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研究成果の概要（和文）：急性呼吸促迫症候群（ARDS）は急性呼吸不全を呈する予後不良な疾患である。ARDSにおいて
肺上皮損傷に伴う肺上皮バリアの破綻が過剰な線維化の原因と考えられている。癌抑制遺伝子PtenはAkt経路を負に制
御するが、肺上皮における役割は不明である。本研究では肺上皮特異的Pten欠損マウス（SOPten⊿/⊿）を用いて、肺
上皮Ptenが肺損傷における上皮統合性に必須の分子であること、Pten/Akt経路がARDSの治療標的となり得ることを示し
た。

研究成果の概要（英文）：The pathological features of acute respiratory distress syndrome (ARDS) include 
injuries of alveolar epithelial cells (AECs) and destruction of the alveolar capillary barrier, which 
cause subsequent devastating lung fibrosis. Pten, a tumor suppressor gene, negatively regulates the 
PI3K/AKT pathway. To clarify the biological role of Pten in AEC in the pathogenesis of lung fibrosis, we 
used a AEC-specific null mutation of Pten mice (SOPten⊿/⊿). SOPten⊿/⊿ mice showed excessive lung 
fibrosis compared with the control after bleomycin administration. The expression of 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) related molecules and the number of epithelial derived 
myofibroblasts were increased in the lungs of bleomycin-treated SOPten⊿/⊿ mice. Systemic administration 
of the Akt inhibitor ameliorated the BLM-induced lung injury. Our results indicate that Pten has the 
essential role in AEC integrity and they highlight the Pten/Akt pathway as a potential therapeutic target 
in ARDS.

研究分野： 神経内分泌
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1．研究開始当初の背景 
急性呼吸促迫症候群（ARDS）は急速に呼

吸不全に陥る予後不良の疾患である。肺上皮
（AEC）損傷に伴う肺水腫と不可逆性の肺線
維化を特徴とし、死亡率は 40%以上に達する
が、有効な治療法がない。 
正常肺では、AEC が互いにタイトに結合し

た強固なバリアとして存在し、液性成分や蛋
白質の血中から肺胞腔内への滲出を抑制し
ている。ARDS の進行には、肺損傷に伴う
AEC アポトーシスによる肺胞壁からの脱落
が重要で、高度の肺損傷により AEC 脱落が
広範囲な場合には、AEC バリアを修復しきれ
ずに、細胞外器質や線維芽細胞の肺胞腔への
浸潤が生じ、非可逆性の肺線維化に陥るとさ
れる。申請者らは、AEC 特異的 Pten 欠損
（SOPtenΔ/Δ）マウスを用い、SOPtenΔ/Δマウ
スが野生型と比較し、肺損傷後に著明な肺水
腫と肺線維化を来すことを見出した。AEC 損
傷において、タイトジャンクションの破綻、
細胞極性の喪失、基底膜の断裂からなる上皮
統合性の喪失が ARDS 発症と関連すると考
えられることから、上皮統合性の維持に Pten
が関与していることが考えられる。 

 
２．研究の目的 
申請者らが世界に先駆けて研究を推進し

てきた ARDS における上皮 Pten の病態生理
学的意義を、上皮統合性再構築制御という新
たな観点から解析し、ARDS に対する治療戦
略を創出することが本研究の目的である。
ARDS 進展における上皮 Pten/Akt/Snail の
役割を解明し、ARDS に対する有効な治療戦
略の構築を目指す。また、細胞外マトリック
スリモデリングに関与する H1α-regulated 
lysyl oxidase(LOX)は ARDS の病態に関与す
ると考えられるが、ARDS 症例における LOX
の意義は不明である。本研究では ARDS 症例
を対象として、気管支肺胞洗浄液中の LOX
と炎症性サイトカイン（IL-1β、IL-6 等）を
測定し、ARDS の予後予測バイオマーカーを
探索する。 

 
３．研究の方法 
上皮統合性再構築制御と ARDS 発症・進展

の関連を検証するため、AEC 特異的 Pten 欠
損マウスを用い、肺損傷後タイトジャンクシ
ョン構成蛋白の発現動態、肺損傷後細胞外マ
トリックスリモデリングの変化、肺損傷後上
皮統合性制御分子の動態、肺損傷後 AEC の
上皮間葉転換の解析を行う。また、野生型
Pten/ dominant negative Pten /Snail/HIF
遺伝子導入 AEC 株での損傷修復機構、細胞
外マトリックス成分が与える AEC バリア強
固性とタイトジャンクション構成蛋白発現
動態を解析する。上皮統合性再構築制御を標
的とした ARDS 治療戦略の創出を目的とし、
Pten 欠損マウスおよび野生型マウスの肺損
傷モデルを作成し、Akt 阻害剤を投与による
レスキュー効果を検討する。上皮統合性再構

築制御の ARDS 症例での意義を探索するた
め、ARDS 症例検体中の LOX 濃度と予後と
の関連を評価する。 
 
４．研究成果 

SOPtenΔ/Δ マウスを用いて、上皮統合性制
御と ARDS の発症と進展の関連を検証した。
10 週齢の SOPtenΔ/Δ マウスと野生型マウス
（WT マウス）にブレオマイシン（BLM）0.3 
mg/kg を気管内投与し、BLM 肺傷害モデル
を作成した。SOPtenΔ/Δマウスでは WT マウ
スと比較し、BLM 投与 7 日後の肺炎症が高
度だった。 
免疫組織化学染色と western blotting 法に

よる解析の結果、SOPtenΔ/Δでは WT マウス
と比較し、BLM 気管内投与 7 日後の肺組織
においてタイトジャンクション(TJ)構成分子
（claudin-4 と E-cadherin）および基底膜構
成分子（lamininβ-1）の発現低下、上皮統合
性破綻関連分子群(pAkt, pSmad2、pErk、
pS6K、Snail)の発現亢進を認めた。Sircol 
Soluble Collagen Assay 法による解析では、
BLM 気管内投与 7 日後と 14 日後において
SOPtenΔ/Δ では肺組織中コラーゲン沈着が亢
進していた。CD31-/CD45-細胞のソーティン
グ解析により、SOPtenΔ/Δでは AEC における
上皮統合性破綻関連分子の発現が亢進して
いた。 

TJ と基底膜の破綻による上皮統合性の喪
失は、AEC の線維芽細胞への上皮間葉転換を
引き起こす。上皮間葉転換は肺線維化に寄与
することが示唆されていることから、BLM
気管内投与後の SOPtenΔ/Δを用いて、AEC の
上皮間葉転換の程度を解析した。その結果、
SOPtenΔ/Δ マウスでは WT マウスに比べ、
AEC 由来筋線維芽細胞が有意に増加してい
た。 

以上から、上皮 Pten の欠損は TJ 破綻と基
底膜破綻からなる上皮統合性の破綻、肺損傷
後細胞外マトリックスリモデリング亢進な
らびに AEC の過剰な上皮間葉転換を引き起
こすことが示された。 
 BLM 気管内投与後から連日 Akt 阻害剤を
SOPtenΔ/Δ マウスへ腹腔内投与した結果、肺
炎症(day 7)および肺線維化(day 14)が軽減し



た。以上の結果から、AEC 損傷による肺線維
化において Pten/Akt 経路が治療標的になり
得ることが示された。 

細胞外マトリックスリモデリングは
H1α-regulated lysyl oxidase (LOX)を介した
さらなる上皮統合性破綻を引き起こすこと
から、ARDS 症例における気管支肺胞洗浄液
（BALF）中の LOX 値および炎症性サイトカ
イン値（IL-1β、IL-6）と予後の関連を検証し
た。ARDS 死亡群（n = 13）は生存群（n = 18）
と比較して、LOX および IL-6 値が有意に高
かった。以上から、BALF 中の LOX および
IL-6 値は ARDS の予後予測因子として有用
である可能性が示唆された。 

本研究により、上皮 Pten が肺損傷におけ
る上皮統合性に重要な分子であることが明
らかになった。また、ARDS 症例の BALF 中
の LOX 値は、予後予測因子となり得ること
が示された。 
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