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研究成果の概要（和文）：ARDSは致死的な経過をたどる重症疾患であり、現代においてもなお、その分子メカニ
ズムは未解明である。我々はARDS重症化メカニズムに血管内皮細胞が関わっており、その血管内皮細胞でヒスト
ンメチル化蛋白SETDB2が発現していることに着目した。血管内皮細胞特異的にSETDB2が発現しないマウスでは
ARDSが重症化することを明らかとし、そのメカニズムとして、SETDB2がARDS肺における血管内皮細胞のアポトー
シスに関与していることを解明した。またARDS患者の血清においてもSETDB2が発現していること、そしてSETDB2
の上昇度とARDSの重症度が相関していることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：ARDS is a severe disease that can lead to death, and its molecular 
mechanisms remain unclear even now.We focused on the involvement of vascular endothelial cells in 
the mechanism of ARDS aggravation, and the expression of the histone methyltransferase SETDB2 in 
vascular endothelial cells.We demonstrated that the severity of ARDS increases in mice lacking 
SETDB2 specifically in vascular endothelial cells, and elucidated the mechanism by which this 
occurs: SETDB2 is involved in the apoptosis of vascular endothelial cells in ARDS lungs.
 We also confirmed that SETDB2 was elevated in the ARDS patients serum, and found that the degree of
 SETDB2 elevation correlated with the severity of ARDS.

研究分野： 敗血症

キーワード： ARDS　SETDB2　ヒストンメチル化

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ARDSはCOVID-19を経て、広く周知された。その重症度は患者ごとにさまざまであり、重症化するメカニズムは未
だにわかっていない。この研究は、ARDSの重症化にエピジェネティクス（遺伝情報の伝達メカニズム。遺伝子配
列は変えずに、遺伝情報を変化させること。）が関わっていることに着目した点で新規性の高い研究である。エ
ピジェネティクスという概念が炎症疾患に関わっていることを明らかとした点は学術的に意義があると考える。
またARDS重症化メカニズムのひとつとして、ヒストンメチル化蛋白SETDB2が関わっていることを通して社会の
ARDSへの認知がさらに進むと予想され、社会的意義があると考える。

※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 
 
急性呼吸促迫症候群（ARDS）は予後不良な症候群であり、その分子メカニズムは
いまだ不明である。本報告者は、臨床の現場に身を置きながら ARDS の重症化メカ
ニズムに常に関心を抱いてきた。また近年、急性炎症性疾患に関わるメカニズムとし
て、遺伝子配列には直接関与しない遺伝システム（エピジェネティクス）が注目され
ている。（Kimball As, et al. Immunity 2019;51:258-271.）報告者は ARDS とエ
ピジェネティクスの関係を、ヒストン修飾酵素である SETDB2 を通して明らかとすべ
く 2017-2019 年度の若手研究助成を受け、ARDS マウスモデルにおいて、転写抑
制に働く SETDB2 がマクロファージと血管内皮細胞に発現上昇すること、そしてマ
クロファージに発現する SETDB2 が炎症性サイトカインの過剰産生を抑制し、
ARDS の病態悪化を抑止していることに着目した。続いて 2020-2023 年度の基盤
研究(C)を受け、血管内皮細胞における SETDB2 の ARDS における役割・機能を
明らかとすることを目的とし研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、ARDS 重症化メカニズムにおけるヒストンメチル化酵素 SETDB2 の
意義を「血管内皮細胞から病態を解明する」ことを目的とした。具体的には、ヒスト
ン メ チ ル 化 酵 素 SETDB2 を 血 管 内 皮 細 胞 特 異 的 に 欠 損 さ せ た マ ウ ス
（Setdb2ffTie2Cre マウス）の肺実質を用いて炎症性サイトカイン・ケモカインの発
現変化を明らかとし、肺胞洗浄液における免疫担当細胞（主には好中球・マクロフ
ァージ）の量的差異の確認、ARDS 肺での肺胞内蛋白濃度の違い、肺炎像の進
展の違い、をコントロールマウスと Setdb2ffTie2Cre マウスで比較検討することで、
SETDB2 の血管内皮細胞への寄与度を解明することを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）動物モデル 
Cre-loxP システムを用いて血管内皮細胞特異的に Setdb2 を欠損させたマウス（Setdb2ffTie2Cre マ

ウス）の気管内にグラム陰性桿菌の細胞壁成分であるリポポリサッカライド（LPS）を投与することで
ARDS を発症させた。比較対象のコントロールマウスとして C57BL/6 および Cre 発現のない Setdb2ff

マウスを用いた。また ARDS の重症度評価は、早期 ARDS（発症６時間）と晩期 ARDS（発症 72 時間）
で評価項目を設定した。 
 

（２）試薬など 
麻酔はペントバルビタールを腹腔内投与することにより行った。LPS は大腸菌 O55:B5 由来の LPS
（Sigma-Aldrich 社製 Lot No.057 M4013）を用いて、気管内に 2.5mg/kg 投与した。 
 
（３）定量的ＰＣＲ 
各マウスから摘出した肺をホモジナイズし、Nucleospin RNA kit(Takara 社製)を用いて RNA を抽出
した。逆転写酵素 SuperscriptⅣ(Invitrogen 社製)を用いて、相補的 DNA を作製した。遺伝子発現
は Taqman probe（Thermo Fisher Scientific 社）を用い、Real-time PCR(StepOnePlus, Thermol 
Fisher Scitific 社)により測定した。 
 
 
（４）肺胞洗浄液の解析 
麻酔後安楽死させたマウスに対して PBS を用いて気管支肺胞洗浄（BAL）を行った。回収した肺胞洗
浄液（BALF）を遠心し、血球成分と液性成分に分離した。血球成分比率はギムザ染色後、顕微鏡下で
各細胞集団の細胞数を測定し、計測した。 
 
（５）組織学的解析 
摘出した組織（肺）をホルマリン固定し、HE（ヘマトキシリン・エオジン）染色を行った。またパラフィン切
片を用いて、定法に従って免疫染色を行った。 
 
 
４．研究成果 
 



（１）各種炎症性サイトカイン・ケモカインに関する検討： 
本研究では LPS の気管内投与により、肺実質において各種炎症性サイトカインやケモカインの発現が
野生型マウスと Setdb2ff Tie2Cre マウスで有意差が認められるかを検討した。時間的経過からは、早期
ARDS では炎症性サイトカイン IL-6、TNFαの発現が Setdb2 欠損マウスで上昇する傾向があったが
有意差は認められなかった。。晩期においてその傾向も認められなくなった。このことから、ARDS 増悪
に Setdb2 がサイトカインを経由して関与していることは否定的であることが示唆された。 
 
 
（２）ARDS モデルマウスにおける肺胞内アルブミン濃度の検討： 
、ARDS では肺胞内へ血漿成分が漏出し肺水腫となる。ARDS 悪化に SETDB2 が寄与しているとす
るならば、この肺胞内の血漿成分、主にはアルブミン濃度が変化するのではないかと着想し、ARDS マ
ウスにおける BALF 内のアルブミン濃度を測定した。その結果、コントロールマウスと比較して Setdb2ff 
Tie2Cre マウスでは高濃度のアルブミン濃度が検出された。これは Setdb2ff Tie2Cre マウスでの ARDS
肺ではその肺胞内により多くの血漿成分が漏出したことを示唆しており、ARDS 重症化が示唆された。 
 
 
（３）ARDS モデルマウスにおける肺実質の組織変化の検討： 
LPS 刺激により、気管支および肺実質に炎症が惹起されていた。気管支壁の炎症状態、血管内皮の
炎症状態、肺実質への炎症性細胞浸潤で分けて炎症状態を定量化（Histology score）し評価した。そ
の結果、コントロールマウスと比較し、Setdb2ff Tie2Cre マウスでは Histology score が増加していた。
(2)の肺胞内アルブミン濃度の上昇も併せて考えると、組織への炎症が悪化した原因のひとつとして血
管内皮細胞において SETDB2 が関与していることが考えられた。 
 
 
（４）血管内皮細胞の細胞死と SETDB2： 
肺胞内へのアルブミン漏出がコントロールマウスと比較して Setdb2ffTie2Cre マウスで顕著に増加したメ
カニズムについて検討したところ、Setdb2 を選択的にノックダウンしたマウスでは血管内皮細胞のアポト
ーシスが増加していた。このことから Setdb2 がアポトーシスに関与していると考え、関連遺伝子を探索
したところ３つの遺伝子の発現が上昇していた。その中で、TNFRSF10B は ARDS 発症後に特に発現
上昇が認められており、責任遺伝子であると判断した。（図１） 
 
 
（５）ARDS 患者での SETDB2 の発現 
マウスにおいて、SETDB2 が ARDS 重症化メカニズムに関与していることが明らかとなったため、実際
の ARDS 患者血清において SETDB2 の発現を確認した。すると健常者に対して、ARDS 患者では大
幅にその発現が上昇していることを確認した。そして血清 SETDB2 値と ARDS 重症化指標のひとつで
ある肺酸素化指標（PaO2/FiO2 ratio：P/F 比）は負の相関になることを確認し（図２）、研究成果を国際
雑誌である Shock に投稿し掲載となった。（Sonobe S, et al. Shock. 2023;60:137-145） 
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