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研究成果の概要（和文）：喉頭気管狭窄のモデルとして擦過によりラットにおける安定した喉頭気管狭窄モデルを作成
した。センダイウイルスベクター（SeV）は核内に取り込まれない安全なウイルスベクターであるが、SeVの局所スプレ
ー塗布を行い、塗布により3-4%程度の範囲で創部に遺伝子導入が可能であることを示した。c-myc抑制遺伝子であるFIR
遺伝子を搭載したSeV投与により気道狭窄の改善が見られ、生存率の低下も回避した。免疫染色ではc-Mycの発現低下が
みられ、FIRによるc-myc遺伝子発現抑制による気管狭窄を抑制効果と考えられた。
免疫抑制剤タクロリムスの気管狭窄治療予防効果についても低用量タクロリムスの有用性を報告した。

研究成果の概要（英文）：Animal model of laryngeal and tracheal stenosis was established by brushing from 
tracheostoma. We chose Sendai virus vector (SeV) as a gene transfer method. Gene transfer to 
laryngotracheal wound was possible by spraying SeV in 3-4 % of wound area. Administration of FIR gene 
which is a suppressor of c-myc gene carried by SeV improved tracheal stenosis and survival rate. 
Immunohistochemical staining of c-Myc also showed low expression level by FIR gene administration in 
layngotracheal brushing model.
Effect of systemic administration of immunosuppressant tacrolimus for prevention of tracheal stenosis was 
evaluated. Low dose tacrolimus administration showed preventative effect of tracheal stenosis by 
suppressing calcineurin/ nuclear factor of activated T cell / interleukin 2 pathway.

研究分野： laryngology, otorhinolaryngology
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１． 研究開始当初の背景 
喉頭・気管狭窄は長期気管挿管、炎症性疾患、
気管外傷、熱傷などにより粘膜の肉芽形成、
瘢痕化、線維化を生じる難治性の疾患であり、
生命や quality of life(QOL)にも重大な影響
を及ぼしうる疾患である。現在明らかなエビ
デンスのある治療法はなく、新たな治療法の
開発が望まれている。 
センダイウイルスベクター（以下 SeV）は転
写・複製がすべて細胞質内で行われ、複製の
際の DNA相がないことを特徴とする RNAウイ
ルスで、宿主染色体との相互作用が原理的に
なく、ヒトに対する病原性は報告されていな
い。さらに気道粘膜への遺伝子発現効率はア
デノウイルスベクター以上とされており、簡
便で非侵襲的な喉頭・気管上皮への導入方法
を確立すれば耳鼻咽喉科領域で難治性疾患
として知られる瘢痕性喉頭・気管狭窄への臨
床応用が期待できる。狭窄の予防や肉芽形成
抑制といった治療は数週間程度の期間にお
いて治療薬の効果が発現する必要があるが、
遺伝子導入は単回投与で持続的に長期間に
わたり治療因子が局所に発現されるという
ドラッグデリバリーシステムとして最適で
ある。 
 
２． 研究の目的 
本研究では喉頭・気管狭窄に対するセンダイ
ウイルスベクター遺伝子導入と炎症や瘢痕
化抑制のための治療遺伝子導入の効果を検
討する。また分子標的薬を用いた新しい治療
法の開発や機序の解明を目的とする 
 
３． 研究の方法 
（１）喉頭気管狭窄モデルとして気管切開孔
から喉頭気管をブラッシングすることによ
り狭窄モデルを作成した。Fusion 遺伝子を
欠失させたレポーターセンダイウイルスベ
クターGFP-SeV/ΔF を投与し、正常喉頭気管
粘膜における発現を評価した。次に粘膜擦過
による喉頭気管狭窄モデルに対してSeVを注
射ないし局所スプレー塗布を行い導入遺伝
子発現を評価した。次に LacZ 遺伝子を搭載
した SeV 遺伝子導入を行い、遺伝子発現期間
について検討を行った。 
 
（２）SeV による遺伝子導入が可能であるこ
とを確認し、治療遺伝子として細胞増殖に強
く関与する c-myc 抑制遺伝子である FIR（far 
upstream element (FUSE)-binding protein 
interacting repressor）遺伝子を搭載し、
さらに安全性を高めるために融合蛋白を欠
損させて非伝播型としたFIR-SeV/⊿Fを構築
した。、気管粘膜ブラッシングのモデルを用
いて、FIR-SeV/⊿F を創部に直接投与を行っ
た。比較対照群としては気管切開孔よりブラ
ッシングのみを行い、両群とも死亡時または
5 日後に喉頭気管摘出し創傷治癒について評
価を行った。 
 

（３）次に喉頭気管狭窄の病態については過
剰な免疫反応によるものと考えられる症例
も多いため、冠動脈の狭窄予防で薬剤溶出性
ステントにも用いられているタクロリムス
の効果について検討を行った。前述のラット
気管粘膜ブラッシングモデルを用いて気管
孔から粘膜の擦過を行った。タクロリムス
0.2 ㎎/Kg, 1.0mg/Kg の低用量、高用量の二
群に分けて各々5 日間連続全身投与を行った。
効果についてはブラッシングの9日後に喉頭
気管摘出を行い、気道の HE 染色による面積
評価を行い、nuclear factor of activated T 
cell (NFATC)と interleukin 2 に対する免疫
染色を行った。 
 
４．研究成果 
（１）気管孔からのブラッシングによる狭窄
モデルは安定した喉頭気管狭窄を生じ、狭窄
の程度は面積において平均 60%であった。正
常喉頭気管粘膜におけるGFP遺伝子の発現を
評価すると投与方法としては局所塗布が有
用であった。LacZ-SeV/ΔF 導入遺伝子の発現
は 3 日でピークを迎えその後 14 日まで減弱
していき、比較的長期間の遺伝子発現が可能
であった。LacZ 遺伝子産物であるβガラクト
シダーゼ発現領域を調べたところ、投与後 3
日 5.22％、7 日 2.44％、14 日 1.45％であっ
た。 
気管、輪状軟骨、声帯レベルにおける損傷粘
膜に対しての SeV による遺伝子導入効率は
3.35 - 3.66％であり、正常粘膜と同等の遺
伝子導入効率であった。部位としては粘膜、
粘膜下層の組織に遺伝子導入を行うことが
可能であった。レポーター遺伝子導入の実験
において喉頭気管の粘膜損傷に対する遺伝
子導入が可能であることが示された。 
 
（２）治療遺伝子投与実験では、対照群にお
いては気道粘膜の過形成、線維化、血管新生、
膠原線維の増生を認めたが、FIR-SeV/⊿F 処
置群においては気道狭窄の程度は改善して
おり、気道狭窄による生存率の低下も回避し
えた。c-Myc 免疫染色の結果では FIR-SeV/⊿
F 処置群において c-Myc 発現の低下を認め、
FIR 遺伝子導入が c-myc 遺伝子発現を抑制す
ることにより気管狭窄を抑制していると考
えられた。術後再狭窄予防のための補助的治
療や長期気管挿管などのハイリスク患者へ
の予防投与への臨床応用が期待できる。 
 
（３）タクロリムスによる気管狭窄予防目的
の実験においては無治療群では高度の線維
化、血管新生、コラーゲン沈着が見られた。
低用量 0.2 ㎎/Kg のタクロリムス全身投与で
狭窄の予防効果が認められた。高用量
1.0mg/Kg での増強効果は認められなかった。
免疫染色ではタクロリムスの投与後に NFATC
と IL2 が粘膜下の線維芽細胞、新生血管、腺
組織において抑制されていた。低用量のタク
ロリムスはカルシニューリン/NFATC/IL2 の



経路を抑制することにより免疫反応を抑え、
喉頭気管狭窄を予防する効果があると考え
られた。 
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