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研究成果の概要（和文）：慢性閉塞性肺疾患(COPD)の肺では、肺気腫の程度には肺胞領域のB細胞とCD4陽性T細胞の増
加が関連し、また細気管支壁の肥厚には炎症細胞浸潤よりも総コラーゲンの減少、I型コラーゲンの増加が有意に関連
した。また、多光子励起顕微鏡を用いた第二次高調波発生(SHG)の前方・後方直進成分を定量することでコラーゲン亜
型の定量的検出が可能となることを明らかにし、網羅的遺伝子解析により肥厚した細気管支壁ではTGF-β signaling p
athwayに関わる遺伝子発現が低下していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the lungs of chronic obstructive pulmonary disease (COPD), emphysema severity w
as associated with an increase in alveolar B cell and CD4 T cell infiltration whereas thickening of bronch
iolar walls was associated with a decrease in total collagen and an increase in type I collagen rather tha
n inflammatory cell infiltration. Furthermore, it was found that collagen subtypes could be quantitatively
 detected by quantification of forward and backward second harmonic generation (SHG) signals with multi-ph
oton excitation microscopy, and microarray analysis showed that genes associated with TGF-beta signaling p
athway were down-regulated in the thickened bronchiolar walls.
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１．研究開始当初の背景 
 
 慢性閉塞性肺疾患(COPD)は本邦における
死因の第 9位（2010年）であり、今後も人口
の高齢化とともに患者数・死亡者数の増加が
見込まれ、本邦における公衆衛生上の大きな
問題である。しかしながらその発症・病態進
行のメカニズムには不明な点が多く、根本的
な治療法も存在しない。その理由の一つとし
て、COPD肺の詳細な形態学的理解が不十分で
あることが挙げられる。 
 COPDは喫煙や有毒な粒子・ガスの吸入が明
らかな発症の危険因子であり、それらにより
惹起される持続的な炎症反応が組織障害を
繰り返し、肺組織のリモデリングに至って気
流閉塞をもたらすと考えられている。肺組織
のリモデリングを考える上で、細胞外マトリ
ックス蛋白の変化を捉えることは重要であ
る。特に、コラーゲンとエラスチンは肺組織
の構造ならびに弾性収縮力の維持に不可欠
な蛋白であり、これらの蛋白の量的・質的変
化は肺機能に強く影響すると考えられる。そ
れゆえ、炎症反応と細胞外マトリックス蛋白
の変化の関係を検討することで、COPD肺にお
ける組織リモデリングの病態を詳細に明ら
かにすることができ、かつマイクロアレイを
用いた網羅的遺伝子発現解析を組み合わせ
ることで、その背景にあるメカニズムに迫る
ことが可能であると考えた。加えて重要な点
は、これらの COPD 肺における組織リモデリ
ングの病態を末梢気道と肺胞組織に分けて
検討することが必要であるということであ
る。 
 
２．研究の目的 
 
(1) COPD肺の細気管支と肺胞領域におけるコ
ラーゲン・エラスチンの発現と炎症細胞浸潤
を定量的組織学的手法および多光子励起顕
微鏡を用いて定量・解析する。 
 
(2) 細気管支と肺胞領域を laser capture 
microdissection (LCM) 法を用いて選択的に
採取し、マイクロアレイを用いて網羅的遺伝
子発現解析を行い、組織リモデリングの定量
的計測結果と比較検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ヒト肺サンプル 
 
 空気で膨張・凍結された肺移植目的に摘出
された最重症 COPD 患者の摘出肺検体を用い
た（共同研究先のカナダ・ブリティッシュコ
ロンビア大学より提供）。コントロール肺と
して、移植対象者が得られなかった臓器提供
者の摘出肺を用いた。肺検体は CT 断で 2cm
厚にスライスされた後に、直径 14〜16mm 大
の円柱状組織を 1 領域あたり 4 個採取し、
-80℃で凍結保存した。 

 
(2) コラーゲン・エラスチンの発現と炎症細
胞浸潤の定量的組織学的分析 
 
 リン酸緩衝生理食塩水 (PBS) で 50%に希
釈した Tissue-Tek O.C.T. (Sakura Finetek)
で凍結肺を一旦解凍後に吸引包埋し、凍結組
織ブロックを作成、-80℃で凍結保存した。
凍結組織ブロックより厚さ 6μm の連続凍結
切片を作成し、ヘマトキシリン&エオジン
(H&E)染色および以下の免疫染色・化学染色
を施行した。 
炎症細胞：好中球（NP57 免疫染色）、マクロ
ファージ (CD68 免疫染色)、好酸球（Hansel
染色）、CD4 陽性 T 細胞（CD4 免疫染色）、CD8
陽性 T細胞（CD8免疫染色）、B細胞（CD79免
疫染色）、NK 細胞（NK-1免疫染色） 
細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス ： 総 コ ラ ー ゲ ン
（picrosirius red 染色）、I 型コラーゲン（免
疫染色）、III 型コラーゲン（免疫染色）、エ
ラスチン（免疫染色） 
 染色された標本はデジタルカメラを装備
した顕微鏡で細気管支と肺胞領域を撮影し、
画像解析ソフトウェアである Image-Pro Plus 
(Media Cybermetrics) 上で、point-counting
法ならびに color segmentation 法を用いて、
各領域における各染色の陽性率 (volume 
fraction) を求めた。また、H&E 染色標本を
用いて細気管支壁厚を測定した。 
 
(3) 多光子励起顕微鏡を用いたコラーゲン
とエラスチンのリモデリングの検討 
 
 上記の凍結組織ブロックより厚さ 20μmの
凍結無染色標本を作成した。Ti:Sapphire 
Tsunami (Spectra-Physics)により発生され
たフェムト秒レーザーを共焦点レーザー顕
微鏡 Leica TCS SP2 AOBS (Leica)に入射させ、
マウントした凍結無染色標本より発生され
るコラーゲン由来の第二次高調波発生 
(second harmonic generation, SHG) の前方
直進成分 (forward SHG) と後方直進成分 
(backward SHG) の両者を同時に検出し、
Volocity (Improvision)を用いて解析した。 
 
(4) 細気管支と肺胞領域における組織特異
的網羅的遺伝子発現解析 
 
 上記の凍結組織ブロックより厚さ 10μm の
連続凍結切片を作成し、PixCell II system 
(Arcturus Engineering) を 用 い 、 laser 
capture microdissection (LCM) 法にて細気
管支組織を選択的に採取した。また、LCM 後
の組織も別に採取した。採取された各組織か
ら、RNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いて RNA
を抽出・精製した。RNAの品質を Agilent 2100 
Bioanalyzer (Agilent Technologies)で評価
した上で、GeneChip Human Gene 1.0 ST Array  
(Affymetrix) にてマイクロアレイ解析を行
った。得られたマイクロアレイデータは Gene 



Set Enrichment Analysis (GSEA)を用いて遺
伝子発現パターンのパスウェイ解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) コラーゲン・エラスチンの発現と炎症細
胞浸潤の定量的組織学的分析 
 
 肺胞領域ならびに細気管支壁の両者で解
析したところ、多変量分析では肺気腫の重症
度（肺胞表面積の減少）には肺胞領域の B 細
胞と CD4 陽性 T 細胞の増加が有意に関連し
（表 1）、また細気管支壁の肥厚には炎症細胞
の浸潤よりもむしろ細気管支壁内の総コラ
ーゲンの減少、I 型コラーゲンの増加が有意
に関連していた（表 2）。 
 
 
表 1. 肺気腫の重症度（肺胞表面積の減少）
と関連する因子 
 

肺胞領域における
体積率 

単変量解析
の補正 p 値 

多変量解析
の p値 

B 細胞 0.005 0.01 

CD4陽性 T細胞 0.004 0.048 

マクロファージ 0.02 0.40 

I 型コラーゲン 0.07 0.48 

 
表 2.細気管支壁の肥厚と関連する因子 
 

細気管支壁におけ
る体積率 

単変量解析
の補正 p 値 

多変量解析
の p値 

総コラーゲン 0.02 0.01 

I 型コラーゲン 0.08 0.048 

マクロファージ 0.02 0.15 

III型コラーゲン 0.02 0.50 

CD4陽性 T細胞 0.05 0.88 

 
 
(2) 多光子励起顕微鏡を用いたコラーゲン
とエラスチンのリモデリングの検討 
 
 肺組織において、I型コラーゲンは主に SHG
の前方直進成分のみで反映され、III 型コラ
ーゲンは SHGの前方直進成分ならびに後方直
進成分の両者にて検出されることを明らか
にした。このことは、SHG シグナルを定量す
ることで両者のコラーゲン亜型の定量的検
出が可能になることを意味する。そして、
COPD 肺ではコントロール肺と比較して前方
直進成分が増強しており、コラーゲンのリモ
デリングの存在を示すものと考えられた（図
1）。 
 
 
図 1. COPD肺とコントロール肺の SHGの前方
直進成分(Forward SHG)ならびに後方直進成
分(Backward SHG) 
 

 
 
(3) 細気管支と肺胞領域における組織特異
的網羅的遺伝子発現解析 
 
 細気管支とその他の肺胞組織を LCM法を用
いて選択的に採取し、各組織における網羅的
遺伝子発現解析を施行した結果、肥厚した細
気管支壁では TGF-β signaling pathway に
関わる遺伝子発現の低下を認めた。一方でそ
の他の肺胞組織ではアポトーシス関連遺伝
子群の発現亢進が認められた。 
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