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研究成果の概要（和文）： 
G-CSF 投与はマウス新生仔に対する高濃度酸素負荷により形成される慢性肺疾患モデルを軽
減させた。G-CSF 投与マウス群で気管支肺胞洗浄液中の好酸球数が著明に減少していた。本効
果が G-CSF による抗炎症効果のみによるものなのか、G-CSF による幹細胞の末梢血中への動
員と同細胞の肺 II 型上皮細胞への分化による効果も複合されているのかは不明である。G-CSF
は臨床的にもよく使用されている薬剤であるため、新生児の慢性肺疾患に使用できる可能性が
高いと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
G-CSF administration significantly improved a mouse model of chronic lung disease. It is 
unclear whether G-CSF-mobilized peripheral blood stem cells differentiated into 
pulmonary epithelial cells, whether G-CSF induced the proliferation and differentiation of 
type II epithelial cells, or whether G-CSF exerted anti-inflammatory effects. The results of 
this study suggest that G-CSF improves pulmonary emphysema associated with chronic 
lung disease. 
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１．研究開始当初の背景 
早産児の生存率は年々向上している。一方
で、重症児が生存可能となってきたことに
よって、様々な合併症の為に長期予後には
大きな変化がないとも言われている。 
慢性肺疾患は主に早産児に発症する疾患
で、未熟な肺が人工呼吸、酸素投与などに
よって構造の破壊と肺の分岐などを含む

発生の停止が病態であると考えられている。
有効な治療法は現在のところ早期のステロ
イド全身投与のみであるが、神経学的予後が
悪くなることが知られているため、使用は限
られている。呼吸状態が悪化すると、酸素濃
度、吸気圧の上昇が必要となりさらに肺損傷
が悪化するという悪循環を来たし、呼吸器か
ら離脱できた後も、在宅酸素療法が必要とな
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る患者がいるほか、呼吸器から離脱できな
い患者、さらには肺高血圧を合併し死亡す
る患者も存在する。 
造血幹細胞には血液細胞以外の細胞へ

の分化能を有しており、様々な疾患の治療
に役立つ可能性が考えられている。肺の II
型上皮細胞に分化するという報告も認め
られる。G-CSF は骨髄中の造血幹細胞を血
中に動員することが知られており、末梢血
幹細胞採取で実際に使用されており、安全
性が高い薬品である。本研究は、G-CSF を
用いた骨髄幹細胞の血中への動員が、慢性
肺疾患の病態である破壊された肺胞構造
を修復することが出来るかどうかを検討
するものである。 
 
２．研究の目的 
本研究は、上記の背景をもとに、 
高濃度酸素投与によりマウスの慢性肺疾
患モデルを作成し、G-CSF を投与すること
で、肺に変化が出現するかどうかを検討し、
さらにそのメカニズムを探るものである。 
 
３．研究の方法 
（１）慢性肺疾患モデル 
妊娠マウス（ICRマウス）を購入する。
出生した新生仔マウスを、下記に分け、
酸素暴露後の G-CSFの有効性の検討を行
った。 
① 高濃度酸素暴露/室内気暴露 
出生後 24時間以内に 80％酸素投与を 21
日間行う。その後 50-60％酸素下で 48
時間観察した後、室内気内での飼育を行
った。対照として、室内気暴露を同期間
行った。母獣の酸素毒性軽減と母獣のケ
アによる影響を除くため酸素投与群と
室内気群との間で毎日交換した。 
②G-CSF投与/生理食塩水投与 
50-60％酸素投与終了後、高濃度酸素暴
露群、室内気暴露群ともに体重 1gあた
り G-CSF5μgまたは等量の生理食塩水の
腹腔内投与を 5 日間行った。 

（２）効果判定 
投与終了後 2日目または 3週間目に効果
判定のため以下の検討を行った 
①体重、肺重量測定 
G-CSF/生理食塩水投与開始日、投与終了
2 日目、投与終了 3 週目に体重測定、投
与終了 2 日目、投与終了 3週目に肺重量
の測定を行った。 

② 肺組織の検討 
ペントバルビタール過剰投与によりマ
ウスを安楽死させ、4％パラホルムアル
デヒドで 20cm水柱圧にて拡張固定後、
肺を摘出した。24時間 4％パラホルムア
ルデヒドで固定後パラフィン包埋を行
った。切片作成し、ヘマトキシリンエオ

ジン染色、マッソントリクローム染色、及
び α-smooth muscle actin (SMA)、
Proliferating cell nuclear antigen 
(PCNA)の免疫染色を行った。 
③気管支肺胞洗浄 
G-GSF/生理食塩水投与後 2日目に生理食塩
水を用いて、気管支肺胞洗浄（BAL）を行
った。1 回 1ml を気管内に注入し、3 回洗
浄し回収、同操作を 2回行い、回収液はプ
ールし、細胞成分は 1500回転 x5分で遠心
分離後細胞数をカウントした。上清はサイ
トカインの測定に使用した。 
④有意差検定 
有意差検定は Mann-Whitney U 検定を用い、
p>0.05をもって有意差ありと判断した。 

 
４．研究成果 
（１）肺摘出時のマウスの体重、体重増加率、

肺体重比 
酸素暴露群は室内気暴露群に比し有意に
体重が軽かった。G-CSF 投与群と生食投与
群で有意差は認められなかった。酸素/室
内気暴露終了時とG-CSF/生食投与後3週時
の体重比、肺体重量比についても有意差は
認められなかった。(表) 

表 

 
 

体重 
（g） 

体重増加
比 

肺重量
/ 体重 

Room 
air 

生食 35.8 2.71 0.0048 

G-CSF 32.9 2.36 0.0051 

O2 
生食 24.2 2.93 0.0061 

G-CSF 23.6 3.86 0.0065 

 
（２）肺の組織所見 
①G-CSF 投与終了後 2 日目と投与終了後 3
週目の HE 染色結果を下記に示す。酸素暴
露群の肺は G-CSF投与 2日目、および 3 週
目において室内気暴露群に比べ有意に気
腫状変化を呈していた。酸素暴露群では
G-CSF投与群で気腫状変化が投与 2日後で
は変化がなかったが、投与後 3週後に軽減
されていた。（図 1、2） 
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続いて ImageJを用いて肺胞数を検討し
た。室内気暴露、生食投与群を１とし
て、4グループ間で比較した。酸素暴露
群の肺胞数室内気群に比べ 40％近くに
減少していた。酸素暴露群で G-CSF 投
与と生食投与群を比較すると、投与終
了後 2 日目では差は認められなかった
が、投与終了後 3 週目で G-CSF 投与群
の肺胞数は有意に増加していた。（図 3、
4） 
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②次に、肺胞領域の線維化の程度を観察す
るため、治療終了 3週間後の検体を用いて
Masson Trichrome 染色を行った。酸素暴
露群で線維化が進行していたが、G-CSF投
与群と生食投与群の間に差は認められな
かった。（図 5） 

図 5 

 
③重度の気腫化に伴い、肺動脈の筋層部肥
厚が認められることがあるため、治療終
了 3週間後の検体を用いて、α-平滑筋ア
クチン（α-SMA）の免疫染色を行った。
酸素暴露群で動脈周囲に強い染色が認め
られたが、G-CSF 投与群と生食投与群で差
は認められなかった。（図 6） 

図 6 

 
④上述したように、酸素暴露群において、
G-CSF 投与により肺胞数の有意な増加が
認められた。そのメカニズムの解明のため、
細胞増殖に変化があるかどうかを、治療終
了 後 3 週 間 目 の 検 体 を 用 い て
proliferating cell nuclear antigen 
（PCNA）を用いた免疫染色を用いて検討し
た。すべての群で PCNA 陽性細胞数は少な
く、細胞増殖が盛んになり肺胞形成が進ん
だとは考えにくい結果であった。（図 7） 
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（３）気管支肺胞洗浄液の検討 
そこで、次に G-CSF の抗炎症作用に着目
し、BAL 中の炎症性細胞浸潤の程度とサ
イトカインの定量を行った。 
①BAL 中細胞数は、酸素暴露群で有意に
増加していた。酸素暴露群では、G-CSF
投与群で総細胞数が生食投与群より少
ない傾向にあったが、有意差は認めら
れなかった。（図 8） 

図 8 

 
②細胞分画の検討では、酸素暴露群で
G-CSF 投与群の好酸球数は生食投与群
に比べ有意に低下していた。好中球数に
差は認められなかった。（図 9） 

図 9 

 
③炎症性サイトカイン定量については測定
したすべての項目で酸素暴露群で上昇し
ていた。酸素暴露群での比較では、G-CSF
投与群で生食投与群に比しサイトカイン
が低い傾向にあったものの有意差は認め
られなかった。（図 10） 

図 10 

 
以上の結果から、新生仔マウスへの高濃度酸
素暴露による慢性肺疾患モデルにおいて、
G-CSF の腹腔内投与は好酸球の浸潤を軽減し、
炎症を早期に抑制することによって、気腫状
変化を軽減させる事が出来たと考えられた。
さらに検討が必要であると思われるが、
G-CSF 投与は、新生児の慢性肺疾患に対する
治療薬となる可能性があると考えられた。 
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