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研究成果の概要（和文）：本研究は近年の免疫学的手法の発展に伴って大きな技術的進歩を遂げている、細胞外
小胞の一種であるmicrovesicles の解析を通して新生児慢性疾患の病因を明らかにすべく計画された。本研究に
おいて好中球由来microvesiclesが実験的新生児慢性肺疾患モデルにおいて著増することが示され、新規バイオ
マーカーもしくは発症メカニズムの解明につながる可能性が考えられた。本研究は更に基盤研究 (C)として発展
し、継続研究がなされる予定である。

研究成果の概要（英文）：Bronchopulmonary dysplasia (BPD) remains a major complication of premature 
birth. Although the underlying mechanism for the evolution of BPD has not been well elucidated, 
intra-alveolar inflammation caused by various factors such as perinatal infection, mechanical 
ventilation, and hyperoxia is considered to play an important role. Extracellular microvesicles 
(MVs) carry a variety of molecules (proteins, lipids, RNAs, etc) as their cargo and their expression
 of surface markers allow us to identify parental cells, making them an informative biomarker in 
various inflammatory diseases. In this study, we investigated MV numbers and their subtypes within 
the alveolar space during the development of BPD in mice.  We demonstrated, for the first time, that
 neutrophil-derived MVs increased within intra-alveolar space in the very early stage of BPD. Our 
findings suggest that intra-alveolar neutrophil-derived MVs may serve as a useful early biomarker of
 BPD, which warrants further investigation.

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
新生児慢性肺疾患は低出生体重児として出生後の新生児集中治療室治療後の最大の合併症であり、社会経済的に
も影響が大きい疾患である。本研究は実験モデルを用いて、細胞外小胞の一種であるmicrovesicles (MV)、中で
も好中球由来MVsが肺内に増加することを示した。本研究は好中球由来MVsが発症メカニズムにおいて重要な役割
を果たしている可能性を示唆し、加えて病状を反映する新規指標になる可能性を示した。

※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 
出生後の NICU 内における CLD 進行防止の為に有効とされる主な治療は、水分量制限や人工呼吸
器設定調整などの支持療法がその中心である。病因に関しては、胎内・生後のステロイド投与が
CLD の予防や、一時的な呼吸状態改善に効果を挙げる事などから、炎症性サイトカインの CLD に
おける影響は大きな話題の一つである。一方で詳細な病態生理には不明な点も多く、分子標的薬
などのより選択的かつ効果的である可能性を有する治療法は未だ確立されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は近年のフローサイトメトリー (FACS)の発展に伴って大きな技術的進歩を遂げている、
microvesicles (MV)の解析を通して CLD の病因を明らかにすべく計画された。本研究の主たる
目的としては、以下の 3つであった。 
1) 新生児マウスとヒト血液検体を用いた MV の解析手法の確立 
2) マウス新生児慢性肺疾患モデルにおける MVの動態 

3) 新生児慢性肺疾患症例の臨床検体を用いた MVの解析 

 
３．研究の方法 
1)に関しては、新生児マウス検体とヒト血液検体を用いた MV 測定手技確立と、採取・保存条件

による安定性評価を初期に行った。具体的にはヒトボランティア血液検体を用いた MV 測定にお

ける FACS 設定の調整を行い、加えて多施設研究を見越した検体保存条件の違いによる影響の解

析を行った。 

2)に関しては、高酸素曝露にて誘導される新生児慢性肺疾患マウスモデルの改良を行い、再現性

と信頼性の高い実験モデルを樹立した。具体的には C57BL/6 新生仔マウスを高酸素（FIO2 0.8, 

BPD 群）もしくは空気（FIO2 0.21, Ctrl 群）に 1-3 週間曝露して BPD モデルを作成。FACS を用

いて肺胞洗浄液（BALF）中の MV を解析した。MV の由来（親細胞）は細胞特異的表面マーカー（好

中球：CD45+CD11b、肺胞マクロファージ：CD45+CD11c）を用いて同定した。成人と新生仔の差異

を見るために C57BL/6 成熟オスマウスを高酸素 (FIO2 0.8, 高酸素群) もしくは空気 (FIO2 0.21, 

Ctrl 群)に 5 日間まで曝露した後に BALF 中の MV も解析を行った。 

 
 
４．研究成果 

(1) MV 解析手法の確立 

細胞外小胞の測定は標準手法が世界的に未だ確立されていないことも有り、サンプルの採取手

技・保存方法・実験プロトコールなどの確立は重要である。特に本研究においては他施設臨床現

場における採血と保存、その後の測定というプロセスによって測定系が大きな影響を受けない

ことが重要と考えられた。我々はヒトボランティア血液検体を用いて主に好中球由来 MV の測定

を行い、MV数のカウントに再現性があること、1週間単位の冷凍保存でも大きな影響を受けない

ことを確かめた。 

 また、検体の種類によって異なる微粒子の存在によって細胞外小胞の測定は影響を受けるこ

とが知られている。例えば血液中のリポ蛋白や肺胞洗浄液のサーファクタントは MV と同様の脂

質から形成される粒子であるが、FACS によって表面マーカー検出されることを MV の定義として

組み入れることで、影響の除外が可能となる。加えて我々は肺胞洗浄液中の MV 数についても再

現性が得られることを確認した上で、次のステップの実験に進むこととした。 

 

(2) マウス新生児慢性肺疾患モデルにおける MVの動態 

マウス新生児慢性肺疾患モデルの特性を Fig.1 に示すが、組織学的・呼吸生理学的・肺傷害の程

度何れも認めており、我々のプロトコールにて高い再現性を持った病態モデルを形成すること

が示された。 

  



 

本モデルを用いて肺胞洗浄液 (BALF)中の MVを測定したところ (Fig.2)、BALF 中肺胞マクロフ

ァージ由来（AM-derived）MV は、全ての週において BPD 群と Ctrl 群で有意差を認めなかったが

（図 b）、好中球由来（PMN-derived）MV は 1週時点から BPD 群で有意に増加していた（図 a）。 

  

上記の結果より、BPD 群において高酸素暴露後早期から継続して肺胞内 PMN の著明な活性化が認

められた。BALF 中の PMN 由来 MV は新規バイオマーカーとして臨床応用できる可能性に加え、そ

の内容物の解析を通して BPD 発症機構を明らかにできる可能性があると考えられる。 
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