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研究成果の概要（和文）： 

細胞骨格制御タンパクのひとつであるモエシンは、免疫組織学的検討により、マウス正常肺の
肺胞上皮細胞に強い発現を認めた。ブレオマイシン肺線維症モデルマウスを用いた検討では、
モエシンが肺線維化過程において、肺間質内の線維芽細胞や浸潤細胞にも強い発現を示すこと
が示されたものの、その機能的役割までは解明できなかった。一方で、モエシンとの相互作用
が報告されている中性エンドペプチダーゼ(NEP)の活性を調査し、ALI/ARDS 病態下での血漿中
の活性低下および気管支肺胞洗浄液中の活性増加を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We found out that moesin, a member of the ERM family of cytoskeletal linker proteins, 
was specifically localized in the distal lung epithelium using immunohistochemical 
analysis. Although we also found that interstitial cells, including interstitial 
fibroblasts and infiltrating inflammatory cells expressed moesin protein in the lung of 
mice treated with bleomycin, we failed to figure out the physiological function of moesin 
protein. On the other hand, in this experimental and clinical study of ALI/ARDS, we found 
that the activity of NEP, reported to interact with moesin, was significantly decreased 
in plasma and increased in the alveolar air space. 
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１．研究開始当初の背景 

炎症反応過程に伴う不適切な肺損傷およ

び肺線維化による機能的肺胞障害に対する

臨床的に有効な治療法は未だ存在せず、肺組

織の損傷・修復メカニズムの解明は ALI/ARDS

を含む重篤な炎症性肺疾患に対する治療を

確立する上でも重要である。従来より、ARDS

に対しては、過剰に産生され病態形成の中心

的役割を担う炎症性メディエーターを標的

とした治療薬の開発、臨床試験が行われてき
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たものの、その有効性はすべて否定されてい

る。確かに、炎症反応それ自体は組織の恒常

性維持機構の一環として合目的的な生体反

応であり、炎症反応を仲介するメディエータ

ーの多くが組織障害に働く一方で、組織修復

因子としての側面をも併せ持つことが示さ

れている。 

一方で近年、再生医療分野の目覚しい発展

とともに、内在する肺組織構成細胞自体に注

目が集まっている。とりわけ ARDS に対して

はその本態である肺胞障害に対して、肺胞上

皮細胞の増殖・分化を促進する試みにより肺

組織の修復過程が改善され、線維化の抑制の

みならず炎症反応をも抑制されることが報

告されている。この事実はメディエーターを

中心とした「炎症－抗炎症バランス」という

従来の考えから、構成組織に焦点を置いた

「損傷－修復・維持バランス」という新たな

概念への可能性を予期させる。内在性の肺胞

構造における形態維持、修復機構の解明は今

後の薬物治療、遺伝子治療、あるいは細胞治

療などの肺保護戦略治療にとっても重要で

あるものと思われる。 

 

２．研究の目的 

細胞骨格制御タンパク質の一つである ERM

タンパク質は哺乳動物においては互いに構

造・機能とも高い相同性を有する三種類のタ

ンパク質、エズリン・ラディキシン・モエシ

ンから成る。ERM タンパク質は細胞膜とアク

チン系細胞骨格を架橋することで、細胞・組

織構造の維持、細胞運動・遊走、さらには膜

タンパク質との相互作用により細胞内外の

シグナル伝達機序への関与が様々な細胞実

験から証明されている。ERM タンパク質は互

いに機能的重複性を有しており、三重もの安

全機構をもって細胞組織形態維持に関与す

る。 

研究代表者は以前、この ERM タンパク質の

中のモエシンが in vivo で肺胞上皮細胞に特

異的に発現し、肺組織の損傷修復過程におい

て重要な役割を果たしていることを報告し

た(Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 

295(4)：L566-74, 2008)。しかしながら、モ

エシンタンパク質がいかにして肺胞上皮細

胞における細胞－細胞間あるいは細胞－基

質間相互作用を介して肺胞構造の安定化を

司るのか、その細胞分子メカニズムに関して

は明らかにされていない。 

本研究では、細胞骨格制御タンパク質であ

るモエシンが、肺組織において特徴的発現を

示す肺胞上皮細胞において、Rho シグナル経

路に対して負のフィードバック機構を介し

て肺胞上皮細胞の極性維持、細胞間接着によ

る上皮間 integrity維持機構への関与を検証

することにより、内在性の肺胞構造維持タン

パク質としての役割を探求することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

(1)モエシン欠損による肺胞上皮細胞の細胞

極性・細胞接着等の影響を観察する。加えて、

細胞骨格制御機構に関与する細胞内シグナ

ル伝達経路による修飾の有無を評価する。 

①マウス肺胞上皮細胞の分離培養 

マウスからの肺胞上皮細胞の分離は Cortiら

の手法に基づき行う(Am J Respir Cell Mol 

Biol. 14(4):309-315, 1996)。モエシン欠損

および野生型 C57BL/6マウスより肺組織を摘

出し、dispase溶液にて 37℃、45分間

incubate させ、肺細胞を分離する。不純物を

濾過した後、マウス IgGをコーティングさせ

た培養皿にて反応させ、接着細胞を除去する。

得られたⅡ型肺胞上皮細胞は Nile Red 染色

にて同定後、fibronectin、collagen をコー

ティングした培養皿内で 10%FBS を含んだ

DMEM培地にてコンフルエントになるまで培

養する。 

②ヒト肺胞上皮細胞株を用いた siRNA導入 

遺伝子改変マウスの飼育・繁殖あるいはマウ

スからの肺胞上皮細胞の回収が不十分な場

合には、ヒト肺胞上皮細胞株(A549細胞)を用

い、siRNAを導入することにより、モエシン

機能をノックダウンさせる。 

③単層肺胞上皮細胞における ERMタンパク質

の細胞内発現解析 

単層配列された肺胞上皮細胞における ERMタ

ンパク質の発現を免疫組織学的手法を用い

共焦点レーザー顕微鏡にて確認することに

より、ERMタンパク質の細胞内局在を検討す

る。加えて、モエシン機能阻害による他の ERM

タンパク質の影響を検討する。 



 

 

④肺胞上皮細胞極性、細胞配列、細胞間接着

分子の解析 

倒立顕微鏡下に上皮細胞配列変化をモエシ

ン欠損の有無にて比較検討する。肺胞上皮細

胞における F-actinの細胞内局在変化を検討

するため、蛍光 phalloidin にて免疫細胞染

色する。上皮細胞の端頂部－基部軸に沿った

極性化の制御を細胞極性マーカーである

E-cadherin等の局在を検討することにより

考察する。加えて、細胞接着に関与する Zo-1、

Occludin、Connexin 等のタンパク質発現変化

に関して主に免疫学的手法にて解析する。 

⑤低分子 GTP結合タンパクの細胞内活性測定 

Rhoファミリー低分子 GTP結合タンパクはア

クチン細胞骨格の制御に中心的役割を果た

しており、細胞運動や細胞接着に深く関与し

ている。本研究では、Rhoファミリー低分子

GTP結合タンパクのエフェクター分子である

RhoA、Rac、Cdc42による制御に影響を受ける

かどうか、その活性を測定する。GSTに融合

させたエフェクタータンパク質結合領域を

用いて、細胞内の活性型 Rho ファミリータン

パク質を特異的に回収し、各々に特異的な抗

体を用いてウェスタンブロッティング法に

て検出する。 

(2)肺胞上皮単層に損傷を加え、損傷後修復

機転における moesinの関与を検討する。ま

た、損傷治癒過程における moesinと膜タン

パク質との関連性、相互作用につき考察を加

える。 

①in vitroでの肺胞上皮損傷モデル 

肺胞上皮損傷モデルは肺胞上皮単層を 200μ

l ピペットチップにて掻き取り損傷を与える

ことにより作成する(scrape-wounding)。 

②肺胞上皮損傷過程に伴う細胞骨格制御タ

ンパクの動態 

損傷治癒過程に伴う細胞形態の変化、細胞遊

走には細胞内骨格の再編成が重要であり、細

胞骨格制御タンパク質である ERMタンパク質

およびそのリン酸化状態を蛍光染色にて可

視化するとともにウェスタンブロッティン

グにて定量評価する。 

③モエシン欠損が肺胞上皮修復に与える影

響 

チップスクラッチにて作成した肺胞上皮損

傷を 12時間・24時間・48時間と時系列を追

って創傷治癒過程を倒立顕微鏡にて観察す

る。また、KGFや HGF添加による創傷治癒促

進に対する影響を比較検討する。 

④肺胞上皮細胞遊走試験 

加えて、Boyden chamber を用い肺胞上皮細胞

の遊走能の変化を調査する。 

⑤損傷治癒過程における膜タンパク質との

相互作用の解明 

モエシンタンパク質は、細胞膜タンパク質と

の相互作用により細胞外環境に応じて細胞

骨格を制御する可能性が報告されている。モ

エシンと相互作用すると考えられている膜

タンパク質として、CD44や ICAMs、中性エン

ドペプチダーゼ(NEP)などが想定されている。

これら膜タンパクとの相互作用の解明、なら

びに肺胞上皮の修復過程における役割に関

しても検討を加える。 

 

４．研究成果 

研究代表者は以前より、ERM タンパク質の

中のモエシンが in vivoで肺胞上皮細胞に特

異的に発現し、肺組織の損傷修復過程におい

て重要な役割を果たしている可能性を報告

してきた（図１)。また、ブレオマイシン肺

線維化モデルマウスを用いた検討では、ブレ

オマイシン投与 14 日後の線維化期に、肺間

質の線維芽細胞および浸潤細胞に強いモエ

シンの発現を認め（図２）、これは、モエシ

ンが肺損傷・線維化過程において、何らかの

機能的役割を有する可能性を強く示唆する

ものであった。 

図１        図２ 

そこで、モエシンのさらなる機能的役割を

検討すべく、野生型マウスならびにモエシン

欠損マウスの肺組織よりⅡ型肺胞上皮細胞

を分離培養し、in vitro において生体内での

肺胞上皮構造を模倣することを考えた。しか

しながら、モエシン遺伝子の改変マウスの繁

図１．正常肺のモエシンの発現 

図２．線維化肺におけるモエシンの発現 



 

 

殖が困難を極め、加えてマウスからのⅡ型肺

胞上皮細胞の回収率・生存率の低下が問題と

なり、予定していたプロトコールでの実験遂

行は困難と判断した。このため、代替方法を

用い、ヒト肺胞上皮細胞を使用し遺伝子ノッ

クダウン技術を用いて、モエシン遺伝子の発

現を抑制することにより、研究計画の継続遂

行が図れるよう現在努めている。 

一方で、われわれはモエシンを含む ERMタ

ンパク質群と細胞膜上で相互作用を示すと

考えられる中性エンドペプチダーゼ(NEP)に

着目した。中性エンドペプチダーゼ(NEP)は、

種々の神経性ペプチドや血管作動性ペプチ

ドなどを加水分解し、その生理作用の調節を

司るメタロプロテアーゼである。NEP は

ALI/ARDS 病態下で炎症反応を制御しうるが、

生体内では酵素活性が低く、このため詳細な

生理活性変化は明らかにされていない。この

ため、高感度測定法である HPLC蛍光法にて、

NEP 活性を測定した。NEP 活性は NEP 活性阻

害剤 thiorphanで抑制される水解活性を指標

とした。これにより、食道癌根治術後に

ALI/ARDS を発症した患者血漿中で、NEP 活性

が低下することを見出した（図３）。また同

様に、肺損傷モデルマウスの血漿中および肺

組織中における NEP活性の低下を認めた。肺

組織における NEP活性の低下は、免疫組織染

色あるいは免疫ブロッティング法における

タンパク質の発現抑制を伴っていた。一方で、

気管支肺胞洗浄液(BALF)中においては、NEP

活性は対照的に増加していることが判明し

た（図４）。こうした NEP 活性の動態は、

ALI/ARDS の病態に少なからず影響を与える

可能性がある。また NEP 活性の変化は、

ALI/ARDS の重症度指標としての可能性を示

唆するものであり、本研究内容を 2010 年に

Respiratory Research 誌において発表した。 
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