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研究成果の概要： 

高酸素投与によるマウスＡＲＤＳモデルをＰＹＫ２欠損マウスに作成したところ、野生型と比

べ肺障害の著しい抑制があった。そのメカニズムとして、ＰＹＫ２欠損により、ＮＡＤＰＨ－

Ｏｘｉｄａｓｅ由来の活性酸素の発現の抑制、サイトカイン産生の抑制による炎症反応の軽減

が見られた。さらにアデノウイルスベクターを利用して PYK2-SiRNA を作成し野生型マウスに経

気道的に投与したところ、肺障害の抑制が得られた。 
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  年度  
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１．研究開始当初の背景 

ARDS/ALI は重症感染症などを契機に急性の

経過で発症し、活性酸素がかかわる肺の炎症

と透過性亢進が原因である。その致死

率は 40～70％と高いが、いまだ本質的

な治療は開発されていない。私達は今



までに高濃度酸素肺損傷モデルによる ARDS

モデルで、１）高酸素暴露が肺胞マクロファ

ージを活性化し活性酸素の産生をもたらす、

その酸化ストレスがサイトカイン・ケモカイ

ンの産生を誘導し ARDS発症につながること、

２）抗酸化剤、N-acetylcystein、特異的 iNOS

阻害剤  ONO1714 、あるいは thiredoxin 

transgenic マウスを用いた実験で、抗酸化シ

ステムの賦活化が肺傷害を改善すること 

を示してきた 

一方、非受容体チロシンキナーゼである

PYK2 は、酸化ストレスで強い活性化をうける

ことが知られてきた（J.Biol.Chem 277 

48152-48157 2002）。すなわち PYK2 は、イン

テグリンや各種成長・遊走因子の刺激で活性

化を受けるほか、活性酸素を始めとする様々

な物理的、化学的ストレスで活性化を受け、

ストレス環境下での細胞遊走や細胞生存に

重要な役割を果たす。また逆に、サイトカイ

ンやアンギオテンシン刺激により PYK2 活性

は上昇し, その PYK2 の作用により活性酸素

の産生が誘導され、PYK2 選択的阻害剤 

tyrphostin A9 の投与や Dominant Negative 

PYK2 の過剰発現で PYK2 作用を抑制すると活

性酸素の産生がほぼ完全に抑制されること

が明らかとなった。さらに共同研究者の沖垣

は PYK2 ノックアウトマウスを作成し、同マ

ウスではマクロファージなどの炎症細胞の

ケモカインに対する遊走機能が低下してお

り、カラギナン皮下投与による炎症モデルに

おいて、 炎症所見が有意に軽度であったこ

とを報告している。肺は PYK2 が高発現して

いる臓器であり、肺胞上皮細胞、血管内皮細

胞のほか、障害肺では浸潤炎症細胞でその発

現が顕著である。 肺は血中の好中球の

marginated pool として正常でも大量の好中

球を毛細血管網に保持しており、また ARDS

の発症には肺マクロファージや好中球の働

きが極めて重要である。このことより

私達は PYK2 に着目し、PYK2 が酸化ス

トレス刺激で活性化され、サイトカイ

ン・ケモカイン発現誘導を介し ARDS

発症に重要な役割を果たすことを予

想し、PYK2 作用の抑制は、活性酸素が

障害の発端である高濃度酸素誘発

ARDS を軽減するという仮説にいたっ

た。 

 

 

 

 

２．研究の目的 

ＰＹＫ２がＡＲＤＳの炎症反応に中

心的役割を果たすことを証明し、さら

にＰＹＫ２の制御によるＡＲＤＳの

新たな治療法を開発する。 

 

 

３．研究の方法 

ＰＹＫ２の遺伝子欠損マウスに高酸

素暴露によるＡＲＤＳモデルを作成

し、ＡＲＤＳの病理像が抑制されるこ

とを確認し、さらにその分子メカニズ

ムを追求した 



次Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓを利用して、ＰＹＫ

２のＳｒＲＮＡを系気道的に導入するシス

テムを開発しＡＲＤＳ病変の抑制を目指し

た。 

詳細には下記の実験を行った。 

７２時間高濃度酸素曝露による死亡率と、組

織学的に単位肺胞隔壁面積あたりの炎症細

胞浸潤および肺損傷を調べ、TUNEL 染色に

よる検討で肺胞上皮、血管内皮細胞のアポト

ーシスを行った。 

また PYK2 欠損マウスでの酸素暴露４８時

間目における肺の炎症性サイトカイン・ケモ

カインである IL-1β、MIP2 の発現を、

RT-PCR 法による検討を行った。 

高濃度酸素暴露肺で、PYK2 の活性化を調べ

た 

野生型マウスでの、高濃度酸素暴露肺で肺胞

マクロファージでの Rac/NOX の活性化、活

性酸素の産生の誘導と引き続く酸化ストレ

ス感受性転写因子 NFκB 活性化、炎症性サ

イトカイン・ケモカイン産生、JNK/Caspase

３系活性化による細胞死の誘導などを調べ

た。 

高酸素暴露により PYK2 と同様の作用を行

う酸化ストレス感受性チロシンキナーゼ Src

の活性化をしらべる 

選択的 PYK2 阻害薬である Tyrphostin A9、

とPYK2の下流でPYK2と同様の作用機序を

持つ酸化ストレス感受性チロシンキナーゼ

Src の阻害薬である PP1 の投与で、それぞれ

肺障害の抑制を確認する。 

small interfering PYK2 Duplex RNAを開発

し、アデノウイルスを使用して経気道的に投

与することで高濃度酸素肺損傷が軽減され

る。 

 

 

 

 

４．研究成果 

 

ＰＹＫ２は活性酸素で活性化を受け、

かつ活性酸素の産生も促進することを

高酸素モデル肺において確認した。 さ

らにPYK2欠損マウスにおいて高濃度酸

素負荷によるARDSの発症が抑制されう

るかどうか検証を試みた。 

研究により高濃度酸素暴露による

ARDS の発症には PYK2 が必須であるこ

とを、PYK2 の遺伝子欠損マウスでは

ARDS がほぼ完全に抑制されることで

証明した。すなわち、高濃度酸素曝露

による死亡率が、野生型では１００％

死亡するのに対し、PYK2 欠損マウスで

は０％（各グループ n=12）と、高酸素

暴露に顕著な抵抗性をしめした。組織

学的にも単位肺胞隔壁面積あたりの

炎症細胞浸潤は軽く（p<0.005, n=10）

肺損傷は軽微であり、TUNEL 染色によ

る検討で肺胞上皮、血管内皮細胞のア

ポトーシスがほぼ完全に抑制されて

いた。 

また PYK2 欠損マウスでの酸素暴露４

８時間目における肺の炎症性サイト

カイン・ケモカインである IL-1β、

MIP2 の発現が、RT-PCR 法による検討

でほぼ完全に抑制されていた。 

ＰＹＫ２欠損マウスでは、高濃度酸素

暴露肺で肺胞マクロファージでの

Rac/NOX の活性化、活性酸素の産生の

誘導と引き続く酸化ストレス感受性

転写因子 NFκB 活性化、炎症性サイト

カイン・ケモカイン産生、JNK/Caspase

３系活性化による細胞死の誘導が起

こるが、PYK2 ノックアウトマウスで

は,Rac/NADPHOxidase 活性化、活性酸



素の産生、転写因子の活性化、サイトカイン

の産生、及び Caspase3 活性がいずれも極め

て減弱していた。 

野生型マウスでは高酸素暴露により PYK2 と

同様の作用を行う酸化ストレス感受性チロ

シンキナーゼ Src の活性化も起こるが、PYK2

ノックアウトマウスでは、Src の活性化が抑

制されていた 

選択的 PYK2 阻害薬である Tyrphostin A9、と

PYK2 の下流で PYK2 と同様の作用機序を持つ

酸化ストレス感受性チロシンキナーゼ Srcの

阻害薬である PP1 の投与で、それぞれ肺障害

が抑制された。 

small interfering PYK2 Duplex RNAを開発し、

アデノウイルスを使用して経気道的に投与し

た。まず２９３細胞を利用し、組み替えウイ

ルスを１０－７乗個まで増幅させたあと、経

気道的投与に投与し感染させ、PYK2の発現へ

の影響をウエスタンブロットで確認を行った。 

ついで、高濃度酸素肺損傷が軽減されること

を病理組織学的解析にて確認した。さらに野

生型に比べ肺障害後の生存時間が延長した。 
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