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研究成果の概要（和文）：基礎研究としては、ラット肺門クランプによる虚血再灌流モデルを用い、 PARP-1阻害剤と
いう抗アポトーシス作用を持つ薬剤の組織障害の抑制効果を示すことができ、結果は、米国雑誌のTransplantationに
受理された。脂肪幹細胞投与実験としては、 ラット肺移植モデルによる組織障害の抑制研究を行い、F群(免疫抑制剤
投与群)に比してAF群(免疫抑制剤投与＋脂肪幹細胞投与群)は拒絶のGradeが低い傾向にあった。ラット肺門クランプに
よる虚血再灌流モデルの組織障害の抑制研究は、2011年に同様の報告があったので、中止した。

研究成果の概要（英文）：In the starting up study, we established rat ischemia-reperfusion model using hila
r clumping. Using the model, we could show that PARP-1 inhibitor prevent the tissue injury. The study was 
accepted in the journal of Transplantation. In the study of adipose tissue derived stromal cells, we estab
lished rat lung transplantation model and used the cells to prevent tissue rejection. Interestingly, adipo
se tissue derived stromal cells enhanced the effects of immunosuppressant. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 肺気腫や間質性肺炎、嚢胞性肺線維症等の
びまん性肺疾患は、進行性で不可逆的であり、
重症化した場合、肺移植が唯一の治療法と考
えられている。しかしそのドナー数は限られ
ており、たとえ移植が行われたとしても、拒
絶反応のコントロールのため、生涯にわたっ
て免疫抑制剤を使用しなければならない。 
 幹細胞治療は、このような疾患に有効では
ないかとの報告がなされてきた。stem cell
は炎症のある部位に取り込まれやすい性質
があり、組織内で血管内皮細胞や肺胞上皮細
胞に分化し、肺の再生や組織障害の抑制に働
く。しかし、肺に関しては技術的、倫理的な
問題から臨床応用はなされておらず、未だ動
物実験レベルである。 
 これらの幹細胞の中で、自己脂肪由来幹細
胞は、倫理的、技術的問題が少なく、最も有
望視されている。幹細胞治療を行う場合、①
多量に採取出来る。②最小の侵襲で採取出来
る。③安全に移植できる、等の条件が報告さ
れているが(Gimble et al Circ Res 2007)、脂
肪由来幹細胞は、皮下脂肪から安全に採取で
き、骨髄の 500 倍の幹細胞を含有し (Fraser 
et al. Trens Biotechnol 2006)、乳房再建や形
成でその再生効果が実証されている。 
同時に脂肪由来幹細胞は、障害肺に臓器特異
的に働く有力なツールと分かってきた。ラッ
トモデルでは、脂肪由来幹細胞を静脈投与す
ると、気腫肺に特異的に生着し、持続的に多
量の hepatocyte growth factor(HGF)を産生
して、その働きによって肺が再生する
(Shigemura et al. Am J Transplant 2006)。
また、脂肪由来幹細胞を細胞シートとして、
気腫肺を被覆すると、肺が再生する。HGF
自体の静脈内投与でも、短期的にではあるが、
げっ歯類の肺の気腫化、線維化を抑制し、肺
での虚血再還流障害を抑制することが報告
されている(Makiuchi et al. J Heart Lung 
Trasnplant 2006)。 
これらの結果より、我々は、数種の幹細胞治
療の中で、脂肪由来幹細胞に着目し、肺の疾
患への治療効果を検討することとした。 
 
２．研究の目的 
  
仮説：脂肪由来幹細胞は、肺移植の分野に応
用すれば、移植肺の虚血再還流障害を予防し、
さらには、移植肺にも生着してキメラ化を促
進できる可能性がある。 
この研究では、脂肪由来幹細胞が肺障害を

抑制するか、移植肺に生着してキメラ化を促
すかを肺虚血再還流モデル、肺移植モデルを
使用して検証することを目的とした。 
（１）虚血再灌流モデルでは、手技の安定を
目指し、脂肪幹細胞を使う前に薬剤投与で実
験を行った後、同じ系で幹細胞の実験に入る
こととした。これは、PARP-1 阻害剤という抗
アポトーシス作用を持つ薬剤を頚静脈投与

して、その組織障害抑制作用を検証した。 
脂肪幹細胞による肺虚血再灌流障害抑制

の効果については、当科で研究していたが、
報告がなされてしまったため(Sun et al. 
Journal of Translational Medicine 2011, 
9:118)、中断した。 
(２)脂肪幹細胞投与の、肺移植モデルについ
ては、現在研究中である。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット虚血再灌流障害モデル 
肺の虚血再灌流モデルを Wister rat で作成
し、PARP-1 阻害剤という抗アポトーシス作用
を持つ薬剤を頚静脈投与した。 
生後 7 週の Wistar ラットを用い、全身麻

酔下にカニュレーションされた左頸静脈よ
り、生食もしくは 10 ㎎/kg の PJ34 を投与。
その 40 分後に左開胸による左肺門クランプ
モデルを作成した。虚血時間を 1 時間とし、
十分なinflation後閉胸した。偽手術群(sham
群)、虚血再灌流障害群(IR 群)と PARP 阻害薬
投与群(PARP-i 群)の 3群(各群：n=15)で評価
を行った。 
評価項目 
・再灌流後 2日目に、肺および肝・腎の組織
学的評価、肺の TUNEL 染色による評価および
血清中 PARP 活性を評価した。また、血清中
の肝機能(AST, ALT, LDH)を評価した。 
・再灌流後 4時間、2日目、7日目に、ELISA
で炎症性サイトカイン(TNF-α,IL-6)を評価
し、luciferase assay を用いて組織内 ATP 濃
度を測定した。また、湿乾肺重量比を評価し
炎症の程度の評価を行った。 
・酸化ストレス応答は、同一個体を用いて、
留置されたカテーテルから再灌流後 4 時間、
2日目、3日目、5日目、7日目に 0.5ml の血
液を採取して、Wismerll 社の F.R.E.E を用い
て評価した。 
 
・ラット肺門クランプによる虚血再灌流モデ
ルを用いたラット脂肪肝細胞投与モデルで
は、実験 2週間前にラットの両側大腿皮下の
脂肪組織から Cytori theraputis 社のプロト
コールに準じて脂肪肝細胞を採取、培養し、
1×10*6 個の脂肪幹細胞を得た。ヘパリン化
を行った虚血モデルのラットに対して、再灌
流開始と同時に頸静脈より脂肪幹細胞を緩
徐に投与。十分な肺の含気と気漏の有無を確
認して閉胸した。偽手術群、虚血再灌流障害
群、脂肪肝細胞投与＋虚血再灌流障害群の 3
群で比較を行い、再灌流後 48 時間の病理組
織所見を検討した。 
 
(2)ラット肺移植モデル 
Brown Norway ラットをドナー、Lewis ラット
をレシピエントとして、同所性アロ左肺移植
を行った。移植の 2週間前にレシピエントの
腹部脂肪から脂肪幹細胞を採取・培養した。
移植直後に脂肪幹細胞(1.0×106)を経静脈
的に投与した群(AD)、移植後から連日タクロ



リムス(0.5mg/kg)を投与した群(F)、移植直
後に脂肪幹細胞を投与し、タクロリムスを連
日投与した群(AF)、コントロールとして移植
後無治療群(C)の、4 群を作成した。移植 1、
3、7日目に犠牲死させ、病理学的評価やELISA
による血清学的評価を行った。幹細胞の局在
を把握するための、GFP に変わる蛍光物質と
して量子ドットを用いることとした。 
 
４．研究成果 
(1) ラット虚血再灌流障害モデル 
◆再灌流後 48時間の時点で IR群では強い炎
症が誘導されるのに対して、PARP-1 阻害剤投
与群においては炎症が抑制された。 

 
◆TUNEL 染色では、IR 群ではアポトーシスが
炎症細胞、肺胞上皮細胞、血管内皮細胞など
にみられるのに対して、PARP-i 群では sham
と同程度に抑制された。 
◆ATP 活性や PARP 活性、炎症性サイトカイン

も PARP-i 群で炎症が抑制されていることが
示された。 
◆酸化ストレス応答の指標として用いた、
d-ROM(酸化ストレス指標)、BAP(抗酸化力指
標)では特に BAP において、PARP-i 群が有意
に高値を示した。また、IR群では抗酸化力の
バランスが崩れた状態が7日目でも持続した。 
 
・ラット肺門クランプによる虚血再灌流モデ
ルを用いたラット脂肪肝細胞投与モデルで
は、n=3 では、肺胞間隔壁の肥厚は脂肪幹細
胞投与群でも虚血再灌流障害群と同程度に
確認されたが、炎症細胞浸潤は少ない傾向で
あった。また、再灌流後 4 時間、2 日目、7
日目で炎症性サイトカイン（IL-6,TNF-α）
を測定した。各群 n=3 で比較したが、虚血再
灌流障害に対して、脂肪幹細胞投与群では炎
症が抑制される傾向はあるものの、有意な差
までは得られなかった。 
 
(2) ラット肺移植モデル 
F群に比してAF群は拒絶のGradeが低い傾向
にあった(p=0.043)また、気管支周囲リンパ
節における PCNA labeling index が、 
AF 群において有意に低かった(p=0.03)。また、
AF 群では血中の HGF、IL-10 が高値を示し、
IL-2 が低値を示し、血清学的にも拒絶が抑制
されていることが確認された。さらに量子ド
ットを用いた脂肪幹細胞の蛍光染色から、投
与後の脂肪幹細胞が移植肺に残存している
ことが確認された。以上から脂肪幹細胞によ
る拒絶抑制の機序として、HGF 分泌による免
疫寛容が考えられた。現在投稿準備中である。 
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