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研究成果の概要（和文）：本研究では最初に肺胞上皮細胞培養をLPS活性化好中球によって傷害を引き起こすin 
vitro実験系を構築し，傷害を受けた肺胞上皮細胞のエネルギー代謝が大きく変化することを見出した．マイク
ロアレイを用いて傷害をうけた細胞のトランスクリプトームを解析したところ，インスリン抵抗性経路に変化が
見られ，エネルギー代謝の変化に関係している可能性が示唆された．これを踏まえ，インスリンシグナルを阻害
したところ，肺胞上皮細胞の傷害を抑制することができたことから，インスリン抵抗性経路は肺傷害の治療標的
になりうる可能性があると考えられた．

研究成果の概要（英文）：We have established an in vitro model of ARDS by co-culture of alveolar 
epithelial cells and LPS-activated neutrophils. In that model, energy metabolism of injured alveolar
 epithelial cells is significantly altered. Transcriptomic analysis by microarray revealed that 
insulin resistance pathway may be associated with the altered energy metabolism. Moreover, 
pharmacological inhibition of insulin signaling pathway protects alveolar epithelial cells from the 
injury. These results suggest that insulin resistance pathway may be a therapeutic target for lung 
injury. 

研究分野：集中治療医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではARDSを模した培養細胞実験系を用いることで，傷害を受けた肺胞上皮細胞において大きなエネルギー
代謝パターンの変化が生じ，包括的な遺伝子発現の解析からインスリン抵抗性経路がその背景機序の一つである
可能性が示唆された．インスリン抵抗性は高血糖をもたらすことから忌避すべきものと考えられているが，本研
究の結果からはインスリン抵抗性の活性化が臓器保護効果を持つ可能性が示唆され，今後の研究の発展につなが
る成果をえることができた．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
急性呼吸促迫症候群（ARDS）による肺傷害は決め手となる治療法が未だになく，集中治療領
域における大きな課題である．ARDS では感染症や外傷などをきっかけに肺における強い炎症
が組織傷害を引き起こす．肺組織が傷害される過程においては，エネルギー代謝が病態に大きく
寄与していると考えられている．例えば，低酸素誘導性因子（Hypoxia-Inducible Factor: HIF）
は，高容量人工呼吸をされた肺において活性化されることが知られ，細胞のグルコース代謝フロ
ーを最適化し，エネルギー指標：アデノシン三リン酸（ATP）を増加させることによって臓器保
護効果をもたらす(Eckle et al, Plos Biol, 2013)と考えられている．また，近年，注目されている
間葉系幹細胞(MSC)も肺胞上皮細胞へミトコンドリアを受け渡すことによって ATPを増加させ，
肺胞上皮を保護することが報告されている(Islam et al, Nat Med, 2012)．このようなエネルギ
ー代謝の変化は敗血症性臓器不全においても見られ，炎症に伴う臓器不全の共通の機序の一つ
であると考えられる． 
肺組織は様々な細胞種によって構成されているが，肺胞上皮細胞はⅠ型，Ⅱ型の 2種類が存在
する．Ⅰ型肺胞上皮細胞は肺胞におけるガス交換，バリアー及び免疫機能を担っており，一方の
Ⅱ型肺胞上皮細胞はサーファクタント分泌や肺における固有幹細胞の役割を持つことから，肺
胞上皮細胞の傷害は ARDSにおいて重篤な組織傷害および呼吸不全につながる．従って ARDS
肺での肺胞上皮細胞の ATP低下を抑制し，機能を維持，さらに細胞死を抑制することは肺傷害
の有望な治療アプローチになりうる．申請者は，これを踏まえ，肺胞上皮細胞のエネルギー代謝
を直接制御するという戦略によって，より効率的に肺胞上皮保護をもたらすことが期待できる
と考えた．しかしながら，ARDS における肺胞上皮細胞の代謝変化の全貌は明らかになってい
ない．近年，メタボロミクスをはじめとするオミックスの手法により，生命現象について網羅的
にその全貌を捉えることができるようになってきている．申請者はこれらの手法を応用するこ
とで，ARDS における肺胞上皮細胞の代謝変化を明らかにし，治療応用に繋げられる可能性が
あると考えた． 
  
２．研究の目的 
上記背景を踏まえ，本研究においては in vitroにおいて傷害された肺胞上皮細胞のエネルギー代
謝を包括的に解析した上で， 変化の見られた代謝経路の制御をすることが肺胞上皮を傷害から
保護できるかどうか検討を行うことが本研究の目的である．具体的には，ARDSを模した in vitro
肺胞上皮細胞傷害系を確立し，最初に，傷害をうけた肺胞上皮細胞の解糖系，ミトコンドリア代
謝について細胞の Extra Cellular Acidification Rate (ECAR)及び，Oxygen Consumption Rate
（OCR）を測定することで評価をした．その後，傷害をうけた肺胞上皮細胞のトランスクリプト
ーム解析を行った上で，一つの候補として変化が見られたインスリン抵抗性経路に関わる薬剤
が in vitroにおいて肺胞上皮細胞傷害にどのような影響を与えるか検討を行った． 
 
３．研究の方法 
(1) ARDSを模した in vitro肺胞上皮細胞傷害系の確立 
マウスの肺胞上皮細胞株 MLE12 細胞の培養系に，LPS，好中球さらに好中球＋LPS を添加し
たうえで，WST-8 を用いた肺胞上皮細胞の生存率，フローサイトメトリーを用いた死細胞解析
を行った．また，半透膜上にMLE12細胞を培養した上で，同様の傷害系を作成し，FITCにて
標識された 4kDa デキストラン(FITC-Dextran)の透過性を測定し，バリア機能が障害されるか
検討を行った． 
 
(2) 傷害を受けた肺胞上皮細胞の OCR，ECARの測定 
上記と同様にマウスの肺胞上皮細胞株 MLE12 細胞の培養系に，LPS，好中球さらに好中球＋
LPSを添加したうえで，一定時間後に好中球を PBSで洗浄して取り除いた．細胞の OCRおよ
び ECAR測定プローブ（Mito-Xpress及び pH-Xpress, Luxel Biosciences）を添加し，蛍光プ
レートリーダーを用いて OCR，ECARの経時的変化を測定した．ベースラインからの蛍光シグ
ナルの変化率を，細胞数で補正することで 1細胞あたりの OCR，ECARを算出し，比較を行っ
た． 
 
(3) 傷害を受けた肺胞上皮細胞のトランスクリプトーム解析 
LPS＋好中球によって傷害を受けた肺胞上皮細胞から RNAを抽出した上で，マイクロアレイに
解析によるトランスクリプトーム解析を行った．マイクロアレイは Clariom™ S Assay Chip（マ
ウス）を用いて外注サービスを利用し，Metascape(http://metascape.org/)を用いて Gene 
Ontology解析を行った． 
 
(4) インスリン抵抗性の制御による細胞保護効果の検討 
インスリン抵抗性に関わるアダプタータンパクである Insulin Receptor Substrate (IRS)の発現
量を RT-PCRおよびWestern Blotting法で測定した．さらに，Insulin Receptorおよび Insulin-
like Growth Factor Receptor 双方の阻害剤である BMS-536924 を培養細胞傷害系に加えるこ
とで細胞の生存率および死細胞解析にどのような影響があるか検討を行った． 
 



４．研究成果 
(1) ARDSを模した in vitro肺胞上皮細胞傷害系の確立 
マウス肺胞上皮細胞株MLE12細胞に LPS，好中球，もしくは好中球＋LPSを添加し，培養を
行ったところ，好中球＋LPSを添加することで，細胞の生存率が大きく低下した．一方，LPSの
みでは細胞の生存率は全く低下せず，好中球のみではわずかな低下しか見られなかった．フロー
サイトメトリーを用いた死細胞解析においても，好中球＋LPS 添加群で明らかな死細胞の増加
が認められた．さらに，好中球＋LPS 添加によって半透膜上で培養した肺胞上皮細胞単層膜の
FITC-Dextranの透過性が亢進することも確かめられた． 
以上から，in vitroにおいて肺胞上皮細胞培養系に好中球を添加した上で，LPSによって活性
化させることで ARDSを模した肺胞上皮細胞の傷害が生じることが明らかとなった． 
 

(2) 傷害を受けた肺胞上皮細胞の OCR，ECARの測定 
 好中球＋LPSによって傷害を受けたMLE12細胞において OCRの低下，ECARの増加が見ら
れた．傷害を受けた肺胞上皮細胞では，ミトコンドリア代謝が抑制され，解糖系による代謝が亢
進することが明らかとなった． 

 
(3) 傷害を受けた肺胞上皮細胞のトランスクリプトーム解析 
好中球＋LPS によって傷害をうけた MLE12 細胞のトランスクリプトーム解析において傷害

24 時間後に有意に変化していると考えられた遺伝子群について Metascape を用いて Gene 
Ontology 解析を行ったところ，炎症に関わるパスウェイ，PI3/Akt シグナルパスウェイ，HIF
パスウェイ等に加えてインスリン抵抗性に関わる遺伝子群が変化していた． 
 

 
(4) インスリン抵抗性の制御による細胞保護効果の検討 
 好中球＋LPS によって傷害を受けた MLE12 細胞では IRS-1 の mRNA 発現およびタンパク
発現量が有意に低下していることが確かめられた． 
 次に，インスリンレセプターおよび IGFレセプターの阻害剤である BMS-536924を細胞障害
系に加えた際の細胞生存率およびフローサイトメトリーでの死細胞解析を行ったところ，細胞
死が抑制されることが示された． 
 以上から ARDS を模した傷害を受けた肺胞上皮細胞ではインスリン抵抗性経路の活性化が見
られ，薬剤によってインスリン抵抗性を亢進させることは，細胞保護効果をもたらす可能性があ
ることが明らかになった． 
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