
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６６

基盤研究(C)

2013～2011

間質性肺炎における血管新生関連因子の機能解析と臨床応用

Analysis of angiogenetic factor in interstitial pneumonia

３０３５００３６研究者番号：

功刀　しのぶ（Kunugi, Shinobu）

日本医科大学・医学部・講師

研究期間：

２３５９１１６４

平成 年 月 日現在２６   ６ ２３

円     3,900,000 、（間接経費） 円     1,170,000

研究成果の概要（和文）：私達は、間質性肺炎の病態解明のために、特に早期線維化巣に着目し、線維化巣に侵入する
間質細胞と肺胞上皮の再生、血管新生の違いを観察している。特発性間質性肺炎やARDSは難治性で病態マーカーの検索
は重要な問題である。現在までに間質性肺炎において、血清・気管支肺胞洗浄液中のmiRNA, エクソソーム由来miRNA 
の報告はない。本研究では、間質性肺炎の線維化形成過程に関わる細胞の中で、エクソソームの主たる産生細胞として
肺胞上皮に注目し、すでに知られている細胞小器官の一つのラメラ体との関係を踏まえて血清・気管支肺胞洗浄液のmi
RNA,エクソソーム由来miRNA の検索モデル動物を用いて行った。

研究成果の概要（英文）： We have been investigated pathogenesis of early intra-alveolar fibrotic process i
n interstitial pneumonia. We showed fibroblast differentiation into myofibroblast and decreased neovasculi
zation in intra-alveolar fibrotic lesion of idiopathic pulmonary fibrosis.  However, there is only limited
 information concerning the role of miroRNA in lung fibrotic process. Forthermore, microRNA and exosomal m
icroRNA in bronchoalveolar lavage in lung fibrotic process are not investigated. We investigate exosomal m
icroRNA in brochoalveolar lavage flood in mouse model of bleomycin induced lug fibrosis.
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１． 研究開始当初の背景 
1) 私達は、種々の間質性肺炎に共通な早期
肺胞腔内線維化に侵入する間質細胞と再生
肺胞上皮及び血管新生の程度の違いがあり、
予後、治療反応性の異なる病態が形成される
事を示すことにより、血管新生の重要性示し
てきた。特に慢性に経過し予後の悪い通常型
間質性肺炎(IPF/UIP)にみられる IPF の予後
に相関する報告がされている早期線維化巣
（fibroblastic foci）や急速に発症し進行
するびまん性肺胞傷害(DAD の早期線維化巣
の線維芽細胞は,1)筋線維芽細胞化し（Am J 
Pathol 118: 452-75, 1985,  Am J Pathol 
137: 415-424,1990）、 2) 早期線維化巣の
matrix metalloproteinase とその阻害因子
(TIMP)のインバランスがみられ、UIP では
TIMP 優位で新生血管はみられず、治療反応性
の良い非特異的間質性肺炎（NSIP）, 特発性
器質化肺炎(COP)の早期線維化巣ではMMPs優
位であり、その早期線維化巣には血管の形成
が見られる事を報告した (Lab Invest 
78:687-9,1998)。また VEGF-A やその受容体
VEGFR-2の発現レベルはUIP,DADよりNSIPの
方が高かった（J Nippon Med Sch 75.1, 2008）。 
 

2) 早期線維化に沈着する細胞外器質として、
Ⅳ型コラーゲンが UIPや DAD の早期線維化巣
に NSIP, COP に比して優位に沈着し強く認め
る事を見い出している。（Hum Pathol. 
40:1618-27, 2009）。 

 

3) 転写後調整に重要な機能をもつことが発
見されたマイクロ RNA は(miRNA)は約２２塩
基配列からなる低分子 RNA の一種である。癌
の腫瘍形成や薬剤耐性等のプロセスにおい
て重要な役割を担う事が報告されている他、
細胞外に分泌される miRNA,とくにエクソソ
ームに含まれる miRNA は癌の診断、治療の新
たなマーカーに応用できることがわかって
きている。肺の線維化や血管新生に関わる
miRNA や細胞外に分泌される miRNA の報告は
少ない。 
 
２． 研究の目的 
1) 外科的切除された間質性肺炎の中で UIP, 
NSIP を用いて早期線維化巣の血管新生の違
いを明らかにし、それに関わる因子を解析す
る。 
 
2) ブレオマイシン肺臓炎モデルを用いて細
胞外に分泌される miRNA を検索するため、気
管支肺胞洗浄液を用いてエクソソームの分
離とそこに含まれる miRNA を検索する。 

 
３． 研究の方法 
1) 外科的切除された NSIPと UIPのホル
マリン固定標本を用いて、早期線維化
巣における血管新生の程度を血管内皮
マーカーCD31 抗体を用いて免疫染色
を行い血管を同定し統計学的解析を行

った。 
 
2) 新鮮凍結検体を用いて、血管新生に関
わる  VEGF-A とそのレセプター
VEGFR-2 と早期線維巣の細胞外器質
の産生と分解に関わる  MMP-2, 
MMP-9,TIMP-2 の mRNA を RT-PCR
により解析した。 

 
3) ブレオマイシン肺臓炎モデルを用いて
気管支肺胞洗浄液中の分泌型 miRNA
の検索と線維化、血管新生に関わる
miRNAを抽出する。 

 
４． 研究成果 
1) UIP, NSIP の早期線維化巣を比較し、血
管新生の程度がUIP比してNSIPで優位で
ある事が統計的に明確になった(図 1,2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図１NSIP(上)と UIP(下)の早期線維化巣 

EMG 像と CD31 抗体を用いた免疫染色の結果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2 早期線維化巣での小血管割合 



2) 血管新生に関わる因子と細胞外基質の産
生、分解に関わる因子の mRNA を RT-PCR
にて解析したところ、VEGF-A と MMP-2 が
NSIP で優位に上昇していた。(図 3) 

 

 

図 3 VEGF-A と MMP-2 が UIP に比し、NSIP で

優位である 

 

3) ブレオマイシン肺臓炎モデルを用いて、
気管支肺胞洗浄液を採取し、エクソゾー
ムの分離、解析を行った。腹水や培養上
清からのエクソゾームの分離には、超遠
心法により分離することが知られている
が、気管支肺胞洗浄液では、サーファク
タントを多く含む分画の抽出法が知られ
ており、その方法の一つ分画遠心法を応
用し、肺胞上皮から分泌されるラメラ体
分画とエクソゾーム分画をわけて解析を
行った。(図 4) 

    

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
図４ 気管支肺胞洗浄液のラメラ体分画と 
エクソゾーム分画の電子顕微鏡像 
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