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研究成果の概要（和文）：マウス気管同所移植モデルにおいて、PPARγのリガンドであるPioglitazoneを用いて、気管
移植後の移植グラフトに対する拒絶反応を検討した。Pioglitazone投与群では対照群に比して、移植気管グラフトへの
成熟T細胞の浸潤は抑制されなかったが、内腔の閉塞抑制、制御性T細胞の浸潤増加、炎症性サイトカイン産生の抑制が
認められた。PioglitazoneがPPARγを介し、炎症性サイトカインの産生を抑制し、制御性T細胞を誘導することで、気
管移植後の拒絶反応を抑制していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The administration of pioglitazone, a PPAR gamma agonist, leads to a decrease in 
tracheal allograft luminal occlusions and the induction of regulatory T cell accumulation in the 
allograft in a mouse tracheal transplantation model. This indicates a protective role of pioglitazone 
against bronchiolitis obliterans. The potential mechanism of these effects includes a decrease in 
inflammatory cytokine production. However, the anti-inflammatory potential, and efficacy in the 
maintenance of transplant tolerance needs to be validated in the future.

研究分野： 呼吸器外科学
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１．研究開始当初の背景 
 肺移植は内科的治療では治る見込みのな
い重症、終末期呼吸器疾患の患者に対して残
された、最後の治療法である。1983 年の最初
の肺移植の成功に始まり、現在世界各国で
38,000 名を超える患者が肺移植を受け、確立
した治療法としてのコンセンサスを得てい
る。国際心肺移植学会の登録によれば、肺移
植後の生存中央値は2003年以降の患者で5.9
年と、手術及び周術期管理の改善に伴い、高
い生存率が認められている。しかし、依然と
して肺移植後における急性期から慢性期に
おける合併症のコントロールが課題となっ
ている。 
 その中で、拒絶反応の結果、移植肺の末梢
気道内腔が閉塞することによって生じてく
る Bronchiolitis obliterans syndrome(BOS)
は、肺移植後の患者の死亡率、QOL、治療費
などに最も大きく関与する合併症として認
知されている。国際心肺移植学会の登録によ
れば、BOS は移植後一年以上経過した患者の
慢性期合併症の中で、死亡原因一位の疾患で
ある。加えて BOS の罹患率は、移植後 5年で
48%、移植後 10 年で 76%と非常に高いことが
示されている。 
 BOS は移植肺の気道に対する種々の免疫応
答の結果生じるとされている。組織学的な病
因としては、リンパ球の粘膜下への浸潤に始
まり、上皮細胞の障害、粘膜潰瘍が引き続き
起こり、これらの炎症反応への結果として線
維芽細胞及び筋線維芽細胞の分化及び誘導、
増殖が起き、末梢気道内腔を閉塞する。 
 Peroxisome proliferator-activated 
receptor(PPAR)ｓは、細胞内代謝、細胞分化
に関与する転写因子群であり、核内受容体ス
ーパーファミリーに属する蛋白質である。
PPARs はα、γ、δのサブグループに分かれ、
特に PPARγはインスリン感受性関与し、糖尿
病治療におけるインスリン抵抗性改善薬の
標的分子として認知されている。PPARγは
様々な細胞で発現しているが、主に脂肪組織
に分布し脂肪細胞の分化に関与する他、単球
やマクロファージ、T 細胞、樹状細胞、血管
内皮細胞などの炎症、免疫に関連する細胞で
発現している。近年 PPARγに対するリガンド
を用いた臓器移植動物モデル、敗血症動物モ
デルなどの研究で、抗炎症作用、抗線維化作
用、抗酸化作用を示すことが報告されている。 
 
 
２．研究の目的 
 肺移植後の拒絶反応による慢性期の合併
症である BOS において、その高い罹患率及び
死亡率という観点から、予防法及び治療法の
改善、開発が重要な課題となっている。研究
代表者が属するグループでは、これまでに気
管移植モデルや肺移植モデルを用いて拒絶
反応抑制についての研究を行ってきたが、特
にマウスにおいて、ドナーの気管をレシピエ
ントの気管に移植した気管同所移植モデル

が、ヒト肺移植後の BOS とその前病変と考え
ら れ る リ ン パ 球 浸 潤 に よ っ て 生 じ る
lymphocytic bronchiolitis(LB)の病態を再
現性をもって検討できることを確認してい
る(Ohtsuka, J Immunol, 2010)。本研究では
このマウス気管同所移植モデルに対して、
PPARγに対するリガンドであり、PPARγを介
した抗炎症作用、抗酸化作用、抗線維化作用
が報告されているチアゾリジン誘導体の一
つである Pioglitazone を投与することで、
LB を抑え、移植した気管の閉塞を抑制するこ
とで、BOS の予防、更には治療が可能である
という仮説を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス気管同所移植モデルの作成 
 LBの In vivoモデルであるマウス気管同所
移植モデル(図 1)を、8-10 週齢の C57/b16 マ
ウス及び BALB/c マウスを用いて下記の 3 群
にて作成し、一週間後に犠牲死させ移植した
気管を取り出し、後述する種々の評価を行っ
た。 
 

図 1 マウス気管同所移植モデル 
 

①isograft 群 (n=8) 
ドナー:C57/bl6 レシピエント：C57/bl6 
②allograft 群 (n=8) 
ドナー：C57/bl6 レシピエント：BALB/c 
+0.5%メチルセルロース 
③allograft(Piogilitazone 投与群) (n=8) 
ドナー：C57/bl6 レシピエント：BALB/c 
＋Pioglitazone +0.5%メチルセルロース 
 
②のモデルには 0.5%メチルセルロースを、

③のモデルには Pioglitazone 2.5mg/kg/を
0.5%メチルセルロースに溶解し、移植前日か
ら犠牲死する前日まで連日１日 2回、腹腔内
投与した。 
 
(2)移植グラフトの閉塞率の測定 
 採取した移植グラフトを凍結保存液につ
け-80℃の液体窒素で凍結させた後、6μm の
厚さで薄切し、ヘマトキシリン・エオジン染
色を行い、それぞれの移植グラフトの閉塞率
を測定する。 
 
(3)移植グラフトに浸潤したリンパ球の測定 



 リンパ球浸潤の程度を調べるために、成熟
T 細胞のマーカーである CD3 抗体、及び制御
性 T細胞のマーカーである FoxP3 抗体を用い
て、(2)の手法と同様の方法で作成した移植
グラフトの薄切切片に対する免疫染色を行
い、各切片の T細胞の数を測定する。 
 
(4)移植グラフトにおけるサイトカイン発現
量の比較 
 凍結させた各移植グラフトから RNeasy 
Mini Protocol for Tissues kit を用いてト
ータル RNA を抽出し、High Capacity cDNA 
Archive kit を用いて cDNA に転写する。そし
て Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR 
data-collection system を用いて Real-time 
PCRを行い、tumor necrosis factor (TNF)-α、
interferon (IFN)-γ、interleukins (IL-2, 
-4, -6, -10)と言ったサイトカインの発現量
の比較を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)Pioglitazone 投与による移植グラフト閉
塞の抑制 
 同種移植の isograft 群では、移植グラフ
トの閉塞は強く現れないが、異種移植である
allograft 群では拒絶反応の結果、移植グラ
フトの閉塞が顕著に起きる。これに対し、
Pioglitazone を投与したグループでは、異種
移植にもかかわらず、グラフトの閉塞が抑制
されることを確認することができた。(図 2) 

図 2 移植グラフト閉塞率 
 

(2)移植グラフトへの成熟 T 細胞浸潤及び制
御性 T細胞浸潤 
 当初我々は、Pioglitazone を投与すること
により、LB が軽減されることによって移植グ
ラフトの閉塞が抑制されるという仮説を立
てていた。つまり移植グラフトそのものへの
T 細胞浸潤自体が抑制されると考えていたが、
allograft 群において、Pioglitazone を投与
しても、成熟 T細胞の浸潤は抑制されないこ
とが確かめられた。(図 3) 
 
 

図 3 CD3 陽性細胞数 
 

 そこでさらに我々は、この浸潤してきた成
熟 T細胞の中に、免疫応答を抑制的に制御す
る制御性T細胞がどれほど移植グラフト内に
浸潤しているかを調べるため、制御性 T細胞
のマーカーであるFoxP3を用いた免疫染色を
行い、各切片の制御性 T細胞の数を測定した
ところ、Pioglitazone 投与群で顕著な制御性
T 細胞の集積を確認することができた。(図
4) 

図 4 FoxP3 陽性細胞数 
 

 さらにこの Pioglitazone による制御性 T
細胞 T細胞の分化や誘導、組織への浸潤を裏
付けるため、RNA レベルでの制御性 T 細胞の
マスター遺伝子であるFoxP3の発現を調べて
み た と こ ろ 、 や は り FoxP3 の 発 現 が
Pioglitazone 投与群で増加していることを
確認することができた。(図 5)これまでに
Pioglitazoneの投与により制御性T細胞の分
化誘導が起きるという文献的報告は非常に
少ない。PPARγが制御性 T細胞の分化誘導に
関与しているという報告がある他、動物実験
モデルでは、糖尿病、動脈硬化、自己免疫性
疾患のモデルなどで、Pioglitazone の投与に
より炎症が抑えられるという報告の他、制御
性 T細胞 T細胞の集積が認められたという報
告がある。 



 
今回我々は 

 
 

 

 
図 5 移植グラフトの FoxP3 mRNA 発現量比較 
 
(3)移植グラフトにおけるサイトカイン mRNA
発現量の比較 
 今回 Real-time PCR で測定した各サイトカ
インの mRNA 発現量は図 6 のような結果とな
った。 

図 6 移植グラフトのサイトカイン mRNA 発現
量比較 

 
 ヘルパーT1 細胞やマクロファージから分
泌され、移植グラフトに対して炎症を惹起し、
拒絶反応において重要な役目を果たしてい
る炎症性サイトカインである IFNγ、TNFα、
IL-6 の発現が Pioglitazone 投与群で低下し
ていることが確かめられた。これらの抑制は
PPARγのリガンドが、PPARγを介して、炎症
を惹起する細胞内情報伝達系における、
mitogen-activated protein kinase(MAPK)パ
スウェイ及び nuclear factor (NF)-κB パス
ウェイを制御した結果生じたものと推測さ
れる。また、ヘルパーT2細胞から分泌される
IL-4 の発現量の増加を認めた。IL-4 は BOS
の患者のうち、比較的症状が抑えられている
患者に比べ、症状が強い患者の採血上、IL-4
の数値の低い事が示されており、免疫応答に
おいて移植グラフトに対する寛容性を誘導
している可能性が示唆されている。 
 
 今回の研究で我々は、マウス同所性気管移
植モデルにPioglitazoneを投与することで、

移植した気管の閉塞を抑制できることを確
認し、さらに免疫応答において抑制性に働く
制御性 T細胞の分化誘導や、炎症性サイトカ
インの発現量低下等を介して、LB の軽減、抑
制を確認することができた。LB の軽減、抑制
は将来的に移植グラフトの恒常的な開存に
つながることが予測されるため、BOS の予防
に繋がるものと推測される。 
 更に、Pioglitazone には、今回の研究で認
められたような抗炎症作用の他にも、心移植
動物モデルにおいて免疫抑制剤とともに使
用された場合に、免疫抑制剤の用量を抑えな
がらもグラフトの開存率を向上させただけ
でなく、免疫抑制剤による腎障害を軽減する
ことが示されているなど、移植医療において
より有効な効果が既に報告されている。
(Tanaka, J Thorac Cardiovasc Surg, 2009)。 
将来的に、Pioglitazone はすでに臨床で広く
用いられているため、肺移植においても早期
に臨床応用されていく可能性がある。さらに、
PPARγのリガンドが肺移植における拒絶反
応の予防、治療に用いられるだけにとどまら
ず、肺を含む全ての臓器移植において臓器保
護を目的として免疫抑制剤との併用が行わ
れていく可能性がある。 
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