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研究成果の概要（和文）： 

 肺胞上皮由来の培養細胞 A549の培養液にTGF-βを作用させてTGF-βシグナル伝達経

路を活性化し、TGF-βシグナル伝達に関与し細胞内で増加する蛋白質である Smad2/3、

TSP-1などの発現がハロフジノンにより濃度依存性に抑制されることをウエスタンブロッ

ト法によって確認した。A549 に TGF-βを作用させた後に、ハロフジノンを投与してもこ

の抑制効果がみられることを確認した。動物実験では、ラットによる肺移植モデル作成をこ

ころみた。しかし、小動物に対する高度な手術が技術的に困難で、術後の生存率が悪かったた

め断念した。そこで、豚による肺移植モデルの作成を計画した。実際には、大動物の管理、全

身麻酔、血行動態と呼吸モニターの方法、手術手技に習熟することに専念した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In cell culture, we showed that TGF-βstimulation induced TGF-β signal 

proteins, such as Smad2/3, TSP-1 in A549 cells by western blotting method.  This 

development of  TGF-β signal proteins by TGF-βstimulation in A549 cells inhibited 

by halofuginone in dose dependent manner.   

In animal study, at first, we tried to make rat lung transplantation models.  

Unexpectedly it is too difficult to establish lung transplantation in such small animals.  

Next swine transplantation models were planned.  Before lung transplantation surgery 

of swine, I became proficient in general anesthesia and various vital monitoring and 

surgical procedure of swine. 
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１．研究開始当初の背景 

 肺の末期病変を呈する患者に対して、

肺移植は唯一の治療法であり、本邦でも

手術患者が急激に増えつつある。しかし、

本邦における短期予後は良好だが、すで

に肺移植が多く行われている欧米の報告

では、肺移植術後の長期生存率は、中間

値で約５年と非常に短い。この原因の一

つが移植肺の閉塞性細気管支炎症候群

(BOS)と考えられている。 

 本邦で始まったばかりの肺移植の術後

患者において、BOS を予防あるいは緩解

することにより長期予後を改善させる方

法を開発する構想を抱くに至った。肺移

植後の BOS の病態は、同種または異種

の免疫反応による肺胞上皮傷害に対する

修復過程において、過度の線維化ならび

に上皮間葉転換 (EMT) が惹起され細気

管支がリモデリングし狭窄から閉塞にい

たることと考えられている。この組織の

線維化ならびに EMT には TGF-βを端

緒とするシグナル伝達経路が働く。肺移

植後は拒絶のような過剰な免疫反応や、

逆に免疫抑制剤による易感染性のため肺

胞上皮への傷害刺激が繰り返され TGF-

βシグナル伝達が持続的かつ過剰に働く。

この TGF-βシグナル伝達を制御できれ

ば BOS を予防ならびに緩解することが

可能となる。 

 養鶏における寄生虫感染予防に使用さ

れているハロフジノンは、TGF-βシグナ

ル伝達阻害物質として知られている。応

募者はマウスの後肢の放射線照射後の組

織の瘢痕化がハロフジノンを投与するこ

とで緩解すること、ならびにケラチノサ

イトに TGF-βを作用させて活性化する

TGF-βシグナル伝達をハロフジノンが

制御することを発表した(Ishii,H.: Int. J. 

Oncol. 35, 315-319 (2009))。 

 以上が研究開発当初の背景である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、TGF-βを端緒とした

シグナル伝達経路を制御することにより、

肺移植後の BOS を予防する方法を開発

することであった。具体的には、肺胞上

皮培養細胞ならびに動物実験モデルを用

いて、TGF-βシグナル伝達阻害物質であ

るハロフジノンが肺胞上皮の線維化なら

びに上皮細胞の EMT を抑制できるか否

かを検討するというものであった。 

 

3．研究の方法 

 １）培養細胞を用いた実験 

 肺胞上皮由来の培養細胞 A549 の培養

液に TGF-βを作用させて TGF-βシグ

ナル伝達経路を活性化し、TGF-βシグナ

ル伝達に関与し細胞内で増加する蛋白質

である Smad2/3、TSP-1 などの発現がハ

ロフジノンにより抑制されることをウエ

スタンブロット法によって確認した。 

 

 ２）豚を使った肺移植モデルを用いた

実験 

 当初は、同種肺移植モデルをラットで

作成する予定であった。 

 その内容は、肺移植完了後、腹腔内に

ハロフジノンを投与する群としない群に

わけて３ヶ月観察する。移植から、１日、

１週間、１ヶ月、２ヶ月、３ヶ月後に移

植肺を摘出したのち蛋白質を抽出する。

TGF-βシグナル伝達に関与し細胞内で

増加する蛋白質である Smad2/3、TSP-1

などの発現がハロフジノンにより抑制さ

れるか否かをウエスタンブロット法によ

って検討する。移植肺の一部は免疫組織

化学的方法で線維化、EMTを評価する。 

 ラットによる肺移植モデル作成は、動

物のサイズが過小で、手術手技が安定せ



 

 

ず、術後生存率が低いため断念し、同様

のことを豚で行うことにした。 

 

４．研究成果 

１）培養細胞を用いた実験  

 肺胞上皮由来の培養細胞 A549 の培養

液に TGF-βを作用させて TGF-βシグ

ナル伝達経路を活性化し、TGF-βシグナ

ル伝達に関与し細胞内で増加する蛋白質

である Smad2/3、TSP-1 などの発現をウ

エスタンブロット法によって確認した。

これらの蛋白質の発現の強度は、A549

に対する TGF-βの作用時間依存性なら

びに濃度依存性があることを確認した。 

 次に、この TGF-βによる、A549 の

TGF-βシグナル伝達経路を活性化がハ

ロフジノンにより抑制されるか否かを検

討した。あらかじめハロフジノンを添加

した A549 の培養液に TGF-βを作用さ

せて、Smad2/3、TSP-1 などの発現をウ

エスタンブロット法によって確認した。

ハロフジノンは、Smad2/3、TSP-1 など

の発現を抑制した。これらの抑制効果は、

添加したハロフジノンの濃度に比例する

ことがわかった。 

 さらに、臨床的意義を考慮して、A549

の培養液に TGF-βを作用させて TGF-

βシグナル伝達経路を活性化し、その後

からハロフジノンを培養液に追加投与す

ることで Smad2/3、TSP-1 などの発現を

抑制できるか否かをウエスタンブロット

法によって確認した。ハロフジノンは、

TGF-βを作用させた事後に投与しても、

A549 におおける Smad2/3、TSP-1 など

の発現を抑制した。 

  

 ３）豚を使った肺移植モデルを用いた

実験 

 当初、ラットによる肺移植モデル作成を

こころみた。しかし、小動物に対する高度

な手術が技術的に困難で、術後の生存率が

悪かったため断念した。そこで、豚による

肺移植モデルの作成をすることにした。 

 大動物の管理、全身麻酔、血行動態と呼

吸モニターの方法、手術手技に習熟するこ

とに専念した。
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