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研究成果の概要（和文）：肺血管内皮細胞（PVECs）の機能はARDSにおいては重要なpro-inflammatoryサイトカ
インなどの放出源となっており、PVECsレベルでの炎症機転の改善は一つの有力な治療戦略となりうる。DPP-4阻
害薬は糖尿病治療薬として広く使用されており、抗炎症効果を有しているとされている。しかし、DPP-4阻害薬
がPVECs機能さらにはARDSに対する抗炎症効果をもたらすかどうかは明らかでない。そこでマウスにおけるLPS誘
導性肺損傷、またin vitroにおいてはヒトPVECsを使用して、臨床で広く使用されているDPP-4阻害薬である
sitagliptinの効果を検討した。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary vascular endothelial cells (PVECs) function as an important 
pro-inflammatory source in ARDS, suggesting that modulation of inflammatory events at the 
endothelial level may have a therapeutic benefit. Dipeptidyl peptidase-4 (DPP4) inhibitors have been
 reported to have possible anti-inflammatory effects. However, the potential antiinflammatory 
effects of DPP4 inhibition on PVEC function and ARDS pathophysiology are unknown. Therefore, we 
evaluated the effects of sitagliptin, a DPP4 inhibitor in wide clinical use, on LPS-induced lung 
injury in mice and in human lung ECs in vitro. In summary, sitagliptin attenuates LPS-induced lung 
injury in mice and exerts anti-inflammatory effects on HLMVECs. These novel observations indicate 
DPP4 inhibitors may have potential as therapeutic drugs for ARDS.

研究分野：呼吸器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性呼吸器疾患に対する新規治療戦略の開拓のターゲットとして、ARDSにおける肺血管内皮細胞の役割に注目
している。ARDSに対する有効な治療方法は確立しておらず、何らかの新規治療戦略が必要である。ARDS初期の過
剰な炎症反応を抑制しうる一つの分子が多くの細胞表面に発現しているCD26と考えている。このCD26の発現上昇
は過剰な炎症に繋がりうる。そこでCD26活性を抑制しうるDPP4阻害薬であるシタグリプチンにARDS抗炎症作用が
あるかどうかを、マウスモデルおよびヒト肺細胞を使用して研究した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
ARDS は急性呼吸不全を呈する臨床的概念であり、異常な炎症を伴っている。肺血管内皮細
胞（PVECs）の機能は ARDS においては重要な pro-inflammatory サイトカインなどの放出源とな
っており、PVECs レベルでの炎症機転の改善は一つの有力な治療戦略となりうる。Dipeptidyl 
peptidase (DPP)-4 阻害薬は糖尿病治療薬として広く使用されており、抗炎症効果を有してい
るとされている。しかし、DPP-4 阻害薬が PVECs 機能さらには ARDS に対する抗炎症効果をもた
らすかどうかは明らかでない。 
 
２．研究の目的 
In vivo はマウスにおける LPS 誘導性肺損傷、また in vitro においてはヒト PVECs を使用し
て、臨床で広く使用されている DPP-4 阻害薬である sitagliptin の抗炎症効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
  In vivo はマウスにおける LPS 誘導性肺損傷、また in vitro においてはマウス肺血管内皮細
胞（ECs）および上皮細胞、ヒト HLMVECs、HPAECs を使用して研究成果に示す検討を施行した。 
 
４．研究成果 
（１）Sitagliptin はマウスにおける LPS 誘導性肺障害を抑制した 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. マウスに LPS 投与 1時間前に sitagliptin (100 or 200 mg/kg ip)を投与した。BAL およ
び血漿は LPS 投与 18時間後に採取した。DPP4 活性を血漿で測定、肺透過性は BAL タンパク濃
度で評価した。LPS 投与で BAL のタンパク濃度は上昇、sitagliptin (200 mg/kg ip)はこの上
昇を抑制した。肺の炎症は BAL の総細胞数および IL-6 および TNFαレベルで評価した。LPS 投
与にてこれらの指標は増加したが、sitagliptin に低下した。代表的な肺組織 HE 染色では、
LPS は浮腫、好中球浸潤、肺組織の破壊を起こしていたが、sitagliptin 投与によりこれらの変
化は抑制された。 
 
（２）マウス肺血管内皮細胞（ECs）および上皮細胞における CD26/DPP4 の発現レベルは LPS 投
与により低下し、Sitagliptin により一部回復する 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. マウスは LPS 投与 1時間前に Sitagliptin (100 or 200 mg/kg) ないしは vehicle の投与
を受けた。LPS 投与 18 時間後に肺を摘出してフローサイトメトリーで解析した。A. CD26/DPP4
で gating した場合の代表的結果を示す。CD26/DPP4 は ~90%の CD31+/CD45− マウス肺血管内皮
細胞（ECs）、CD326+/CD31−/CD45− マウス肺上皮細胞の表面に発現していた。B, C. CD26/DPP4
の発現をフローサイトメトリーを使用して mean fluorescence intensity (MFI)で評価した。
LPS 投与で CD26/DPP4 の発現は低下、Sitagliptin 投与で一部回復が認められた。 
 
（３）HLMVECs は HPAECs よりも高いレベルの細胞表面 CD26/DPP4 レベルを有している 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. A. HPAECs と HLMVECs の CD26/DPP4 染色の代表的ヒストグラムを示す。B. 培養細胞
HPAECs と HLMVECs の CD26/DPP4 発現レベルをフローサイトメトリーを使用して mean 
fluorescence intensity (MFI)で評価した。HLMVECs の MFI は HPAECs よりも高値を示した。
PE-A, phycoerythrin-area 
 
（４）Sitagliptin は LPS で刺激されたヒト肺微小血管内皮細胞（HLMVECs）に対して抗炎症効
果を有する 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. HLMVECs を Sitagliptin（10, 100, 1,000μM）にて 1時間培養、その後 LPS（1μg/ml）
を添加して 4時間培養を施行した。A. cell lysates を DPP4 活性測定のために収集した。
Sitagliptin は dose-dependent に DPP4 活性を低下させた。次ぎに conditioned media におけ
るサイトカインレベルを LPS-vehicle を対照として ELISA にて測定した。TNFα（Ｂ）、IL-6
（Ｃ）、IL-8（Ｄ）は LPS 投与 4時間後に上昇したが、Sitagliptin（10, 100, 1,000μM）は
これらのサイトカインレベルを低下させた。HLMVECs における TNFα（Ｅ）、IL-6（Ｆ）、
CXCL8（G）mRNA レベルを LPS-vehicle を対照として HPRT1 に対する相対的 PCR にて測定した。
これらの mRNA レベルは LPS 投与後 4時間で増加したが、Sitagliptin はこれらを変化させなか
った。HLMVECs の VCAM-1（Ｈ）および ICAM-1（Ｉ）をフローサイトメトリーを使用して mean 
fluorescence intensity (MFI)で評価した。VCAM-1 は cell lysates の western blot で確認し
た。 
 
（５）LPS および Sitagliptin は HLMVECs における CD26/DPP4 遺伝子およびタンパク発現レベ
ルは変化させない 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. HLMVECs を Sitagliptin（10, 100, 1,000μM）にて 1時間培養、その後 LPS（1μg/ml）
を添加して 4時間培養を施行した。A. HLMVECs の定量的 PCR を施行、DPP4 mRNA レベルを Hprt 
mRNA レベルで標準化して、vehicle 処置群に対する相対的数値を算出した。DPP4 遺伝子レベル
は LPS ないしは Sitagliptin 投与にて変化は認められなかった。B. CD26/DPP4 タンパクレベル
をフローサイトメトリーを使用して mean fluorescence intensity (MFI)で評価した。HLMVECs
の MFI は LPS ないしは Sitagliptin 投与にて変化は認められなかった。 
 
 
 
 
 



（６）Sitagliptin は HLMVECs の増殖を抑制する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. HLMVECs の数は vehicle ないしは Sitagliptin 投与後 18時間における WST-8 assay で測
定した。A. Sitagliptin（1,000μM）は HLMVECs の増殖抑制傾向を認めた。B. HLMVECs を
Sitagliptin（10, 100, 1,000μM）にて 1時間培養、その後 LPS（1μg/ml）を添加して 18時
間培養を施行した。WST-8 assay の結果、LPS は HLMVECs の増殖を促進したが、Sitagliptin
（1,000μM）はこの増殖を抑制した。 
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