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研究成果の概要（和文）：Lipopolysaccaride (LPS)を気管内投与すると肺血管内皮におけるHepatocyte growth facto
r (HGF)遺伝子発現、蛋白発現が亢進した。マウス肺の気管支肺胞洗浄から肺胞マクロファージを単離し、LPSを添加す
ると上清中にIL-1β、TNF-αが誘導された。LPS気管内中投与直後に抗IL-1β抗体、抗TNF抗体を投与すると肺血管内皮
のHGFの発現は抑制され、肺胞上皮のアポトーシス、肺血管透過性は抑制された。抗HGF抗体を投与すると肺胞上皮のア
ポトーシスは増強し、肺血管透過性は亢進した。以上より、HGFはLPS肺水腫の回復に重要な役割を担っていると考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：The expression of hepatocyte growth factor (HGF) in pulmonary endothelium was prom
oted in both gene and protein levels by injecting lipopolysaccaride (LPS) into trachea of mice. Alveolar m
acrophages isolated from bronchoalveolar lavage fluid were cultured in addition to LPS. IL-1beta and TNF-a
lpha were introduced from the alveolar macrophages. The expression of HGF in pulmonary endothelium was inh
ibited in LPS-induced lung injury by adminstering anti-IL-1&#223; antibody or anti-TNFalpha antibody immed
iately after injecting LPS into trachea. In LPS-induced lung injury, administration of anti-HGF antibody p
romoted apoptosis of alveolar epithelium, and pulmonary vascular permeability. It suggested that HGF could
 play a pivotal role in recovery from LPS-induced lung injury.
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１．研究開始当初の背景 

（１）敗血症性急性肺損傷では、TLR4 が菌

体成分である Lipoplysaccachrade(以下

LPS)を認識することにより、過剰な全身性

炎症反応が引き起こされる。LPS は、肝臓

またはヒト II 型肺胞上皮細胞での

LPS-binding protein(LBP)産生を誘導し、

直ちに LPS と結合する。LPS-LBP complex

は、マクロファージ、単球の細胞膜に発現

している CD14 と結合することにより細胞

を活性化する。活性化されたマクロファー

ジや単球は、種々のサイトカインを産生し、

血管透過性亢進が引き起こされ、その結果、

透過型肺水腫が惹起される。 

（２）創傷治癒は血管透過性亢進、炎症細

胞の浸潤を経て、組織の再生修復と連続す

るが、HGF は後期の創傷治癒機転に極めて

重要である。肺に対する HGF の作用として

は肺胞上皮細胞の分化・増殖、血管透過性

抑制作用が知られ、LPS 起因性肺障害にお

いても回復過程に重要な役割を担っている

と考えられる。HGF は、内皮細胞上の HGF 

receptor に 働 き 、 Mitogen-activated 

protein kinase である ERK1/2 および p38

が関与し、血管内皮細胞のアクチン細胞骨

格の強化、細胞間接着蛋白であるα/β

-cateninとVE-cadherinの強固な接着を促

進することにより、血管透過性を抑制する。

急性肺障害では、気管支肺胞洗浄液中の

HGF が高値であり、血管透過性の調節に重

要であるとの報告はみられる。しかし、急

性肺障害の回復において HGF の遺伝子発

現・蛋白発現が重要であるという発想に基

づいて行われた研究はない。 

（３）HGF は Interleukin-1β（以下 IL-1

β）、Tumor necrosis factorα(以下 TNF-

α)により誘導され、肺胞上皮細胞の分化、

増殖を促進することが知られている。LPS

惹起肺水腫において、LPS により、IL-1β、

TNF-αが肺胞マクロファージより産生放出

されることが報告され、これらのサイトカ

インが LPS 惹起肺水腫の発症に重要な役割

を担っていることが知られている。 

２．研究の目的 LPS 惹起肺水腫において HGF

の産生が、肺水腫の回復に重要であるとい

う仮説を証明することを目的に以下の点に

ついて検討した。LPS 惹起肺障害における

肺血管内皮細胞の HGF の遺伝子発現・蛋白

発現を検討した。また、LPS により IL-1β、

TNF-αが産生されることを確認し、その上

で IL-1β、TNF-αを抑制することにより、

HGF 発現における影響についても検討した。

IL-1β、TNF-αの産生と HGF 発現との関係

を明らかにし、HGF を抑制することにより

肺胞上皮細胞、肺血管透過性、肺水腫に及

ぼす影響についても検討し、新たな治療標

的としての HGF の可能性について検討した。 

 

３．研究の方法 

（１）創傷治癒は血管透過性亢進、炎症細

胞の浸潤を経て、組織の再生修復と連続す

るが、HGF は後期の創傷治癒機転に極めて

重要である。LPS 刺激により HGF の遺伝子

発現・蛋白発現に及ぼす影響、HGF の発現

と IL-1β、TNF-αとの関係、HGF の肺血管

内皮細胞に及ぼす影響を検討した 

①LPS による肺障害マウスの作成 

LPSを気管内投与し、24時間後に両肺を摘出

し、湿重量測定後、60℃24時間乾燥し、乾

燥重量を測定した。気管内投与24時間後に

以下の項目を検討した。さらに、抗IL-1β

抗体、抗TNF-α抗体をLPS投与直後に気管内

に投与した。 

②LPS気管内投与後の肺血管内皮細胞におけ

るHGF遺伝子および蛋白発現 

気管内投与24時間後に肺を摘出し、肺血管

内皮細胞HGF遺伝子発現・蛋白質発現が、

Microdisection法を用いて、Real Time 

RT-PCR法、Northern Blot法、免疫組織染色

により検討した。LPS投与２４時間後の血清



中IL-1β、TNF-αを測定した。また、抗IL-1

β抗体、抗TNF-α抗体をLPS気管内投与直後

に投与し、HGF遺伝子発現・蛋白発現を

RT-PCR、免疫組織染色で検討した。 

③LPS投与後の肺血管内皮細胞のアクチン

細胞骨格に及ぼすHGFの効果 

マウス肺から血管内皮細胞を分離培養し、

LPS 添加 24 後に Rhodamine-phalloidin 染

色を行い、蛍光顕微鏡でアクチン細胞骨格

を観察した。さらに、HGF を LPS 添加時に

加え、アクチン細胞骨格、血管内皮細胞間

の隙間に及ぼす影響を検討した。 

④肺胞マクロファージの活性化と炎症性サ

イトカイン 

マウス肺の気管支肺胞洗浄を行ない、マク

ロファージを単離した。培養液中に LPS を

添加し 6時間後に上清中の IL-1β、TNF-α

を ELISA で測定した。 

（２）HGF を阻害することによる肺胞上皮

アポトーシス・肺血管透過性に及ぼす影響、

肺水腫に及ぼす影響を検討した。さらに、

HGF を投与することによりアポトーシスが

どのように影響されるかについても以下の

点で検討した。 

①組織学的検討 

LPS 投与 24 時間後に脱血致死させ、摘出肺

を TUNEL 染色した。さらに、Bax、Bcl-2、

p21、p53 を RT−PCR 法にて測定した。 

②肺血管透過性 

LPS気管内投与24時間後に 131Iで標識した

アルブミンを静注し、1 時間後に気管支肺

胞洗浄を行い、1 時間で血管内から気管支

肺胞洗浄液中に漏出したアルブミン量で肺

血管透過性を検討した。さらに、LPS 投与

直後に抗 HGF 抗体を投与し、肺血管透過性

に及ぼす影響を検討した。 

③TLRシグナリングアッセイ 

マウス肺から II 型肺胞上皮細胞を分離培

養し、LPS 添加後に、さらに抗 CD14 抗体を

添加し、蛍光酵素遺伝子に結合した NFkB

反応領域(IL-8 プロモータ)を用いてシグ

ナリングを測定した。 

④肺胞マクロファージの活性化と炎症性サ

イトカイン 

マウス肺の気管支肺胞洗浄を行ない、洗浄

液中のマクロファージを単離し、LPS 添加

直後に抗CD14抗体、抗TLR4抗体を添加し、

抗 CD14 抗体、抗 TLR4 抗体の HGF 産生に及

ぼす影響を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）急性肺障害では種々の炎症細胞、液

性因子により血管透過性亢進を引き起こす

が、HGF の急性肺障害に及ぼす影響は不明

である。 

①LPS による肺障害マウスの作成 

LPSを気管内投与4時間後の肺湿乾重量比は

増加し、24時間後に肺水腫の発生が確認さ

れた。抗IL-1β抗体、抗TNF-α抗体をLPS

投与直後に投与すると肺湿乾重量比の増加

は抑制された。 

②LPS気管内投与後の肺血管内皮細胞にお

けるHGF遺伝子および蛋白発現 

LPS 気 管 内 投 与 24 時 間 後 に 摘 出 肺 を

Microdisection法により、肺血管内皮細胞

を切り取り、Real Time RT-PCR法、Northern 

Blot法によりDNAレベルでの遺伝子発現を

検討した。LPS投与24時間後に肺血管内皮細

胞のHGF発現は亢進していた。さらに、摘出

肺の免疫組織染色では、肺血管内皮細胞に

HGF蛋白の発現がみられた。また、LPS投与

24時間後の血清IL-1β、TNF-αは上昇した。

抗IL-1β抗体、抗TNF-α抗体をLPS気管内投

与直後に投与すると、HGF遺伝子発現・蛋白

発現を抑制された。 

③LPS投与後の肺血管内皮細胞のアクチン

細胞骨格に及ぼすHGFの効果 

マウス肺からの分離培養した血管内皮細胞

の培養液中に LPS を添加し、24 間後に行っ

た Rhodamine-phalloidin 染色では、蛍光顕



微鏡で肺血管内皮細胞のアクチン細胞骨格

の脆弱が観察された。さらに、HGF を LPS

添加時に加えると、アクチン細胞骨格の回

復、血管内皮細胞間の間隙がみられず、HGF

により改善した。 

④肺胞マクロファージの活性化と炎症性サ

イトカイン 

マウス肺の気管支肺胞洗浄を行ない、マク

ロファージを単離した。培養液中に LPS を

添加し 6時間後に上清中の IL-1β、TNF-α

が増加した。 

（２）HGF を阻害することによる肺胞上皮

アポトーシス・肺血管透過性に及ぼす影響、

肺水腫に及ぼす影響を検討した。さらに、

HGF を投与することによりアポトーシスが

どのように影響されるかについても以下の

点で検討した。 

①組織学的検討 

LPS 投与 24 時間後に脱血致死させ、摘出肺

を TUNEL 染色し、肺胞上皮にアポトーシス

が誘導された。Bax、Bcl-2、p21、p53 を RT

−PCR 法にて測定し、Bax を介して肺胞上皮

細胞がアポトーシスを誘導されていること

が確認された。 

②肺血管透過性 

LPS 気管内投与後 24 時間から 25 時間の 1

時間における 131I で標識したアルブミンを

静注し、1時間後に気管支肺胞洗浄を行い、

1 時間で血管内から気管支肺胞洗浄液中に

漏出したアルブミン量は有意に増加し、肺

血管透過性亢進がみられた。さらに、LPS

投与直後に抗 HGF 抗体を投与したところ、

肺血管透過性が抑制された。 

③TLRシグナリングアッセイ 

マウス肺から II 型肺胞上皮細胞を分離培

養し、LPS 添加後、蛍光酵素遺伝子に結合

した NFkB 反応領域(IL-8 プロモータ)を用

いて TLR シグナリングを測定したところ、

LPS 添加 24 時間後に亢進がみられた。 
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