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研究成果の概要（和文）：肺特異的にCCL1を過剰発現するCCL1 transgenic マウス（SPC-CCL1 Tgマウス）を作
製し、BCG感染モデルで検討を行ったところ、本マウスで肉芽腫の増加、肺間質の炎症抑制を認めた。DNA 
microarray解析で“生物的ストレスに対する応答”に関連する47の遺伝子で発現増加を認め、小胞体ストレスと
肉芽腫形成に関わるErn1、免疫グロブリン関連遺伝子のIghg、IGHV、Igk-V5発現亢進を認めた。Ern1がコードす
る小胞体膜貫通型キナーゼであるIre1の自己リン酸化体であるPhospho-Ire1の発現亢進を認めた。

研究成果の概要（英文）：CCL1 transgenic mice (SPC-CCL1 Tg mice), overexpressing CCL1 specifically in
 the lungs were newly produced and examined in a BCG infection model. As a result, there was an 
increase in granuloma and suppression of interstitial inflammation in the lung in these mice. DNA 
microarray analysis revealed increased expression in 47 genes associated with "response to 
biological stress", Ern1 involved in endoplasmic reticulum stress and granulomatous formation, 
immunoglobulin related genes such as Ighg, IGHV, Igk-V5 expressions enhancement were observed. 
Enhancement of expression of Phospho-Ire1, an autophosphorylated form of Ire1 which is an Ern-1 
encoded endoplasmic reticulum transmembrane kinase, was observed.

研究分野：呼吸器内科

キーワード： 間質性肺炎　ケモカイン　CCL-1
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様 式

１．研究開始当初の背景
間質性肺炎は肺野に両側びまん性の陰影
を認める疾患のうち、肺の間質を炎症の主座
とする疾患である。原因は職業性や薬剤によ
るものが挙げられるが、中でも原因を特定で
きない間質性肺炎を特発性間質性肺炎
（Idiopathic interstitial pneumonias; IIPs
と呼ぶ。
とされているが、
て い る 特 発 性 肺 線 維 症 （
pulmonary fibrosis; IPF
50%と非常に予後不良な疾患であることが知
られている。
IIPsの臨床的な問題点としては、これまでに
発症原因が分かっていないことから、病態の
解明が不十分であること、慢性期におけるエ
ビデンスのある有効な治療法が存在しない
こと、また感染症などを契機として急性増悪
を起こした場合効率に致死的となることで
ある。これらの病態の解明と対策の構築は医
療における急務の課題である。
 これまでの我々の知
疾 患 （
disease; COPD
免疫細胞の遊走における中心的な役割を演
じるとされる
ligand 
(NCBI: rs2282691)
道感染性および生命予後を支配する重要な
因子であることを発見した（図
子多型は転写因子の親和性に差をもたらす
ことが示され、当
の発現量が減弱しているものと推定された。
(Takabatake et.al. Am J Respir Crit Care 
Med. 2006) 
 

図 1 
の急性増悪による予後が異なる。
をCCL1
Aアレルを有する群では有意に生存率が低下
していることが示された。
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細胞性免疫を司る
の機能を制御していることが報告されてい
る(Hoelzinger et.al. J Immunol. 2010)
結核などの慢性感染においての機能が検討
されている報告がある
Pathog. 2008)
 これらの知見を元に我々は
解明するために
せる遺伝子改変マウスを独自に作成した（図
2）。本マウスに
Guérin (BCG)
ろ、コントロール群と比較して、遺伝子改変
マウス群では肺組織内での肉芽形
され、肺間質における炎症は抑制されている
という結果を得た。更に同様の実験モデルか
ら RNA
子発現の差異を検討したところ、遺伝子改変
マウス群では炎症性サイトカインである
Tumor necrosis factor (TNF) 
Interleukin (IL)
疫系因子である
るという結果が得られた。
すなわち
な役割を演じていると想定され、感染による
炎症反応だけでなく、
な炎症反応に対しても、抑制的に作用してい
る可能性が考えられた。間質性肺炎において
は発症から増悪の過程における病態に不明
な点が未だに多く残されており、その病態の
解明は間質性肺炎の診療において最も重要
な課題と言える。その中で
炎の発症や増悪に関わる因子である可能性
が極めて高いことが予想される。
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量の差が肺局所での炎症反応や、結果として

 



引き起こされる間質性肺炎の発症に対して
どのような影響を及ぼすかを検討する。本研
究により間質性肺炎の発症や増悪に至る病
態が明らかにされることが期待できる。 
 
 CCL1の間質性肺炎発症における機能解析
は殆どなく、本研究から新知見が得られると
想定される。また CCL1遺伝子改変マウスは
我々が独自に作成し、他の研究施設は所有し
ていない。これらの点から本マウスを用いた
研究は非常に独創性が高いと考えられる（研
究の独創性）。 
更に本マウスへ間質性肺炎を誘発するモデ
ルは間質性肺炎発症や増悪のメカニズムを
解析する上では、最も生体に近い状態で研究
可能という点では有用性の高い動物モデル
と言うことができる。（学術的な特色）。本研
究によりCCL1の機能を詳細に検討すること
により、これまで殆ど明らかにできていなか
った間質性肺炎の病態解明や治療法を飛躍
的に進歩させることができる可能性がある
と考える（新規治療法開発の可能性）。 
 
３．研究の方法 
独自に作成した肺特異的 CCL1 強発現マウ
スを用いて下記の項目につき検討する。 
１）CCL1 過剰発現が実験間質性肺炎モデルに
及ぼす影響の検討：血液、気管支肺胞洗浄
(BAL)細胞、BAL 液、肺組織、肺組織 RNA、肺
組織蛋白質を実験マウスから採取し、コント
ロールと比較する。 
２）DNA マイクロアレイから得られた網羅的
遺伝子発現データの検証：肺組織 RNA を用い
て網羅的な遺伝子発現解析を行い、包括的な
遺伝子発現変化を観察する。 
３）CCL1 の実験間質性肺炎におけるケモカイ
ンとしての役割の検証：CCL1 の間質性肺炎に
おけるケモカインとしての機能を分子生物
学的に検証する。 
 
平成 26 年度 
＜CCL1 過剰発現が実験間質性肺炎モデルに
及ぼす影響の検討＞ 
肺特異的 CCL1 発現マウスおよびコントロー
ルマウスに対し、代表的な間質性肺炎のモデ
ルとして知られるブレオマイシン気管内投
与を行い、間質性肺炎を誘導する。両マウス
から採血、気管支肺胞洗浄（BAL）、肺組織摘
出、その他の臓器摘出を行い、臓器からは組
織標本作製、RNA 抽出、蛋白質抽出を行う。
そして、各サンプルから以下の測定を行う。 
 
血液：赤血球数、ヘモグロビン、ヘマトクリ
ット値、白血球数・分画、炎症性サイトカイ
ン濃度、KL-6、surfactant protein (SP)-A、
SP-D 
BAL 液：酸化ストレス (lipid peroxide)、炎
症 性 サ イ ト カ イ ン 濃 度 、 matrix 
metalloproteinases（MMPs）濃度・活性、SP-A、
SP-D、IP-10、TGF-β 

BAL 細胞（サイトスピン検体）：免疫染色
[chemokine receptors (CCRs), matrix 
metalloproteinases（MMPs）、HO-1、Nrf2]、
ヒドロキシラジカル産生量定量 
組織標本：免疫染色 [CCRs、MMPs、HO-1、Nrf2、
SP-A、SP-B、SP-C、SP-D、細胞外マトリック
ス成分（コラーゲン、ヒアルロン酸など）] 
Total RNA：RT-PCR（MMPs、HO-1、Nrf2、SP-A、
SP-B、SP-C、SP-D） 
蛋白質：ELISA もしくはウェスタンブロット
（MMPs、炎症性サイトカイン、SP-A、SP-B、
SP-C、SP-D）、ヒドロキシプロリン定量、 
 
さらに、以下の評価を行う。 
Ａ．DNA マイクロアレイ 
 前述の行程で抽出した total RNA に対して、
DNA マイクロアレイによる網羅的な遺伝子発
現変化の解析を委託にて行う。 
 
Ｂ．肺組織：線維化の定量評価 
 作成した HE 標本を光学顕微鏡を用い、肺
組織障害の程度を定量評価する。さらに、エ
ラスチカマッソン染色や免疫染色にて、細胞
外マトリックス成分の量や分布の変化を観
察する。 
 
Ｃ．呼吸機能検査 
 ブレオマイシン投与後にマウス呼吸機能
に変化を生じているかどうかを、呼吸機能測
定システム（Buxco Research Systems）にて
評価する。肺活量、0.1 秒量、静肺コンプラ
イアンスを評価指標とする。 
 
平成 27 年度 
＜DNA マイクロアレイから得られた網羅的遺
伝子発現データの検証＞ 
平成 26 年度に得られた DNA マイクロアレイ
解析によりこれまでの既存の知見からは全
く想定されなかった遺伝子に発現差が生じ
てくることも想定される。その結果を踏まえ
て以下の項目を検討する。 
Ａ．マイクロアレイによって発現の差が認め
られた遺伝子（候補遺伝子）について、肺組
織から得られた mRNA を用いて RT-PCR を行い、
遺伝子発現の定量化を行う。 
Ｂ．肺組織中から採取されている蛋白を用い
て、マイクロアレイで差が認められた因子に
つき Western blotting を用いて蛋白発現の
差を検討する。 
Ｃ．培養細胞を用いた検討：候補遺伝子が主
に発現している細胞を、文献的にかつ免疫組
織染色所見を基に判定する。その細胞に相当
する培養細胞を用いて候補遺伝子の機能を
解析する（RNAi で発現抑制後にブレオマイシ
ン刺激を行い、炎症性サイトカインの発現な
どの発現変化が生じるか評価する）。 
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＜CCL1 の実験間質性肺炎におけるケモカイ
ンとしての役割の検証＞ 
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気管内投与後による肺組織中
の発現は（免疫染色）SPC-
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Xbp1(X-box binding 

real time PCR で定量評価した
が、両群で有意な差異を認めなかった。
肺癌や呼吸器感染症、慢性閉塞性肺疾患急
性増悪患者の血清検体においてCCL-1の濃度
法にて測定を行ったが、いずれの検

体も検出限界以下という結果であった。これ
は遺伝子レベルにおいて

何らかの差異を有するものの、血清における
蛋白レベルでは検出限界以下のレベルでし
か発現していないことが明らかとなった。
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