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研究成果の概要（和文）：雄7～9週齢の野生型マウスと、SPC-CCL1 Tgマウスに対し、喫煙負荷を行った。1週間
後、2週間後に気管支肺胞洗浄を行い、総細胞数、細胞分画を検討した。2週間後の気管支肺胞洗浄では、回収液
中の総細胞数はSPC-CCL1 Tgマウスにおいて野生型マウスより有意に増加していた。細胞分画の大多数はマクロ
ファージであった。SPC-CCL1 Tgマウスにおいて、喫煙曝露によりマクロファージがより強く誘導されることが
明らかとなった。このことは、CCL1が喫煙負荷による肺内の炎症において、中心的な役割を担っている肺胞マク
ロファージの分化、および誘導について大きな役割を担っている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Wild type mice 7 to 9 weeks old and SPC - CCL 1 Tg mice were exposed by 
cigarette smoking. After 1 week and 2 weeks, bronchoalveolar lavage (BAL) was performed, and total 
cell number and cell fraction were examined. In BAL fluid two weeks later, the total number of cells
 was significantly increased in the SPC-CCL1 Tg mice than in the wild type mice. The majority of the
 cellular fraction was alveolar macrophage. It was revealed that macrophages were more strongly 
induced by smoking exposure in SPC-CCL1 Tg mice. These results suggested that CCL1 might play a 
major role in the differentiation and induction of alveolar macrophages, which plays a central role 
in inflammatory response in the lung due to smoking exposure.

研究分野：呼吸器内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
長期の喫煙によって慢性閉塞性肺疾患

(COPD)は発症する。発症機序に関して諸説
があるが、吸入された有害粒子により惹起さ
れた肺の炎症の増強・慢性化がその一つとし
て挙げられる。その結果、肺胞組織が破壊さ
れた上に、正常な組織修復が阻害され、肺実
質の肺気腫や末梢気道の線維化という肺組
織のリモデリングが生じる。喫煙者の約 20％
が 70歳台に差し掛かるとCOPDを発症する
一方で、重喫煙を繰り返しても全く肺機能が
損なわれない人も存在する。この個体差の原
因として、発症する喫煙者と発症しない喫煙
者の間に炎症反応に質的・量的違いがあると
考えられる。炎症反応の違いは個人の体質で
あり、遺伝子塩基配列により決定される。 
体質を決定づける遺伝子の塩基配列として
single nucleotide polymorphism(SNP)が着
目され、様々な疾患において研究がなされて
いる。以前、我々は山形県内の 276 名の
COPD患者に対し、急性増悪を頻回に繰り返
す表現型を決める SNP 解析を行った。その
結果、ケモカインのひとつ CCL1の遺伝子多
型(NCBI : rs2282691)と増悪の頻度の間に有
意な関連を認めた。さらに、その遺伝子多型
の違いによる有意な生存率の低下が観察さ
れた。rs2282691は遺伝子プロモーター領域
の SNPであり、アリルの違いで CCL1の発
現量が低下し、増悪リスクが高くなると想定
された(Takabatake, Am J Respir Crit Care 
Med 2006)。 
CCL1は活性化した単球・マクロファージ、
リンパ球などから産生され、アレルギー、免
疫修飾、組織修復、リモデリングに関与する
ことが明らかとされている。CCL1の受容体
は CCR8であり、CCL1は CCR8発現細胞を
呼び寄せる働きを有する。近年、CCR8を発
現している癌細胞をリンパ節転移に導く働
き(Das, J Exp Med 2013)や、CCR8発現マ
クロファージを慢性炎症肝に導き肝臓の線
維 化 形 成 に 関 与 す る こ と (Heymann, 
Hepatology 2012)などが報告されている。す
なわち、CCL1-CCR8 axisは細胞の局所への
誘導を介して、組織リモデリングなどに関与
していると想定される。さらに CCL1 は、
regulatory T細胞にを介して免疫応答を抑制
することも注目されている(Hoelzinger, J 
Immunol 2010)。 
前述のように、我々は CCL1の発現量の低下
が COPD 急性増悪の頻度と関連することを
示した。この機序としては、免疫応答の低下
による気道感染の機会の増加が想定される。
しかし、COPDを含めた呼吸器疾患における
CCL1の正確な役割はまだ解明されていない。
COPDの発症に炎症反応の増強・慢性化が必
要であることを踏まえると、CCL1の発現量
の変化は、COPD増悪の頻度みならず COPD
の発症や進展においても影響すると考えら
れる。  
実際に、GOLD ステージⅣ期の COPD患者

の肺組織中のマクロファージで CCR8 の過
剰発現が認められたという報告  (Reimer, 
Clin Vaccine Immunol 2011) や、喘息患者
の気道上皮および気管支肺胞洗浄液中に
CCL1 の過剰発現を認めたという報告 
(Montes-Vizuet Eur Respir J 2006) があり、
様々な呼吸器疾患の病態形成や組織リモデ
リングにも関与している可能性がある。 
我々は、CCL1の肺組織における役割を検
討するため、Surfactant Protein-C(SP-C)プ
ロモーターを用いて肺組織特異的にCCL1を
高発現させる遺伝子改変マウスを作成した。
これまでの検討では、無刺激の状態では外観、
成長、生存率などにおいて、野生型と変化が
ないが、気管支肺胞洗浄(BAL)液の肺胞マク
ロファージ数は有意に減少し、FACS解析に
てマクロファージ分化マーカーF4/80 発現が
減じていることが確認された（Springerplus. 
2016）。  
生体内の免疫応答は複雑なネットワーク
を形成しており、喫煙刺激が加わった肺に対
して CCL1が、保護的あるいは障害的のどち
らに作用するのかは不明である。最近
regulatory T 細胞の構成の変化が COPD で
は認められることも報告されており(Hou, 
Thorax 2013)、CCL1が regulatory T細胞構
成に変化を与えることで COPD の進展に影
響を及ぼすことも考えられる。     
以上より、CCL1遺伝子改変マウスに長期間
喫煙曝露を施し、CCL1が COPDの発症や進
展に与える影響を解明することを目的とす
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、肺組織特異的 CCL1強制
発現マウスを用いて、CCL1が COPDの発症
や進展に影響するかどうか解明することで
ある。本遺伝子改変マウスと野生型マウスに
喫煙負荷をかけ、肺の気腫化の強さ、気流閉
塞の強度、肺の炎症の強さ、肺組織のアポト
ーシスの程度の差異を比較する。さらに網羅
的に２つのマウスの遺伝子発現の違いを検
討する。 
 
３．研究の方法 
平成 28 年度 
計画：肺組織特異的 CCL1 強制発現マウスに
おける喫煙肺気腫進展の評価 
研究方法：肺組織特異的 CCL1 強制発現マウ
スとコントロールマウスに対して代表的な
肺気腫作成モデルとして知られる長期間喫
煙曝露を施行する。喫煙曝露は当大学動物実
験施設内に設置されている MIPS 社喫煙曝露
装置にて、1 日 2 本・週 5 日・6 ヶ月間喫煙
曝露を施行する。両マウスから採血、気管支
肺胞洗浄(BAL)、肺組織摘出、その他の臓器
摘出を行い、臓器からは組織標本作製、RNA
抽出、蛋白質抽出を行う。そして、各サンプ
ルから以下の測定を行う。 
 



血液：赤血球数、ヘモグロビン、ヘマトクリ
ット値、白血球数・分画、炎症性ならびに抗
炎症性サイトカイン濃度 
BAL 液：酸化ストレス (lipid peroxide)、炎
症性ならびに抗炎症性サイトカイン濃度、
matrix metalloproteinases (MMPs) 濃度・
活性 
BAL 細胞（サイトスピン検体）：免疫染色 
[ matrix metalloproteinases (MMPs)、HO-1、
Nrf2 ]、ヒドロキシラジカル産生量定量 
組織標本：免疫染色 (MMPs、HO-1、Nrf2、CCR8
陽性 Treg 細胞の評価＜CCR8 & Foxp3 二重陽
性細胞の組織分布・定量＞) 
Total RNA：RT-PCR (MMPs、HO-1、Nrf2) 
蛋白質：ELISA もしくはウェスタンブロット
(MMPs、炎症性サイトカイン) 
 
さらに以下の評価を行う。 
(1)肺組織：気腫化程度の定量評価 
 ① Mean liner intercept：COPD 形成の程度
を肺胞腔の mean liner intercept を計測 
 ② Point counting法による単位面積当たり
の肺実質の比率計測 
③ Destructive index：喫煙負荷に肺胞破
壊の程度を評価 
 
 
(2)呼吸機能検査：COPD 類似の呼吸機能変化
を生じているか検討 
0.1 秒量と肺コンプライアンスの評価：喫煙
負荷により肺に気腫化が生じることは、気流
閉塞とマウス肺弾性収縮力の低下につなが
る。マウス肺機能測定装置(Buxco Research 
Systems)を用いて、これらを測定することで、
群間での気流閉塞と肺コンプライアンスの
差異を評価する。 
 
喫煙負荷後に両マウス間で気腫化肺形成に
有意な差異が認められない場合には、エラス
ターゼ気管内投与による実験肺気腫を作成
することも検討する。 
 
 
平成 29 年度 
計画：実験肺気腫マウスにおける DNA マイク
ロアレイによる網羅的な遺伝子発現変化の
検討 
研究方法：前述の行程で抽出した total RNA
に対して、DNA マイクロアレイによる網羅的
な遺伝子発現変化の解析を委託にて行い、コ
ントロールマウスと比べて特に蛋白分解酵
素―分解酵素阻害因子間で不均衡が生じて
いないか、酸化ストレス応答因子が減少して
いないか、肺細胞のアポトーシス関連因子の
発現に差はないかなどに着目し解析する。解
析の結果、本モデルで浮かびあがってきた候
補因子については、RT-PCR もしくはウェスタ
ンブロットなどで、群間での差異を確認する。 
 
計画：実験肺気腫マウスにおける肺細胞のア

ポトーシスの程度の比較とアポトーシス経
路の検討 
研究方法：喫煙によってもたらされるアポト
ーシスが、CCL1 により影響されるかどうかを
以下の項目で検討する。 
（１）TUNEL 染色法：肺組織標本にて、 
（２）Annexin V 染色法：BAL 細胞にて、 
（３）カスパーゼ活性定量：肺抽出蛋白質お
よび気管支肺胞洗浄液にて 
 
 
４．研究成果 
雄 7～9 週齢の野生型マウスと、SPC-CCL1 
Tg マウスに対し、喫煙曝露装置を用いて喫煙
負荷を行った。喫煙による炎症の発生を評価
するため、喫煙負荷 1 週間後、2 週間後に気
管支肺胞洗浄を行い、総細胞数、細胞分画を
検討した。曝露後 1週間で気管支肺胞洗浄を
行ったところ、回収液中の総細胞数、分画に
は両群間に有意差を認めなかった。2 週間後
の気管支肺胞洗浄では、回収液中の総細胞数
は SPC-CCL1 Tg マウスにおいて野生型マウス
より有意に増加していた。細胞分画を検討し
たところ、細胞の大多数はマクロファージで
あった。SPC-CCL1 Tg マウスは、無刺激の状
態では野生型と比較してマクロファージ数
が有意に少なかったことから、SPC-CCL1 Tg
マウスにおいて、喫煙曝露によりマクロファ
ージがより強く誘導されることが明らかと
なった。このことは、CCL1 が喫煙負荷による
肺内の炎症において、中心的な役割を担って
いる肺胞マクロファージの分化、および誘導
について大きな役割を担っている可能性が
示唆された。 
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