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研究成果の概要（和文）：炎症性肺疾患の新規治療法を呈示すべく、以下の研究を遂行した。（1）肺線維症に対する
抗IL-6ストラテジーの効果を詳細に検討した（2）新規肺気腫（COPD）誘導モデルマウスを樹立し、肺内p38活性上昇TG
マウスをこの系に供して、発症介在分子を網羅的に検討した（3）新規の肺由来肺胞上皮幹/前駆細胞を同定しLMDECと
名付け、その移植が肺線維症に有効であることを示した（4）新たな炎症性肺疾患モデルマウスの確立を期待し、肺胞I
I型上皮細胞(AECII)内でp38活性化を薬物誘導できるTGマウスの作出を試みた。

研究成果の概要（英文）：To propose new treatments for the inflammatory pulmonary diseases, the following 
studies were performed. (1) Reliability of anti-IL-6 strategy against pulmonary fibrosis was precisely 
evaluated. (2) We established a new experimental emphysema (COPD) mouse model. Transgenic (TG) mice 
expressing a p38-specific activator in the lung were subjected to our protocol, and plausible 
emphysema-associated molecules were comprehensively analyzed. (3) We have identified a new cell 
population having characteristics of lung-derived alveolar epithelial stem/progenitor cells and named it 
LMDEC. The engraftment of LMDECs was beneficial against lung fibrosis. (4) To expect the establishment of 
new inflammatory pulmonary disease mouse model, we tried to produce transgenic mice exhibiting p38 
activation in drug-dependent and site (AECII)-specific manners.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、細胞外からの刺激を核内の転写機
構制御にまで変換・伝達するリン酸化酵素群
である mitogen-activated protein kinase 
(MAPK)の１つ、p38 が様々な病態に関与する
ことを、p38 ノックアウトマウスを用いて証
明してきた。これまでの我々の研究を含めた
国内外の解析から、p38 の１つの機能として、
免疫・炎症作用を司る蛋白分子群ネットワー
クの産生制御の中心に位置することが明ら
かになってきている。この事実は、p38 を標
的組織特異的に常時活性化させる特殊な状
況を作り出すことにより、炎症性疾患モデル
マウスの作出が可能である一方、p38 を標的
組織特異的に常時不活性化させることで、炎
症性疾患誘導に抵抗性を示すことも期待さ
れた。 
 そこで、ターゲット組織として、世界的に
患者数の多い慢性閉塞性肺疾患(COPD/肺気
腫)や、難病指定されている 130 疾患の１つ
である特発性間質性肺炎（特発性肺線維症）
など、根治療法の開発が期待される炎症性疾
患の場となる肺を選んだ。II 型肺胞上皮細胞
（AECII）で特異的に産生されるサーファク
タントプロテインCの遺伝子プロモーターを
用いて、肺胞特異的に p38 の活性を上昇もし
くは低下させたトランスジェニック（TG）マ
ウスを作出し、これらを用いて炎症性肺疾患
の発症機構を分子レベルでとらえるととも
に、根治療法に向けた分子基盤情報を構築す
べく研究を行っている。 
 
２．研究の目的 
 以下のテーマに沿って研究を遂行した。 
（1）間質性肺炎の発症機構の解析と治療法
の検討 
（2）新規肺気腫（COPD）誘導モデルマウス
の樹立と TG マウスの適用による発症関連分
子の検討 
（3）炎症性肺疾患の細胞治療に向けた肺由
来肺胞上皮幹/前駆細胞の同定と応用 
（4）誘導型炎症性肺疾患発症モデル/TG マウ
スの樹立 
 
３．研究の方法 
（1）間質性肺炎の発症機構の解析と治療法
の検討：野生型（WT）マウス、恒常的に AECII
の p38 の活性を低下させたマウス：
SP-C-p38-d.n./TG、恒常的に AECII の p38 の
活 性 を 上 昇 さ せ た マ ウ ス ：
SP-C-MKK6-c.a./TG をブレオマイシン（BLM）
誘導性の間質性肺炎モデルに供した。肺線維
症 の 程 度 は 、 p38 の 内 活 量 に 準 じ 、
SP-C-MKK6c.a./TG > WT > SP-C-p38d.n./TG
であり、網羅的なサイトカインアレイ解析か
ら、この現象を説明する分子として、IL-6、
G-CSF、MCP-1 に着目した。この中でも特に、
各種サイトカイン産生の制御因子/炎症トリ
ガーとして機能する IL-6 に着目し、中和抗
体を用いて、その機能を in vitro および in 

vivo で詳細に検討した。 
 
（2）新規肺気腫（COPD）誘導モデルマウス
の樹立と TG マウスの適用による発症関連分
子の検討：タバコ煙液（CSS）とリポポリサ
ッカライド（LPS）を用いて、モルモットに
おいて短期間で肺気腫を誘発する系が樹立
されていた (Biol Pharm Bull 32: 1559—1564 , 
2009)が、本法をマウスに適用しても気腫化
が確認できなかった。そこで、マウスにおい
ても効率良く気腫化を誘導する変法を開発
するとともに、その系に SP-C-MKK6c.a./TG
を供した際の個体の病態アウトプットを検
討した。 
 
（3）炎症性肺疾患の細胞治療に向けた肺由
来肺胞上皮幹/前駆細胞の同定と応用：簡便
な成体肺ホモジネートの crude culture から、
新規の肺胞上皮前駆細胞群を見出した（lung 
mixed culture-derived epithelial cell：
LMDECと命名）。そこで、LMDECの特性解析と、
肺線維症モデルへの治療応用の可能性を検
討した。 
 
（4）誘導型炎症性肺疾患発症モデル/TG マウ
スの樹立：これまでの解析に用いている TG
マウスは、炎症性肺疾患解析の有用なツール
して機能しているが、発生過程も含め構成的
に p38 活性が変化した系であるため、疾患の
後天的成立機序を考えた際、生後、肺胞内に
おいてp38の活性化を誘導できるマウスでの
解析も必要と考えている。そこで、これまで
同様、テトラサイクリン（Tet）誘導体であ
るドキシサイクリン（Dox）の投与で肺胞内
の p38 活性を惹起し得る triple TG マウス、
TRE-MKK6-c.a.（Tet-rtTA 複合体が TRE に結
合することにより p38 特異的活性化因子：
MKK6-c.a.の発現が上昇/tTS（TRE 活性の漏れ
を抑制するサイレンサー）//SP-C-rtTA（AEC 
II 特異的に Tet-ON 受容体：rtTA を発現）の
樹立と解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）間質性肺炎の発症機構の解析と治療法
の検討：WT マウスに対して、経気管的に BLM
（3 mg/Kg）の単回投与を行うと、肺の炎症
初期（1-3 日）および肺線維化形成初期（8-10
日）に２相性に肺内で IL-6 産生が亢進する
ことが確認された。また、IL-6 産生部位とし
て、炎症初期の IL-6 陽性細胞は７割が AECII
に集約されていたが、線維化形成初期の IL-6
陽性細胞の多くはマクロファージであり、一
部、線維芽細胞であったが、AECII は IL-6 陰
性であった。さらに、この際、IL-6 受容体の
主たる下流シグナルであるstat3の活性化は、
炎症初期には、主に AECII で認められ、線維
化形成初期には筋線維芽細胞で確認された。
すなわち、炎症初期には、AECII から産生さ
れた IL-6 が autocrine/paracrine 機構で
AECII 自身に作用する可能性が示唆された。



事実、初代培養 AECII を用いた in vitro 解
析では、BLM の投与によって、産生誘導され
た内因性 IL-6 が、AECII 内の stat3 および
Akt を活性化することが確認され、さらに、
これらのシグナルが AECII の保護・生存に関
わる知見を得た（図 1）。 

 
 関節リウマチをはじめ様々な炎症性疾患
の治療法として、抗 IL-6 ストラテジーの有
用性が確認され、肺線維症についても、これ
までの動物を用いた解析から、その効果が期
待されている（Am J Respir Cell Mol 38: 
566-571, 2008; PLOS ONE 6: e22667, 2011）。
一方、AECII の傷害・細胞死は肺の線維化に
直結すると考えられているため（Am J Respir 
Crit Care Med 181: 254-263, 2010）、炎症
初期の IL-6 による AECII の保護作用を打ち
消すことは、むしろ線維化を促進する可能性
も想起された。そこで、肺内で IL-6 産生が 2
相性に亢進する事実を踏まえて、1、2 相の
IL-6 上昇期にそれぞれ抗 IL-6 中和抗体を投
与したところ、2 相目の場合には、BLM 投与
後 14 日目の肺線維化は中和抗体投与によっ
て抑制効果がみられ、これまでの抗 IL-6 ス
トラテジーの有用性の報告を支持するもの
であった。しかしながら、1 相目に中和抗体
を投与した場合は、通常、BLM 投与後 7 日目
では、軽微な線維化巣のみしか確認されない
ものの、中和抗体投与群では、かなり明確な
線維化巣が確認された。すなわち、炎症初期
の IL-6 シグナルの抑制は、少なくとも線維
化の病態進展を加速させることが判明した
（図 2）。 

 
 特発性肺線維症の患者の多くは、自覚症状
を訴えて治療を開始する際には、努力性肺活
量（FVC）の低下とともに線維化の所見が確
認されるため、抗 IL-6 ストラテジーは有用
と考えられる。しかしながら、例えば、抗 IL-6
ストラテジー適用疾患患者が合併症として
間質性肺炎を罹患しているケース等では、注
意が必要かと思われる。（以上の成果は現在、

論文投稿中/under revision） 
 
（2）新規肺気腫（COPD）誘導モデルマウス
の樹立と TG マウスの適用による発症関連分
子の検討：WT マウスに 1日１回、CSS 原液の
4倍希釈濃度および 10 µgの LPSを含む 50 µl
混合液をマイクロスプレイヤーにより経気
管的に噴霧する作業を 5 日間続け、2 日間の
休止期をもうける。これを２回繰り返した後、
LPS-free の CSS 希釈液のみを 1日 1回、5日
間噴霧し、その後、10 日間の休止期後、肺の
病理所見を確認した。PBS 投与の対照群に比
べて、CSS+LPS/CSS 投与群では、平均肺胞径
（MLI）および肺胞破壊指数（DI）が有意に
上昇し、肺の気腫化が確認できた。この新規
肺気腫誘導モデルに、SP-C-MKK6-c.a./TG を
供したところ、MLI、DI ともに WT のそれに比
べて有意に上昇しており、肺胞内 p38 の内活
量の上昇が肺の気腫化を促進することが確
認された。さらに、ウェスタンブロット（WB）
アレイによる両 genotype マウスの網羅的な
解析から、これまでに肺気腫との関連が実験
的に証明されている MMP-12、IL-27、KC、
adiponectin に加えて、IL-16、Leptin、TCA-3
等の関与も示唆された。今後、絞り込んだ各
因子の肺気腫への関与様式を明らかにして
いきたい。 
 本成果は、発表論文⑦として報告した。 
 
（3）炎症性肺疾患の細胞治療に向けた肺由
来肺胞上皮幹/前駆細胞の同定と応用：肺組
織の crude culture から簡便に調製できる新
たな肺胞上皮細胞集団：LMDEC は、SP-C 陽性
で AECI への分化能を有するという、AECII の
特性を示すと同時に、成熟血球細胞の表面抗
原マーカーCD45 を高頻度に発現する極めて
ユニークな細胞である。特筆すべきは、LMDEC
の肺胞内への移植がBLM誘導性の肺線維化を
顕著に抑え、そのメカニズムとして、肺炎症
時に産生亢進され profibrocyte を引き寄せ
て線維化の増悪因子としても機能し得る
CXCL12（SDF-1）が、LMDEC の移動能および
AECI への分化能を惹起することを明らかに
した。加えて、LMDEC 特異的表面マーカー
profile を有する細胞（LMDEC 様細胞）が、
正常肺内に実在すること、そして、BLM 負荷
に応答して数を増やすことを確認した。さら
に、 SP-C-p38d.n.-TG 由来 crude culture か
らの LMDECの収量が野生型マウスのそれに比
べ多いこと、野生型マウス由来crude culture
に p38 阻害剤を添加することで LMDEC の収量
が上昇することも、併せて見出した。 
 本成果は、発表論文⑥として報告した。ま
た、LMDEC が出現する mixed culture の条件
培地にユニークな生理活性があることも見
出し、2件の特許申請を行った（産業財産権・
出願状況参照）。 
 
（4）誘導型炎症性肺疾患発症モデル/TG マウ
スの樹立：すでに樹立している 2 系統の TG



マ ウ ス （ TRE-MKK6-c.a./tTS TG お よ び
SP-C-rtTA TG）を掛け合せて、triple TG を
作出しDoxを飲水もしくは気管内投与するこ
とで、肺胞特異的に p38 の活性化が可能にな
るものと思われたが、期待した p38 の活性が
得られなかった。個体への導入前の in vitro
レベルでは、それぞれの transgene が機能す
ることは確認済であるため、line 数を増やす
とともに、TRE-MKK6-c.a./tTS のレーポータ
ー遺伝子：β-gal をより小さな Ds-Red に変
えた TG マウスも作出し、２系統の TG マウス
のtransgeneのコピー数が高いものを組み合
わせて triple TG マウスを作出し検討してい
る。これと並行して、それぞれの系統の TG
マウスを数 line ピックアップし AECII を調
製し、TRE-MKK6-c.a./tTS 系統由来の AECII
にはpTet-ON vectorを導入してDoxを添加、
一方、SP-C-rtTA 系統由来の AECII には
pTRE-DsRed を 導 入 し て 、 そ れ ぞ れ の
transgene の機能を確認したところ、各 TG 個
体由来の細胞レベルにおいて、rtTA の機能に
問題がある可能性が考えられた。そこで、機
能上昇が計られた新世代の rtTA（J Biol Chem 
279:18776-18782, 2004）を用いた新たな
transgeneを導入したTGマウスの作出を開始
した。また、バックアップとして、SP-C プロ
モーターの供給者である Dr. Whitsett が作
出した SP-C-rtTA-TG マウスが Jackson Lab
から購入可能であるため、この系統との掛け
合せも行い、今後、検討を加えていく。 
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