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研究成果の概要（和文）：移植後肺合併症発症マウスモデルにおいて、AT1受容体拮抗剤投与群では、組織学的に有意
に繊維化が軽減していることが判明した。しかし、マウス生存率ではAT1受容体拮抗剤投与群と非投与群間で有意な差
を認めなかった。この原因として、ほとんどのマウスが重症GVHDを発症したためと考えられた。
組織学的に、肺繊維化を軽減することが明らかとなり、GVHDをAT1受容体拮抗剤が抑えることはできないものの、移植
後非感染性肺合併症の発症予防には有力な薬剤であることが示唆される結果を得た。現在、論文作成中である。

研究成果の概要（英文）：Angiotensin 1 receptor antagonist may be a candidate drug for prevent developing 
non-infectious pulmonary complication after hematopoietic stem cell transplantation. However, in mice 
transplantation model, we could not see survival benefit by AT1 receptor antagonist. But AT1 receptor 
antagonist reduces the incident of mice pulmonary fibrosis in the model.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
 造血幹細胞移植(HSCT)は血液悪性腫瘍の
みならず、種々の悪性腫瘍、再生不良性貧
血、先天性代謝疾患などに対する根治術と
して期待される治療法であり、高い治癒率
が期待出来る治療であるが、ドナー・レシ
ピエント間の免疫応答に起因する移植後合
併症による移植関連死亡率が高率であるこ
とが本治療法の問題点である。 
 移植後合併症で最も重大な問題は移植片
対宿主病（GVHD）であるが、GVHD と同様に
発症のメカニズムが解明されず、治療法が
確立されていない非感染性移植後肺合併症
は HSCT 症例の 7〜14%程度で発症し致死率
が 50〜80%ときわめて重篤な合併症である。
進行性の呼吸不全を特徴としており、造血
幹細胞移植施設において常に問題となって
いる合併症である。原因として同種免疫反
応・前処置・薬剤毒性などの関与が考えら
れているが、依然として不明である。移植
後肺合併症マウスモデルでの検討では、同
種免疫反応による炎症性サイトカインの関
与がこれまでに示されている。しかし、実
臨床においては多くの症例で免疫抑制剤が
無効であり、同種免疫反応の関与があるの
か否かはっきりせず、同種免疫反応以外の
因子が存在することを示唆する。 
 我々は、その病理組織像が肺線維症や特
発性間質性肺炎と類似していることに着目
し、HSCT 後の非感染性移植後肺合併症も RA
系が関与すると考えている。これは、これ
までに我が非感染性移植後肺合併症に対す
る疾患関連遺伝子多型解析を調査し、ACE 
(Angiotensin converting enzyme)遺伝子の
Insertion/Deletion 遺伝子多型が移植後
肺合併症発症例において Deletion をホモ
で有している DD の場合に非感染性移植後
肺合併症が有意に高頻度であることを確認
しているためである(M Onizuka et al, Bone 
Marrow Transplantat. 36(7):617-620, 
2005)。この遺伝子多型の関与は特発性間質
性 肺 炎 に お い て も 指 摘 さ れ て お り 
(Morrison CD et al, Hum Pathol. 32: 521
–528, 2001)、RA 系の肺線維化への関与を
示唆する所見である。ACE 遺伝子多型は ACE
産生能に影響し、遺伝子型が DD > ID > II
の 順 に ACE 血 中 濃 度 が 高 く な り 、
Angiotensin II の血中濃度が高くなる。
Angiotensin II は肺繊維芽細胞上皮に存在
する AT1 レセプターを介して組織の線維化
を促すことが知られており、ACE 遺伝子多
型で DD を遺伝子型として持つ症例は組織
が線維化を起こしやすことが知られている。
特に、肺では損傷治癒の過程で ACE は繊維
化を促進することが証明されている(Imai 
et al, Nature 2005)。これらのことから、
DD を有する症例では非感染性移植後肺合
併症を発症しやすいと考える。 
 
 

２．研究の目的 
 移植後肺合併症は、造血幹細胞移植
(HSCT)後合併症の中でも致死率が高く治療
法が確立されていない。その発症のメカニ
ズムは不明であるが、病理組織学的には肺
組織の繊維化が確認される。一方で肺線維
症の発症にレニン・アンギオテンシン(RA)
系が関与することが報告された。我々は移
植後肺合併症における RA 系の関与を確認
するため、ACE 遺伝子多型を解析し、移植
後肺合併症発症に関与していることを独立
した２つの集団で確認した。本研究は移植
後肺合併症発症に RA 系がどの様に関与す
るか明らかにし、その知見を元に、予防お
よび治療法を開発することを目的とする。 
 これまでの臨床症例における研究から非
感染性移植後肺合併症の発症にレニン・ア
ンギオテンシン系が関与することが示唆さ
れる結果を得ているが、動物実験を行い具
体的に発症のメカニズムにどう関与するの
かを解明する必要があり、また最大の興味
事項は、これまで有効な治療法がなかった
移植後肺合併症に対する治療法として ACE
阻害剤あるいは AT1 受容体拮抗剤が有効か
どうかを確認する必要がある。そのために、
本研究では、３年間の研究により次の４点
について明らかにしてゆく計画である。 
（１） C57BL/6マウスをドナーとしB6マ
ウスをレシピエントとする、造血幹細胞移
植後肺合併症マウスモデルを用い、ACE 阻
害剤・AT1 受容体拮抗剤を投与の有無によ
る肺組織の変化を、組織学的と分子生物学
的手法により定量化する。 
（２） ACE 阻害剤・AT1 受容体拮抗剤の繊
維化に対する影響は両者で異なっており、
どちらの薬剤が移植後肺合併症の発症を効
率よく抑制するかを確認する。ここで、ACE
阻害剤と AT1 受容体拮抗剤の繊維化抑制を
詳細に比較することにより、RA 系と移植後
肺合併症発症の関連をより明確にすること
が可能と考える。 
（３） 治療介入のタイミングはどの時点
であるかを、動物実験モデルにより証明す
る。我々は肺合併症発症には同種免疫反応
だけではなく、放射線照射や薬剤毒性など
の複数の因子が存在することを想定してい
る。このため、治療介入を移植前処置前よ
り開始する場合、および、ドナー血球によ
る同種免疫反応が起きる頃に開始する場合、
あるいは肺合併症が発症してから開始する
場合で、最も効果があるのがどの時点かを
確認することが、この仮説を裏付けること
になる。最終的に、RA 系の関与がどのよう
な調整因子に影響するかを解明し、それを
薬剤投与により阻止あるいは改善すること
が可能かどうかを証明する。また、本研究
が将来臨床試験に発展する場合に、薬剤開
始の時期を決定するテーマである。 
 
 



３．研究の方法 
移植後肺合併症マウスモデルの至適条件の
設定から開始した。 
ドナーマウスとして C57BL/6(H-2 ハプロタ
イプ:b)を、レシピエントマウスとして
(C57BL/6×DBA/2)のF1であるB6D2F1 ( H-2
ハプロタイプ:b/d)を用いた。レシピエント
マウスは移植前処置として致死量の全身放
射線照射を行った。ドナーマウスからは骨
髄細胞(BM)および脾臓細胞(Sp)細胞を採取
し、BM は単核球を比重分離した後に抗マウ
スCD90モノクローナル抗体にてT細胞除去
処理した後に造血幹細胞としてレシピエン
トマウスに尾静脈より移植した。Sp 細胞は
単核球を比重分離した後、T 細胞除去せず
にレシピエントマウスに尾静脈よりドナー
骨髄有核細胞と脾細胞を混合して移植した。
移植する細胞の種類および/または量の違
いにより次のモデルを作製し使用した。 
①正常コントロール群（GVHD が起こらない
群）：T細胞除去処理 BM 細胞（1x10*7/マウ
ス）のみ移植する群。 
②肺合併症群：T細胞除去 BM 細胞（1x10*7/
マウス）および Sp 細胞(5x10*6/マウス)を
移植する。 
 
AT1受容体拮抗剤はOlmesartanを使用した。
カリニ肺炎を予防するために ST 合剤を飲
水に混入し、衛生的環境下において最大１
８週間飼育する。これらのマウスモデルを
使用し、移植後最長で１８週間飼育とした。
移植後３週、６週、９週、１２週、１５週、
１８週と検体を収集した。 
① ACE 阻害剤あるいは AT1 受容体拮
抗剤が移植後肺合併症マウスモデルに与え
る影響の検討；薬剤投薬は、放射線前処置
開始日より始めた。薬剤投与群と非投与群
を作成し、移植後 6週から３週間おきに最
長１８週まで飼育し、移植後３週ごとに非
投与群と投与群の肺胞洗浄液、血液、肺、
消化管、肝臓、皮膚を採取した。 
② 作用機序の検討；移植後肺合併症
マウスモデルにおいて RA 系の関与を明確
にするためにACE knockoutマウスを用いた
移植モデルにおいて、肺合併症の程度を評
価する。また、knockout マウスにおける薬
剤投与の影響に関しても評価検討した。 
③ 薬剤投与の至適化；投与開始時期
および投与量の検討を行い、至適な薬剤投
与条件を決定する。また、すでに発症した
移植後肺合併症を ACE 阻害剤投与により改
善するかどうかを検討した。 
 
AT1 受容体拮抗剤投与群において、肺の表
現系がどのように変化するかを詳細に捕ら
える。肺組織を採取して HE、AZAN、Masson 
tricrome 染色などの組織学的な検討によ
り肺の炎症・線維化を確認し、ACE 阻害剤
投与群と非投与群とで肺の炎症・繊維化に
差があるか否かを観察した。また、免疫組

織科学的染色法を用いて、詳細を検討した。 
 また、肺組織における ACE、Angiotensin 
II、TGFβ、HIF1-α、CCR4、MIP-1、KL6 な
どの蛋白の発現、および定量 PCR 法により
遺伝子の発現量を定量し、薬剤投与群と非
投与群において差が生じるか評価した。 
 
４．研究成果 
移植後肺合併症発症マウスモデルにおいて、
AT1 受容体拮抗剤投与群では、組織学的に
有意に繊維化が軽減していることが判明し
た。しかし、マウス体重変化、および生存
率では AT1 受容体拮抗剤投与群と非投与群
間で有意な差を認めなかった。この原因と
して、使用した移植モデルがドナーマウス
として C57BL/6(H-2 ハプロタイプ:b)を、レ
シピエントマウスとして(C57BL/6×DBA/2)
の F1 である B6D2F1 ( H-2 ハプロタイ
プ:b/d)を用いたため、ほとんどのマウスが
重症 GVHD を発症したためであった。 
 このことは、組織学的に、AT1 受容体拮
抗剤を投与群と非投与群では皮膚、肝臓、
消化管の GVHD 像に差が認められなかった
ことからうかがえた。 
 一方で組織学的に、肺繊維化を軽減する
ことが明らかとなった。肺繊維化の組織所
見は薬剤投与を移植後 2週間後に開始した
群では非投与群と大きな差を認めなかった。
このことから、移植日に前処置の全身放射
線照射をおこなうマウス移植モデルでは、
移植日からの薬剤投与により繊維化が改善
することがうかがわれた。GVHD を AT1 受容
体拮抗剤が抑えることはできないものの、
移植後非感染性肺合併症の発症予防には有
力な薬剤であることが示唆される結果を得
た。 
 ACE 阻害剤投与による肺合併症予防モデ
ルは今回の研究期間中に検討することがで
きなかったものの、AT1 受容体拮抗剤の効
果は明らかにすることができた。今後は造
血細胞移植症例における前向き臨床試験を
計画する。今回のマウス実験の結果は現在
論文化作業を遂行中である。 
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