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研究成果の概要（和文）：ラット肺虚血再潅流（IR）傷害モデルを作成した。Western blot法では、対照群と比
較してRhoA、ROCK2の発現レベルが有意に増大していた。リアルタイムRT-PCR法ではmiR-133a-3pが有意に発現低
下しておりそのターゲットとであるRhoAタンパク質の発現低下を認めた。これらの発現変動はセボフルランを加
えた群で抑制され麻酔薬がIR誘発気道過敏性を抑制する機序が解明された。DNAアレイによる網羅的解析で発現
増加した153遺伝子についてGO Slim機能分類解析、Pathway解析を行い、比較的短時間で各種遺伝子発現がダイ
ナミックに変動しIR傷害がもたらされる可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：We used lung samples from rat pulmonary ischemic reperfusion (IR) injury 
model. With western blotting, expression of RhoA and ROCK2 significantly increased in comparison 
with a control group. Expression of miR-133a-3p significantly decreased with real-time RT-PCR. 
Sevoflurane inhibited these expressions, suggesting that anesthetics inhibit the IR-induced airway 
hypersensitivity. Results of GO Slim function classification and pathway analysis about 153 genes 
increased DNA array suggested that IR injury is caused relatively in a short time with dynamically 
changes of genes.

研究分野：麻酔科学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は肺移植術後に気道過敏性が亢進するメカニズムを解明することである。ラット肺虚血再潅流
（IR）傷害モデルを用いてWestern blot法、リアルタイムRT-PCR法を行いmiR-133a-3pおよびそのターゲットで
あるRhoAタンパク質が気道過敏性亢進の機序であることを解明した。またこの機序は吸入麻酔薬セボフルランで
抑制され、麻酔薬が肺移植術の気道過敏性亢進を抑制することを示唆した。DNAアレイによる網羅的解析により
各種遺伝子の発現がダイナミックに変動しIR傷害がもたらされる可能性を示唆した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
特発性間質性肺炎など、有効な治療法の無い進行性肺疾患に対する現在までの唯一の治療法は、
肺移植術である。臓器移植法改正により脳死ドナーからの臓器移植は増加したが、肺について
はドナー臓器の状態などを理由に見送られる事も多くまだ課題を残している。肺移植術後管理
では移植肺を良好に保ちながら呼吸管理を行うことが重要である。移植肺に特有の問題として、
ドナーからの摘出時に本来の神経系が切断される（脱神経）ことがあげられる。これにより咳
反射の消失や反射性調節呼吸への影響のほか気道の過敏性にも変化をきたす。研究代表者は岡
山大学医学部在籍時、肺移植術後症例において，気道過敏性変化が見られ呼吸管理が困難とな
った症例を多く経験した。肺移植後の気道過敏性変化に関する報告はいくつか散見されるが、
そのほとんどは症例報告もしくは retrospectiveな考察である。その一つに喘息の既往があるド
ナーから既往のないレシピエントへの肺移植後にレシピエントが喘息を発症した報告があり、
研究代表者も同様の症例を経験した。これらはドナー肺という「局所」において一度獲得され
た気道過敏性がレシピエントに移植後も維持されていることを示し非常に興味深い。また喘息
既往の有無に関わらず肺移植術後患者ではメタコリン、ヒスタミンに対する気道過敏性が亢進
しているとの報告もある。さらに肺移植後の患者において脱神経に伴う気道過敏性亢進は存在
するものの気道の炎症とは関連しないとの報告もある。このように肺移植術後の気道過敏性亢
進メカニズムは、脱神経や炎症だけでなく、移植肺という局所にも特有の機構の存在が示唆さ
れ、これらが複合した結果であると考えられる。これらの背景より、研究代表者と研究分担者(星
薬科大学・千葉義彦)は、平成 21-23年度に交付を受けた基盤研究（C）（課題番号 21592011）
で肺移植術後の気道過敏性亢進に影響をおよぼす様々な因子についての検討を行った。肺移植
術後に投与される免疫抑制剤は血管平滑筋を収縮させるが、気道平滑筋への作用は解明されて
いないため、（a）正常ラット摘出気管支平滑筋の等尺性張力に及ぼすシクロスポリン、タクロ
リムスの影響、（b）シクロスポリン、タクロリムスを連日慢性投与したラットの摘出気管支平
滑筋収縮反応性の変化、を調べた。その結果、免疫抑制剤が気道過敏性亢進に寄与しないこと
を証明した。平滑筋収機構について従来はアゴニスト刺激で細胞膜の Ca2+チャネルが開放し
細胞内 Ca2+濃度が上昇することが平滑筋収縮の機序と考えられた。しかし近年、細胞内 Ca2+
濃度に依存しない収縮機構(Ca2+感受性調節機構: Ca2+ sensitization)の存在が確認された。こ
れは平滑筋異常収縮を機序とする病態に深く関連し、喘息や COPDにおける気道過敏性亢進も
その例外ではない。研究代表者と研究分担者は従来より気道平滑筋収縮機構に関する研究を行
ってきた結果、抗原反復吸入により気道過敏性が亢進したラットの気管支平滑筋を用いて細胞
内 Ca2+濃度に依存しない収縮機構が存在すること(Ca2+感受性の亢進)、イヌ気管平滑筋の
Ca2+感受性亢進機序が，G 蛋白質を介したミオシン軽鎖(MLC)ホスファターゼ抑制による
MLCリン酸化レベルの増加であること、さらにこの作用を吸入麻酔薬が著明に抑制すること、
などを証明した。近年は、低分子量 GTP結合蛋白質 RhoAと Rho-kinase (Rho関連性キナー
ゼ; ROCK)からなる RhoA-ROCK系が平滑筋の Ca2+感受性亢進に大きく関与するとされるが、
気道平滑筋においても RhoA-ROCK系による Ca2+感受性亢進機構が存在すること、ROCKの
選択的阻害薬Y-27632がこのCa2+感受性亢進を抑制することを証明した)。さらに、このROCK
阻害薬をプロポフォール、イソフルランと併用することで各々の麻酔薬の気管支拡張作用が著
明に増強され、周術期においても ROCK阻害薬の有用性が期待されることを示した。一方、こ
の RhoA-ROCK系は単に平滑筋収縮時の Ca2+感受性を亢進させるだけでなく、興味深いこと
に、冠動脈虚血再潅流傷害モデルにおいても RhoA-ROCK系が活性化されていることが示され、
ROCK阻害薬がその予防および治療に有用性を持つことが示唆された。虚血再潅流傷害は肺移
植術後呼吸管理における最大の問題の一つでありであり、この冠動脈虚血再灌流モデルと同様
に、RhoA-ROCK系の活性化が気道抵抗の上昇や気道過敏性上昇の一因となっていることが予
想される。さらに、平成 24-26年度に交付を受けた基盤研究（C）（課題番号 24592366）によ
り、肺虚血再灌流モデルラットにおいて気管支平滑筋過敏性および RhoAタンパク質の発現増
加を証明することができた。 
以上の背景より、肺移植術後の気道過敏性亢進にはこの RhoA-ROCK系による Ca2+感受性亢
進機構が重要な役割を果たしている可能性があり、選択的 ROCK阻害薬が気道過敏性亢進を抑
制することにより肺移植術後の呼吸管理をより安全に行う新たなアプローチになるものと考え、
本研究計画の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らはこれまでに、肺移植術の術後管理において，気道過敏性亢進により呼吸管理に
難渋する症例を多数経験した。移植肺は脱神経という特異な状態にあるが，それだけでなく局
所において何らかの生物学的変化が生じていることが強く示唆される。本研究では、今後の肺
移植医療の安全性を高めることを目的として、肺移植術後の気道過敏性亢進メカニズムを解明
するとともにその制御法を確立する。 
 
３．研究の方法 
雄性 Wistar ラットを 3群(対照(C)群、虚血再潅流(I/R)群、セボフルラン(S)群)に分けた。 ペ
ントバルビタールで麻酔し 動静脈路確保、気管切開を行った後に人工呼吸を開始した。胸骨横
切開で両側開胸し、左肺門部をクランプ(=虚血、1 時間)、解除 (=再潅流、1 時間)の後に左肺



を摘出し RNA later液中に保存もしくは凍結保存した。また左主気管支も採取して RNA later
液中に保存した。C群は開胸操作のみを行った。また S群は I/R群と同様のプロトコルだが気
管切開後の全行程で 2%セボフルランを付加した。 
 
４．研究成果 
3 群から得られた肺組織を用い、タンパク質サンプルおよび small RNA を含む total RNA サン
プルを調製し、解析に用いた。まず、Western blot を用いて検討を行ったところ、C群と比較
して I/R 群の肺組織において RhoA および ROCK2 タンパク質発現レベルが有意に増大しており、
I/R 傷害時の RhoA/ROCK 系亢進が確認できた。C群をコントロールとして miRNA マイクロアレイ
解析を行ったところ、I/R 群 で 70 種類以上の miRNAs に 2 倍以上の発現減少あるいは増加を
認めた。このうち、気管支喘息時の気道において気道過敏性と関連した発現減少が報告されて
いる miR-133a-3p に着目して検討を行った。 
リアルタイムRT-PCR法を用いて検討を行ったところI/R群でmiR-133a-3pの有意な発現低下が
確認でき、TarBase 等のデータベース検索よりそのターゲットとして RhoA が推測され、実際に
I/R 群における RhoA タンパク質発現低下が認められた。興味深いことに、I/R 群のこれら
miR-133a-3p および RhoA タンパク質の発現変動は S群において抑制されており、セボフルラン
は I/R 傷害時の miR-133a-3p 発現低下を抑制することにより I/R 誘発気道過敏性を抑制する可
能性が示唆された。 
一方、DNA アレイを用いて I/R 傷害肺における発現変動遺伝子の網羅的解析を試みたところ、
アレイ搭載の 27,147 遺伝子のうち、C群と比較して 1.5 倍以上発現変動した遺伝子 396 種 (増
加 153、減少 243) を見出した。発現増加した 153 遺伝子の機能とその傾向について GO Slim
機能分類解析を行ったところ、biological process のうち response to stress、aging および
cell differentiation の割合が有意に増加していた。発現増加遺伝子群を用いた Pathway 解析
の結果、Hypertrophy Model や MAPK signaling pathway 等の亢進が示唆され、比較的短時間の
うちに各種遺伝子発現がダイナミックに変動し、I/R 傷害がもたらされる可能性を示唆した。 
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