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研究成果の概要（和文）：高濃度酸素投与による発達期肺胞微小循環障害の解明のため、電子顕微鏡を用いた超微形態
解析を行った。その結果、高濃度酸素肺障害モデルでは血管内皮細胞（EC）層を中心に血液空気関門（BAB）が著明に
肥厚していた。またEC細胞質成分の不均一な肥厚により毛細血管腔は虚脱していた。回復群では、BABの肥厚は改善し
たが、EC形態は依然不均一であり毛細血管腔は虚脱していた。BABの肥厚は、低酸素血症および高炭酸ガス血症を引き
起こし、肺血管の異常収縮を来す可能性がある。また毛細血管の虚脱は、本来抵抗血管ではない肺胞微小血管レベルで
循環障害を来す可能性があり、これら変化は、二次性肺高血圧発症の一要因と推察される。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the morphological characterization of the mechanisms for pulmonary 
vascular disease secondary to bronchopulmonary dysplasia (BPD), we studied the ultrastructural changes of 
the pulmonary microvasculature (PV) by using newborn mice lungs exposed to 14 days’ hyperoxia and 
subsequent seven days of normal air replacement conditions. The ultrastructure of PV in the 
hyperoxia-exposed lung had the characteristics of collapsed capillary lumen due to abnormal morphology of 
endothelial cells (ECs) with heterogeneously thick cytoplasm, and thick blood-air barriers (BABs), 
compared to air-control. Moreover, those abnormal ultrastructural changes of ECs persisted even after 
seven days of room air replacement conditions. These results indicate that the circulatory collapse at 
the alveolar capillary level might cause high vascular resistance, and that thick BABs might worsen 
hypoxemia and hypercapnia, the both of which finally can be the cause of secondary pulmonary hypertension 
in BPD.

研究分野： 胎児新生児
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）新生児医療の進歩により超早産児の予
後は大きく改善したが、新たな問題となる合
併 症 と して 慢 性 肺疾 患 ( chronic lung 
disease; CLD)が挙げられる。本症では、早産
により発達途上の未熟な肺胞や肺胞微小循
環系が障害を受け、児に長期にわたる人工呼
吸管理や栄養障害を引き起こしその後の神
経発達にも悪影響を及ぼす。よって CLD の
発症、重症化予防、再生治療の確立は、早産
児の後障害なき救命のために最重要課題で
ある。CLD 発症のメカニズムはいまだ解明さ
れていないことが多く、とくに血液空気関門
の形態変化など微細構造については、詳細な
検討がされておらず、障害をうけた肺胞微小
循環系がどのように変化し、またその後どの
ように血液空気関門を再生させるかなどの
疑問を解明するにあたり、それらを構成する
肺胞上皮、基底膜、内皮細胞の形態的変化を
検証することは、肺胞微小血管再生医療や、
CLD 予防治療法の開発につなげるうえでの
基礎的な知識となると考えられる。 
（２）申請者はこれまでに、新生仔マウス高
濃度酸素肺障害モデルを用いて、CLD におけ
る Transforming factor beta ( TGF-)の関与
について研究を行った。その結果、高濃度酸
素投与肺障害モデルでは TGF-シグナルの
増加に伴い、肺胞発達障害、肺胞壁 elastin
沈着パターンの異常、肺胞毛細血管細胞マー
カーの染色パターンの異常、体重増加不良を
認めた。一方、TGF-中和抗体投与群では、
TGF-シグナルの増加が抑制されるのに伴
い、上記構造異常および肺毛細血管細胞マー
カーの染色パターンの改善、体重増加の改善
を確認し CLD に関わる TGF-シグナルの直
接的関与を証明した{Nakanishi, 2007 #679}。
しかし、この研究では CLD に関わる様々な
因子の一経路を証明したにすぎない。また肺
胞発達に重要な肺胞微小循環系の評価が、免
疫組織染色による染色パターンの変化を観
察したのみで、実際に微小循環系のどの細胞
が障害を受け、細胞内小器官を含めた微細構
造や、血管を構築する細胞間のネットワーク
がどのように変化を受けたのか不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 
（１）新生仔マウス高濃度酸素肺障害モデル
および高濃度酸素離脱後にルームエア下に
暴露した回復モデルを作成し、肺胞構造およ
び肺胞微小循環系がどのように障害を受け、
どのように回復していくのか、各種細胞マー
カーを用いた多重免疫染色や分子生物学的
手法による関連遺伝子、たんぱく質の発現を
評価するのみならず、電子顕微鏡を用いて肺
胞微小血管を中心に超微形態解析を行い、細
胞レベルでの形態学的評価を行う。 
（２）最終ゴールとして CLD における肺胞
微小循環系の障害過程および再生過程を解
明すること、その障害および再生に関わるシ

グナルを探求し、そのシグナル修飾戦略を
CLD の予防や血管再生治療へと応用してい
くことにある。 
 
３．研究の方法 
（１）動物実験モデルの作成： ICR マウス
を生直後より 85％酸素（O2）もしくはルーム
エア（Air）下に 14 日間暴露させた後、回復
期として Air 下に 7 日間飼育した。Air 群
（Air-14d、21d）、高濃度酸素 14 日群（O2-14d）、
高濃度酸素回復群（O2-Air-21d）の 4 群の肺
組織を用いて検討した。 
（２）組織切片作成： 新生仔 ICR マウスを
麻酔下に気管に挿入したポリエチレンチュ
ーブから４％パラホルムアルデヒドもしく
は 2.5％グルタールアルデヒド＋2.0％パラ
ホルムアルデヒドを注入し、20cmH2O の圧で
３０分間肺を拡張させた後、同液を用いて
４℃、over night で肺組織を固定した。前者
はパラフィン切片、凍結切片に、後者は樹脂
包埋切片に使用した。固定肺は、その後の免
疫組織染色、組織学肺胞発達評価、電子顕微
鏡を用いた微細構造の評価に使用した。 
（３）肺胞構造の評価：各群の肺組織切片か
ら均等に肺野のサンプリングを行い、これま
でにも報告されているパラメーターである
Mean linear intersept (Lm)、％ Air volume 
density (%AVD)、secondary septal density
を用いて、客観的に肺胞発達の評価を行い
{Nakanishi, 2007 #679}、各群におけるこれ
ら変化を統計学的に解析した。 
（４）蛍光免疫染色：血管内皮細胞（CD31）、
肺胞上皮細胞（Pro-SPC）のマーカーを用い
て蛍光免疫染色を施行した。 
（５）肺胞微小血管の評価 
① ％ fluorescent Volume Density(%FVD) 
CD31 蛍光免疫染色結果を撮像し、その画像
上の免疫染色陽性のピクセル数を画像全体
のピクセル数で除した値を％FVD として、各
群で比較した。 
②電子顕微鏡を用いた超微形態評価 
各群の肺胞毛細血管における血液空気関門
全体の厚さ、血管内皮細胞層が占める厚さを
計測した。また血管内皮細胞の細胞質成分の
厚さを異なる 5か所で計測し、その平均値お
よび標準偏差（SD）を計測した。SD 低値は細
胞質成分が均一な血管内皮細胞であること
を示唆し、SD高値は不均一な形態を有する血
管内皮細胞であることを示唆する。これらパ
ラメーターを各群で比較した。 
（６）肺高血圧の評価 
①右室心筋重量/左室心筋および心室中隔重
量比（RV/(LV+IVS)）：右心系負荷を示唆する
指標として多くの研究で使用されており、肺
胞微小循環系異常の指標となり得る。そこで
各群における肺組織を固定後、心臓を剥離し、
RV/(LV+IVS)を微量計量器で計測し各群で比
較した。 
②呼吸細気管支、終末気管支レベルでの肺動
脈中膜の計測：直径 20-100 m の肺動脈の中



膜を計測し、肺動脈径(ED)で除した MT％=（MT
×2×100）/ED を計測し、各群で比較した。 
（７）肺胞Ⅱ型上皮細胞の評価 
抗 Pro-SPC抗体を用いて蛍光免疫染色を施行
後、各群における免疫染色陽性細胞を計測し、
比較検討した。 
（８）統計学的解析 
一元配置分散分析により各群の比較を行い、
有意な場合には、Post hoc テストとして
Tukey’s HSD テストを用いた。p<0.05 を有
意とした。 
 
４．研究成果 
（１）高濃度酸素投与により、新生仔マウス
の肺胞発達は障害を受け、その障害は長期に
わ た り 遷 延 す
る：  
 図 1 に示すよ
うに、14 日間の
高濃度酸素に暴
露された新生仔
マウスの末梢肺
野（O2-14d）で
は、エアコント
ロール（Air-14 d、
-21d）と比較し
て、換気スペー
スの増大、肺胞
中隔数の減少を認めた。また酸素暴露後ルー
ムエアに7日間留置した回復群（O2-Air-21d）
においても、構造の改善は認めなかった。図
2 に示すように、これら肺胞構造の変化は、
Lm、％AVD、secondary septal density の 3
つのパラメータ‐で定量化した。 

 
（２）高濃度酸素投与により傷害を受けた新
生仔マウスの肺胞微小循環は、長期にわたり
遷延する：  
①図 3A に示すように、O2-14d 群の肺胞にお
ける CD31 免疫活性は、Air-14d、Air-21d と
比較して減少していた。また O2-Air-21d に
おいても、免疫活性の低下は遷延し、大きな
改善は認めなかった。これら結果は、図 3B
で定量化した。 

②図 4に示すように、電子顕微鏡を用いて超
微形態評価を行った結果、上皮細胞層、基底
膜、血管内皮細胞層の 3層から成る血液空気
関門は、O2-14d 群ではエアコントロール群と
比較して著明に肥厚しており、特に血管内皮
細胞層の肥厚が顕著であった。また O2-14d
群の血管内皮細胞の細胞質成分は不均一に
肥厚しており、それにより肺胞毛細血管の内
腔は狭小化していた。一方、O2-Air-21d 群で
は、O2-14d 群と比較して、血液空気関門の肥
厚は改善していたが、血管内皮細胞層の肥厚
は遷延しており、かつ細胞質成分は引き続き
不均一で、内皮細胞の異常形態は遷延してお
り毛細血管の内腔は狭小化していた。これら
結果は図 5に示すように定量化した。 

 
（３）高濃度酸素投与により新生仔マウスの
肺動脈(20－100 m 径)の中膜は肥厚し、長期
にわたり遷延する： 
①図 6 に示すように O2-14d 群における％MT
は、エアコントロール群と比較して増加して
いた。一方、O2-Air-21d 群では、部分的に肥
厚は改善するものの中膜肥厚は遷延してい
た。 



②右室心筋重量/左室心筋および心室中隔重
量比（RV/(LV+IVS)は、4群間で差は認めなか
った。 

（４）高濃度酸素投与により新生仔マウス肺
胞壁におけるⅡ型上皮細胞数は減少する： 
①図 7に示すように、肺胞Ⅱ型上皮細胞を認
識する抗Pro-SPC抗体を用いて蛍光免疫染色
をした結果、O2-14d 群ではコントロール群と
比較して、陽性細胞数の減少を認めた。一方、
O2-Air-21d 群では、陽性細胞数の上昇を認め
た。 

②図 8に示すように、電子顕微鏡による肺胞
Ⅱ型上皮細胞の超微形態評価では、O2-14d 群
のラメラ体数がコントロールと比較して減
少していた。一方、O2-Air-21d 群では、その
数は増加していた。 

 
（５）Angiopoietin-1（Ang-1）投与は肺胞
微小血管障害を改善する可能性がある： 高
濃度酸素投与回復期の新生仔マウスに Ang-1
（2g/0.2ml）を腹腔内投与し、以下の予備
的な実験結果を得た。 
①肺組織のマイクロアレイ解析では高濃度
酸素投与群でAng-1の遺伝子発現は低下して
いた。 

②Ang-1 投与群では、非投与群と比較して肺
胞構造の部分的な改善を認めた（図 9）。 

（６）考察 
①本研究のように、肺胞微小循環系の超微形
態評価を行った報告は数少ない。血液空気関
門の肥厚は、低酸素血症や高炭酸ガス血症を
引き起こし、肺血管収縮を来すと考えられる。
また血管内皮細胞の形態異常は、毛細血管腔
の虚脱をもたらし、本来抵抗血管ではない毛
細血管レベルで循環障害をもたらす可能性
がある。本研究は、CLD に続発する肺高血圧
症の発症機序に、これら超微形態変化が関与
している可能性を示唆する初めての報告で
ある。 
②予備実験結果より、Ang-1 は肺胞構造異常
を改善させたことから、CLD の予防や血管再
生治療へとつながる可能性が十分にあり、今
後詳細に検討を進めていくべき課題と考え
る。 
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