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研究成果の概要（和文）：１)ヒト血管内皮細胞を高濃度酸素に曝露すると、IL-8の発現が誘導され、TNF-α・
細菌内毒素の共存下でさらに増強されたことから、重症患者に対する高濃度酸素療法の有害性が改めて危惧され
た。また、この機序に核内パターン認識受容体の関与が示唆された。２)ヒトES細胞の肺胞上皮細胞への分化誘
導促進法として、空気接触下培養が有効であることを確認した。３)我々が以前認めたIL-17欠損マウスにおける
急性肺損傷増悪の機序として、樹状細胞やIL-12以外を介する機序の関与が示唆された。４)急性呼吸促迫症候群
の肺局所サイトカインを網羅的に解析し、IL-1β、IFN-γ、IL-17の病態への関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：1) We exposed human vascular endothelial cells to hyperoxia, and found the 
induction of interleukin-8 gene expression. This response was exacerbated under the co-incubation 
with tumor necrosis factor alpha or lipopolysaccharide, suggesting the exaggerated toxicity of 
hyperoxia in patients under critical condition. We further found the involvement of intracellular 
pattern-recognition receptors in this mechanism. ２) We found that differentiation of human 
embryonic stem cells into lung epithelial cells was facilitated by an air-liquid interface method. 
３) We previously found the exaggerated bleomycin-induced acute lung injury in interleukin-17 
deficient mice. By the current analysis, involvement of pathways not including dendritic cells or 
interleukin-12 were suggested. ４) We comprehensively analyzed lung cytokines in patients with acute
 respiratory distress syndrome, and found the involvement of interleukin-1beta, interferon-gamma, 
and interleukin-17.

研究分野： 呼吸器集中治療
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１．研究開始当初の背景 
生体が各種疾患、外傷・熱傷などの生体侵

襲に暴露されると、全身性に非特異的炎症反
応が惹起され、臨床的にはしばしば全身性炎
症反応症候群（SIRS）の状態に陥る。加えて、
この状況下ではしばしば免疫細胞の過剰反
応性（priming）が生じており、感染などの二
次的侵襲を契機に、多臓器機能不全(MODS）
を高率に発症し、しばしば致死的なため、そ
の予防と治療が喫緊の課題である。 
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、急性呼吸促迫
症候群（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。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
とその機序を解明した。さらに、新たな細胞
反応性修飾因子としてTh2ケモカインである
MDC/CCL22、TARC/CCL17、IL-17A も見い
だし、各々の変動がもたらす細胞反応性の変
化を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ARDS などの炎症性肺疾患病態
下の免疫炎症・内分泌代謝関連因子や細胞機
能を総合的に解析し、病的環境下における異
常細胞反応性とこれをもたらす傍細胞環境
の乱れを明らかにし、さらに異常細胞反応性
を正常化する手法を検討することで、将来の
炎症性肺疾患、特に ARDS に対する新規予防
法、治療法の開発に繋げることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(１) 細胞培養系を用いた、異常細胞反応性獲
得機序の解明と予防・治療法開発 
 ヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）、単
球系細胞MonoMac6を各々の至適培地を用い
て酸素濃度を変更可能なCO2インキュベータ
内で培養した。この系において、酸素分圧を
変動させ、集中治療下の傍細胞環境を再現し、
細胞形態や、侵襲負荷に対する反応性などを
解析した。侵襲負荷としては腫瘍壊死因子 α 
(TNFα)などの炎症性サイトカイン、細菌内毒
素(LPS)などの pathogen-associated molecular 
patterns (PAMPs)を用いた。 
 さらに培養細胞から、総 RNA を抽出し、
逆転写酵素にて cDNA を合成後、リアルタイ
ム PCR により、液性因子、パターン認識受容
体などの免疫関連因子を含めた遺伝子発現
を解析した。また蛋白質を ELISA 法で解析し
た。 
 
(２) ヒト ES 細胞から肺組織細胞の効率的分
化誘導法の探索 

当大学生理学教室、腎臓内分泌代謝内科と
共同で、ヒトの ES 細胞の肺胞上皮細胞など
への効率的誘導手法を探索した。本研究では、
マウス ES 細胞から肺胞上皮細胞への分化誘
導で用いられる「Air-liquid interface 法」をヒ
ト ES 細胞の分化誘導に応用した。分化誘導
の確認には、 surfactant protein C (SPC)、
aquaporin-5 (AQ5)をマーカーとして用いた。 
 
(３) マウス炎症性肺疾患モデルを用いた、侵
襲後の異常細胞反応性の解析 
 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経気道的に 1～3 
mg/kg Bleomycin 50～100 μL を噴霧投与した。
その後 7 日後に屠殺し、肺を摘出し、主に免
疫組織学的手法により検討した。複数の樹状
細胞マーカーと複数の IL-12 抗体を用いて検
討した。 
 
(４)炎症性肺疾患患者における生理活性物質
の解析 

ARDS 患者の気管支肺胞洗浄液を用いて、
免疫炎症関連生理活性物質をビーズアレイ
法にて網羅的に解析した。 
 
４．研究成果 
(１) 細胞培養系を用いた、異常細胞反応性獲
得機序の解明と予防・治療法開発 
呼吸器内科と共同で、HUVEC を各種濃度

の高濃度酸素曝露下で培養し、その影響を検
討した。高濃度酸素曝露の方法としては、培
養器内全体の酸素濃度調節を用いたが、90％
以上の設定では暴露実験中に濃度がしばし
ば低下したため、培養器内に小チェンバーを
設置して、チェンバー内部の酸素濃度を 90％
以上に維持する方法も試みた。また、培養液
中ウシ胎児血清（FBS）濃度により高濃度酸
素曝露への反応性が変化することを見いだ
し、FBS 濃度を調節することで、80～85％酸
素曝露で、安定した結果を得ることができた。 

HUVEC においては、高濃度酸素曝露のみ
では炎症性サイトカイン IL-8 遺伝子の発現
は僅かに誘導されたのみであるが、炎症性サ
イトカインである TNFα、PAMPs である LPS
の共存により、発現が相乗的に誘導された。
各種パターン認識受容体のうち、細胞内受容
体である NOD1 は変動しなかったが、NOD2
が IL-8 と同様の発現変動を示すことを認め
た。さらに siRNA による NOD2 の発現制御に
より、相乗効果は減弱した。 
 また、単球系培養細胞MonoMac6を用いて、
同様の実験を行った、MonoMac6 においても、
TNFα、LPS の共存下での高濃度酸素曝露によ
り IL-8 の発現が誘導され、NOD2 発現も同様
に誘導されたが、NOD2 の関与は不明であっ
た。 
 
(２) ヒト ES 細胞から肺組織細胞の効率的分
化誘導法の探索 
 分化誘導促進法として、空気曝露下で培養



する方法（air-liquid interface 法）の効果を検
討し、ヒト ES 細胞でも分化誘導促進効果を
確認した。 
 
(３) マウス炎症性肺疾患モデルを用いた、侵
襲後の異常細胞反応性の解析 
我々は、IL-17 欠損マウス（東京大学医科

学研究所より供与）において、ブレオマイシ
ン（BLM）誘発急性肺損傷（ALI）が増悪す
ることを以前の研究で見いだしている。本研
究ではこの機序へのTh1サイトカインである
IL-12 の関与を仮定し、主に検討を行った。 

IL-12 は上皮細胞に加えて、一部のリンパ
球様細胞に発現していたため、さらに樹状細
胞マーカーを CD11c に変更し、免疫蛍光二重
染色にて、樹状細胞における IL-12 発現を検
討した。当初、IL-12 発現細胞数の増加傾向
を認めたが、繰り返し実験を行った結果、樹
状細胞数、及び IL-12 発現樹状細胞数は、IL-17
欠損マウスで有意に変動していないとの結
論に至った。本結果は、IL-17 欠損マウスに
おける病態増悪への、樹状細胞や IL-12 以外
を介する機序の関与を示唆するものである。 
 
(４)炎症性肺疾患患者における生理活性物質
の解析 
 ARDS 患者肺局所の複数サイトカインをビ
ーズアレイ法であるバイオプレックスを用
いて検討し、IL-1β、IFN-γ、IL-17 の高値を認
めた。 
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