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研究成果の概要（和文）：肺内の食塊に対する異物反応は、嚥下性肺炎の病理学的診断の根拠であるが、病態生
理上の意義は明らかでない。我々は、0.1mg/g BWあるいは0.01mg/gBWのセルロースを経気管的にマウス肺内に投
与することで新しい誤嚥マウスモデルを作製した。気管支肺胞洗浄液では24時間後に顆粒球の上昇がみられ、7
日後には消退した。組織学的にも、7日後には浸潤細胞はマクロファージが中心となっていた。サイトカイン動
態を検討したところ、特にMIP1alphaや IL-6の発現が急性期に顕著に上昇していた。本モデルに黄色ブドウ球菌
性肺炎を惹起させたところ、高濃度のセルロース投与群では細菌感染の有意な増悪がみられた。

研究成果の概要（英文）：Although pathological diagnosis of aspiration pneumonia depends on the 
presence of foreign body reactions to food in lungs, the pathogenic significances of these foreign 
body reactions have not been evaluated. We produced a novel mouse model of aspiration pneumonia by 
instilling intratracheally 0.1mg/g BW or 0.01mg/g BW cellulose. The bronchoalveolar lavage fluids 
revealed the accumulation of polymorphonuclear leukocytes in 24 hours, but its inflammation almost 
disappeared in 7 days. Histologically, macrophages were the dominant cell population in infiltrates 
around the foreign bodies in 7 days. The expressions of MIP1alpha and IL-6 increased remarkably in 
the acute phase of this foreign body reaction model. Staphylococcus aureus pneumonia worsened 
significantly by the complication with massive foreign body reactions.

研究分野：肺炎

キーワード： 異物反応

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 肺炎は、本邦の死因の第3位であり、その
多くが高齢者の嚥下性肺炎である。さらに、
肺炎を契機にADLの低下する症例も多く、超
高齢社会における健康寿命の延長のために
も、ADL低下の原因となるような肺炎をいか
に防ぐかが、今後の最重要の課題の一つであ
る。 
 嚥下性肺炎では、抗生剤投与にいったん反
応しても、その後、軽度の炎症所見の持続す
るケースがしばしばみられる。そのような症
例を中心に、肺炎治療後も大量の気道分泌物
が続き、喀痰の喀出が困難なために在宅生活
の継続が困難になったり、嚥下障害が進行し
て経口摂取が再開できかったりする症例も
多い。一方で、同じような背景疾患であって
も、ほとんどADL低下をきたすことなく、一
定期間の抗生剤投与のみで治癒する肺炎の
症例も多くある。  
 嚥下機能障害の患者の炎症の持続は、免疫
機能の低下や、不顕性誤嚥の繰り返しによる
と説明されることが多い。しかし、なにゆえ、
ひとつの肺炎を契機に、炎症や気道症状が持
続するようになる症例とそうでない症例が
あるのか、必ずしも十分に明らかでない。嚥
下性肺炎の治療経過には、さまざまな未知の
因子が関与していると予想される。 
 嚥下性肺炎の臨床的診断の多くは、嚥下障
害を背景にもつ患者に発症した肺炎をもっ
て判断される。一方、その病理学的診断は、
肺内の食塊に対する異物反応をもって診断
され、衰弱した高齢者の剖検肺に、しばしば
みられる所見である(Mukhopadhyay S et 
al. Am J Surg Pathol. 2007. 31:752-759)。
しかし、このような異物反応が肺の病態や
全身性炎症、衰弱にどのような影響を及ぼ
しているのかは、これまで全く検討されて
いない。本研究では、食塊や消化液の誤嚥
による肺内での異物反応の病態上の意義に
注目した。我々は、嚥下性肺炎の一部で、
全身の炎症や気道症状が遷延する新たな原
因のひとつに、持続する異物反応が関与し
ていると考えている。 
 ヒトの誤嚥では、異物の侵入と同時に細
菌感染を合併するうえ、誤嚥が繰り返し起
こるため、その病態は複合的であり、異物
の侵入や異物反応の影響を単独でみること
は不可能である。そのため、今回、我々は、
動物モデルを用いて食塊の誤嚥による異物
反応の影響を評価する。 
 
２．研究の目的 
（１）食塊の代表的な異物としてセルロー
スを用いた新しい誤嚥のマウスモデルを確
立する 
（２）肺内の異物反応とその全身への影響
を各種サイトカインレベルで明らかにする。 
（３）この新規モデルでの細菌感染防御能
への影響を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
（１）肺での異物反応モデルの作成 
我々は、食塊の代表的な異物としてセルロ

ースを用いて肺での異物反応モデルマウス
を作製した。具体的には、粒子径 0.02mm の
セルロースパウダーを PBS に 100mg/ml およ
び 10mg/ml になるように懸濁し、オートクレ
ーブ滅菌したものを用意した。ケタミンとキ
シラジンの腹腔内投与にて深麻酔したマウ
スの気管切開を施行し、0.1mg/g BW および 
0.01mg/g BW のセルロースを経気管的に
C57BL/6J マウス肺内（生後２か月、オス）に
投与した。 
 肺内に沈着したセルロースはファンギロ
ーラ Y 染色により確認した。 
 
（２）肺異物反応モデルにおける炎症細胞浸
潤の評価 
前記のとおりセルロースを経気管的に投

与した肺異物反応モデルマウスとコントロ
ールとして PBSのみを投与したマウスについ
て、投与 5時間後, 24 時間後, 7 日後に気管
支肺胞洗浄液 (BALF) を採取し、その細胞数
と細胞分画を評価した。なお、BALF は、気管
切開を施行した後、PBS 1ml を３回、計 3ml
を全肺に注入回収して採取した。回収率は
80％以上であった。 
 続いて摘出したマウス肺を Iba-1免疫染色、
および naphthol AS-D chloroacetate を用い
たエラスターゼ染色を実施し、異物反応周囲
に浸潤しているマクロファージおよび顆粒
球を同定した。 
 
（３）肺異物反応モデルにおけるサイトカイ
ン発現の評価 
 前記のとおりセルロースを経気管的に投
与した肺異物反応モデルマウスとコントロ
ールとして PBSのみを投与したマウスについ
て、投与 5時間後, 24 時間後, 7 日後に脱血
後の全肺を摘出し、ホモジナイズした後、 
RNeasy Mini kit (Qiagen) を用いて Total 
RNA を抽出した。続いて、MIP1、TNF、MCP1、
IL6、IL13、IFN の発現を real-time PCR を
用いて評価した。 
 
（４）黄色ブドウ球菌懸濁液の調整 
プレート培養した黄色ブドウ球菌の１コロ
ニーを 3 ml の Tryptic Soy Broth(TSB) 培地
で一晩培養後、同菌液 1ml を 100ml の TSB 液
培地に希釈し、OD660 0.4-0.6 になるまで培
養し、うち 40ml を遠心し菌を沈殿させたの
ち、PBS にて洗浄後、1.2ml PBS に懸濁した。
本黄色ブドウ球菌懸濁液は、 0.03ml におよ
そ 1 x 108 CFU の菌液となる。 
 
（５）異物反応と細菌感染の合併モデル作成 
 前記のとおりセルロースを経気管的に投
与した肺異物反応モデルマウスとコントロ
ールとして PBSのみを投与したマウスについ
て、同日(day 0)あるいは 1日後に、PBS に懸



濁した黄色ブドウ球菌もしくは PBS のみ 
0.01ml を経鼻的に気管内投与し細菌性肺炎
を惹起させ、24 時間後にマウス肺を摘出した。
摘出した肺をホモジナイズし、プレート上に
播いて、肺内に残存する黄色ブドウ球菌の生
菌数を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）肺での異物反応モデル 
 0.01mg/g BWのセルロース投与マウスでは、
ファンギローラ Y染色においてセルロースの
肺内沈着が確認されたが、BALF での炎症細胞
の浸潤は軽微であった（図２）。一方、0.1mg/g 
BW のセルロース投与マウスでは、day 1 をピ
ークに多形核白血球を中心とする炎症細胞 
   

の浸潤が BALF でもみられた。さらに、HE 染
色では、器質化肺炎の所見を確認できた（図
３）。 

 異物反応局所に浸潤している細胞を Iba-1
免 疫 染 色 お よ び naphthol AS-D 
chloroacetate を用いたエラスターゼ染色に
より評価した。Iba-1 免疫染色陽性細胞はマ
クロファージ、エラスターゼ染色陽性細胞は
顆粒球に相当すると考えられる。day 1 や day 
2 では、セルロース周囲に、マクロファージ
以外の細胞の浸潤も多くみられたが、day 7 
では、セルロース周囲の細胞浸潤はマクロフ
ァージが中心であった（図４）。これらの所
見は BALF 所見の経過とも合致すると考えら
れた。 
 
（２）異物反応モデルでのサイトカイン発現 
 肺での異物反応モデルでのサイトカイン
発現をreal-time PCR にて評価した結果を以
下の表に示す。特に MIP1や IL-6は、セル
ロース投与量の少ないモデルでも顕著に発
現が上昇していた。

（３）異物反応に合併する細菌感染症の評価 
 異物反応の存在が細菌感染の増悪に寄与
するかを評価した。図５のように、強い炎症
を伴う高濃度のセルロース投与群では、同時 
 

図５．異物反応に合併する細菌感染症の評価 
黄色ブドウ球菌による肺炎モデル作成 24 時
間後に肺に残存する黄色ブドウ球菌の生菌
数。 
 

図１ 0.01mg/g BWのセルロース投与マ
ウス１日後のファンギローラY染色

図２．コントロール(赤)、0.01mg/g BWのセルロース（青）、
0.01mg/g BWのセルロース（緑）投与マウスBALF。バーは
標準誤差。
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図３セルロース投与１週間後の器質化肺炎像



あるいは 24 時間後の細菌感染の有意な増悪
がみられたが(p < 0.01)、低濃度のセルロー
ス投与群での増悪は統計学的（t 検定）にも
有意でなかった。 
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5 hours 24 hours 7 days

0.01mg/g BW セルロース 0.328853 9.492825 1.994798
0.1mg/g BW セルロース 10.06646 8.562189 1.75782

5 hours 24 hours 7 days

0.01mg/g BW セルロース 1.3545 1.420307 0.652345
0.1mg/g BW セルロース 1.857746 0.645331 1.206955

5 hours 24 hours 7 days

0.01mg/g BW セルロース 1.87169 1.668593 0.626333
0.1mg/g BW セルロース 6.94244 0.865272 1.909657

5 hours 24 hours 7 days

0.01mg/g BW セルロース 2.887624 9.292095
0.1mg/g BW セルロース 87.16867 14.21374

5 hours 24 hours 7 days

0.01mg/g BW セルロース 1.459243 1.383644
0.1mg/g BW セルロース 2.806535 0.692994

5 hours 24 hours 7 days

0.01mg/g BW セルロース 0.617191 0.500391
0.1mg/g BW セルロース 2.661109 0.307136

IFNの発現量（コントロールマウスとの比）

MIP1の発現量（コントロールマウスとの比）

TNFの発現量（コントロールマウスとの比）

MCP1の発現量（コントロールマウスとの比）

IL6の発現量（コントロールマウスとの比）

IL13の発現量（コントロールマウスとの比）
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図４．セルロース投与１週間後のHE染色（A）と Iba-1
免疫染色（B）、naphthol AS-D chloroacetateを用いた
エラスターゼ染色（C)
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