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研究成果の概要：臓器移植より多くの命が救われるようになった一方で、慢性拒絶による臓器

不全で死に至る場合が少なくない。慢性拒絶の発生機構を知ることを目的として、ラット気管

の大網移植モデルにより同種の免疫依存性ならびに免疫非依存性の気管閉塞に関わる因子を同

定した。これらの分子群の機能調節によって、移植された臓器組織の生着率の向上につながる

かどうか検討を重ねたい。 
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）臓器移植後遠隔期の重要な合併症とし

て慢性拒絶がある。血管や気管枝など移植臓

器の管腔構造に線維性閉塞が生じて、手術後

の重篤な臓器不全の主因であり今もって有

効な予防治療法がない。移植組織の慢性拒絶

発生機構の解明が切望されている。 
 
（２）臓器移植後の慢性拒絶のメカニズムを

明らかにするため、我々は肺移植後慢性期に

出現する閉塞性細気管支炎の実験モデルと

して、ラットの気管大網移植の実験系（同種

移植後１ヵ月で内腔の線維性閉塞が生じる）

を用いて検討してきた。すなわちＴ細胞を欠

如するヌードマウスをレシピエントとした

場合では線維性閉塞が起こらないことから、

慢性拒絶がＴ細胞依存性の現象であること、

さらにＴ細胞への副刺激を抑制する抗

CTLA4抗体や白血球接着分子 LFA-1に対す
る抗体を用いた場合で発生軽減されること

などを報告してきた。 
 
（３）一方で脱上皮処理を行った気管の移植、
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あるいはレシピエントへの線維化を促進す

る PDGF や bFGF の投与により同系移植に
おいても同種移植と同様の線維性閉塞が再

現されることから，同種免疫非依存性応答の

重要性も指摘されている。同種移植 14 日後
にレシピエントから取り出した気管は上皮

が脱落し、これを同系移植と類似した環境を

もたらすレシピエントに再移植を行った場

合でも 21 日後には線維性閉塞に至る。した
がって移植後早期の一定期間同種免疫によ

る移植片の上皮に組織障害があれば、後の変

化は同種免疫非依存性に進行し、線維性閉塞

が出現するまで同種免疫による組織障害が

継続的に存在することは必須でないのかも

しれない。 
 
２．研究の目的 
 
（１）本研究ではラット気管大網移植モデル

における免疫依存性および非依存性機序を

明らかにすることを目的として、それぞれの

慢性拒絶状態の気管移植片における遺伝子

発現プロファイルを比較検討した。 
 
（２）特異的に重要な遺伝子の同定とその後

の機能解析から遺伝子の役割を検討する。こ

のモデルによって、同系の免疫応答と非免疫

応答を還元的に解析できるモデルと考えた。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ラット気管移植：ラットより気管を採

取して腹部大網内に移植した。対照群を同系

移植(LEW ラット->LEW)とし、同種移植群
(BN->LEW)(同種免疫応答が介在)、脱上皮処
理+同系移植群(LEW->LEW)(同種免疫応答
非依存性)を実験群とした。 
 
（２）RNA 抽出および RNA プローブの合
成：大網に移植した気管は OTC コンパウン
ドにより凍結保存した。その凍結材料を厚さ

10mm で薄切しプレパラートに付着後エタ

ノールー酢酸にて固定した。それらを脱ヌク

レアーゼ水で処理し、組織片より total RNA
を抽出してプローブ用 aRNAを合成した。 
 
（３）マイクロアレイ解析：aRNA は Cy3
あるいは Cy5でラベルし、マイクロアレイ解
析を行った。得られた結果に基づき発現変動

遺伝子を抽出し、遺伝子オントロジー解析や

パスウェイ解析を行い検討した。 
 
（４）定量 PCR：Total RNAより相補的 DNA
を合成し、ABI Prism7000を用いて TaqMan 

PCRを行った。TaqManプローブはラット遺
伝子特異的なMGBプローブを用いた。 
 
４．研究成果 
 
（１）マイクロアレイのデータに基づき発現

変動遺伝子を抽出し、遺伝子オントロジー解

析やパスウェイ解析を行い検討した所、同系

移植した気管支（ISO 気管支）、異系間移植
した気管支（ALLO 気管支）、同系移植では
あるが気管支粘膜を脱落処理した後同系移

植した気管支（Denude-ISO気管支）の３群
間で差異が認められた。 
 
（２）特に変動値が明確であったものを９種

類選び、８個体の気管支組織より total RNA
を抽出して定量 PCR による再解析を行った
ところ、２つの遺伝子がマイクロアレイによ

る変動と同じ挙動を示した。 
 
（３）すなわち Denude-ISO気管支で特異的
な 発 現 上 昇 を 確 認 で き た 遺 伝 子 は

coagulation factor II（thrombin）受容体で
あり、その発現は ISO 気管支はもとより

ALLO 気管支でも低い傾向を示していた。

coagulation factor II 受容体は７回膜貫通型
の G蛋白共役型受容体に属し、組織の線維化
や炎症反応に調節に深く関わっているため、

Denude-ISO気管支におけるその機能的意義
に大変興味が持たれた。 
 また RAS-related C3 botulinum substrate 
2（RAC2）は ALLO 気管支で発現が高かっ
た遺伝子であり、Th2 細胞に高発現する
small GTP-binding proteinとして知られる。 
従って同種間の免疫細胞応答が活発に行わ

れていたことを示しているものと考えられ

た。 
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