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研究成果の概要（和文）：急性肺傷害(ALI)とその後の肺繊維化の病態における細胞間タイトジャンクション構成分子:
Claudinの役割を検討した。感染性・非感染性ALIモデルにおいて特に急性期にClaudin-4の発現亢進、Claudin-18の発
現低下を認め、Claudin-4が上皮細胞以外に炎症細胞に発現を認めた。また、In vitroでInfluenza virus感染肺胞上皮
細胞からにMicroparticlesの誘導を認め、これらが肺マクロファージにおける炎症性サイトカイン/ケモカインの誘導
に関与することがわかった。以上より主にALIの急性期にClaudin分子が深く関与すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The clinical course and pathophysiological feature of ARDS are characterized as 
three phases: acute exduative, proliferative and fibrotic. We investigated the role of claudins, a family 
of proteins in the components of the tight junction, in acute and fibrotic phase of lung injury. We 
induced nonviral ARDS by alpha-galactosylceramide(GalCer) and LPS and viral ARDS by influenza virus 
infection. Claudin-5 and -18 are expressed in naive lungs. In both ARDS model, expression of claudin-4 
was elevated and claudin-18 mRNA decreased in acute phases of lung injury. Claudin-4 was expressed in not 
only epithelial cells but leukocytes recruited into the lungs. Micorparticles in BAL fluid after 
influenza virus infection was observed. Influenza virus induced MPs have a potential to induced the 
cytokines and chemokines in alveolar machrophasge. These results indicated that claudins may be involved 
in the pathogenesis of acute phase of lung injury.

研究分野：臨床感染症
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１．研究開始当初の背景 
急性肺傷害(ALI)およびその重症型の急性呼
吸窮迫症候群(ARDS)の臨床経過で急性期を
超えても、その後線維化が起こり呼吸機能低
下による死亡率の上昇および QOL の低下が
知られている(N Engl J Med 200;342:1334-49.)。
新型インフルエンザウイルス(2009pdmH1N1)
感染症でも、ICU入室症例の大部分が ARDS
を呈し死亡率が高いことが知られている
（JAMA 2009;302:1872-9.）が、その ARDS発
症症例で 10-20%に肺の線維化を認め(Radiol 
Med. 2012;117:185-200. , Eur J Radiol. 
2011;79:447-51.)、その長期予後において呼吸
機能の低下による QOL 低下が問題となって
いる(Chest. 2012 Sep1;:583-92.)。 
 生理状態下で、肺胞上皮細胞のタイトジャ
ンクション（T-J）がバリアとなり、恒常的に
呼吸スペースが確保される。近年、本邦の研
究者が中心となり T-J の分子機構の研究が急
速に進展し、その構築に重要な分子群クロ－
ディン（Cldns）を発見された。現在少なくと
も 24 種類が知られ、臓器により発現パター
ンが異なる（Oncogene 2008;27: 6930-38.）。 
 ALI/ARDS の急性期および組織修復期にお
いて、炎症細胞の浸潤、肺上皮細胞―血管内
皮細胞のバリアの破綻が病態の中心となる
が、一連の経過における肺組織細胞間の恒常
性維持に関与する Cldns の役割は不明である。 
 
２．研究の目的 
急性肺傷害およびそれに引き続く肺の繊維
化におけるCldnsの役割について検討を行う。 
 
３．研究の方法 
非感染性の劇症型 ARDS 動物モデル(Aoyagi 
T et. al. Int Immunol. 2011;23: 97-108.)および
インフルエンザウイルス感染誘発 ALI モデ
ルの二つを用いて検討を行った。 
使用マウス：C57BL/6 6-8週齢 
動物実験に関しては、東北大学動物実験施設
の倫理規定を順守し施行した。 
劇症型 ARDS 動物実験モデル(非感染性)：
iNKT 細 胞 活 性 物 質 で あ る
-galactosylceramide 投 与 24 時 間 後 に
Lipopolysaccharide を投与し 72 時間以内に全
例死亡しALI/ARDSの病理所見に特徴的な硝
子膜形成を有する。 
インフルエンザウイルス誘発 ALI モデル(感
染性)：非致死量の Influenza A virus (strain 
A/Puerto Rico/8/1934 H1N1)を経鼻投与し感染
11-14 日目に病理所見で肺傷害が最も観察さ
れ、感染 21-35 日目に肺の組織修復および繊
維化が観察される。 
1.経時的な Cldns(-2, -4, -5, -18)の発現の変化 
2. cldnsの発現の局在 
3.インフルエンザウイルス誘発 ALIモデルに
おける Microparticles の発現と抗凝固剤をタ
ーゲットとした治療戦略 
 
４．研究成果 

(1) 非感染性および感染性 ALI/ARDS 動物モ
デルにおける Cldnsの発現 
-非感染性モデル 
Naïveな肺において Cldn-5, -18が発現してい
る。非致死性 ALI/ARDSモデルでは LPS投与
6時間後に Cldn-2, -4の発現が増加し、Cldn-2
は 24時間後にはベースライン、Cldn-4は 24
時間以降漸減傾向にあった。さらに、Cldn-5, 
-18は 24時間以降減少した。a-GalCer投与す
ることで、naïveな肺と比較し、Cldn-5, -18の
発現が低下した。致死性 ALI/ARDSモデルで
はLPS投与 6時間後で非致死性モデルと比較
し、有意に Cldn-4 の発現亢進、観察期間で
Cldn-5, -18の発現抑制を認めた。肺胞気管支
洗浄液細胞や末梢血中白血球に Cldn の発現
を認め、発現の推移が肺組織のそれとは異な
っていた。特に、末梢血白血球に Claudin-5, 
-18 の発現レベルが非致死性モデルと比較し、
有意に低下していた(図 1)。 
図 1 

 
-感染性モデル 
感染性モデルでは、Cldn-5は肺傷害が局期に
なる感染 14 日目まで著しく低下したが、そ
の後漸増傾向にあり、感染 35 日目にはコン
トロールと同レベルであった。一方、Cldn-4
は 14 日目まで著しく発現が亢進したが、21
日目以降はコントロールと同レベルであっ
た。一方、Cldn-2, -18の発現はコントロール
と比較し有意差を認めなかった。さらに、細
胞間 T-Jの裏打ちタンパク Occludin、ZO-1の
発現について 2群間で比較したが、差をみと
めなかった(図 2)。 
図 2 

 
以上より、感染性、非感染性の ALI/ARDS
において、特に急性期において Cldns-4, -18



が細胞間 T-Jの構成に関与していることが示
唆された。 
 
(2) cldnsの発現の局在 
感染性・非感染性 ALI/ARDSにおいて発現の
亢進する Cldn-4 の局在について免疫染色を
用いて検討を行った。非感染性モデルでは血
管内皮細胞ならびに好中球に発現している
ことが判明し(図 3)、Caludin 分子が細胞間接
着因子としての役割以外に炎症細胞の肺胞
内への集積にも関与していると考えられた。 
図 3 

 
(3) インフルエンザウイルス誘発 ALI モデル
における Microparticles の発現と抗凝固剤を
ターゲットとした治療戦略 
本研究者はインフルエンザウイルス感染で
感染 4 日目に肺上皮細胞の Apoptosis の誘導
を確認している。近年、Apoptosisを起こした
細胞や活性化された細胞から Extracellular 
microvesicle (Microparticles, Exosomes)が放出
され、これらが炎症病態に深く関与している
ことが判っている。これらの細胞は、放出し
た細胞の表面に発現しているタンパク質を
保持しており、非感染性モデルにおいて BAL
液中からも Cldns の発現を認めており、本細
胞が Cldns の発現を示唆している可能性があ
る。そこで本研究者もマウスから肺上皮細胞
を取り出し In vitro でインフルエンザウイル
スを感染させ、Microparticlesを取り出し、同
じくマウスから取り出した肺胞マクロファ
ージを刺激したところ、IL-6ならびに好中球
遊走因子 KCの産生が亢進していた(図 4)。 
図 4 

 
加えて、肺胞上皮細胞から放出された
Microparticlesは凝固・線溶系促進因子を保持
しALI/ARDSの病態に関与していることから、
そ れ ら を 制 御 す る recombinant 
Thrombomodulinをマウスに投与し、Influenza 
virus を感染させ肺傷害および死亡率への影
響を検討したが、肺傷害ならびに死亡率に差
を認めることはなかった。 
 
以上より、ALI/ARDS の病態の急性期に
Claudin分子が深く関与しているが、繊維化期

での関与は少ないと考えられた。 
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