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研究成果の概要（和文）：　本研究課題において我々が新たに同定した肺内の「CD45陰性ALDH高発現細胞」は、
マウス肺線維症発症に伴い減少すること、さらに細胞治療のツールとして肺に投与することでマウス肺線維症を
改善し死亡率を低減させることを世界で初めて明らかとした。
　肺内の「CD45陰性ALDH高発現細胞」量と肺線維症の程度の間には強い関連が認められ、「CD45陰性ALDH高発現
細胞」を投与されたマウスでは炎症性サイトカインが減少することで線維化を抑制しているものと考えられた。
この「CD45陰性ALDH高発現細胞」を用いた細胞治療は、今日までいまだ有効な治療法のない肺線維症に対する新
たな治療方法として有望である。

研究成果の概要（英文）： We have shown that the newly identified CD45-negative ALDH bright cells in 
the lung are reduced with the onset of murine pulmonary fibrosis in lung, and that they can be a 
novel tool for cell therapy to ameliorate pulmonary fibrosis and it's mortality when administered to
 the lung.
 There was a strong association between the amount of lung CD45-negative ALDH bright cells and the 
extent of pulmonary fibrosis. Additionally, mice treated with CD45-negative ALDH bright cells showed
 suppress fibrosis by reducing inflammatory cytokines. This cell therapy could be a new treatment 
for pulmonary fibrosis, for which there is no effective treatment available to date.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： 肺線維症　組織幹細胞　ALDH　間質性肺炎
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　肺線維症は、有効な治療法がなく生命予後の著しく不良な難治性疾患である。そのなかでも今日に至るまで原
因が明らかとされていない特発性肺線維症については、その病態を解明するため多方面からの様々な取り組みが
なされており、「肺組織幹細胞の機能不全」が肺線維症を悪化させるメカニズムの1つとして提唱されている。
　本研究を通じて全く新たなアプローチで同定・採取されたマウス肺組織幹細胞であるCD45陰性ALDH高発現細胞
による細胞治療は、現在に至るまで有効な治療法のないヒト肺線維症に対する新規細胞治療のツールへと発展が
期待できる。

※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 
肺線維症は、有効な治療法がなく生命予後の著しく不良な難治性疾患である。そのなかでも今

日に至るまで原因が明らかとされていない特発性肺線維症については、その病態を解明するた
め多方面からの様々な取り組みがなされており、「肺組織幹細胞の機能不全」が肺線維症を悪化
させるメカニズムの 1 つとして提唱されている。 
 Aldehyde dehydrogenase (ALDH) は造血系、神経系、間葉系、内皮系など様々な系統の細胞
において幹細胞/前駆細胞などの未分化な細胞集団で高い発現を示すことが知られており、これ
ら ALDH 高発現細胞 (ALDHbr: ALDH bright cells)は特定の試薬およびフローサイトメーター
を用いることで、同定・分離することが可能になっている。このことから ALDH 発現を指標と
することで、特発性肺線維症の原因の 1 つである可能性が指摘されている肺組織幹細胞を効率
よく検出できる可能性があるが、肺が障害され肺線維症に至る過程で、肺における ALDHbrがど
のような挙動を示すのかはいまだ明らかとされていない。 
 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、正常マウスおよびブレオマイシンを気管内投与して肺線維症を誘導したマウ

スにおいて肺組織中に ALDHbrが検出可能かどうかを明らかとするため、予備実験を行った。全
肺細胞の 1%程度が高い ALDH 活性を示したが、コントロールである正常マウス肺およびブレ
オマイシン線維症肺でこの ALDHbrの割合には有意な差を認めなかった。しかし、ALDHbrの割
合を血球系細胞表面マーカーである CD45 発現別に検討したところ正常肺と比較して線維症肺
では CD45 陽性の血球系 ALDHbrが有意に増加するのに対して、CD45 陰性の非血球系 ALDHbr

は有意に減少していた。 
以上の予備実験から CD45 陰性 ALDHbr は線維症肺の修復に利用されて減少した可能性があ

るとの仮説を立てた。この仮説に基づき、本研究は CD45 陰性 ALDHbr が線維症肺の修復に有
用かどうかを明らかとする目的で行った。 
 
 
３．研究の方法 
本研究に関わる実験は承認された実験計画書に基づき「広島大学動物実験等規則」に従い、広

島大学附属動物実験施設において実施した。動物実験には７～10 週齢雌の C57BL/6 マウス野生
型マウスを用い、「ブレオマイシン肺線維症マウス」は、経気道的に PBS に溶解したブレオマイ
シン 2.5mg/kg を投与して作製した。これらの動物モデルを用い、以下の方法で実験を行った。 
 
1) 肺線維症に対する CD45 陰性 ALDHbr 移入による細胞治療効果の検討 
前述の背景および予備実験結果から肺線維症がおきる過程で CD45 陰性 ALDHbr が肺線維症

の修復に利用されて減少した可能性がある。したがって、この細胞を採取し線維症肺に移入して
補充することで肺線維症が改善することが期待される。 
具体的な方法としては、正常ドナーマウス肺から CD45 陰性 ALDHbr をフローサイトメータ

ーでソーティング採取しあらかじめ作成しておいた別のレシピエント肺線維症マウスのブレオ
マイシン投与 2 日後に 1x105 cells を尾静脈から投与する。コントロール群としては PBS ない
しは CD45 陰性低発現細胞 (ALDHdim)を投与し、1-2 週間後に各群で肺を採取して肺線維症の
程度を指標として治療効果の有無を評価する。 
本計画の問題点としては採取可能な CD45 陰性 ALDHbr が少なくソーティング採取に時間が

かかることが挙げられる。この問題を解決するためあらかじめ CD45 陽性細胞を磁気標識し磁
気的に分離除去するプレデプリーションを行うことで、ソーティング採取時間を大幅に軽減可
能であると考えている． 
 
2) 線維症肺での CD45 陰性 ALDHbr の経時的な動態の解析 (量的評価) 
予備実験では CD45 陰性 ALDHbr が線維症肺で減少する傾向が示唆された。この CD45 陰性

ALDHbrが、線維症肺で実際にどのような挙動を示すのかを明らかとするための経時的な量的評
価を行う。 
具体的な方法としては、ブレオマイシンを経気道的に投与して肺線維症を誘導した C57BL/6

マウス (肺線維症群) およびコントロールとして PBS のみを経気道的に投与したマウス (コン
トロール群) を用いて、全肺細胞をフローサイトメーターにより分析する。両群に CD45 陽性お
よび陰性 ALDHbr が検出されることは前述のとおりであるが、これら CD45 陽性および CD45
陰性 ALDH 高活性細胞の肺内での数を肺線維症誘導前、誘導 1、2 週後と経時的に測定する。  

 
3) 肺線維症改善に関わる CD45 陰性 ALDHbr 分画の検出 (質的評価) 
前項 1) の研究項目において CD45 陰性 ALDHbr が肺線維症の改善に関わることが明らかと

なれば、この CD45 陰性 ALDHbr に肺線維症を改善しうる肺組織幹細胞が含まれることが期待
される。本研究項目ではこの CD45 陰性 CD45 陰性 ALDHbr の分化能を指標とした質的検討を
行い肺線維症改善に必須の分画を見出すことを計画する。 
具体的な方法としては、CD45 陰性 ALDHbr および CD45 陰性 ALDHdim 分画をそれぞれソ



ーティング採取し細胞増殖能、コロニー形成能、および分化能 (間葉系分化能として脂肪細胞な
どへの分化能) を比較検討することで CD45 陰性 ALDHbr が間葉系幹細胞としての性質を有す
るかどうかを明らかにする。またフローサイトメーターを用いて分析した CD45 陰性 ALDHbr

を他の表面抗原マーカーでさらに分離検討する。間葉系幹細胞は、通常骨髄などから採取され培
養デッシュに付着する細胞分画である。なお骨髄間葉系幹細胞は、CD45 陰性/PDGF receptor α 
(PDGFRα)陽性 /Sca1 陽性のフェノタイプにより分離可能であり、CD73/90/105 に陽性で
CD34/45 などに陰性との報告があるが、肺組織における間葉系幹細胞のマーカーになり得るか
どうかは明らかでない。 
 
 
４．研究成果 
1)  肺線維症に対する CD45 陰性 ALDHbr 移入による細胞治療効果の検討 
まず予備実験で得られた結果である CD45 陰性/ALDHbr がコントロールマウスと比較してブ

レオマイシンにより肺線維症を惹起された個体で減少していることが再現性をもって確認され
た。次に研究計画に従い CD45 陰性/ALDHbrおよび CD45 陰性/ALDHdim 分画の細胞をフローサ
イトメーターで採取した。予想された通り肺における CD45 陰性/ALDHbrは 1%弱と非常に稀な
集団であり効率良く大量に採取することが困難
であった。そこで様々な表面抗原マーカーと磁気
標識を用いてnegative selectionによるプレデプ
リーションを行い不要な細胞を除去することで
CD45 陰性/ALDHbr を効率よくソーティングす
る方法を確立した。 
別に作成した肺線維症マウスに対し CD45 陰

性/ALDHbrまたはCD45陰性/ALDHdimないしは
PBS を経尾静脈的に投与したところ、CD45 陰
性/ALDHbr を投与した群でのみ線維化の指標で
あるハイドロキシプロリンの低下および肺線維
症マウスの生存率改善が認められた (右図)。 

ALDHbr は ALDH 活性を検出するキットを用
いて染色することで採取するが、この染色は一時
的な GFP 類似の蛍光発光システムを利用しており発光自体は持続せず、ドナーとして野生型
C57BL/6 マウスを用いた場合、ドナー移植細胞とレシピエント細胞の識別は不可能であるとい
う問題点がある。そこで ALDHbr がレシピエントである肺線維症マウスの体内にどのような状
況で定着するかを可視化するため、mCherry 蛍光蛋白を核内に発現する遺伝子改変マウス 
(ROSA26 H2B-mCherry ノックインマウス [C57BL/6 マウスバックグラウンド] ) をドナーと
して利用したところ、尾静脈注射した ALDHbrが肺内に存在することを明らかとした。 
 
2) 線維症肺での CD45 陰性 ALDHbr の経時的な動態の解析 (量的評価) 
本研究項目ではこの肺線維症を改善させる分画である「CD45 陰性/ALDHbr が線維症肺でど

のような挙動を示すのか」を明らかとするための経時的な量的評価を行った。 
この研究項目の過程において CD45 陰性

ALDHbr は、間葉系表面抗原マーカーである
PDGFRα/CD140a、および上皮系表面抗原マー
カーEpCAM/CD326 によってさらに PDGFRα
陽性/EpCAM陰性、PDGFRα陰性/EpCAM陽性、
PDGFRα 陰性/EpCAM 陰性の 3 群に分類される
ことが明らかとなった (右図)。 
また肺線維症マウスではブレオマイシン投与

1 週間後から CD45 陰性 ALDHbr が有意に減少
するが、なかでも著しく減少している分画は
PDGFRα 陽性/EpCAM 陰性分画であることが明
らかとなった (下図)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3) 肺線維症改善に関わる CD45 陰性 ALDHbr 分画の検出 (質的評価) 
本研究項目では CD45 陰性 ALDHbrの増殖能、分

化能を指標とした質的検討を行い肺線維症改善に
必須の分画を見出すことを計画した。 
各分画をソーティングしたのち増殖をみた検討

で CD45 陰性 ALDHbrは、他の細胞分画 (CD45 陽
性や CD45 陰性 ALDHdim)と比較して明らかに増殖
能に富み (右図)、高いコロニー形成能を有し、一部
は脂肪細胞など間葉系の細胞に分化誘導が可能で
あった。ALDH のアイソザイム別に検討すると
CD45 陰性 ALDHbr は CD45 陰性 ALDHdim と比較
して ALDH1a 系統の mRNA を強く発現していた。 

CD45 陰性/ALDHbr のなかでさらに PDGFRα 陽
性/EpCAM 陰性、PDGFRα 陰性/EpCAM 陽性、
PDGFRα 陰性/EpCAM 陰性の 3 群を比較すると、
これら増殖能および分化能に最も富む分画は PDGFRα 陽性/EpCAM 陰性分画であった。 
この CD45 陰性/ALDHbr/PDGFRα 陽性

/EpCAM陰性分画の割合のみが、肺の線維
化の指標であるハイドロキシプロリン値
と有意な負の相関を示すことを明らかと
した (右図)。 
上述のように、Day0 にブレオマイシン

で肺線維症を誘導したマウスに対して
Day2 に CD45 陰性 ALDHbrを静注するこ
とで肺線維症の抑制および死亡率の抑制
が得られたが、この CD45 陰性 ALDHbrを
静注したマウスでは肺線維症に際して減
少 す る マ ウ ス の CD45 陰 性
/ALDHbr/PDGFRα 陽性/EpCAM 陰性分画の回復が得られた (下図)。 

 
 
 
以上の検討から CD45 陰性 ALDHbr なかでも

PDGFRα陽性/EpCAM陰性の分画がブレオマイ
シン肺線維症を抑制する主要な細胞群であり、
今日までいまだ有効な治療法のない肺線維症に
対する有用な細胞治療のツールであることを明
らかとした。 
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