
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２５年 ６月 ５日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：急性肺損傷/急性呼吸促迫症候群(ALI/ARDS)は肺内に過剰に集積した

好中球による組織破壊が主たる病態であり、晩期には線維増殖も起こり、依然として薬物療法

は確立していない。本研究では HO-1 の活性化能を指標として天然に存在する各種フラボノイ

ドを用いた ALI/ARDS に対する最初の薬物療法の開発を目指し、その基礎的検討を行った。そ

の結果、フラボノイドのひとつであるケルセチンは転写因子 Nrf2-HO-1 の系を活性化させ肺傷

害を抑制することが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：Tissue destruction by activated neutrophils invading in the lungs is important 

in the pathogenesis of acute lung injury/acute respiratory distress syndrome (ALI/ARDS).  Pulmonary 

fibrosis or restoration of the normal pulmonary architecture occurs after ALI/ARDS, and there is no 

specific therapy available yet in preventing and/or treating ALI/ARDS.  In this study, we showed that 

quercetin, one of the flavonoids, suppressed lung damage via Nrf2-HO-1 pathway and the possibilities 

of using flavonoids to develop drug therapy for ALI/ARDS. 
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１．研究開始当初の背景 

ALI/ARDS は現在でも 3～4 割が死亡する
が有効な薬物療法は確立されておらず、全身
管理や呼吸管理が治療の中心を占める疾患
である。急性期にはびまん性肺胞損傷を特徴
的な組織学的変化とし、また晩期には肺胞隔
壁や肺胞管にまで及ぶ線維増殖を伴う疾患
である。その発症機序には好中球から
respiratory burst の結果として放出される活性
酸素やタンパク質分解酵素が中心的な役割

を果たすと考えられている。タンパク質分解
酵素阻害剤をはじめ確実な効果のある治療
薬の確立は喫緊の課題である。我々はフラボ
ノイドの抗アレルギー作用を検討する中で
フラボノイドが HO-1 を活性化、ならびに発
現誘導する新規作用機序を明らかにし報告
した(Matsushima M, et al. Inflamm Res, 2009, 

Hirose E, et al. Inflammation, 2009)。ALI/ARDS

において HO-1 はすでに防御的に働くことが
報告されており、フラボノイドが肺胞上皮細
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胞や線維芽細胞に HO-1 を発現誘導し活性化
させれば肺の組織傷害を十分に軽減できる。 

フラボノイドは野菜や果実に含まれる 4000

種以上もある天然の機能性成分であり、その
一部は抗酸化作用を代表とする細胞保護作
用に期待してサプリメントとしても用いら
れるなど、生体に用いるうえで大きな問題は
ない。ケルセチンを中心に修飾部位等の異な
る 10 種以上のフラボノイドを用いて肥満細
胞の脱顆粒に及ぼす抑制効果を検討したと
ころ、HO-1 の活性化や発現誘導能と抗アレ
ルギー作用に相関が見出されている。
ALI/ARDS の病態において肺局所でより効果
的に HO-1 を誘導するフラボノイドが同定で
きれば実際の治療に十分に応用可能である
と考える。予備実験で肺胞上皮細胞ならびに
線維芽細胞においてフラボノイドの一種で
あるケルセチンが用量依存的に HO-1 を誘導
可能であることを確認した。さらにケルセチ
ンが活性酸素による肺胞上皮の傷害を抑え、
またサイトカイン誘導性の膠原線維増生を
抑制することも予備的に確認した。 

 

２．研究の目的 

急 性 肺 損 傷 / 急 性 呼 吸 促 迫 症 候 群
(ALI/ARDS)は肺内に過剰に集積した好中球
による組織破壊が主たる病態であり、活性酸
素やタンパク質分解酵素などが組織破壊の
中心的役割を果たす。また晩期には線維増殖
が起こり、現在依然として薬物療法は確立し
ていない。我々は抗酸化作用を持つフラボノ
イドが heme oxygenase 1(HO-1)を介して作用
することを見出し報告した。さらに予備実験
でフラボノイドが活性酸素による肺胞上皮
の傷害や膠原線維の増生を抑制することを
確認している。本研究では HO-1 の活性化能
を指標として各種フラボノイドを通して
ALI/ARDS 治療薬としての可能性を検討し、
薬物療法を開発することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 in vitroでの検討には細胞はマウス肺胞上
皮細胞株 LA-4 細胞、マウス線維芽細胞株
NIH-3T3細胞を用いた。肺胞上皮細胞株の場
合は実際のALI/ARDSの病態では肺胞内に浸
出した好中球や活性化された肺胞マクロフ
ァージからの活性酸素種が傷害を及ぼす大
きな要因であると考え、過酸化水素曝露によ
る細胞の傷害について、線維芽細胞の場合に
は TGF-β による膠原線維産生についてケル
セチンの傷害抑制効果を検討した。また、そ
れぞれの系で実際に HO-1 の作用が細胞保護
作用のどの程度を担っているかを HO-1 の阻
害剤を用いて検討した。さらにケルセチンが
どのような細胞内シグナル伝達系を抑制し
最終的な細胞保護作用を発揮しているかウ
エスタンブロット法を中心に検討した。 

 ex vivo、in vivo の検討には BAL(気管支肺洗
浄)により得た肺胞マクロファージおよび
LPS(lipopolysaccharide)の気管内投与による
ALI/ARDS モデルマウスをそれぞれ用いて、
ケルセチンの細胞保護作用および HO-1 の関
与について検討した。 

 

 
４．研究成果 
(1) フラボノイドによる HO-1 誘導能ならび
に細胞保護作用について in vitro での検討 

はじめに LA-4 細胞および NIH-3T3細胞に
ついてケルセチンは転写因子 Nrf2 の活性化
を介して HO-1 の発現を誘導することを確認
した (Fig. 1)。また、ケルセチンは LA-4 細胞
の場合は過酸化水素曝露による細胞の傷害
を、NIH-3T3細胞の場合は TGF-β 刺激による
collagen I の発現および産生を抑制した。さら
に、ケルセチンは HO-1 の発現増強を介して
これらの抑制効果を示すことが明らかとな
った (Fig. 2)。以上の研究結果ついては Am J 

Respir Cell Mol Biol.の 2011年 5月号(44

巻:614-20)、Biochem. Biophys. Res. Commun.

の 2012 年 1 月号(417 巻:169-74)に報告した。 

 

(2) フラボノイドによる HO-1 誘導能ならび
に細胞保護作用について ex vivo および in 

vivo での検討 

はじめに in vitroの検討で得られた知見を
もとにALI/ARDSの病態でも問題となる活性
化肺胞マクロファージを用いてケルセチン
による HO-1の発現誘導について ex vivoの系
で検討した。マウスより BAL(気管支肺洗浄)

にて得られた肺胞マクロファージにおいて、
ケルセチンが HO-1 の発現を増強することを

A B

Fig. 2 ケルセチンのHO-1を介した抑制作用
A) H2O2刺激による細胞傷害に対するケルセチンの効果（LA-4細胞）
B) TGF-β刺激によるコラーゲン産生に対するケルセチンの効果（NIH-3T3細胞）

B

Fig. 1 ケルセチンによるHO-1の発現誘導およびNrf2の核内移行
A) LA-4細胞 B) NIH-3T3細胞
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確認した (Fig. 3)。 

 

次に実際に ALI/ARDS について in vivoの系
でケルセチンの効果を確認するために、
ALI/ARDS モデルマウスを作製し、肺の wet 

lung-to-body weight ratio、H&E 染色による病
理組織所見の炎症の重症度を確認し、モデル
マウス作製の系を確立した (Fig. 4)。 

作製した ALI/ARDS モデルを用いて、
ALI/ARDS に対するケルセチンの効果を確
認するために、まず吸入や点鼻、気管内投与
などの投与法による組織保護効果を、HO-1

誘導能や BAL中の肺内細胞分画、TNFαをは
じめとするサイトカインの発現抑制能によ
り検討し、この結果をもとに、LPS の気管内
投与によるALI/ARDSモデルマウスを作製し、
肺傷害の改善が見られるか検討した。生体で
観察されるケルセチンの組織保護作用は決
して強いものではなかったが、LPS による肺
傷害に対して肺の wet lung-to-body weight 

ratio においては有意差をもって、傷害の進行
を抑えていた。本研究で用いたケルセチンに
よるALI/ARDSの肺傷害抑制効果は決して強
いものではなかったが、異なるフラボノイド
が薬物治療候補となる可能性は十分に考え
られ、今後も検討する予定である。 
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