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研究成果の概要（和文）： 
肺胞マクロファージによるアポトーシス細胞の貪食が肺気腫化の病態に及ぼす影響につきエラ
スターゼ誘導マウスモデルを用いて検討した。アネキシンV経鼻投与による貪食抑制により肺
の気腫化は有意に悪化した。アネキシンV投与マウスにおいて、肺胞マクロファージ数の増加、
BALF中 VEGF濃度の低下、また肺胞マクロファージのMMPs mRNA発現亢進がみられた。貪食抑
制は修復不全と破壊亢進を介して気腫化進展に関与する可能性が示された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We applied elastase-induced mouse model to test the effect of impaired macrophage 
phagocytosis of apoptotic cells on pulmonary emphysema. Intra-nasal instillation of 
Annexin V, potent inhibitor of macrophage phagocytosis, worsened the pulmonary emphysema. 
Annexin V-treated mice had an increased number of alveolar macrophages, lower level of 
VEGF in BALF, and increased transcriptional activity of MMP genes. Collectively, impaired 
macrophage phagocytosis could deteriorate the pulmonary emphysema via fewer repairs and 
more destruction in this model. 
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研究分野：呼吸器 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・呼吸器内科学 
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１． 研究開始当初の背景 

 
慢性閉塞性肺疾患（COPD）は本邦を含む先進
国において死亡原因の上位ランクに上がり
つつある深刻な疾患である。しかし、治療は
対症療法が主なるものであり、病態悪化を抑
制する新たな治療戦略の開発が早急に望ま
れている。 

慢性閉塞性肺疾患（COPD）の患者肺において
はアポトーシス細胞が増加している一方、ア
ポトーシス細胞を貪食除去するマクロファ
ージ機能が低下していることが近年、報告さ
れている。 
アポトーシス細胞を貪食した貪食細胞はフ
ェノタイプを変え、抗炎症性サイトカイン、
抗プロテアーゼ、組織成長因子の分泌促進を
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して、炎症を終焉するべく寄与することが報
告されている。COPDにおけるアポトーシス細
胞の増加と貪食能の低下による不均衡は貪
食細胞が抗炎症性フェノタイプを獲得する
ことを妨げるのみならず、アポトーシス細胞
の二次性壊死を惹起して細胞内サイトカイ
ン、プロテアーゼなど組織障害因子を微小環
境中に放出する危険をもつ。しかし、実際に
アポトーシス細胞の貪食が COPDの病態に如
何に関わるかを直接評価した研究はこれま
でにない。 
本研究では貪食能低下が肺気腫化の進展に
及ぼす影響についてマウスモデルを用いて
検討する。 
 
２． 研究の目的 

 
マクロファージ貪食能の低下が気腫化の進
展に及ぼす影響を検討するため、エラスター
ゼ誘導マウス肺気腫モデルを用いる。アネキ
シンV経鼻投与によりマクロファージ貪食能
を抑制して、肺気腫化が悪化するかどうか、
するならばその機序についての考察を加え
ることを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
 
（１） プロトコールの確立 
C57BL6マウスに豚膵エラスターゼを経気管
的に投与して肺気腫を誘導する (day1)。こ
の方法はマウス肺気腫モデルとして確立し
ており、肺気腫化は少なくともday21まで経
時的に進行することが知られている。豚膵エ
ラスターゼ投与後は数日以内に肺への急性
の好中球浸潤が見られ、この好中球の増加は
day8にはベースライン近くまで回復する。 
本研究の主眼は好中球性炎症ではなく、その
後のマクロファージなどを中心とした慢性
炎症であるため貪食抑制はday8より開始し
た。貪食抑制のため合成人アネキシンV(Ann)
またはvehicle(Veh)を連日経鼻投与する方
法を用いた。アネキシンVはアポトーシス細
胞表面に表出してくるphosphatidylserine
（PS）に特異的に結合して、アポトーシス細
胞が貪食細胞に認識、捕捉されることを抑制
することで貪食を部分的に抑制する。 
 
（２） 肺気腫化の評価 
C57BL6マウスに豚膵エラスターゼを経気管
的に投与して肺気腫を誘導する (day1)。
Day8から14日間連続して貪食抑制剤（アネ
キシンV）を経鼻投与する。Day21に摘出肺
を定圧ホルマリン固定して、作製した病理標
本における平均肺胞径を測定する。平均肺胞
径の測定は当初、①病理組織をとりこみ画像
処理したものをScion softwareを用いて自
動計測する方法と、②顕微鏡観察下で一定直

線が交差する肺胞隔壁数をカウントする方
法の双方を行い、その一致性を確認した。そ
の結果、双方の方法による結果は緊密に相関
したため以後の検討では簡便な②の方法を
採択した。 
 
（３） 機序の検討 
上記と同様にday1に豚膵エラスターゼを気
管内投与したのち、day8からアネキシンVを
7日間投与する。気腫化が進展するday8から
day21の間に生じている病態を検討するため
その中央であるday15に犠牲死させる。気管
支肺胞洗浄液を回収して、細胞分画と上清に
分離して後者を保存する。回収した細胞は細
胞数と分画を顕鏡によりカウントして、また
別実験では細胞ペレットを作製した後、RNA
を抽出する。気管支肺胞洗浄液中細胞RNAは
RT-PCR法によりプロテアーゼの遺伝子発現
を検討するために用いた。 
BioplexあるいはELISA法を用いて肺胞洗浄
液中のサイトカイン、組織成長因子などを測
定した。 
 
４． 研究成果 

 
（１） 肺気腫化の評価 
Day21に定圧固定したマウス摘出肺の平均肺
胞径を表1に示した。豚膵エラスターゼ投与 
(PPE)群ではコントロール (Ctrl) 群と比べ
て平均肺胞径は有意に増大した（表１．
P<0.05 PPE-Veh vs Ctrl-Veh, P<0.001 
PPE-Ann vs Ctrl-Ann）。Ctrl群において、Ann
投与は肺胞径に影響を及ぼさなかったが、
PPE群においては PPE-Ann群における平均肺
胞径が PPE-Veh群と比べて有意に増大した
（表１．P<0.05）。 
 
表１．マウス肺の平均肺胞径 

 ｎ 平均 
(μm) 

標準誤差 
(μm) 

Ctrl-Veh 8 39.3 1.9 
Ctrl-Ann 7 39.6 1.6 
PPE-Veh 8 57.5 * 1.8 
PPE-Ann 9 76.1 #$ 7.2 
*: P<0.05 vs Ctrl-Veh 
#: P<0.001 vs Ctrl-Ann 
$: P<0.05 vs PPE-Veh 
 
（２） 細胞数、分画 
Ann群において Day21肺胞径が有意に増大し
たことからその機序につき検討を加えた。
Day15における気管支肺胞洗浄液中の総細胞
数はPPE-Ann群でPPE-Veh群と比べて有意に
増加していた（表2, P<0.05）。細胞分画につ
いてはマクロファージが増加した細胞のほ
とんどであり、PPE-Ann群で PPE-Veh群と比
べて有意に増加していた（表2, P<0.05）。 



 

 

リンパ球、好中球数については各群で有意な
差を認めなかった。 
このことからマクロファージ数の増加が平
均肺胞径の増大に寄与している可能性が示
唆され、マクロファージ遊走因子、並びに増
加したマクロファージが及ぼす影響につい
てさらに検討した。 
 
表２.肺胞洗浄液中細胞数と分画 

#: P<0.01 vs Ctrl-Ann 
$: P<0.05 vs PPE-Veh 
 
（３） 気管支肺胞洗浄液中の液性因子 
Day15において回収した気管支肺胞洗浄液を
用いてマクロファージ遊走因子を測定した。
MCP-1ならびに MIP-1αの濃度は各群で有意
差はなく（表3）、マクロファージ数の増加を
説明しうる傾向を示さなかった。このことよ
り、本モデルにおけるマクロファージ数の増
加はエラスチン分解産物など他のマクロフ
ァージ遊走因子の関与、あるいは集積したマ
クロファージの肺からの離脱（emigrate）の
低下が関与している可能性があり、今後、更
なる検討を要する。 
 
表3マクロファージ遊走因子(Bioplex) 

 ｎ MCP-1 
(pg/ml) 

MIP-1α 
(pg/ml) 

Ctrl-Veh 5 32.5 5.68 
Ctrl-Ann 5 24.8 5.06 
PPE-Veh 5 25.3 4.14 
PPE-Ann 5 19.7 4.60 

 
（４） 気管支肺胞洗浄液中VEGF濃度 
貪食抑制による肺気腫化悪化の誘因として
組織修復の低下について検討するため気管
支肺胞洗浄液中のVEGF濃度を検討した。Ann
投与によりCtrl群、PPE群ともに肺胞洗浄液
中VEGF濃度は低下する傾向を認め、PPE群に
おける低下は統計学的有意差に達した（表4．
P<0.05 PPE-Veh vs PPE-Ann）。このことから
アポトーシス細胞の貪食抑制は VEGF産生低
下を介して肺の再生、ホメオスターシス維持
に抑制的に寄与した可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 

表４BALF中VEGF濃度（Bioplex） 

*: P<0.05 vs PPE-Veh 
 
（５） マクロファージにおけるMMP発現 
肺に増加したマクロファージが気腫化の悪
化に寄与する機序としてプロテアーゼ産生
の過剰が考えられるため、マトリックスメタ
ロプロテアーゼ（MMP）のmRNA発現につき検
討した。 
現在、MMP2, -9, -12について検討中で、
preliminaryであるが MMP2, -12については
PPE-Ann群でPPE-Veh群と比して発現亢進が
みられており、再現性を含めて継続検討中で
ある。 
 
本研究において、豚膵エラスターゼ誘導マウ
ス肺気腫モデルにアネキシンVを用いた貪食
抑制を誘導して気腫化の悪化が観察された。
貪食抑制によりマクロファージ数が有意に
増加したことから悪化の機序に関与してい
ることが示唆され、VEGF低下を介した修復能
の低下、マトリックスメタロプロテアーゼの
発現亢進を介した破壊の亢進が関与してい
る可能性がある。今後、更なる検討が必要で
あるが、これまでの報告では示されていない
アポトーシス細胞貪食能の低下が肺気腫進
展に寄与する可能性が示された。 
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