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研究成果の概要： mitogen-activated protein kinase (MAPK)の１つ、p38 は炎症反応の中心

的役割を演じている。我々は、肺胞特異的に p38 の活性をコントロールしうる２系統の組織特

異的トランスジェニック（TG）マウスを作出し、これらが、肺気腫や間質性肺炎といった炎症

性肺疾患の発症分子機構の解明に有用であることを突き止めている。本研究では、（１）肺胞特

異的 p38 活性低下マウスで認められた、間質性肺炎誘導への抵抗性に関して、さらに検討を加

えた。また、（２）新たに、肺胞特異的に、かつ時期依存的に p38 の活性を上昇させ得る誘導

型 TG マウスを作出することを試みた。 
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１．研究開始当初の背景 
  我々は、細胞外からの刺激を核内の転写

機構制御にまで変換・伝達するリン酸化酵素

群であるmitogen-activated protein kinas

e (MAPK)の１つ、p38が様々な病態に関与す

ることを、p38ノックアウトマウスを用いて

証明してきた。p38の持つ１つの大きな機能

として、免疫・炎症作用を司る蛋白分子群ネ

ットワークの産生制御の中心に位置するこ

とが明らかになってきている。この事実は、

p38を標的組織特異的に常時活性化させる特

殊な状況を作り出すことにより、炎症性疾患

モデルマウスの作出が可能であることを想

起させる。そして、モデルマウスを用いた疾

患発症の分子基盤情報を、新たな治療法の確

立にフィードバックすることが可能となる。 
  この戦略のもと、肺胞特異的に p38 を常
時活性化させた、もしくは低下させたトラン
スジェニックマウスを作出した。p38 を常時
活性化させたマウスに関しては、導入トラン
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スジーンのコピー数が高い個体で、生後８ヶ
月で慢性閉塞性肺疾患（COPD）である肺気腫
様症状を呈することを突き止めた。しかしな
がら、第 4世代に至るまでに、出産頻度の低
下と、出産しても Wt マウスのみが誕生する
現象に陥り、結果として淘汰された。この現
象の正確な科学的理由はつかめていないが、
導入トランスジーンのコピー数が低い個体
においては、12ヶ月を経過しても、肺気腫様
の所見は認められなかった。ただし、LPS（リ
ポポリサッカライド）の負荷をかけた際に、
Wtマウスに比べて、血管周囲での急峻かつ激
しい白血球の浸潤が認められた。このことは、
肺胞特異的な p38 の活性化が、少なくとも炎
症誘導に対する感受性の増加を促すことを
示唆した。 
 
 
２．研究の目的 
  上述の淘汰の問題点を解決すべく、肺胞
特異的なp38の活性亢進を出生後の希望する
タイミングでコントロール出来る誘導型ト
ランスジェニック（TG）マウスの樹立を目指
す。一方、すでに作出した肺胞特異的 p38 活
性低下マウスでは、化学物質誘導性の間質性
肺炎への抵抗性が認められたので、その分子
機序を詳細に検討していく。 
 
 
３．研究の方法 
（１）テトラサイクリン誘導性肺胞特異的
p38 活性亢進 TGマウスの作出 
  (A) MKK6-c.a.（p38 の活性亢進を促す変
異体遺伝子：p38 を特異的に活性化するリン
酸化酵素である MKK6 を点変異により常時活
性型としたもの：N末に HA-Tag を付加してい
る）遺伝子を、Tet 受容体応答遺伝子（TRE）
／CMVプロモーターのfuse遺伝子の下流に配
したトランスジーンを導入した TG マウス 
（TRE-MKK6-c.a./TG）(B) Tet 受容体遺伝子
（TetR）と VP16 のキメラ遺伝子を、ヒト・
サーファクタント蛋白(SP)-C プロモーター
の下流に配したトランスジーンを導入した
TGマウス（SP-C-rtTA/TG）の作出を行う。誕
生した両者をかけ合せたダブル TG マウスに
Tet（実際に用いるのは、ドキシサイクリン：
Dox）を溶解した飲水を与えることにより、
肺胞特異的に、Dox 濃度依存的に MKK6-c.a.
トランスジーン発現量のコントロールが可
能となる Tet-ON システム導入マウスの樹立
を目指した。 
（２）間質性肺炎発症における p38 の病態的
機能の解析 
  ヒトSP-Cプロモーターの下流にp38-d.n. 
（p38 の活性低下を促す変異体遺伝子：p38
を点変異により常時不活性型としたもの：N
末に M2-Tag を付加している）遺伝子を配し

たトランスジーンを導入した TG マウスを 5
ライン作出している（SP-C-p38d.n./TG）。こ
のマウスにブレオマイシンを 6mg/kg 経気管
支的に投与し、病理的所見、key molecule の
発現変化等、検討を加えた。 
 
 
４．研究成果 
（１）テトラサイクリン誘導性肺胞特異的
p38 活性亢進 TGマウスの作出 
  すでに５ラインの SP-C-rtTA/TG を得た
が、200 受精卵への遺伝子導入にも関わらず
TRE-MKK6-c.a./TG は作出に至らなかった。そ
の原因として、MKK6-c.a 遺伝子の leakage が
発生段階に影響し胎生致死を促すことが想
定された。そこで、この問題点を解決すべく、
TRE-MKK6-c.a.遺伝子の受精卵への導入時に
TRE サイレンサー(tTS)遺伝子を共導入し、
TRE の自発的なバックグランド活性を抑制し
MKK6-c.aのleakageを阻害することを試みた
（TRE-MKK6-c.a./tTS/TG の作出）。これによ
り、TRE-MKK6-c.a./tTS/TG を 1ライン作出で
きた。しかし、この TGマウスとWtマウスを
かけ合わせたところ、Wtマウスのみしか生ま
れてこなかった。この事実は、TRE-MKK6-c.a.
と tTSのそれぞれのトランスジーンが対立遺
伝子に導入された可能性を示唆した。そこで
さらに、TRE-MKK6-c.a./tTS/TG の繁殖用に
tTS/TG マウスを作出し、かけ合わせたところ、
TGマウスの継代が可能となった。 
  以上の結果から、当初期待していた、ダ
ブル TG マウスに Dox を与える系では不十分
で、そこに、TRE サイレンサーも導入したト
リプル TG マウスがテトラサイクリン誘導性
肺胞特異的 p38 活性亢進 TG マウスの作成に
は必要であることが示された。今後、このTG
マウスを用いて、肺気腫の成立メカニズムに
迫っていきたい。ただし、確率的には低いも
ののトランスジーンのintegration領域に依
存してマウスの表現系に影響する可能性が
あるため、TRE-MKK6c.a./tTS/TG マウスのラ
イン数を増やす必要がある。また、継代のた
めのかけ合わせが煩雑かつ維持マウス数も
膨れ上がる現状は研究遂行上の律速段階と
なるため、TRE-MKK6-c.a.と tTS のそれぞれ
のトランスジーンが同ストランドに導入さ
れたTRE-MKK6c.a./tTS/TGマウスのライン数
を増やすべく、引き続き、マイクロインジェ
クションを行っている。 
（２）間質性肺炎発症における p38 の病態的
機能の解析 
  SP-C-p38d.n./TG にブレオマイシン
（Bleo）を投与し、以下の項目の所見を Wt
マウスのそれと比較検討した。 
① 体重変化と生存率 
  Wt マウスにおいては、PBS 投与群でなん
ら変化は見られなかったが、Bleo 投与群は投



 

 

与 2週後、55%の生存率を示し、生存個体の
体重は 40%低下していた。一方、Bleo 投与後
2週での SP-C-p38d.n./TG の生存率および生
存個体の体重低下は、それぞれ83%および33%
であった。また、PBS 投与群ではWtマウスと
同じく変化は見られなかった。 
② Bleo 投与後 1週間の肺病理所見 
  Bleo 投与後 1週の肺所見は、Wtマウス
でおびただしい血球浸潤が認められたもの
の、SP-C-p38d.n./TG での浸潤はWtマウスに
比べて moderate であった。浸潤が顕著であ
った好中球の肺切片単位面積（0.08mm2）辺り
の平均浸潤数を比較したところ、Wtマウスで
9.3、SP-C-p38d.n./TG で 2.9 であった。 
③ Bleo 投与後 2週間の肺病理所見 
  Bleo 投与後 2週の肺所見は、以下に示す
ように、Wtマウスでおびただしい線維化が認
められ、進行した間質性肺炎症状を呈したが、
SP-C-p38d.n./TG では線維化は顕著でなく、
肺胞構造も維持されていた。 

 

④ Bleo 投与後のサイトカインの経時的発現
変化 
  Bleo 投与後、3日、1,2 週後の肺より
total RNA を抽出し、RT-PCR により IL-1β、
TNF-α、IL-17 等の発現を観察した。血球細
胞の浸潤が典型的に確認されるBleo投与後1
週の肺で、サイトカインの発現上昇が認めら
れ、Wtマウスに比べて SP-C-p38d.n./TG では
その上昇が抑えられていた。特に、Wtマウス
とSP-C-p38d.n./TG 間でのIL-17の発現上昇
度の差が激しく、Th17 細胞の積極的な関与が
示唆された。現在、Bleo 投与後 3日の肺胞内
洗浄液中のサイトカイン・ケモカイン類の炎
症誘導介在因子の発現変化をウェスタンブ
ロットアレイ解析によって網羅的に解析し
ており、間質性肺炎の新たな治療法につなが
る因子の同定も含めて検討している。 
  以上の結果から、間質性肺炎発症におい
てp38が積極的に関与することが明らかとな
り、今後、p38 に機能制御される関連分子を
絞り込み、効率的かつ原因療法につながる創

薬の可能性を探っていきたい。 
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