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研究成果の概要（和文）：KL-6はヒトのII型肺胞上皮細胞などに発現しているMUC1上の糖蛋白であり、間質性肺
炎診療に極めて有用であるが、主にヒト以外では認められない。ヒトMUC1トランスジェニックマウスはKL-6を発
現しており、本マウスを用いた肺障害モデルでKL-6はバイオマーカーとして働く。今回膠原病肺モデルおよび比
較検討のため他の肺障害モデルを作成し検討したところKL-6はこれらのモデルでも有用なバイオマーカーであ
り、他のマーカーと動態が異なることが明らかとなった。炎症系新規バイオマーカーであるLRGに注目し検討し
たところLRGも肺障害のマーカーとして有用であった。本マウスを用いた今後の応用研究が期待できる。

研究成果の概要（英文）：KL-6, a glycoprotein epitope on MUC1 expressed mainly on type II pneumocytes
 in humans, is an extremely useful biomarker for interstitial pneumonia, however no KL-6 epitope is 
expressed in animals other than humans and apes. Human MUC1-Tg mice express KL-6 at measurable 
levels, and KL-6 acts as a biomarker in the lung injury models using these mice. We made connective 
tissue disease-associated interstitial lung disease models using these mice, and other lung injury 
models for comparison, and we examined levels of KL-6 and other biomarkers of lung injury models. 
Levels of KL-6 dramatically changed depending on the variety and severity of lung injuries, 
suggesting its function as a biomarker in hMUC1-Tg mice. KL-6 behaved differently from other 
biomarkers. Next, we focused on Leucin-Rich α2-Glycoprotein(LRG), which is a novel inflammatory 
biomarker, we found that LRG also acts as a biomarker for lung injury, and we can expect future 
clinical application by combining it with KL-6.

研究分野：間質性肺炎

キーワード： KL-6　MUC1　LRG　バイオマーカー　間質性肺炎　肺障害　動物モデル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
hMUC1-Tgマウスは腫瘍免疫の研究に世界中で用いられているが、本マウスを用いた肺障害の研究は我々が初めて
である。本マウスのKL-6は様々な肺障害のマーカーとして有用であり、本マウスの新たな利用価値が明らかにな
った。海外で「マウスKL-6 ELISAキット」が発売されているが、マウスにKL-6発現はないため何を測定している
のか不明である。一方、本マウスを用いた場合、日常臨床のヒトKL-6測定アッセイ系がそのまま利用でき、肺障
害研究に応用可能である。新規炎症系バイオマーカーであるLRGも肺障害のマーカーとして働くことがわかり、
KL-6と組み合わせることで今後の臨床応用が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Krebs von den Lungen-6 (KL-6)は MUC1 ムチン上の糖蛋白であり、ヒトの II型肺胞上皮細胞
や細気管支上皮細胞に発現している（文献１）。KL-6 は間質性肺炎の診断や病型鑑別、治療効果
判定、予後予測に極めて有用なバイオマーカーである（文献２）ため、臨床現場で広く測定され
ている。しかし、KL-6 エピトープはヒトや高等霊長類以外では認められないため、これまで動
物モデルを利用することができなかった。（海外から発売されているマウス KL-6 ELISA キット
は本物の KL-6 を測定しているのではなく何を測定しているのか不明である。）我々は KL-6 の
コア蛋白であるヒト MUC1 を発現しているヒト MUC1 トランスジェニック(hMUC1-Tg)マウス（文
献３）に着目し、hMUC1-Tg マウスの血清や BALF で KL-6 を測定可能であることを見出した（文
献４）。また、hMUC1-Tg マウスを用いて肺障害モデルを作成すると KL-6 がバイオマーカーとし
て働くことを示した（文献４）が、膠原病肺モデルではどうなのか、他のバイオマーカーとどう
違うのか明らかではない。近年、Leucin-Rich α2-Glycoprotein (LRG)が新しい炎症性マーカー
として同定された。ロイシンリッチリピートと呼ばれるドメインを８つ含む約 50kDa の糖蛋白
質で炎症性疾患に有用なバイオマーカーであるが、肺障害マーカーとしての評価はなされてい
ない。そこで、hMUC1-Tg マウスの新たな応用モデルとして肺障害モデルを作成し LRG を含めて
検討した。  
 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、hMUC1-Tg マウスが KL-6 を測定可能な膠原病肺モデルになりうるのかを検討
し、KL-6 が LRG や他のバイオマーカーと変動にどのような差があるのか、肺障害における LRG
のバイオマーカーとしての意義を明らかにすることを目的として検討した。 
 
 
３．研究の方法 
膠原病肺モデルとして、ここではまず II 型コラーゲン誘発関節炎モデルとプリスタン肺障害
モデルを作成し検討した。マウスは CLEIA Japan から購入した wild type と hMUC1-Tg マウスを
自家繁殖させヘテロに維持し、PCR 法で hMUC1 陽性を確認した 7-8 週齢のものを用いた。各群 3
匹以上用い、実験自体を３回以上繰り返し検体を採取した。KL-6 はシスメックス社製 HISCL KL-
6 キットを用い CLEIA 法で測定した。LRG は IBL 製マウス LRG キットを用いて ELISA 法で測定し
た。SP-D はヤマサ ラット/マウス SP-D キットを用いて ELISA 法で測定した。periostin は R&D 
Systems 社の Quantikine ELISA キットを用いた。学内の遺伝子組替実験承認済（31-011）、動物
実験計画承認済（L-00016）で、学内の規程、動物実験ガイドラインを順守して実施した。 
 
(1). II 型コラーゲン誘発関節炎モデル 
以前の予備実験で C57BL/6 背景の hMUC1-Tg マウスを用いた場合、ほとんど変化が起きないこ
とがわかっている。そこで、DBA/1 背景の市販のマウスと C57BL/6 背景の hMUC1-Tg マウスとを
８世代以上バッククロスを行い、1年以上かけて DBA/1 背景の hMUC1-Tg マウスを作製した。（最
終的に 18世代まで作製した。）DBA/1 背景の hMUC1-Tg マウスは C57BL/6 背景の hMUC1-Tg マウス
と同様に血清および BALF で同程度の KL-6 を測定可能であることがわかっている。 
ウシII型コラーゲンをDBA/1背景のhMUC1-Tgマウス背部に皮内投与し、２週間後にincomplete 
adjuvantとともにウシII型コラーゲンを尾根部に追加投与した。10週および25週にsacrifice
し、血清 KL-6、BALF 中 KL-6 や LRG, SP-D を測定するとともに、肺組織の形態的変化や免疫染色
の変化を解析した。 
 
(2). プリスタン肺障害モデル 
 C57BL/6 背景の hMUC1-Tg マウスを用い、2,6,10,14-tetramethylpentadecane (pristane)を単
回腹腔内投与し、1, 2, 4, 7, 14 週に sacrifice した。形態変化やコラーゲン量変化を検討す
るとともに、血清、BALF、肺組織における KL-6 の発現を ELISA 法、免疫組織化学、Western 
blot 法で検討した。LRG, SP-D や periostin を測定し比較検討した。  
 
次に、他の肺障害モデルでの KL-6 と LRG との違いを比較検討するためにブレオマイシン(BLM)
肺障害モデル、リポポリサッカライド(LPS)肺障害モデル、シリカ肺障害モデル、エラスターゼ
肺障害モデルを作成し検討した。 
 
(3). ブレオマイシン(BLM)肺障害モデル 
 C57BL/6背景のhMUC1-TgマウスにBLMを単回経気管投与法で投与し肺障害モデルを作成した。
炎症期(day 8)、線維化期（day 22）に sacrifice し形態変化を観察するとともに、血清、BALF
中の KL-6、LRG、SP-D の変動を検討した。 



 
(4). リポポリサッカライド (LPS)肺障害モデル 
 C57BL/6背景のhMUC1-TgマウスにLPSを単回経気管投与法で投与し肺障害モデルを作成した。
6時間後、24 時間後、48時間後、72 時間後、96時間後に sacrifice し形態変化を観察するとと
もに、血清や BALF 中の KL-6、LRG、SP-D の経時的な変化を解析した。 
 
(5). シリカ肺障害モデル 
 C57BL/6 背景の hMUC1-Tg マウスにシリカを単回経気管投与法で投与し肺障害モデルを作成し
た。1週後、2週後、4週後、8週後、14 週後、16週後に sacrifice し形態変化を観察するとと
もに、血清や BALF 中の KL-6、LRG、SP-D、periostin の経時的な変化を解析した。 
 
(6). エラスターゼ肺障害モデル 
 C57BL/6 背景の hMUC1-Tg マウスにエラスターゼ（porcine pancreas elastase）を単回経気管
投与法で投与し肺障害モデルを作成した。3 週後に sacrifice し形態変化を観察するとともに、
血清や BALF 中の KL-6、LRG、SP-D の経時的な変化を解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1). II 型コラーゲン誘発関節炎モデル 
 c57BL/6 背景の hMUC1-Tg マウスと DBA/1 系マウスを８世代以上バッククロスし DBA/1 背景の
hMUC1-Tg マウスを作成した。DBA/1 背景の hMUC1-Tg マウスは報告がなく初めてである。各世代
とも血清、BALF で KL-6 が測定可能で世代間に KL-6 値に有意な差はなく、DBA/1 背景に変わっ
ても KL-6 産生能は受け継がれることがわかった。DBA/1 背景の hMUC1-Tg マウスを用い II 型コ
ラーゲンモデルを作成したところ、10 週で下肢の関節炎がみられた。25 週では肺に明らかな間
質性肺炎像はみられなかったが、マッソントリクロム染色で肺に膠原線維の増加がみられた。 
 血清 KL-6 は 240±48 (U/mL)から 10週で 486.7±144.7（2.02 倍）に上昇し、25 週で 503±85
（2.1 倍）に緩徐に上昇し 10 週と同程度の 2.1 倍であるものの、BALF では 2157±395 から 10週
で 2240±289（1.04 倍）に上昇後、25週では 1961±45（0.91 倍）に低下した。血清 LRG は 11.6
±9.1（ng/mL)から 10週で 26.4±13.4（2.28 倍）に増加し、25 週でも 35.2±10.8（3.03 倍)に
上昇した。BALF でも 23.7±9.3 から 10 週で 26.9±10.6（1.01 倍）、25 週で 31.2±10.4（1.32
倍）に上昇し、血清・BALF ともに上昇しつづける点が KL-6 とはパターンが異なっていた。血清
SP-D は 10 週 で 2.71 倍に増加し 25週では 2.91 倍に増加を示し LRG 同様の変化であった。BALF 
SP-D も 10 週で 1.18 倍、25 週で 1.29 倍に増加し LRG と同様であった。血清ペリオスチンは 10
週で 0.75 倍に低下し 25 週で 0.77 倍に回復傾向を示し、KL-6 や SP-D と動向が異なっていた。
BALF ペリオスチンはそもそも検出限界程度に少ないが血清同様に 10 週で低下し 25 週で上昇し
た。 
 
(2). プリスタン肺障害モデル 
 本モデルは SLE のモデルと言われている。hMUC1-Tg マウスは関節炎などの症状を呈さなかっ
たが、2-4 週にかけて高度の肺胞出血を来した（下図左）。膠原病関連肺胞出血モデルになると
思われる。 血清 KL-6 は 1 週から上昇しはじめ、4 週で 6.3 倍に上昇しその後下降した。BALF 
KL-6 も 4 週にピークがあり 2.2 倍に増加した。Western Blot でも KL-6 は 4 週に発現のピーク
があった（下図右）。LRG は血清、BALF とも KL-6 に類似し 4 週にピークを示し、それぞれ 20.3
倍、13.1 倍に増加した。SP-D も KL-6、LRG と同様の変動を示したが、血清は 4 週に 18.2 倍、
BALF は 2 週に 4.8 倍のピークがある点が異なっていた。ペリオスチンは KL-6、LRG、SP-D とも
異なった変動を示し、血清では 2週に 0.64 倍に減少するものの、BALF では 2週に 197 倍増加し
た。DBA/1 背景の hMUC1-Tg マウスでも肺胞出血を呈するが、C57BL/6 背景よりも程度が軽く KL-
6 や LRG の変動幅が少なかった。血清 KL-6 は 4週に 3.6 倍、BALF KL-6 は 2.8 倍、血清 LRG は 4
週で 3.6 倍、BALF LRG は 4週で 2.6 倍であった。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3). ブレオマイシン（BLM）肺障害モデル 



 他の肺障害における LRG のバイオマーカーとしての役割を見るためにブレオマイシンモデル
などの肺障害モデルを作成した。血清 KL-6 は Day 8（炎症期）に 10倍に増加し、Day 22（線維
化期）には下がるものの control の 3倍と高値であった。一方 BALF KL-6 は Day 8 に 0.77 倍に
減少し Day 22 には 1.8 倍に増加した。血清 SP-D は Day 8 に 88.9 倍に増加するものの Day 22 に
は 18.0 倍まで低下した。BALF SP-D は Day 8 に 1.3 倍に増加し、Day 22 には 2.0 倍まで増加し
た。血清 LRG は Day 8 に 7.3 倍に増加し、Day 22 にはさらに 7.6 倍まで増加した。BALF LRG は
Day 8 に 7.4 倍に増加し、Day 22 にはさらに 11.6 倍まで増加した。Day 8、Day 22 と増加し続
ける点が KL-6、SP-D と異なっていた。 
 
(4). リポポリサッカライド（LPS）肺障害モデル 
 LPS モデルは LPS によって惹起される急性好中球炎症性肺障害モデルである。血清および BALF 
KL-6 は緩やかに上昇し 72時間後にピークを認め、それぞれ control の 1.8 倍、1.6 倍の増加を
示した後減少した。SP-D は KL-6 とピークが異なり血清は KL-6 同様 72時間後（7.9 倍）であっ
たが、BALF は 48 時間後（3.9 倍）であった。LRG は KL-6 や SP-D ともピークが異なり血清、BALF
ともに 48 時間後であった。血清は 22.8 倍、BALF は 14.4 倍に増加した。LRG が他のマーカーよ
りも 24時間早くピークが来る点が興味深い。 
 
(5). シリカ肺障害モデル 
 シリカモデルは塵肺モデル、慢性炎症性肺障害モデルとされている。HE 標本では経時的に血
管周囲に炎症が生じ肉芽腫が形成された。KL-6 は血清・BALF ともに緩やかな上昇を示し、とも
に 14 週に単峰性ピークがあった。血清は control の 1.5 倍、BALF では 2.1 倍に増加した。SP-D
はピークが異なっており1週と14-16週に二峰性のピークがあった。血清SP-Dは 1週で5.0倍、
16 週で 5.3 倍であった。BALF は 1週で 2.5 倍、14週で 4.4 倍であった。LRG のピークは KL-6 と
SP-D の間のようなピークであり、血清では単峰性で 14 週にピーク（3.6 倍）があり、BALF は 1
週（4.0 倍）と 14 週（3.6 倍）の二峰性ピークであった。ペリオスチンは独特の変動を示し、血
清では 4週（1.4 倍）に単峰性ピークがあるのに対し、BALF ではもともとが検出限界レベルでは
あるが 1週に単峰性ピークがあり 74.7 倍の増加であった。 
 
(6). エラスターゼ肺障害モデル 
 エラスターゼモデルはエラスターゼによって肺胞が破壊され気腫が形成される肺気腫のモデ
ルである。KL-6 は血清で 0.72 倍、BALF で 0.68 倍に減少した。これは KL-6 産生細胞である II
型肺胞細胞が減少することを反映していると思われるが、一方 SP-D は血清で 2.7 倍、BALF で
1.36 倍増加しており、II型肺胞上皮細胞数の減少だけでは説明できない。II型肺胞上皮細胞の
再生と関連するかもしれない。LRG は血清で 2倍、BALF で 1.2 倍増加し、SP-D と同様であった。 
 
hMUC1-Tg マウスは、血清・BALF で KL-6 を測定することが可能であり、測定にはヒトのアッセ
イ系がそのまま使用できる。hMUC1-Tg マウスを用いた様々な肺障害モデルで KL-6 を測定するこ
とが可能で、かつその KL-6 がバイオマーカーとして病態を反映していることが明らかになった。
肺障害の種類により SP-D と変動が異なるため併用することでより病態の理解に役立つと思われ
る。炎症性マーカーである LRG は肺障害でも血清、BALF で変動することが明らかになり肺障害
の新たなバイオマーカーとして働くことがわかった。本マウスは KL-6 測定可能な肺障害モデル
マウスとして、今後様々な応用研究が考えられる。 
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