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研究成果の概要（和文）：1）IL-17欠損マウスでブレオマイシン誘発急性肺損傷が増悪する機序を検討し、IL-12発現
樹状細胞の関与が推測された。2）高濃度酸素曝露による内皮細胞反応性亢進に伴い、パターン認識受容体TLR family
、NOD family遺伝子発現の変動を認めた。3）ヒトES細胞の空気接触環境下における肺胞上皮細胞への分化を、SPC、aq
uaporin-5(AP5)をマーカーとして検討し、SPC発現は培養20日後に増加、40日後には減少、AP5発現は時間とともに増加
した。4）ヒトのARDS、IPF剖検肺で、肺組織幹細胞・前駆細胞を探索するも確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：1) We examined the mechanisms of exaggerated bleomycin-induced acute lung injury i
n IL-17-deficient mice, and found that IL-12-expressing dendritic cells were increased in the knockout mic
e. 2) In human endothelial cells, in association with the accelerated response, gene expression of TLR and
 NOD families were significantly affected under hyperoxia. 3) We examined the differentiation of human emb
ryonic stem cells to alveolar epithelial cells under air-liquid interface, using SPC and AP5 as markers.  
The expression of SPC was increased at 20 days, but was decreased at 40 days, whereas that of AP5 was incr
eased with time. 4) We examined lung stem cells and progenitor cells in autopsied lungs from patients with
 ARDS and IPF.  In ARDS, accumulation of inflammatory cells in the early phase and metaplastic epithelial 
cells in the late phase were observed, but Musashi-1 and SPC double positive cells were not observed.  In 
IPF, Musashi-1 and CCSP double positive cells were also not observed.
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１．研究開始当初の背景 
生体細胞の機能は、様々な微量生理活性物

質により統合的かつ動的に調節され、また各
臓器・組織の細胞は、常に組織幹細胞や前駆
細胞により補充されて、その機能を維持して
いる。しかし、生体が高度侵襲や感染などの
二次刺激に暴露されると、全身性炎症反応症
候群（SIRS）が惹起され、細胞が多数傷害さ
れて、急性肺損傷（ALI）、急性呼吸促迫症候
群（ARDS）を発症するため、その予防と治療
が重要である。 
我々は従来から高度侵襲、炎症性肺疾患病

態下における炎症、抗炎症性反応を主にサイ
トカイン、ケモカインの面から研究し、様々
な炎症性ケモカインの敗血症、ALI/ARDS、炎
症性肺疾患病態への関与を明らかにしてきた。
近年では、一次刺激後の免疫機能変化が
priming に関与しているとの仮説に基づき、
熱傷負荷後の過剰炎症反応性を明らかにし、
その制御が病態改善に有効であることを示し
た（Sasaki J, et al.: AJP 2003）。また、高
度侵襲後の IL-18 の低下とその少量補充によ
る病態改善を見いだした（Sekine K, et 
al.:Shock 2009）。 
 

２．研究の目的 
本研究は、細胞培養、動物実験系、臨床検

体を用いて、炎症性肺疾患病態下の免疫炎
症・代謝関連因子や細胞機能の変動、及び組
織幹細胞・前駆細胞の動態を総合的に解析し、
病的環境下における生体内傍細胞環境の異常
変動を明らかにし、また異常変動をきたして
いる生理活性物質の補正が免疫機能・細胞機
能に及ぼす効果を検証することで、炎症性肺
疾患、特に ALI/ARDS に対する新規治療法、予
防法を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスの SIRS、炎症性肺疾患モデルを用
いた、侵襲後の免疫炎症・代謝変動の総合的
解析 
マウスをネンブタール麻酔した後、マイク

ロスプレイヤーを用いて 1～3 mg/kg 
Bleomycin などの傷害性物質を含む水 50～
100 μLを気道内へ噴霧投与する。その後様々
な時間（1，3，7日）に動物を屠殺し、血液、
各種臓器（肺、肝臓、脾臓、等）から総 RNA
を抽出し、逆転写酵素にて cDNA を合成後、液
性因子、刺激伝達系酵素、免疫関連因子を含
めた遺伝子発現と蛋白質を各々網羅的に解析
する。これらのスクリーニングで候補となっ
た遺伝子や蛋白質を、リアルタイム遺伝子定
量法や ELISA 法などを用いて個々に定量し、
変動を確認する。 
 
(２) 細胞培養系を用いた、肺細胞、免疫細胞

の機能変動補正因子の解明 
 ヒトやマウスの肺実質細胞、免疫細胞を、
各々の至適培地を用いて培養する。候補因子
の濃度を様々に変えた環境下で上記細胞を培
養し、細胞形態や各種細胞機能、侵襲負荷に
対する反応性、抵抗性などの変化を明らかに
する。侵襲負荷としては細菌内毒素、TNFα、
IL-1 等の炎症性サイトカインなどを用いる。
さらに、上記(１)と同様の解析も行う。 
 
(３) ヒト ES 細胞からのヒト肺組織細胞の効
率的産生誘導法の確立 

当大学生理学教室、腎臓内科学教室と共
同で、ヒトのES細胞を様々な条件下で培養
し、肺胞上皮細胞などへの効率的誘導手法
を探索する。まず、「Air-liquid interface
法」をヒトES細胞の分化誘導に応用する。
分化誘導の確認には、SPC、Secretoglobin 
1A1（別名CCSP、CC10）などのマーカーを用
いる。 
 

(４) SIRS、ALI/ARDS、炎症性肺疾患患者に
おける免疫炎症・代謝および組織幹細胞の
動態解明 
SIRS、炎症性肺疾患患者の末梢血、また臨床
上気管支鏡検査が必要な場合に採取した気管
支肺胞洗浄液を用いて、網羅的に解析する。
一方、ALI/ARDS、炎症性肺疾患患者の剖検ま
たは生検組織を用いて、Musashi-1、SPC、
Secretoglobin 1A1 などのマーカーにより肺
組織幹細胞・前駆細胞を探索する。 
 
４．研究成果 

(1) マウスのSIRS、炎症性肺疾患モデル
を用いた、侵襲後の免疫炎症・代謝変動の
総合的解析 
 我々はこれまで、IL-17欠損マウスにおい
て、ブレオマイシン投与後のALIが増悪する
とともに、IL-12の発現が増強するとの知見
を得ており、IL-12発現増強の機序を明らか
にするための検討を行った。野生型および
IL-17欠損マウス（医科学研究所より供与）
にブレオマイシンを経気管投与した後、7日
後の肺組織を採取し、IL-12の発現を免疫染
色にて検討した。IL-17欠損マウスにおいて、
肺の樹状細胞が増加傾向にあり、さらに同
細胞にIL-12発現を認めたことから、IL-12
の由来として樹状細胞が推測された。 
 
(2) 細胞培養系を用いた、肺細胞、免疫細胞
の機能変動補正因子の解明 
  内皮細胞における高濃度酸素下の刺激反
応性亢進機序を解明するため、同細胞におけ
る pattern recognition receptor (PRRs)の
発現変動を検討したところ、TLR family に加
えて NOD family 遺伝子発現の変動を認めた。 



 
(3) ヒト ES 細胞からのヒト肺組織細胞の効
率的産生誘導法の確立 

当大学腎臓内科学教室との共同研究とし
て、ヒトのES細胞を空気に接触する環境下
（Air-liquid interface）で3～6週間培養
し、気道肺胞上皮特異的マーカーである
surfactant protein C (SPC) 、
aquaporin-5(AP5)の遺伝子発現をFACS解析
により検討した。興味深いことにSPCの発現
は培養後20日に増加したが、40日後にはむ
しろ減少した。一方、AP5の発現は培養日数
に応じて、発現量が増加した。更に、発生・
形態学的に肺上皮との類似点を認め、研究
が進んでいる腎上皮細胞の発現誘導条件を
参考に、気道肺胞上皮細胞の発現誘導を促
進する因子を検索したが、本研究期間内で
は、より効果的な分化誘導因子は見いだせ
なかった。 

 
(4) SIRS、ALI/ARDS、炎症性肺疾患患者にお
ける免疫炎症・代謝および組織幹細胞の動態
解明 
 ALI/ARDS 患者の剖検肺では、好中球を中心
とする炎症細胞の集積を認め、発症 1 週間以
降には化生上皮を認めた。次に、Musashi-1、
SPC をマーカーとして肺組織幹細胞・前駆細
胞を細気管支・肺胞領域を中心に探索したが、
明らかな共発現細胞を確認できなかった。 
 また、IPF/UIP患者の剖検肺組織を用いて、
Musashi-1、Secretoglobin 1A1 (CCSP)をマー
カーとして肺組織幹細胞・前駆細胞を探索し
たが、やはり共発現細胞を認めなかった。 
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