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研究成果の概要（和文）：　独自開発した超弾性代用気管コイルの有用性を高めるため、コイル周辺に形成される肉芽
組織を抑制する方策を検討した。線維化に関係する細胞内mTORシグナルに注目し、家兎気管欠損モデルで肉芽組織内発
現を検討したところ、20～40倍にmTOR活性は亢進し、mTORシグナルを抑制するラパマイシ投与により、5～15倍程度に
発現が抑制された。しかし、術前からの投与では肉芽組織は病的な半液性に変化し呼吸器感染等を惹起するため、投与
法を検討し術後2週より投与することで、この問題を克服できた。また、気管欠損部の修復機転には、細胞増殖活性低
下など障害された機転が存在し、これらを改善することが次の方策と考えられた。

研究成果の概要（英文）：In order to prevent a formation of granulation tissue around the original 
artificial trachea, made of super-elastic wire, mTOR signal system in the granulation tissue was examined 
using rabbit tracheal defect model. In granulation tissue, mTOR activity was increased up to 20―40 folds 
in comparison with tracheal epithelium. Application of rapamycin, which blocked the mTOR signal system, 
partially blocked the mTOR activation. At the same time, the granulation tissue changed into the 
pathological condition, which induced respiratory infection. We have examined the proper method of 
application of rapamycin and it was found that the application of rapamycin starting from the 2 weeks 
after operation induced the favorable results. It is also suggested that the natural healing process of 
the tracheal wall defect is compromised and obtaining an improvement in this healing process should be 
one of the treatment strategies for tracheal pathologies.

研究分野：小児外科
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１．研究開始当初の背景 
 小児外科領域において適切な気管形成術
は未解決な領域で、今後の新たな展開が求め
られている。 
 気管欠損モデルにおいて人工物を用いた
気管形成実験は、人工ポリマーが開発された
1950年代から1970年にかけてマーレックス
メッシュ、ナイロン、テフロン、シリコンな
ど種々の素材を用いたチューブが試され、さ
らにガラスやステンレスチューブなどの金
属が試されたが、肉芽形成に伴う感染を克服
できず、それ以降 bio-material や tissue 
engineered material に研究がシフトしてい
る。 
 一方、家兎を用いた気管欠損モデル実験で
は、欠損部をそのまま放置した場合、欠損孔
は 1〜2 週のうちに繊毛上皮で裏打ちされた
薄い線維性被膜で覆われ治癒し、気漏や呼吸
障害を来すことはない。しかし、気管軟骨や
平滑筋の再生はなく、欠損孔の大きさに比例
した気管狭窄が問題となる。そこで、気管内
に代用気管ステントを留置することで狭窄
を来さず線維性被膜で欠損孔を被覆させる
ことができれば新しい治療法の開発に繋が
ると考え、長期間弾性を保つチタン・ニッケ
ル形状記憶合金ワイヤーに注目し、種々の形
状のワイヤーを代用気管として用い、その効
果を検討してきた。これらの研究は、平成 20
年度「シーズ発掘試験」「チタン形状記憶合
金ステントを用いた気管欠損部閉鎖法の開
発」と研究成果最適展開支援事業A-STEP FS
ステージ探索タイプ平成 22 年度「家兎にお
ける代用気管としての形状記憶合金コイル
の有用性の検討」の課題で研究助成を受け行
った。 
 継続したこれら研究を通じて家兎の気管
欠損モデルにおいて、チタン・ニッケル合金
ワイヤーを用いた紡錘形コイル（図１）によ
る代用気管内ステント治療法を開発したが、
ステント周囲の肉芽形成のため内腔の狭窄
または閉塞が不可避的に発生した。現在まで、
種々に工夫することで生存率の改善が得ら
れてきたが、未だに長期生存率は 60%程度に
留まっている。 

図１．超弾性コイルを用いた紡錘形コイル．
プロトタイプモデル。出荷時の状態を示す。
実際の実験には、両端のワイヤーを切除して
用いる。 
 これらの研究を通じて金属代用気管のよ
うな異物の存在下では、ステントの形状を工
夫しても、肉芽の形成を完全に予防すること
は不可能と結論された。そこで新しい戦略と
して、近年肉芽形成に関与しているとされる
細胞内mTORシグナル系の解析を行い、肉
芽組織の産生にmTORシグナルが関与して
いるのであれば、活性化されたシグナルを
mTOR阻害薬であるラパマイシンで抑制す
ることで、肉芽形成のない代用気管を用いた
自然欠損孔閉鎖が可能であるとの発想に至
った。 
 
２．研究の目的 
 今回は、肉芽形成に関与すると考えられて
いる細胞増殖／mTORシグナル系に注目し、
家兎気管大欠損モデルにおいてmTORシグ
ナル解析を行い、肉芽形成におけるmTOR
シグナル系の関与を明らかにする。次に、
mTOR阻害薬であるラパマイシンを投与し、
どの投与法法が最も効果的な肉芽予防効果
を有するかを検討し、最終的に、最も臨床応
用可能な代用気管ステントの理論と手技を
提唱する。 
 
３．研究の方法 
（１） 家兎気管大欠損モデルの作成 
 体重 2.5kg 前後、週齢 12-13 の白色家兎
（Kbt: JW rabbit, Biotik Company, Tosu, 
Japan）を、動物用ケタラール（35 mg /kg）
とキシラジン（5 mg /kg）を筋注し、自発呼
吸の維持された全身麻酔状態とする。頚部気
管を露出し、6軟骨輪の長さに渡って気管前
半部を摘出し、気管大欠損モデルとする。欠
損部に留置するコイルステントは、直径
0.4mmのチタン・ニッケル合金超弾性ワイヤ
ーで、ソルブ社に依頼し、中心最大系 6mm
両端径 4mm、長さ 2cmの家兎にあったコイ
ル形状としている。動物実験では、コイルの
形状をさらに工夫し、生存率の向上がえられ
るか否かも検討する。実験計画は、学内倫理
委員会の審査と承認を受けている。 
（２）生化学的実験方法 
この気管大欠損部に発生する肉芽組織を用
いて次の免疫組織染色、Westernblot解析、
PCR解析を行う。 
① 免疫組織染色：プロテアーゼ・フォスフ
ァターゼ阻害剤添加パラホルムアルデヒド
に肉芽組織を 18 時間固定後、以下の蛍光免
疫組織染色を行う。 



i) 細胞周期の解析：PCNA(細胞周期G2-S期)、
サイクリン D1・リン酸化サイクリン依存性
キナーゼ 4/6 (G2 期)、サイクリン B (G2/M
期)、リン酸化 cdc2(Ｍ期)の組み合わせを行う。
肉芽は様々な細胞成分で構成されているこ
とにも留意し、F4/89染色(マクロファージ）、
pan reicular 染色（繊維芽細胞）、CD4/8 染
色（リンパ球）、サイトケラチン８染色（気
管支由来上皮細胞）、α平滑筋アクチン、Ｃ
Ｄ１０、あるいはカルポニン染色（気管支由
来平滑筋）で各々２重染色を行い、各細胞に
おける増殖の差異を検討して、気管ステント
による肉芽反応に最も関与する可能性のあ
る細胞群の同定に努める。 
ii) mTORシグナル系の解析：mTORを構成
するキナーゼ因子群のリン酸化状態を免疫
染色によって観察する。次の因子が染色可能
で あ る 。 phospho-Akt (Thr308), 
phospho-Akt (Ser473), phospho-m-TOR 
(Ser2448), phospho-STAT3 (Tyr705), 
phospho-S6RP (Ser240-244)。 
② Western blot 解析：家兎気管の一部を輪
切りにして、サクリファイス時に直ちに液体
窒素に凍結し、柔プラスチック小容器内でハ
ンマー破砕し、タンパク抽出を行う。小動物
においては、軟骨成分や肉芽の繊維組織は、
同操作によって容易にタンパクを抽出でき
る。得られたサンプルはWestern blot解析を
行い、phospho-Akt (Thr308), phospho-Akt 
(Ser473), phospho-m-TOR (Ser2448)のリン
酸化レベルを計測することによって、肉芽が
出現する前後の、どの時期から mTOR 経路
が活性化されるのかを観察する。 
③ PCR 解析：上記①、②の実験で、免疫染
色・Western blotで発現量の変化が確認され
た因子について、遺伝子レベルから増減して
いるのかを観察する目的で、得られた組織・
器官培養サンプルから RNA 抽出を行い、
RT-PCR解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）コイルの形状工夫による生存率の向上 
 気管大欠損部モデルにおいて、気管欠損部
に相当する中心部分に、コイル外部にさらに
コイルをまきつけ中心部二重紡錘形コイル
を開発した(図２)。欠損部を二重とすること
で、コイルに接触する部分に発生する肉芽組
織の内腔への落ち込みを防止するためであ
るが、この二重コイルにおいては、術後 2ヶ
月の生存率を 100%に向上させることができ
た。 
 さらに、気管欠損部に相当する部分にこの
二重コイルがフィットすることで、コイルを
気管に縫着する必要がなくなり、結紮糸に発

生する肉芽を抑制することができた。この縫
合操作を省略できたことも、生存率の向上に
大きく関与していた。 

図２．中心部二重コイル．出荷時の状態。実
験においては、コイルの両端に伸びるワイヤ
ーを切除して用いる。 
 
 次の組織学的実験には、この二重コイルに
おいて気管欠損部に発生する肉芽組織を検
討した。  
（２）肉芽組織における mTOR の発現  
 肉芽組織における mTOR (Ser2248)活性、そ
の下流に位置する p70S6K、S6RP 活性は、気
管と比較して 20-40 倍にリン酸化が上昇し、
肉芽組織内において mTOR シグナル系が活性
化されていることが明らかにした（図３）。
同時に、免疫組織検査で、肉芽組織内の線維
芽細胞に mTOR 活性が高発現していた。 
（３）ラパマイシン投与による影響  
 次に、ラパマイシン 0.5mg/kg を術前 1 週
間前より週 3回に渡り筋肉内投与を行い、そ
の効果を検討した。 
 ラパマイシンを投与された家兎では、1 ヶ
月後の内視鏡検査では、欠損部に相当する部
分に半月状の肉芽形成がラパマイシン非投
与ラットと同様に観察されたが、術後 2ヶ月
時に両群で肉芽組織の性状に相違が認めら
れた。ラパマイシン非投与家兎では、陳旧化
し乾燥した肉芽という陳旧化した病変とな
るが、2 ヶ月時においても柔らかい液状の肉
芽組織のままで、同時に呼吸器感染が 60%で
認められた。創感染を示唆する皮下膿瘍組織
も 60%に認められた。 
 一方、肉芽組織における mTOR 発現は、5〜
15 倍に低下していた(図３)。 

図３．肉芽組織における mTOR 活性．気管組



織における発現（黄色）、肉芽組織における
発現（赤）、ラパマイシン投与時（青）。 

図４．p-p70S6K（mTOR の下流シグナル）染色
を用いた mTOR 活性局在．A．正常気管、B．
気管欠損部肉芽組織、C．ラパマイシン投与
後の肉芽組織。正常気管では、気管上皮に発
現があり、肉芽組織内にも高発現している。
ラパマイシン投与により、肉芽組織内の染色
（＋）細胞が減少している。 
 
 
 

 
（４）ラパマイシン投与時期・投与法の検討 
 ラパマイシン投与により、肉芽組織が固形
化しない変化した肉芽組織となることより、
投与時期により影響を検討した。 
 心移植で免疫抑制剤としてラパマイシン
を用いる場合は、縫合不全や深部感染を予防
するため術後 2週以降に投与されている。そ
こで、ラパマイシンを術後 2週より投与した
ところ、呼吸器感染と肉芽形成は抑制され上
皮化も良好で、投与時期を術後 2週間後から
とすることで、ラパマイシンの肉芽予防効果
が易感染性を惹起することなく、獲得できる
ことを明らかにした。 
 また、代用気管コイルにラパマイシンを浸
漬させラパマイシンの局所応用を検討した
が、欠損部を被覆する肉芽組織の繊毛皮化が
おきず、局所投与における問題点を明らかに
できた。 
 従って、今回の家兎を実験において、人工
代用気管コイルを用いる場合、術後 2週間経
過した後に、全身投与することが、肉芽組織
抑制、肉芽組織の上皮化に有用と結論された。 
 
（５）気管欠損部の自然修復機構の検討 
 気管欠損部をそのまま残して閉創した場
合、家兎は問題なく生存し、欠損部は薄い線
維性被膜で被覆される。この被膜の組織学的
検索も行ったが、PCNA 染色による labeling 
index は低下し、vimentin 染色でも基底膜の
形成不良が確認された。mTOR 活性には変化が
なく、自然修復過程には、改善の余地があり、
今後の研究課題であると考えられた。 
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