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研究成果の概要（和文）： 

本研究では閉塞性肺疾患（COPD）の病態形成に関わる樹状細胞や上皮細胞や炎症性細胞由来
のサイトカイン、プロテアーゼの産生に対する活性化プロテイン C(APC)とトロンボモジュリ
ン(TM)の抑制効果が認められた。また、マトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)-2 及びトラン
スフォーミング増殖因子(TGF)β1 トランスジェニック(TG)マウスを作成し、COPD に TGFβ1 と
MMP-2 の関与が認められた。In vivo 実験では TGFβ1 と MMP-2 による肺病変に対する APC と
TM の抑制効果の検討は現在進行中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the present investigation, activated protein C (APC) and thrombomodulin (TM) showed 
significant suppressive activity on the expression of cytokines and proteases from 
dendritic cells, alveolar epithelial cells and inflammatory cells. In addition, we 
succeeded in the design and development of human transforming growth factor-β1 (TGFβ1) 
and human metalloproteinase-2 (MMP-2) transgenic mice, and demonstrated the involvement 
of both TGFβ1 and MMP-2 in the pathogenesis of COPD. Further, we are currently carrying 
out several in vivo studies to demonstrate the effect of APC and TM on the pulmonary lesions 
induced in both TGFβ1 and MMP-2 transgenic mice. 
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１．研究開始当初の背景 
COPDの予後は極めて悪く、現在の治療は対症
治療が中心であり、根本的な治療法は確立さ

ていない。COPDの病態には T 細胞や好中球や
マクロファージの活性化、炎症性サイトカイ
ンやプロテアーゼの過剰分泌、ガス交換の主
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体となる細胞のアポトーシスの増加、結合組
織マトリックスの破壊、さらに血液凝固と免
疫異常などが関与している。我々は、以前か
ら炎症性疾患における血液凝固因子の役割に
注目し、特に気管支喘息や特発性間質性肺炎
などの呼吸器領域での炎症性疾患において、
組織因子やトロンビンなどがその病態形成に
重要な役割を果たしていることを報告してき
た。さらに抗凝固因子であるトロンボモジュ
リン（TM）及び活性化プロテイン C(APC)が免
疫制御作用と抗炎症作用を有することを見い
だし、気管支喘息、特発性間質性肺炎などの
慢性炎症性肺疾患におけるTMとAPCの臨床的
意義とマウスモデルの治療効果を明らかにし
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、COPDの治療薬としての凝固制御
因子・抗炎症因子である TM及び APC の有用性
を検討するため、肺動脈内皮細胞、肺胞上皮
細胞、肺胞マクロファージ、単球、リンパ球、
樹状細胞などを用いた in vitro 実験でタバ
コ喫煙の刺激による細胞の活性化、炎症性サ
イトカインの産生に対する効果を検討した。
さらに thrombin-activatable fibrinolysis 
inhibitor (TAFI)、TGFβ1, MMP-2 などの遺伝
子組み換マウスも利用した COPD モデルマウ
スでの in vivo実検によって、COPD における
凝固性因子の炎症･アポトーシス･免疫応答･
肺組織傷害などに対する抑制的効果を検討し
た。 
 
３．研究の方法 

○1  炎症性サイトカインの発現に及ぼす
煙草抽出物と APCの影響：人由来の肺胞上皮
細胞（A549）･単球（THP-1）の細胞株も実検
に用いた。各々の細胞は煙草抽出物と APC 及
び TM で培養し、TNF-α、IL-1β、MCP-1、IL-6
などの炎症性サイトカインと MMP-2 の産生を
ELISA 法と PCR法で検討した。 

○2  樹状細胞の分化・活性化に対する煙
草抽出物と APCの影響：野生型マウス由来樹
状細胞は骨髄から分離する。細胞は APC、リ
ポポリサッカライド(LPS)又は煙草抽出物で
培養し、MHCII、CD86 などの発現を検討した。 

○3  TGFβ1 及び MMP-2 トランスジェニッ
クマウの作成：マイクロインジェクション法
により TGFβ1及び MMP-2発現コンストラクト
を導入した C57BL/6J マウスの受精卵から、
トランスジェニックマウスのファウンダー候
補となる産子を得て、サザン解析によるジェ
ノタイピングを行い、トランスジェニック
（TGFβ1及び MMP-2 TG）マウス、ファウンダ
ー個体を同定した。 

 
○4  喫煙誘発 COPD マウスの作製と解析： 

C57BL/6野生型マウスに毎日 30分、一日６回、

３ヶ月間喫煙を暴露させ、肺気腫モデルを作
製する。Whole body plethysmography (Buxco
社製)を用いて呼吸機能を測定し、血液、気管
支肺胞洗浄液、肺組織を採取する。血液、気
管支肺胞洗浄液中の TNF-α、IL-1β、MCP-1
などの炎症性サイトカイン量、好中球、肺胞
マクロファージの数、組織学的変化で急性肺
傷害の程度を評価する。 
 
４．研究成果 

○1 タバコ煙水抽出物の刺激により肺胞上
皮細胞、血管内皮細胞からの炎症性サイトカ
インと凝固系活性化因子の産生が亢進される
ことが明らかになった。また、TMと APCは煙
草抽出物の刺激による A549 細胞、THP-1 細胞
からの炎症性サイトカイン、MMP2 の産生を抑
制した。 
  
 
 
 
 
 
 

 
 

 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
○2 In vivo実験ではタバコ煙水抽出物の吸

入により気管支肺胞洗浄液中の組織因子と炎
症性サイトカインの濃度が高値であった。 
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