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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルス感染による劇症肺炎モデルを用いて、酸化ス
トレスが ARDS の病態に及ぼす影響について解析を行った。その結果、感染肺局所にて酸化修
飾生体分子である 8-ニトロ-cGMP が生じ、酸化ストレス応答シグナル分子として、肺傷害の病
態形成に関与している可能性が示唆された。また、ヒト ARDS 症例の血漿蛋白質中の酸化修飾
分子 3-ニトロチロシン（3-NT）レベルを解析したところ、対照群に比べ有意に高いレベルの 3-NT
の生成が認められた。興味あることに、3-NT レベルは死亡例に比べ生存例にてより高く、3-NT
が ARDS 後の肺の修復を反映している可能性が示唆された。以上の結果は、酸化修飾生体分子
が 2 次シグナルとして酸化ストレス応答や組織修復に寄与している可能性を示唆しており、その
制御はウイルス性肺炎・ARDS の新たな治療戦略として期待できるものと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) have been suggested to 
be involved in the pathogenesis of ARDS. NO/ROS have also been reported to induce nitration of tyro-
sine and guanine leading to the formation of 3-nitrotyrosine (3-NT) and 8-nitro-cGMP, respectively. In 
this study, we found significant increase of 3-NT and 8-nitro-cGMP levels in the lungs of influenza vi-
rus (IFV)-infected mice. Strong induction of an antioxidant enzyme heme oxygenase-1 was also de-
tected in the lung of infected mice. Upregulation of HO-1 in parallel with the formation of 
8-nitro-cGMP suggested that formation of 8-nitro-cGMP or 3-NT may be involved in the oxidative 
stress responses in the IFV-infected mice. Therefore, we postulated that formation of 3-NT might also 
influence on the disease activity of ARDS in humans. We performed a case-control study for plasma 
3-NT levels of ARDS patients with/without IFV infection and of control subjects. The ARDS patients 
with IFV infection had significantly higher 3-NT levels than the control subjects. Additionally, ARDS 
patients with high 3-NT levels had better survival rate compared to patients with low 3-NT levels. 
These data thus suggest that NO/ROS-mediated formation of 3-NT or 8-nitro-cGMP may be involved 
in a unique signal transduction contributing to the host defense or tissue repair against IFV-induced 
fulminant pneumonia/ARDS. 
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１．研究開始当初の背景 
急性呼吸窮迫症候群（acute respiratory distress 
syndrome, ARDS）は、人工呼吸管理をはじめ
とする種々の治療法の開発にもかかわらず、
極めて死亡率の高い呼吸器症候群である。
ARDS は、敗血症・外傷・重症感染症といっ
た重篤な病態に伴って肺の血管透過性が亢
進し、非心原性肺水腫を来した結果生じる急
性呼吸不全状態であるが、ウイルス感染症、
特に新型あるいは高病原性鳥インフルエン
ザウイルス感染症に伴う ARDS は、その致死
率の高さから、大きな問題となっている。
ARDS の病態形成に酸化ストレスが重要な役
割を演じていることは近年の多くの研究に
よって次第に明らかとなってきたが、その詳
細な分子メカニズムの解明には至っていな
い。我々は、ARDS の肺局所において過剰に
産生される一酸化窒素（NO）や活性酸素種
（ROS）によって、核酸・アミノ酸・脂質と
いった生体分子が化学修飾され、3-ニトロチ
ロシン（3-NT）や、全く新しい環状ヌクレオ
チドである 8-ニトロ cGMPが細胞内にて生成
することを見いだした。しかしながら、この
ような修飾生体分子が、in vivo で生じている
か、また実際の ARDS の病態にどのような影
響をもたらしているかについては、未だ不明
な点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究課題においては、3-NT や 8-ニ
トロ cGMP といった修飾生体分子の生成を、
インフルエンザウイルス（IFV）感染マウス
モデル、ひいてはヒトの ARDS 症例の血漿サ
ンプルを用いて解析する。そして、マウスモ
デルについてはヘムオキシゲナーゼ（HO）-1
といった酸化ストレス応答因子の発現レベ
ルとの関連性、ヒト ARDS 症例においては、
重症度や予後といった様々な臨床データと
の関連性について多変量解析なども駆使し
て解析を行う。これにより ARDS の病態解明
に向けた基盤的研究を推進し、新たな治療戦
略の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 5 週齢雄の野生型（C57BL/6）マウスと、

誘導型 NO 合成酵素（iNOS）欠損マウス
に、IFV（A/Kumamoto/67, H2N2）を吸入
感染させ、劇症肺炎（ARDS）モデルを作
成した。経時的に肺組織、肺胞洗浄液
（BALF）、血液を採取した。 

(2) BALF蛋白質中の 3-NTを HPLC-ECDシス
テム（Eicom 社, HTEC-500/PEC-510）を
以下の方法を用いて定量解析を行った。 

(3) 血漿（50 µl）に酢酸バッファー（0.1 M, pH 
7.2）200 µl と氷冷したエタノール 400 µl
を加え、蛋白質を沈殿させた。DTT・SDS
添加酸バッファーにて再溶解し、プロナ

ーゼにて消化した。未消化物は限外濾過
にて除去した。 

(4) 3-NT 濃度を HPLC-電気化学検出（ECD）
システム（Eicom）にて解析した。上記試
料を逆相カラム (SC-50ODS), 200 mM リ
ン酸バッファー, 2%アセトニトリル、5 
µg/ml EDTA (pH 3.2), 流速 0.4 ml/min にて
分離した。移動相を酸性にすることで、
3-NT の溶出時間を遅らせ、S/N 比を改善
させた。カラムにて分離された 3-NT は、
還元セル（-800 mV）で 3-アミノチロシン
へと還元し、酸化セル（200 mV）で電気
信号へと変換した。 

(5) 3-NT の濃度は、ECD の下流に接続された
UV 検出器にて測定したチロシン濃度に
て補正した（3-NT/tyrosin, µmol/mol）。3-NT
の標準曲線は広い範囲で直線性を示し、
検出限界は 1 nM（20 fmol）であった。 

(6) 肺凍結切片を、抗 3-NT 抗体や抗 8-ニトロ
-cGMP 抗体を用いて免疫染色を行ない、
野生型と iNOS 欠損マウス間で比較・検討
した。 

(7) 酸化ストレス応答因子であるヘムオキシ
ゲナーゼ（HO）-1 の発現を肺組織破砕液
を用いて解析し、8-ニトロ-cGMP との相
関につき検討した。 

(8) 書面にて informed concent の得られた
ARDS 症例および対照症例の保存血漿を
用いて、上記の方法で 3-NT を測定し、重
症度や予後といった様々な臨床データと
の関連性を解析した。 

(9) 本研究に関しては、熊本大学動物実験委
員会（承認番号 F21-243）および国立国
際医療研究センター倫理委員会の承認
（9/28/2007 承認）を得た。 

 
４．研究成果 
(1) 感染マウスの BALF 蛋白質中の 3-NT を

HPLC-ECD にて解析したところ、肺炎病
態に一致した増加が認められた（図１A）。
また、野生型マウス肺組織の免疫染色に
て強い 8-ニトロ-cGMP の陽性像が得られ、
特に IFV 増殖の場である気道上皮にて強
い陽性像が得られた。（図１B）。また、ウ



イルス感染に伴って、酸化ストレス応答
因子である HO-1 が経時的に誘導された
（図１C）。これらの所見はいずれも、NO
を過剰には産生しない iNOS 欠損マウス
において軽微であった。 

(2) ARDS 患者血漿の解析：IFV 感染を伴わな
い ARDS 群（Non IFV-ARDS 群）40 症例、
IFV 感染を伴う ARDS 群（IFV-ARDS 群）
7 症例、非 ARDS 対照群（Non ARDS 群）
25 症例の血漿サンプル中の 3-NT レベル
を HPLC-ECD にて測定した。IFV-ARDS
群の 3-NT/Tyr レベルの中央値は 0.350 
µmol/mol (0.182-1.675) と、Non ARDS 群
の 0.210 µmol/mol (0.122-0.278) に比べ、有
意に高かった。Non IFV-ARDS 群の 3-NT
レ ベ ル も ま た  0.270 µmol/mol 
(0.125-0.640) と、Non ARDS 群に比べ、有
意に高い傾向がみられた（図２）。 

(3) IFV-ARDS 群と Non IFV-ARDS 群の 3-NT
レベルには有意差を認めなかったものの、
全体の平均値である 0.6 µmol/mol より高
い値をとる危険度をロジスティック回帰
分 析 に て 求 め る と 、 オ ッ ズ 比 2.26
（0.43-11.82）と IFV-ARDS 群の方が高か
った。また、死亡リスクも、オッズ比 5.83
（0.99-34.38）と IFV-ARDS 群の方が高く、
Kaplan-Mayer 生存曲線でも明らかに Non 
IFV-ARDS 群に比べ不良であった（図３）。 

(4) 病勢や予後との関連性について詳細に検

討した結果、3-NT のレべルは、死亡例に
比べ生存例にてより高く（図４A）、生存
曲線も 3-NT高値例のほうが低値例に比べ
よりよい傾向が見られた（図４B）。3-NT
レベルと発症から採血までの日数との関
係を調べてみたところ、ARDS の発症後
14 日目ごろをピークとして増加する群と
増加しない群に分けられ、増加する群で
は増加しない群に比べ死亡率が低かった

（23.0 vs 41.2%, 図４C）。 

(5) 考案：3-NT レベルと肺胞上皮修復のマー
カーである KL-6 や酸素化の指標である
PaO2/FiO2 (P/F) 比との関連を調べたとこ
ろ、どちらも正の相関を認め、3-NT レベ
ルが ARDS に伴う肺の修復に関連してい
る可能性が示唆された。血漿蛋白質中の
3-NT は、今後、IFV 感染症のみならず、
種々の病原微生物による重症感染・炎症
病態において、酸化ストレスのバイオマ
ーカーとしての臨床応用が期待される。 
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