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研究成果の概要： 
ラットを比較的大きな 1 回換気量（15-30ml/kg）で換気すると ventilator-induced lung injury 
(VILI)が起こった。その時に肺胞上皮細胞に Toll-like receptor-2 (TLR-2)、TLR-4 の発現増強

が見られ、活性窒素酸化物、CXC chemokines の活性化を通して、NF-κB、アポトーシスを増

強し肺胞上皮損傷が起こることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
人工呼吸時に１回換気量を大きくする(15～

30 ml/kg体重)と急性呼吸窮迫症候群(ARDS)

に類似した肺病変が起こることが知られて

おり，ventilator-induced lung injury (VILI)

と呼ばれている．VILI の原因は高い肺胞内圧

や過剰伸展による直接的な肺組織の損傷・破

綻と考えられてきた．しかし，ヒト ARDS に

おいて，直接圧伸展損傷を起こすとは考えに

くい従来どおりの１回換気量(12 ml/kg 体重)

で換気しても，さらに小さな１回換気量(6 

ml/kg 体重)の場合よりは生命予後が悪いこ

とから，VILI の主因はむしろ炎症とそれに引

き続く肺傷害の可能性が大きい．正常の陰圧

呼吸とは異なり，機械呼吸では肺細胞は陽圧

下にさらされ，さらに伸展，変形といったス

トレスを受ける． 

 Toll-like receptors (TLRs) は lipopoly- 



saccharide (LPS)を始めとする有害物の分子

構造を認識することが知られている(Science 

1998;282:2085)． 

 
２．研究の目的 

(1) 正常肺または傷害肺を種々の１回換気

量で陽圧換気したとき，肺組織傷害(VILI)が

どのように増強されるかを評価する．この時，

TLRｓ，特に TLR-2，TLR-4 の肺組織での発

現および発現細胞種を同定する． 

(2)  TLR-4 の 特 異 的 抑 制 物質 で あ る

eritoran を投与した時，この VILI の程度が

変化するかどうかを明らかにする． 

(3) ヒト肺またはラット肺から単離した II

型肺胞上皮細胞(II 型細胞)に陽圧，伸展変形

の力学的ストレスを加え，細胞傷害，細胞死

(アポトーシス)が起こるかを評価する． 

(4) この時，II 型細胞における TLR-2 と

TLR-4 発現が変化するかを検討し，さらに

lipoteichoic acid (LTA)と LPS 添加により

TLRs が実際に機能しているかどうかを明ら

かにする． 
 
３．研究の方法 
(1) Ventilator-induced lung injury (VILI)
モデルの作成 

 麻酔下にラットを気管挿管し，気管内に少

量の希塩酸(0.01M)またはエンドトキシン

(LPS)を注入することにより肺傷害を誘発す

る．希塩酸投与ラットでは直後から，LPS 投

与ラットでは 12 時間後，１回換気量 5～35 

ml/kg 体重，PEEP 0～15 cmH2O で 1～6 時

間陽圧換気し，VILI を作成する．気管挿管し

ただけで自発呼吸としたラットをコントロ

ールとする． 

 陽圧換気または自発呼吸後腹部大動脈か

ら十分量の採血を行い脱血死させ，同 PBS

で肺血管を潅流後左主気管支を結紮し左肺

を分離した後，右肺を PBS 5ml で 3 回気管

支肺胞洗浄(BAL)する．血液は血漿を分離し

-80℃で凍結保存する．BAL 液(BALF)の細胞

成分を分け上清を-20℃で凍結保存し，BAL

後の肺は-80℃で凍結保存する．左肺は一部湿

乾重量比を測定後 4% paraformaldehyde 固

定，または-80℃で凍結保存する． 

 肺組織の湿乾重量比，BAL 細胞分画，BAL

上清アルブミン，LDH 濃度，肺組織切片の

Hematoxylin-Eosin 染色所見から各群の肺

傷害の程度を評価し，点数化する． 

(2) II 型肺胞上皮細胞の単離と力学的スト

レス負荷 

 Dobbs ら，Witherden らの方法(J Clin 

Invest, 1979;63:378)に従い，ラットまたはヒ

ト新鮮肺組織をエラスターゼ消化処理し，二

層のメトリザマイドに重層することにより II

型細胞を単離する．単離 II 型細胞を一昼夜コ

ラーゲンで表面を覆ったシリコン膜上で培

養後，付着した生存細胞を計数しておく．密

閉した恒温箱内に II 型細胞を置き，37℃，

21% O2, 5% CO2, N2 バランスの条件で，30

～50 cmH2O の陽圧を 15/分，1～6 時間負荷

する．同様に II 型細胞を生着した培養膜を 8

回/分，1～6 時間湾曲，伸展することにより

力学的細胞伸展ストレスを負荷する． 

 負荷終了後，II 型細胞から DNA，RNA，

蛋白を抽出し，一部の細胞では Dolmetsch

らの方法(Nature, 1997;386:855)に従い，核，

細胞質を分離しそれぞれ蛋白を抽出する．培

養上清は-80℃で凍結保存する． 

(3) Toll-like receptor (TLR)-2，TLR-4 蛋白

および mRNA 発現の評価 

 肺組織および単離 II 型細胞について，免疫

染色およびフローサイトメトリーにより

TLR-2，TLR-4 蛋白の発現を検討する． 

 肺組織および II 型細胞から抽出した RNA

について，半定量 reverse trans- ferase- 

polymerase chain reaction (RT-PCR) で



TLR-2 mRNA，TLR-4 mRNA の発現を検討

し，イメージスキャンで半定量する． 

 肺組織について， in-situ hybridization 

(ISH)により TLR-2 mRNA，TLR-4 mRNA

が肺のどのような細胞に発現しているかを

観察し肺内局在について検討する．単離 II

型細胞についても同様に ISH を施行し

TLR-2 mRNA，TLR-4 mRNA の発現を確認

する． 

(4) NO2，NO3 (NOx)の定量 

 血漿，BAL 液上清，培養液上清について，

NO2 ， NO3 濃 度 を liquid chromato- 

graphy-Griess 法で測定する (Ishibashi T, 

Am J Physiol, 2001;281:H2757)．分離カラ

ム，還元カラム，Griess 反応液を含む流量反

応器，吸光検出計からなるシステムに資料液

体を反応させ，540nm での吸光度を測定する

ことにより NO2，NO3濃度を測定できる．ヘ

モグロビンの存在は NO2 ピーク測定値に干

渉し，スペクトル基準値に影響し，測定値を

不正確にする．そのため資料に血液を含む時

は，溶血させ，それをあらかじめ C18 逆相カ

ラムに通しておくことによりヘモグロビン

の捉えこみをすることが出来る． 

 生理食塩水をはじめ溶媒として用いる水

はすべてNOxを含まないミリQ水を用いる．

さらに NO2，NO3濃度測定に際しては，いつ

も当日使用したミリ Q 水の NOx 濃度を対照

として測定しスタンダードとして参照する． 

(5)  ア ポトーシ スの検出 と転写因子

(NF-κB)の解析 

 ストレス負荷後，単離 II 型細胞を annexin 

V または propidium iodide で処理し，4℃で

1 晩 incubate 後 flow cytometry でアポトー

シスの定量を行う． 

 II 型細胞から抽出した DNA について

agarose gel 電気泳動を行い，DNA ladder が

観察することにより細胞にアポトーシスが

起こっているかを判定する． 

 II型細胞から抽出した核蛋白についてゲル

シフトアッセイにより NF-κB が核内に移動

したかどうかを評価する．さらに，抗 p50，

p65 抗体の添加によるスーパーシフトを観察

することにより，活性化している主たる

NF-κB サブユニットを同定する． 

(6)  CXC ケ モ カ イ ン (IL-8 ，

cytokine-induced neutrophil 
chemoattractants (CINCs))の定量 

 血漿，BAL 液上清，培養液上清について

CINCs を Enzyme-linked Immunosorbent 

Assay (ELISA)で測定する． 

(7) Lipopolysaccharide (LPS)または lipo- 

teichoic acid (LTA)添加による II 型細胞の

TLR-2，TLR-4 発現，向炎症メディエータ，

アポトーシスの変化 

 ヒトまたはラット単離 II 型細胞に LPS ま

たは LTA を添加した時，TLR-2，TLR-4 発

現が変化するかを免疫染色，フローサイトメ

トリーで測定し，TLR-2 mRNA，TLR-4 

mRNA発現の変化をRT-PCRで半定量する．

その時，同細胞から放出される NOx，CXC

ケモカイン量を定量し変化を測定する．II 型

細胞のアポトーシスを定量しアポトーシス

頻度の変化を測定する．NF-κB の核内移動の

有無と NF-κB サブユニットの同定を行う． 

(8) TLRs 拮抗抑制による VILI の重症度の

変化 

 TLR-4 の特異的拮抗物質である eritoran 

(Shimamoto, Circulation 2006;114:I270)を

前投与しておき，VILI の重症度が変化するか

どうか測定する．その時に CINCs と NOx の

産生の変化も測定する． 
 
４．研究成果 

(1) ラットを１回換気量 15-30 ml/kg 体重，

PEEP 0 cmH2O で 3 時間陽圧換気すると，

肺 組 織 の 湿 乾 重 量 比 が 上 昇 し ，



broncho-alveolar lavage (BAL)細胞分画で

好中球が増加し，BAL 上清蛋白濃度が上昇し

た ． 組 織 所 見 で は 肺 損 傷 が 見 ら れ ，

ventilator-induced lung injury (VILI)発症

が確認された．あらかじめ，気管内に少量の

エンドトキシン(LPS)を注入しておくと，

VILI は増強した． 

(2) VILI 発症肺組織では，免疫染色により

TLR-2 蛋白のごく弱い発現と TLR-4 蛋白の

中等度の発現が見られた．肺組織の reverse 

transferase-polymerase chain reaction 
(RT-PCR)で TLR-2 mRNA の発現の増強傾

向があり，TLR-4 mRNA の発現が増強して

いた． 

(3) ラット肺から単離した II 型肺胞上皮細

胞(II 型細胞)に，30～50 cmH2O の陽圧を 15/

分，3 時間負荷すると，負荷なしの細胞に比

べて，免疫染色で TLR-2 蛋白と TLR-4 蛋白

の発現増強傾向が見られた．VILI 発症ラット

では，対照ラットに比べて血漿および BAL

液上清中の NO2，NO3濃度が高かった． 

(4) 以上の結果は，VILI では II 型細胞を始

めとする肺細胞において TLR-2 と TLR-4 の

発現が増強することを示唆している．また，

その過程で NO2，NO3などの活性窒素酸化物

が動員されることを示している．これらの発

現が VILI においてどのような役割をしてい

るかをさらに明らかにしたい． 

(5) VILI 発症肺組織から DNA を抽出し

agarose gel 電気泳動を行うと，DNA ladder

が観察され，同細胞にアポトーシスが起こっ

ていることが示された． 

(6) VILI 発症肺組織から II 型肺胞上皮細胞

(II 型細胞)を単離し，核蛋白を抽出し，ゲル

シフトアッセイを行った．その結果，NF-κB

の核内への移動が示され，NF-κB の活性化が

示唆された．抗 p50，p65 抗体によるスーパ

ーシフトを観察したところ，活性化している

主な NF-κB サブユニットは p50 である可能

性が示された． 

(7) 対照肺に比べて VILI 肺では，血漿およ

び BAL 上清の cytokine-induced neutrophil 

chemoattractant-1 (CINC-1)濃度が上昇し

ていた．抗 CINC-1 抗体による免疫組織染色

では，主として II 型細胞が陽性を示し，同細

胞での CINC-1 産生の増加が示唆された．ラ

ット肺から単離した II 型細胞に，30～50 

cmH2O の陽圧を 15/分，3 時間負荷すると，

負荷なしの細胞に比べて，免疫細胞染色で

CINC-1 蛋白の発現増強傾向が見られた． 

(8) 同細胞から抽出した DNA で agarose 

gel 電気泳動を行うと弱い DNA ladder の形

成が認められ，アポトーシスが起こっている

ことが示唆された． 

(9) 以上の結果は，VILI では II 型細胞を始

めとする肺細胞において CINC-1の産生が増

加し，同細胞のアポトーシスが増強すること

を示唆している．前回示した II 型細胞におけ

る TLR-2，TLR-4 の発現増強は，VILI にお

いて炎症性ケモカインの産生増加を通して

アポトーシスの発現にも関与する可能性が

示された． 
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