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研究成果の概要（和文）：KGF(Keratinocyte Growth Factor),MSC(Mesenchymal Stem Cell)は肺傷害の軽減や修復の促
進に有効だという研究結果が報告されている。
MSCにKGFを遺伝子導入し、炎症部位に遊走したMSCがKGFを過剰発現させることでKGFの傷害軽減効果を増強できないか
、検討した。
MSCにKGF発現アデノウイルスベクターを導入し、KGF遺伝子の発現を確認した。MSCをマウスに投与して、マウスの体内
でKGFが発現したのを確認した。肺傷害の動物モデルとして、盲腸結紮後腸管穿刺後肺傷害、上腸管膜動脈阻血再還流
後肺傷害のモデルを作製した。

研究成果の概要（英文）： Several reports shows that　KGF(Keratinocyte Growth Factor) or MSC(Mesenchymal 
Stem Cell)ameliorates lung injury and promotes the repair processs. In this study, we transfected the KGF 
expressing adenovirus vector to MSC (KGF-MSC) and we hope that the KGF-MSC could deliver KGF to 
inflammation site efficiently.
We construsted the adenovirus vector that express the KGF. We confirmed that the KGF-MSC oriented KGF 
expression in the mouse. As the lung injury model, we established the conditions of the cecal ligation 
and puncture model and Supra mesenteric aretry(SMA) reperfusion injury model.

研究分野： 急性肺傷害

キーワード： 肺傷害　集中治療
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
（１）肺傷害は、感染や外傷など様々な原

因で生じ、高度の低酸素血症により、他臓器
（腎、心、消化管等）の障害にも関連する。
発症後の死亡率は４０－６０％で予後不良
であり、傷害の軽減が患者の予後改善につな
がるが、現状有効な薬物療法は見当たらない。 

 
（２）我々は肺傷害の病態の首座が肺胞上

皮細胞の脱落と機能障害による肺のバリア
機構の破綻にあるとかんがえており、以前の
研究で、肺胞上皮細胞の増殖因子である
Keratinocyte growth factor(KGF, FGF-7)を
高濃度酸素肺傷害の動物モデルに投与し、傷
害が著しく軽減することを示した(Baba Y, 
Human gene therapy2007. 18;130-141)。
Keratinocyte growth factor(KGF, FGF-7)は
肺傷害の軽減作用を強力に示すが、傷害の原
因より後の投与では、軽減効果が薄い。KGF
投与のタイミングや、投与方法に工夫が必要
と考えられている。 

 
（３）近年骨髄や中胚葉成分由来の内因性

mesenchymal stem cell (MSC)が肺傷害部位
へ遊走し、KGF 等の液性因子を分泌する等
の方法で傷害を軽減・修復の促進をする作用
を有することが報告され、傷害時に外から
MSC を投与し、傷害を軽減するか否かにつ
いて応用した研究がされている 
 
２．研究の目的 
 
上記 1-（２）、（３）のことから、われわれは
KGF 遺伝子を MSC に導入し、炎症部位に遊
走能を持つ MSC から高濃度の KGF が発現
し、作用させることができれば、肺傷害軽減
作用が増強するのではないかと考えた。 
 
（1） 肺傷害の疾患モデルとして、LPS 投与

や盲腸結紮後腸管穿刺肺傷害等、臨床
的な動物モデルを用いて実験を行う。 

（2） 今回の着想について、治療的効果のみ
ならず、副作用の有無（増殖因子投与
により懸念される、臓器別の悪性腫瘍
の発症など）についても検討する。 

 
３．研究の方法 
 
（1）KGF 発現アデノウイルスベクターの作成 

：研究協力者の鐘ヶ江先生（東京大学医
科学研究所・遺伝子解析施設）の協力の
もと、ベクターを作成した。プロモータ
ーとして、アデノウイルス投与時に炎症
惹起が少ないＥＦ－１αを用いる。また
ベクターの導入確認用のタグとして、Ｋ
ＧＦ遺伝子の下流にＧＦＰ遺伝子を発
現させる（名称：ＡｄＥＦ-ＫＧＦ-ＧＦ
Ｐ）。コントロールベクターとして、発
現単位をもたないＡｘ１ｗ１を用いる。 

(2)MSCの培養とウイルスベクターの遺
伝子導入：①ヒトＭＳＣのセルライ
ンと培地は市販品（ＡＴＣＣより入
手）を購入した。②ＭＳＣの培養細
胞上清にＡｄＣＡＧ-ＫＧＦを混注
し、２４時間反応させ、遺伝子導入
するか否か確認した。 

 
（3）ＫＧＦ発現 MSC をマウス尾静脈よ

り静脈注し、ＫＧＦがマウスの体内
で発現するのを確認する：マウスの
肝臓、肺、血清等を用いてウエスタ
ンブロット法やＥＬＩＳＡ法でＫ
ＧＦの発現を確認する。 

 
(4)肺傷害モデルの作製：①ＬＰＳ腹腔

内 投 与 後 、 bacterial 
translocation による肺傷害②盲腸
結紮後腸管穿刺肺傷害を作製する。 

 
(5)肺傷害の程度を評価する：①生存率

曲線②肺組織学的評価（炎症細胞の
浸潤の程度などをスコア化する）③
気管支肺胞洗浄液を採取し、アルブ
ミンの定量、好中球の浸潤や炎症性
サイトカイン、ケモカインの定量を
行う。④血液ガス分析 

 
４．研究成果 
 
(1)MSC への KGF 発現アデノウイルスベ
クターの確認：AdEF-KGF-GFP 作製期間に、
以前の研究で用いたCAGプロモーターの
KGF 発現ベクター（AdCAG-KGF）を用いて、
MSC の培養細胞に感染させた。２４時間
後の培養上清を用いてウエスタンブロ
ット法で KGF の発現を確認した。 
 
（2）AdEF-KGF-GFP の作製 
① 作 製 途 中 で 、 HEK293 細 胞 に
transfection(遺伝子導入)させて、力価
を増やす段階で、293 細胞の増殖が通常
より悪かった。ウイルス液は原液で 10
の 9 乗 PFU/ml と通常より薄い濃度しか
得られなかった。 
②マウス（LPS モデル）への投与（予備
実験）。雄性 8週の BALB/c マウスに大腸
菌由来 LPS（E.coli O55:B5, Sigma）を
10ｍｇ/Kg 気管内投与し、肺傷害モデル
を作った。次に AdEF-KGF-GFP を 1ｘ109 

PFU をマウスの尾静脈から投与した
（n=5）。 
24 時間後の生存率は 0％であった。また
別の 1匹のマウスには、LPS を投与せず、
AdEF-KGF-GFPを1ｘ109PFU静脈注射した
が、24 時間後に生存しなかった。 
 
①②のことから、作製した AdEF-KGF-GFP
自体に毒性がある可能性が示唆された。 
 



（3）マウス肺傷害モデルの作製 
①盲腸結紮後腸管穿刺肺傷害モデル： 
雄性 8週の BALB/c マウスに ketamine, 
Xylazine で麻酔の後、腹部に切開を置いて盲
腸を露出した。2-0 絹糸で１ｃｍの長さに結
紮し、２３G 注射針で結紮腸管を穿刺し、少
量の腸管内容を出した。 
創縫合し、24時間飼育した後、安楽死させた。
血液ガス分析、肺の組織学的検査、気管支肺
胞洗浄液中の好中球浸潤、サイトカイン定量
により肺傷害を確認した。 
②上腸間膜動脈腸管阻血再還流傷害モデル： 
雄性 8週の BALB/c マウスに ketamine, 
Xylazine で麻酔の後、腹部に切開を置いた。
肝臓下部を左方に脱転し、上腸間膜動脈
（SMA）を直視する。ヘモクリップを用いて、
SMA を 30 分間阻血し、その後再還流する。4
時間後に安楽死させた。血液ガス分析、肺の
組織学的検査、気管支肺胞洗浄液中の好中球
浸潤、サイトカイン定量により肺傷害を確認
した。 
 
（４）KGF 遺伝子導入した MSC（mesenchymal 
stem cell）をマウスへ投与する：上記（２）
でウイルスベクターの毒性がうたがわれた
ため、AdEF-KGF-GFP を遺伝子導入した MSC を
動物に投与することはしなかった。代わりに
AdCAG-KGF-MSC を１ｘ105 個尾静脈から投与
した。肺の凍結標本を作製した。MSC 単独を
静脈内投与した肺の標本と比較して、組織内
の KGF の産生量が多いことがわかり、マウス
体内で KGF 遺伝子の発現が示唆された。 
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