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研究成果の概要（和文）： 

人口呼吸関連肺損傷に関連する各種バイオマーカーについて検討を加えた。臨床的には本病態

でラミニン５γ2 断片の著しい増加を認め、炎症性のペプチド分解酵素である neutral 

endopeptidase(NEP)活性は血中では減少、肺胞内では増加することを認めた。基礎研究ではこ

れらに加え細胞外 ATP、モエシンについて検討を行い、これらのバイオマーカーも有用である

可能性が示された。 

 

研究成果の概要（英文）： 
We studied several biomarkers that could predict the mortality or efficacy of therapy 
in patients with acute lung injury or acute respiratory distress syndrome (ALI/ARDS). 
For this aim, we conducted clinical and basic studies. In clinical studies, we sampled 
blood and alveolar epithelial lining fluid which was facilitated by the method of 
bronchoalveolar microsampling in ALI/ARDS patients. As a result, we found significantly 
higher amount of amino-terminal fragment of laminin gamma2-chain in blood and in 
epithelial lining fluids of patients with ALI/ARDS. And also, neutral endopeptidase (NEP) 
activity in ALI/ARDS patients were significantly lower compared to control group. In basic 
studies we conducted the experiments in similar lung injurious settings. In addition, 
extracellular ATP and moesin expression in association with lung injury were studied using 
mouse model. These studies confirmed our hypothesis that these biomarkers increase or 
decrease in accordance with the severity of the disease. Thus these biomarkers should 
be examined in a larger clinical trial whether it could useful for the physicians. 
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１．研究開始当初の背景 
急性肺損傷 /急性呼吸窮迫症候群 (以下
ALI/ARDS)は集中治療領域において未だ高い
死亡率を示す疾患であり、その病態の早期解
明および有効な治療方法の確立が望まれて
いる。特に本来治療補助手段として必須であ
るべき陽圧人工呼吸に伴う人工呼吸関連肺
損傷（以下 VILI）はひとたび発生すると
ALI/ARDS 治療をより一層困難なものとしう
る。VILI予防および治療に関しては「肺保護
戦略」が有用と考えられさまざま人工呼吸法
が提唱されているがこれらの方法を定量的
に評価するための適切な手段はない。急性肺
損傷に深く関連するバイオマーカーについ
てもその存在を示唆する報告は散見するも、
臨床および基礎において現時点ではまだま
だ解明すべき点が多いと考えられる。また申
請者らは近年、臨床面において、申請者らは
マイクロサンプリング法と呼ぶ方法を開発
し、これを用い重症患者等から比較的簡便に
肺上皮被覆液採取を可能とした。ラミニン 5
はγ2 鎖の切断により細胞運動亢進作用を発
揮する細胞外マトリックス構成細胞接着分
子で上皮細胞から特異的に産生される。切断
後のγ2 断片はヒト循環液中に遊離し細胞傷
害のマーカーとして有用ではないかと考え
られている。また炎症性のペプチド分解酵素
である neutral endopeptidase (NEP) 活性は
細胞傷害と密接に関連していることが示唆
されている。さらに炎症反応を誘発する因子
として細胞外アデノシン三リン酸(ATP)が最
近注目されている。ATP は細胞内においては
エネルギー代謝の基質として重要であるが、
刺激に応じて細胞外に放出され P2 受容体と
呼ばれる ATP受容体を介してマクロファージ
や樹状細胞を活性化させサイトカインの分
泌を促すといわれている。さらにモエシンは、
互いに構造や機能の類似する他のタンパク
質であるエズリン、ラディキシンとともに
ERM(ezrin/radixin/moesin)タンパク質ファ
ミリーと総称され、細胞膜とアクチン細胞骨
格とのリンカータンパク質としての役割を
担っているが、組織損傷に伴う修復過程にお
いてアクチン細胞骨格の再編成に深く関与
しているとされる。 
 
２．研究の目的 
本研究においては臨床面および基礎面の両
方において VILI の病態の解明およびその予
防法、治療法を評価するための適切なバイオ
マーカーを得ることを目的とする。今回はラ
ミニン 5γ2 鎖,細胞外 ATP, モエシンについ
て VILI における各病期を反映するバイオマ
ーカーとしての有用性を臨床および基礎の
両面から検討することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
 
臨床研究 
人工呼吸を余儀なくされた ALI/ARDS 患者を
対象として採
血及び ELF 採
取を実施した。
バイオマーカ
ーとしては、
ラミニン 5γ2
鎖分解物およ
び炎症性のペ
プチド分解酵
素 で あ る
neutral endopeptidase (NEP) 活性を検討し
た。また一部の症例でエラスターゼ阻害剤投
与中の血中の真のエラスターゼ活性を新し
い方法で測定した。肺胞上皮被覆液は図に示
すように、気管支ファイバーを用いて細気管
支レベルにファイバー先端を位置させ、鉗子
口から挿入した、マイクロサンプリングプロ
ーベから採取した。さらに時系列で末梢血を
採取し血中濃度の測定を行った。 
 
基礎研究 
培養肺上皮細胞に各種増殖因子を添加しラ
ミニン 5γ2 鎖分解物の産生を検討した。NEP
活性については塩酸によるマウス肺傷害モ
デルを作成し、医って時間の人工呼吸後に肺、
血中の NEP活性を計測した。ATP については
人工呼吸中のマウスに ATPを気管内投与しそ
の肺損傷の程度を計測するとともに、高容量
換気後の肺を用いて細胞外 ATP濃度を測定し
た。また P2 受容体拮抗薬投与によりこれら
の作用に変化があるかを検討した。次にモエ
シン欠損マウスを用い、ブレオマイシン肺傷
害を作成し、野生型マウスと比較した。 
 
４．研究成果 
ALI/ARDS 患者において血中及び肺胞上皮被
覆液中のラミニン 5γ2 鎖分解物はコントロ
ールおよび他の肺疾患に比して有意に高値
を示し、また予後不良群で持続的な高値を示
したことから本バイオマーカー測定の有用
性が示された。また培養上皮細胞における実
験では EGF 添加によりラミニン 5γ2 鎖分解
物の産生増加が認められ EGFとの密接な関係
が示唆された。NEP 活性については ALI/ARDS
患者の血中における活性は有意に減少した。
本現象をマウス塩酸肺傷害モデルによって
検証したところ、肺内の NEP 活性はむしろ上
昇することが示され、そのために逆説的に血
中濃度が減少することが証明された。これに
より血中 NEP活性の現象が肺傷害の程度を示
唆しうる可能性が示された。高容量換気モデ
ルにおいて気管支肺胞洗浄液中の細胞外 ATP



は有意に増加したが、細胞外 ATP直接気管内
投与にても同程度の傷害が起きうることが
示され、また P2 受容体拮抗薬投与によって
これらの傷害は軽減することが示され細胞
外 ATPのバイオマーカーとしての有用性が示
唆された。モエシン欠損マウスは従来その表
現型が野生型マウスと変わりないと言われ
ていたが、長期間飼育により著明な肺胞拡大
を来すことが分かった。次に野生型では軽度
の線維化を来す程度の少量のブレオマイシ
ン気管内投与で、モエシン欠損マウスは著明
な肺線維化を伴う肺傷害を来すことが示さ
れモエシンが肺傷害修復期点に重要な役割
を担っていることが示された。ATP およびモ
エシンについては今後臨床面においてバイ
オマーカーとしての有用性が検証されるべ
きと考えられた。 
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