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研究成果の概要（和文）：マイクロサンプリング法は独自に開発した気管支鏡用新型プローブを

用いた検査法である。各種肺疾患から気道上皮被覆液を採取し生化学的およびプロテオーム解

析を行った。肺癌、非結核性抗酸菌症の診断や治療効果予測に有効であった。肺腺癌または肺

扁平上皮癌で共通に動く癌マーカー候補タンパク質として35種を抽出することができた。また

ラット肺障害モデルにおいても各種サイトカインの測定、プロテオーム解析を行うことができ

た。従来の気管支肺胞洗浄と比べ簡便で侵襲がほとんどないこと、高濃度の気道上皮被覆液を

採取できるといった長所を有している。 

 

 
研究成果の概要（英文）：Bronchoscopic microsampling method (BMS) is a unique procedure 
using a newly developed probe. Bronchial epithelial lining fluid (ELF) was obtained using 
this method and biochemical and proteomic analyses were performed in various lung diseases. 
BMS was effective for the diagnosis and the prediction of therapeutic effect of lung cancer 
and non-tuberculous mycobacterial lung disease. 35 proteins as a candidate of tumor marker 
were extracted from ELF of both lung adenocarcinoma and squamous cell carcinoma patients. 
Measurement of cytokines and proteomic analysis could be performed in rat lung injury 
model. BMS has some advantages compared to conventional broncho-alveolar lavage method, 
because it is less invasive and can obtain highly-concentrated ELF. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究で用いたマイクロサンプリング法

はわれわれが独自に開発した気管支鏡用

新型プローブを用いたユニークな方法で

ある。気道上皮被覆液を採取し生化学的・

遺伝的情報などを定量的に解析する。本法

は従来から行われている気管支肺胞洗浄

と比べ簡便であり、患者に対する侵襲がほ

とんどないこと、肺組織からの高濃度の気

道上皮被覆液を採取できるといった長所

を有している。これまでの報告では肺胞洗

浄液中のサイトカイン、腫瘍マーカーや腫

瘍関連遺伝子の測定について報告がある

が、診断的に有効であったとの充分なデー

タは示されていない。本法が確立されれば、

小型肺癌、非結核性抗酸菌症の診断などに

大変有用と考えられる。 

 
２．研究の目的 
われわれの研究グループでは気管支鏡的

気管支肺胞洗浄よりも低い侵襲で行うこ

とのできる気管支鏡下細気管支領域マイ

クロサンプリング法（BMS）を開発した。

これは独自に開発した外套内套よりなる

プローブを気管支鏡のチャンネルより挿

入し、終末気管支から細気管支領域の気道

上皮被覆液(Epithelial lining fluid: 

ELF)を内套のチップに吸収させ採取する

方法である。この検体から各種生化学的マ

ーカーの測定、プロテオーム解析、PCR法

によるDNA解析、などが可能である。侵襲

が低く反復して施行できるため重症呼吸

不全例でも経時的な観察ができる。急性肺

損傷においてELF中のサイトカインがその

病態をよく反映することが判明している

（Ishizaka A, Watatanabe M, et al. Crit 
Care Med. 2001）。 
本研究は呼吸器外科領域で主に手術の対

象となる肺癌、非結核性抗酸菌症ならびに

ラット肺障害モデルに対してBMS法により

ELFを採取し各種分析を行い、各々の病態

の早期診断を目指すものである。また、プ

ロテオーム解析を通じて各病態に関連す

る諸因子の発見を目指す。 

 
３． 研究の方法 
（１）BMS法の肺癌に対する応用 

①原発性肺癌症例に対して BMS 法により
ELFを採取しプロテオーム解析を行う。従来
のサンプリングでは気管支鏡操作に伴う出

血のため、混入した血液がプロテオーム解析

の際に問題になることがあった。フィルター

（孔径 0.45μm）付きの試験管にプローブ先
端を入れて遠心分離する方法を考案した。こ

の方法により ELF の電気泳動を行うと、ヘ
モグロビンおよびアルブミンのバンドが低

下することが判明した。血液成分混入の影響

を最小限にするため本法を採用した。5 名の
肺腫瘤患者（肺腺癌 2名、肺扁平上皮癌 2名、
結核 1名）から BMS法により腫瘤から採取
した ELF を用いて、ショットガンプロテオ
ーム解析を実施し、肺癌マーカータンパク質

の探索研究を行った。検体は、SDSポリアク
リルアミド電気泳動で分離後、ゲルスライス

を作成し、各スライスについてゲル内トリプ

シン消化を実施した。測定は、Thermo のリ
ニアイオントラップ質量分析装置 LTQ を用
いた LC-MS/MS ショットガン分析にて行っ
た。得られたデータを、MASCOT MS/MS ion 
searchで同定後、スペクトルカウントの手法
で各検体中のタンパク質存在量を比較した。 

②ゲフィチニブ（商品名イレッサ）使用肺癌

症例に対して投与前と投与2週後にBMS法に

よりELFを採取して腫瘍マーカーや各種因子

の検討を行った。24例に対して本法を行い、

治療効果あり群（n=14）と治療効果なし群

（n=10）を比較した。 

（２）非結核性抗酸菌症に対する応用 



①Mycobacterium avium complex(MAC)症の患

者に対してBMS法によるELF採取を行い患側

と健常側での各種サイトカインを測定した。 

②MAC症患者ではクラリスロマイシン(CAM)

がkey drugであるが、CAM内服中の本疾患患

者でELFを採取しCAM濃度を測定した。 

（３）LPS投与ラット肺障害モデルにおける

実験的検討 

ラット気管内にLPSを投与し、経時的にラッ

ト用BMSプローブでELFを採取した。ELF中

の各種サイトカイン（Bio-Rad社製 BioPlex

システムを使用）を測定した。また Protein 

Chipシステムによるプロテオーム解析を行

い小動物モデルにおけるBMS法の有効性を検

討した。 

 
４． 研究成果 

（１）BMS法の肺癌に対する応用 

①肺癌プロテオーム解析の結果、4 名の肺癌
患者のいずれかで 2倍以上の変化を示した候
補タンパク質として 93 種を、その内肺腺癌
または肺扁平上皮癌の 2名に共通に動く各癌
マーカー候補タンパク質として 35 種を抽出
することができた。 
また本プロテオーム解析の妥当性を確認す

るために8例の肺癌患者で採取したELFを用

いてウエスタンブロット解析を行い肺癌に

おける新規腫瘍マーカーとしての可能性を

検討する予定である。 

②ゲフィチニブ投与例において治療効果あ

り群（n=14）ではELF中の CEA、KL-6、SP-D

などが投与前より有意に低下した。一方、治

療効果なし群（n=10）でこれらは上昇傾向を

示した。一般に KL-6、SP-Dなどは肺障害マ

ーカーとして用いられるが、イレッサによる

病勢の変化を反映している可能性が示唆さ

れた。また治療効果あり群の治療前患側の

CEA、KL-6は健側よりも高値を示しゲフィチ

ニブによる治療効果予測における有用性が

示唆された。 

（２）非結核性抗酸菌症に対する応用 

①肺病巣から得られたELFでは健常部や対照

症例と比較して KL-6、IFNγが有意に上昇し

ていた。 

②CAM高用量（800mg/day n=4)では低用量

(400mg/day n=4))に比べてELF中の濃度は高

値を示し、ブレークポイントを超えた。本法

は呼吸器疾患における局所薬剤濃度測定に

も有用であった。 
（３）LPS投与ラット肺障害モデルにおける

実験的検討 

LPS投与群では生食を投与したコントロール

群と比較してIL-1β、IL-6、IFNγ、TNFαな

どの上昇が認められている。プロテオーム解

析ではTNFに関連した分子量を有するタンパ

クの存在が示唆され TNFαを抑制する TACE 

inhibitorを投与したラットではこのタンパ

クの減少が示された。またラットモデルにお

けるBMS法は経時的に各個体でのELF中の緒

因子を測定・解析することができるため、各

タイムポイントで個体を犠牲死させる必要

がなかった。 

本研究ではこれら（１）（２）（３）の成果を

通じて呼吸器外科関連疾患の臨床および動

物実験におけるBMS法の有効性を示すことが

できた。BMS法による成果発表は世界的にも

ほとんど見られない。今後は肺癌プロテオー

ム解析の結果を発展させて臨床的に有用な

新規腫瘍マーカーの特定が重要と考える。 
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