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研究成果の概要（和文）：本研究では間葉系幹細胞の有する抗炎症効果、免疫調整効果に着目をして肺移植術後急性期
死亡の主因である急性移植肺機能不全の予防効果をマウス肺移植モデルを用いて検討をした。移植6時間後に移植肺よ
り回収した気管支肺胞洗浄液中のタンパク濃度はコントロール群に比して低値を示し炎症性サイトカインも低値を示す
傾向であった。病理組織学的検討でも間葉系幹細胞投与群では肺障害は軽度であることが示唆された。間葉系幹細胞は
再生医療以外にも抗炎症効果、免疫調整効果に着目をした臨床応用が行われ始めているが、肺移植においても応用が可
能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Primary graft dysfunction is a major cause of morbidity and mortality after lung 
transplantation. Mesenchymal stem cells (MSCs) have a suppress inflammation and immune responses. We 
examined whether MSCs attenuate ischemia-reperfusion injury in a mouse model of lung transplantation. 
Mouse lungs were preserved at 4°C for 18 h. Human MSCs were injected into the lung grafts, and 
orthotopic left lung transplantation was performed. The lung isografts were reperfused for 6 hours. 
Protein concentration and cell count in Bronchioalveolar lavage fluid were significantly lower in the 
MSC-administered grafts than in the PBS-administered controls. Concentrations of proinflammatory 
cytokines showed a decreasing trend in the MSC-administered grafts compared with the 
controls.Pretransplant administration of MSC may attenuate ischemia-reperfusion injury after prolonged 
cold ischemia in the mouse model of lung transplantation.

研究分野：胸部外科
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１．研究開始当初の背景 
肺移植は重症呼吸不全に対しする有効な治
療法として1990年代より欧米を中心に普
及・発展し、累積症例数はすでに32000例を
超える。本邦においても2000年に東北大学、
大阪大学で国内初の脳死肺移植が行われ、
2013年4月現在298例(脳死168例、生体130例)
の肺移植が行われている。しかし、術後3 0
日以内の死亡は現在でも約1 0％と高率であ
り，早急な改善が求められている①。肺移植
後30日以内の死亡の約30％を占めるのが，移
植肺機能不全（Primary Graft Dysfunctio n ; 
PGD）である。臨床的には肺水腫、肺動脈圧
上昇、低酸素血症を認める。PGDの 原因はド
ナー肺摘出・冷保存から肺移植・血液の再灌
流後まで間に加わる様々なストレス、いわゆ
る虚血再灌流障害と考えられている②。虚血
再灌流障害の原因は未だ解明されていない
点も多いが、その病態は敗血症やARDS/ALIに
類似した血管内皮細胞と肺胞上皮細胞の傷
害と考えられる。間葉系幹細胞（MSC; 
Mesenchymal Stem Cell）は骨髄や脂肪組織
に存在し、骨、脂肪、軟骨へ分化能を有する
細胞集団であり再生医療への応用が進んで
いる。MSCは分化能の他に多くの液性因子を
産生し抗炎症作用・免疫抑制作用を発揮する
③。すでに骨髄移植後の移植片対宿主病の治
療などに応用されており、臨床的な安全性も
高い④。申請者はMSCがIL-1 receptor 
antagonist，IL-10，PGE2, TSG-6など免疫調
節・炎症抑制作用を有する多彩な液性因子を
分泌する点に着目し、MSCによる肺移植後PGD
の予防・治療への応用を検討した。 
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２．研究の目的 
(1)MSCが肺移植後のPGDの予防・治療に有効
であるか否かを検討した報告はなかった。こ
れまでMSCを用いた実験的研究として、呼吸
器領域では、低酸素・アシドーシス下の肺胞
細胞保護①、ブレオマイシンによる急性肺傷
害軽減作用②、Elastase による肺気腫形成
軽減作用③、Sepsis による急性肺傷害軽減
作用④などが報告されている。しかし、 MSC

が肺移植後のPGD の予防・治療に有効である
か否かを検討した報告はない。 
また，本研究の特徴は、MSCを移植前から用
いることである。PGDが発症した際の治療に
関しては多くの研究が行なわれているが，移
植前の処置によりそれを軽減させようとし
た試みはほとんどない。MSCの投与が敗血症
などに合併した急性肺傷害に有効との研究
結果が近年報告されており、急性肺傷害と類
似した病態と考えられているPGDに対しても
その効果が期待される。 
(2)PGDの予防・治療にあたっては，これまで
肺保存液の改良，炎症性サイトカインや好中
球エラスターゼの抑制，さらに移植肺循環不
全の改善などに焦点が当てられてきた⑤。し
かし，現在のPGD に対する治療戦略は一定の
成果をあげていると考えられるがこれを完
全に抑制することはできず、PGD による周術
期死亡は少なくない。一つには、肺血管内皮
細胞傷害がある程度以上進行してしまった
状況では現行の様々な治療の効果は限定的
であることに由来すると推測される。この状
況を解消するためには、移植する前の段階で
ドナー肺のコンディショニングを行い、肺血
管内皮細胞傷害をできる限り改善させてお
くことが重要であると思われる。MSC は液性
因子の分泌により抗炎症作用をきたす他に、
肺へ直接投与した場合には、肺細胞と直接的
な相互作用によりMSCのもつミトコンドリア
を肺細胞へ移送し肺保護作用をもたらす⑥。
本研究は、移植肺に対する細胞治療という新
しい発想に基づいて、PGD に対する予防戦略
を提案する試みである。 
本研究で期待される成果の一つは、移植前の
ドナー肺の機能改善により、PGDの発生率な
らびにPGDによる死亡率を大きく減少させる
可能性である。また、MSCが長期間肺内で活
性を維持する可能性があり、その場合抗炎症
作用が持続する場合には、肺移植後の免疫抑
制療法に変革を持たしうる可能性がある。 
もう一つ重要な点は、これまで移植不可とさ
れてきたようなドナー肺の機能を改善させ
られる可能性を持つ点である。現在，肺移植
に用いられているのは，全脳死ドナーの20％
程度に過ぎないとされている。本邦では肺移
植待機中の呼吸不全患者の半数は待機中に
肺移植を受けることなく死亡している。現在、
欧米では従来移植を断念されていたドナー
肺に対しex vivo 肺灌流(EVLP)を行い、ドナ
ー肺の再評価、さらには薬剤の投与により機
能改善を行った後に肺移植を行うことが試
みられている⑦。今回の小動物実験により移
植肺の機能改善がみられれば、次の段階とし
て大動物実験、及び大動物肺を用いたEVLP 
へのヒトMSC投与による肺機能改善効果の検
討を行い、最終的には臨床応用も期待される。
つまり、本研究の成果により，ドナー肺の利
用率を向上させることができれば、肺移植待
機患者の待機中死亡を減少が期待できる。 
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３．研究の方法 
(1) MSCの培養 
テキサス農工大学のProckop教授より供与さ
れたhMSCおよびmMSCを使用する。hMSCは健常
成人ドナーより提供された初代培養細胞を
16.7%FBS＋83.3%αMEMで培養し、3継代目培
養細胞を実験に使用する。hMSCは幹細胞とし
てのcharacterを維持するため60cells/cm2
という少細胞数で播種し培養する。同大が供
与するhMSCは健常ボランティアの骨髄から
同意を得て得られたものである。研究目的で
米国外に供与されることは、同大の倫理委員
会とアメリカ国立衛生研究所から承認を受
けている。なお，hMSCは通常の体組織と異種
抗原・同種抗原の発現様式が異なり，またそ
れ自体が有する免疫抑制作用のため、マウス
に投与して異種間拒絶反応が起こったとい
う報告はない。mMSCはC57BL/6Jマウス骨髄由
来の5継代培養細胞を10%FBS＋10%ウマ血清
＋80%IMDMを用いて培養し7継代目培養細胞
を実験に使用する。mMSCは幹細胞の
characterを維持するため50cells/cm2で播
種し培養する。 
(2) マウス左肺移植モデル 
ドナーマウスを麻酔し、ヘパリンを静脈投与
し抗凝固を行う。気管を切開し20Gの静脈留
置針の外とうを挿入する。小動物用人工呼吸
器へ接続し胸腹部正中切開を行う。氷冷した
Lowpotassium dextran肺保存液2mlを肺動脈
より灌流し、心肺ブロックを摘出する。心肺

ブロックは4℃で18時間保存し、左肺静脈、
左肺動脈、左気管支へそれぞれ20G、24G、20G
の静脈留置針の外とうで作成したカフを装
着する。MSCは、カフ装着直後にドナー肺の
左肺動脈または左気管支から投与する。 
①MSCの経左肺動脈投与 
24Gの静脈留置針の外とうを1mLシリンジに
装着し、hMSC懸濁液またはmMSC懸濁液、コン
トロールとしてりん酸緩衝生理食塩水(PBS)
を左肺動脈に装着したカフより投与する。 
②MSCの経左気管支投与 
マウス気管内投与用スプレーを用いて、hMSC 
懸濁液またはmMSC 懸濁液、コントロールと
してPBS を左気管支に装着したカフより投
与する。 
一方、レシピエントマウスは麻酔した後。20G
の静脈留置針の外とうを経口挿管し小動物
用人工呼吸器へ接続する。第4肋間で左開胸
し、肺門部を剥離する。左肺動脈、左気管支、
左肺静脈を剥離し9-0絹糸およりクリップで
それぞれをクランプする。ドナー肺の左肺動
脈、左気管支、左肺静脈のカフをそれぞれレ
シピエントの肺門組織へ挿入し10-0ナイロ
ンで結紮する。 
(3) 気管支肺胞洗浄液の評価 
レシピエントマウスを肺移植6時間、24時間
後に安楽死させる。右肺門をクリップで遮断
し左肺、へPBS400μlx2回注入、気管支肺胞
洗浄液として回収する。回収した気管支肺胞
洗浄液は遠心し細胞成分と上清に分離する。
一部を用いて細胞数の計測を行い、残りは塗
抹標本とし、細胞分画を計測する。上清はBCA
法でタンパク濃度を計測する。また、多項目
のサイトカインを測定できるBio-Plex サス
ペンションビーズアレイシステムを用いて
気管支肺胞洗浄液中のTNFα、IL-1β、IL-6、
KC、MCP1、IL-10、IL17A等のサイトカインを
測定する。細胞数、タンパク濃度により肺傷
害の程度を比較する。 
気管支肺胞洗浄後、残った左肺の一部は
-84℃で凍結保存し、後日DNA、RNAについて
解析を行う。残り左肺は-84℃で保存し、後
日タンパク発現の解析を行う。 
(4) 組織学的評価 
レシピエントマウスを肺移植6時間に安楽死
させる。左肺をホルマリン固定し、HE染色を
行い肺傷害の比較検討を行う。また、ヒトMHC 
classⅠ特異的抗体を用いてhMSCの免疫染色
を行い、hMSCの肺内での局在を検討する。 
 
４．研究成果 
 (1) MSC の培養 
テキサス農工大学より供与されたMSCは同一
条件で培養可能であった。 
 (2) マウス左肺移植 
マウス左肺移植の成功率は 80-90%程度を確
保しているため、同モデルを用いて MSC の効
果検討を行った。 
 (3)気管支肺胞洗浄液の解析 
MSC を肺動脈または気管支より投与後に気管



支肺胞洗浄液を回収し解析を行った。MSC を
肺動脈から投与後6時間での気管支肺胞洗浄
液中のタンパク濃度、細胞数はコントロール
群に比し低値を示した(図１、図２)。気管支
肺胞洗浄液中のマウス由来のサイトカイン
濃度は Bioplex を用いて測定をした。TNFα
等の炎症性サイトカインは低値を示した。 
 (4)移植肺の組織学的評価 
 移植肺のうっ血や肺動脈周囲の浮腫は MSC
投与群では軽度であった。ヒト MHC class1
抗体を用いた免疫染色ではMSCは肺動脈や肺
の間質に局在していた(図 3)。 
図１ 気管支肺胞洗浄液中のタンパク濃度 

 
図２ 気管支肺胞洗浄液中の細胞数 

図 3 ヒト MHC class１免疫染色 
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