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研究成果の概要（和文）：炎症性肺疾患の分子発症メカニズムを明らかにし、新たな治療法に生

かすべく、以下の研究を遂行した。(1) mitogen-activated protein kinase (MAPK)の１つであ

り、炎症反応の中心的役割を演じている p38 に着目し、テトラサイクリン依存的に肺胞 II 型上

皮細胞(AECII)内で p38 を活性化する遺伝子改変マウスの作出を試みた。(2) 間質性肺炎/肺線

維症の発症が AECII 内の p38 活性化に依存すること、そのトリガーが AECII からの IL-6 の放出

によることを証明した。(3)マウスに慢性閉塞性肺疾患を誘導し、介在分子を網羅的に解析した。 
 
研究成果の概要（英文）：To put the molecular mechanism for pathogenesis of inflammatory 
pulmonary diseases to practical use, the following studies were performed. (1) Focusing 
on p38 which plays a central role in various inflammatory responses, one of 
mitogen-activated protein kinase (MAPK), we tried to produce transgenic mice exhibiting 
p38 activation in tetracycline-dependent and site (type II alveolar epithelial cell: 
AECII)-specific manners. (2) We confirmed that severity of bleomycin-induced 
interstitial pneumonia/pulmonary fibrosis is clearly dependent on the degree of p38 
activation in AECII and that IL-6 produced from AECII plays a crucial role in the 
pathogenesis as a trigger. (3) We induced chronic obstructive pulmonary disease (COPD) 
in mice and comprehensively estimated plausible candidate molecules in COPD.    
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１．研究開始当初の背景 
 これまでの我々の研究を含めた国内外の
解析から、細胞内リン酸化酵素：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
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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。一
方、p38 を標的組織特異的に常時不活性化
させることで、炎症性疾患誘導に抵抗性を
示すことも想像された。そして、これらの
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、本研究の企画に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、未だ有効な治療法のない炎症

性肺疾患の発症分子機構を解明し、新たな

治療法の探索を目的とする。以下の項目に

付いて検討して行く。 

(1)p38の病態的機能に着目し、誘導型炎

症性肺疾患発症モデルマウスの樹立 

(2)すでに作出している肺胞II型上皮細胞

(AECII)特異的な常時p38活性低下マウスが、

ブレオマイシン(Bleo)誘導性間質性肺炎／

肺線維症の発症に抵抗性を示すメカニズム

を詳細に検討する。 

(3)タバコ煙溶液(CSS)とリポポリサッカラ

イド(LPS)の交互投与で肺気腫を誘導し、介

在因子を網羅的に探る。 

 
３．研究の方法 
(1)炎症性肺疾患モデルマウスの作出 
慢性閉塞性肺疾患(COPD)の病態進展系譜に
則したモデルマウスの樹立を目指し、テトラ
サイクリン(Tet)誘導性の肺胞特異的に p38
活性を上昇しうるトランスジェニック（TG）
マウス：TRE-MKK6-c.a./tTS/SP-C-rtTA を作
出する。 
(2)間質性肺炎成立における p38 活性を介し
た AECII の関与様式 
恒常的に AECII の p38 の活性を低下させたマ
ウス：SP-C-p38d.n./TG、p38 の活性を上昇さ
せたマウス：SP-C-MKK6c.a./TG および野生型
マウス(WT)に対し、経気管支的に Bleo 60 
mg/Kg を与え、2 週間後に肺線維症の成立度
合いを 3系統間で病理学的に確認する。また、
Bleo 負荷の初期(3 日目)に気管肺胞洗浄液
(BALF)を回収し、液内サイトカインをウェス
タンブロット(WB)アレイで網羅的に解析し、
Bleo 誘導性間質性肺炎の引き金となる因子
を同定する。 
(3)肺気腫成立介在分子の網羅的解析 
20µl CSS(4倍希釈)を経気管支的に1日1回、
4 日連続で投与し、5 日目は 50µl の LPS(200 
µg/ml)を投与する。この操作を 1 cycle とし
て 3 cycle 繰り返し、さらに 20µl CSS(4 倍
希釈)の 4 日連続投与を加え、トータル 19 日

間の処置を行う。処置後、病理所見を確認す
るとともに、処置過程：9、14 日目および処
置後の 19 日目に BALF を回収し WB アレイに
供し、サイトカインを中心とした 300 超の炎
症関連分子に関して、その発現変化を追う。 
 
４．研究成果 
(1)炎症性肺疾患モデルマウスの作出 
 作出した TRE-MKK6-c.a./tTS/SP-C-rtTA 
triple TG マウスに、Tet 誘導体であるドキ
シサイクリン（Dox）を１ヶ月間飲水させた
が、リポーター遺伝子の発現は確認できるも
のの、肺気腫化の確認には至らなかった。原
因として、triple TG マウスを作出するため
の、SP-C-rtTA TG マウスおよび TRE-MKK6-c.a. 
/tTS TG マウスのそれぞれの導入遺伝子コピ
ー数の低さに起因すると考えた。そこで、そ
れぞれの TG マウスを新たに作出し、コピー
数の高い個体を得ることが出来たため、high 
copy TRE-MKK6-c.a./tTS/SP-C-rtTA triple 
TG マウスを作出すべく、繁殖段階に入った。 
(2) 間質性肺炎成立における p38 活性を介し
た AECII の関与様式 
 Bleo 負荷に準じた肺胞への血球浸潤亢進、
線維化亢進、生存率悪化、肺コンプライアン
スの低下が、WT マウスに比べて、恒常的に
AECII の p38 の活性を低下させたマウス：
SP-C-p38d.n./TG では、緩和していることを
すでに確認していた。一方、恒常的に AECII
の p38 の 活 性 を 上 昇 さ せ た マ ウ ス ：
SP-C-MKK6c.a./TG では、Bleo 負荷による肺
線維化が WT のそれに比べて、より顕在化し
ていた。すなわち、AECII 内の p38 活性の力
価が高くなるに従って Bleo による間質性肺
炎発症が亢進することが明らかとなった。そ
こで、この現象を司る因子を明らかにするた
め、以下のストラテジーで Bleo 負荷初期の
BALF 内のサイトカイン／ケモカインを WB ア
レイで網羅的に解析し、発症原因分子を絞り
込んだ。 

 
 AECII 内の p38 の力価が 3 段階に異なる TG
マウスを Bleo 負荷に供し、BALF 内で Bleo 応
答性に発現変動し、且つ、その変動度合いが
p38 の力価に準じて上昇もしくは低下する分
子を同定した。この 2 つの条件を満たす分子
を確定することによって、より明確に間質性
肺炎発症に関わる分子を絞り込むことが可
能となる。 
 



 

 

 
 解析の結果、IL-6、G-CSF、MCP-1 を同定す
るに至った。また、これらのサイトカイン／
ケモカインの組織内発現は、免疫蛍光染色の
結果より AECII に集約されていることも見い
だした。そこで、初代培養 AECII に Bleo 負
荷をかけ、その際に、IL-6 中和抗体を共存さ
せた際の培養液中の G-CSF、MCP-1 の産生量
を検討したところ、Bleo で発現誘導された
G-CSF、MCP-1 は、IL-6 中和抗体の投与でそ
の発現が抑制されることを確認した。さらに、
WT マウスに Bleo 負荷をかけた際の肺組織ホ
モジネートをリン酸化 WB アレイに供したと
ころ、stat3、Akt、Ribosomal S6 protein の
リン酸化が認められ、いずれも IL-6 受容体
の下流に位置するシグナル分子でることが
判明した。 
 以上のことから、間質性肺炎の成立に
AECII における p38 の活性が密接に関与し、
その活性に連関した IL-6 の産生が発症のト
リガーとして機能することが示唆された。 
(3) 肺気腫成立介在分子の網羅的解析 
 モルモットにおいて、短期間で COPD を誘
発する系が樹立されていた (Biol. Pharm. 
Bull. 32: 1559̶1564 , 2009)。そこで、こ
の手法を参考にして、マウスにおいても短期
間で COPD を成立させる条件を検討した。ま
た、COPD 成立の際に肺胞内で変動する炎症関
連分子について、308 WBアレイにて検討した。 

 その結果、PBS 投与群に比べ、CSS+LPS 投
与群では、様々な分子の発現誘導が確認され
た。ヒトにおいて COPD 発症の際に発現上昇
が報告されている IL-8 のマウス homologue
である LIX(CXCL-5)、MIP-2(CXCL-2)はもとよ
り、肺胞の気腫化と密接に関わると考えられ
ている MMP-9 の顕著な経時的発現上昇も認め
た。また、CSS+LPS 投与終了後に肺病理所見
を確認したところ、肺胞の気腫化と細気管支
上皮細胞の過形成を認めた。以上のことから、
本法でマウスに COPD を惹起し、その介在分
子を探ることは治療法開発に向けたストラ
テジーとして有用であると考えられた。そこ
で、今後、(1)で作出した TG マウスを用いた
疾患誘導の際の分子基盤情報と、本実験結果
を照らし合わせながら、COPD 発症分子機構の
解明と治療法の探索を進めて行く。 
(4)研究成果の追記事項 
 本研究目的とは異なるものの、以下の成果
報告論文について、本課題番号とともに科研
費交付を謝辞に記載した。 
○リンパ球マーカーとして認知されている
CD69 が、近年、炎症性疾患において病態制御
機能を果たすことが報告されている。そこで、
CD69-ノックアウト(KO)マウスを用いて、間
質性肺炎および急性肺障害モデルを作成し、
CD69 が炎症性肺疾患の発症に密接に関わる
ことを証明した。 
○N 型電位依存性カルシウムチャネル
(N-VDCC)-KO マウスを用いて、多発性硬化症
モデルである EAE の発症に、N-VDCC が脊髄組
織内のケモカイン産生を介して寄与するこ
とを証明した。 
○モルモットアドレナリンβ受容体遺伝子
を世界で最初にクローニングし、その機能を
ヒトおよびラット由来のそれらと比較検討
した。 
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