデルにおいて、 pCMVhIL-10 の ex vivo

経気道的遺伝子導入による急性拒絶反応抑

制効果を検討した結果、拒絶反応の stage は

IL-10 群において有意に低く（3.1.0±0.4 vs. 

3.8±0.4）、拒絶反応の進行が抑制された。血

管周囲リンパ球浸潤、気管支周囲リンパ球浸

潤、細気管支周囲リンパ球浸潤の各スコアは、

両群間に有意差を認めなかったものの、浮

腫（2.3±0.8 vs. 3.2±0.4）、肺胞内出血

（0.3±0.5 vs. 2.2±0.8）、壊死（0.3±0.5 vs. 

1.2±0.5）のスコアは、それぞれ、IL-10 群に

おいて有意に軽度であった。 急 性 拒 絶 反

応に伴う細気管支上皮細胞傷害の検

討では、コントロール群では 70%以上の細

気管支が「中等度脱落」以上の所見を呈した

のに対し、IL-10 群では半数以上の細気管支

が「脱落なし」を示し、気道上皮脱落の程度

は、IL-10 群で有意に軽度であった。移植肺

内のサイトカイン発現の検討では、移植後 3

日目に IL-2、TNF-a の発現が IL-10 群で有意

に抑制されていた。 

【結論】本研究では、リポフェクション法を

用いた肺移植片への経気道的遺伝子導入が

可能であることが明らかとなった。また、MHC

不適合ラット肺移植モデルにおいて、同法に

よる hIL-10 の遺伝子導入が急性拒絶反応を

抑制することが示された。同時に、hIL-10 遺

伝子導入が急性拒絶反応に伴う細気管支上

皮細胞傷害に対する保護作用も有すること

が明らかとなった。hIL-10 遺伝子導入による

免疫抑制効果には、移植肺内における移植後

早期のTh1サイトカインの発現抑制が関わる

と考えられた。hIL-10 遺伝子導入による拒絶

反応抑制は、ヒト肺移植後の免疫抑制療法の

オプションとなり得る可能性が示された。 
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