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研究成果の概要（和文）： 

人工呼吸誘発肺傷害（VILI）の予防を最終目標とし、①培養細胞に過伸展模擬ひずみを加え

た実験による IL-6 タンパク産生と遺伝子発現解析の時系列解析の結果から、カルシウムイオン

濃度を起点とする機械的伸展から IL-6 産生に至る候補経路を推定した。②臨床において VILI

の危険性を減らすと言われている呼気終末陽圧（PEEP）を模擬したひずみを用いた実験を行い、

PEEP によって IL-6 産生を抑制できる可能性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
The aims of this study were to elucidate the mechanism by which stretching induces 
expression of inflammatory mediators in normal human pulmonary artery endothelial cells 
(HPAEC) when subjected to cyclic stretching, and to examine the effects of PEEP-like 
cyclic stretch on the IL-6 protein production. The starting point of candidate pathways 
inducing gene expressions is Ca2+ concentration in the cells changed by cyclic stretching. 
The IL-6 protein was produced by excessive cyclic stretching, but its production was 
significantly suppressed by PEEP-like cyclic stretching. HPAECs would be protected by 
PEEP during mechanical ventilation even if the cells are excessively stretched.   
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１．研究開始当初の背景 
呼吸器疾患や開胸手術などの後に人工呼吸

器を装着した患者で呼吸状態が悪化するケー
スがある。人工呼吸下の病態は患者に大きく
依存するので、現在、最適な人工呼吸の設定
が困難な場合がある。 
 人工呼吸は呼吸器疾患治療、麻酔下・術後
の呼吸管理にきわめて有用であるが、人工呼
吸による肺の過伸展（過膨張）が、肺障害
（ ventilator-associated lung injury: 
VALI）を起こす場合があることがわかってい

る。Slutskyら（Slutsky et al., Am. J. Respir. 
Crit. Care Med, 1998）は、人工呼吸が肺障
害を引き起こすだけでなく、全身性に臓器障
害をもたらすという biotrauma理論を唱えた。
この理論によれば、人工呼吸による刺激によ
って、肺で炎症性サイトカインなど様々な物
質が産生、活性化され、肺だけではなく全身
の臓器までもが炎症反応を起こし、多臓器不
全に陥る。また Ranajeri ら（Ranajeri et al., 
JAMA, 2000）は、人工呼吸（PEEP［呼気終末
陽圧人工呼吸］併用）がサイトカイン濃度や
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患者の生存率に影響すると報告している。こ
れらに関連する死亡率は最近までは非常に
高かった（40〜60%）が，ここ数年で 30〜40%
に減少しており，人工呼吸法の改善および多
臓器不全（敗血症）の治療の向上によるもの
と思われる。しかし、依然としてその機序は
明らかではない。肺障害を防ぐことは、人工
呼吸からの早期離脱を促進させ、原疾患の予
後良好が望める。これは ICU や救急病棟の病
床利用率（ベッド回転率）の向上、患者を迅
速に受け入れる体制に貢献し、臨床において
きわめて大きい意義があると考えられる。こ
の肺障害の全体像が遺伝子レベルで解明さ
れれば、人工呼吸開始から離脱の過程で、肺
障害に関連する遺伝子発現傾向、および／あ
るいは、それに起因するサイトカインの産生
量変化を監視することで、状況に対応した人
工呼吸の設定が可能になると期待される。 

肺障害の先行研究では、肺胞上皮細胞に炎
症性サイトカインである TNF-α（腫瘍壊死因
子）と伸展刺激を加えた実験で、炎症反応関
連遺伝子の発現が、dos Santos ら （dos 
Santos et al., Physiol. Genomics, 2004） 
によって報告されている。また Konstantin
ら （Konstantin et al., Am. J. Physiol., 
2003） は、肺動脈血管内皮細胞に大小 2 種
類 の 伸 展 刺 激 を 与 え 、 Rho, 
proteinase-activated receptor （PAR-2）,
アポトーシス関与遺伝子が、大きい伸展のと
きに有意に発現することを示し、伸展の大き
さで添加した薬剤の効果と伸展刺激に対す
る細胞の防御機能が調節されることを報告
している。さらに Coplandら（Copland et al., 
Am. J. Respir. Crit. Care Med, 2003,2004, 
J. Cell. Phy., 2007）は、ラットを使用し
た in vitro, in vivo 実験で、高一回換気量
の人工呼吸に反応する遺伝子発現変化は早
い段階で起こること、胎児ラットの上皮細胞
で伸展による初期応答遺伝子発現の伝達経
路について報告している。しかし、これらの
研究では網羅的に遺伝子発現解析が行われ
ているものは少数で、特定の遺伝子群の発現
変化に注目している。また遺伝子発現データ
の詳細も公表されていない。 

一方、すでにWebbら（Webb et al., Am. Rev. 
Respir. Dis., 1974）によって PEEP が肺障
害を予防または減少させるという重要な役
割があると報告している。Tremblay ら
（Tremblay et al., J Clin Invest, 1997）
はラットの実験で，Ranajeri らは臨床デー
タより、人工呼吸（低一回換気量，高 PEEP）
では、炎症性メディエター（サイトカイン）
はより低値を示し、これが、多臓器不全の発
生やその結果患者の生存率改善に関与する
と報告しているが、依然としてこの機序も明
らかではない。 
 我々はこれまでに、培養細胞伸展装置によ

って、コラーゲン被覆シリコーン膜の培養プ
レート上で培養された肺胞動脈内皮細胞に
伸展刺激を加えてひずみを生じさせ、シリコ
ーン膜のひずみと細胞のひずみが一致する
ことを確認した（小林こず恵他、生体医工学、
47 巻 5 号）。また、12 時間以内の伸展実験に
おいて発現レベルが変化した遺伝子の中か
ら IL-1, IL-6 と IL-8 に注目し、IL-6 と IL-8
の発現が伸展刺激開始後 1時間以内でピーク
に達すること、IL-6 のタンパク質産生量が伸
展開始後一定時間（6時間以上）経過してか
ら有意に増加することを見出した。この結果
は、Copland らの報告に類似している。遺伝
子が伸展開始早期に発現したことは、伸展刺
激起因の障害は急性期に生じることを示唆
する。IL-6 のタンパク質産生量が伸展刺激 3
時間経過後から上昇し、6時間で有意に増加
することは、伸展刺激によるサイトカイン産
生の影響は 3時間以降に出現することが予想
される（仮説）。 
 
２．研究の目的 

VALI メカニズムの解明と VALI を予防する
人工呼吸の設定を最終目標とし、本研究では
in vitro の培養細胞伸展システムを用いて、
機械的伸展が肺動脈血管内皮細胞に与える
影響を明らかにする。遺伝子発現及びサイト
カイン産生の時系列解析によって、機械的伸
展からサイトカイン産生に至るシグナル伝
達経路を同定し、人工呼吸が肺障害を引き起
こす過程の遺伝子発現経路を予測する。 
(1) 研究背景の仮説を検証するため、伸展刺
激 1時間以内に発現が変化する遺伝子を見つ
け、それらと IL-6 を含む伝達経路（パスウ
ェイ）を検索する。さらに、伸展による影響
が早期に限定されるものか確認するために、
12 時間以上の伸展実験を行う。 
(2)(1)の実験条件に PEEP に相当する条件を
加え、(1)の実験結果と比較する。PEEPは VALI
の危険性を減らすと言われているので、PEEP
に相当する条件によって変化する伝達経路
は、VALI に関連する重要な伝達経路であると
考えられる。 
網羅的遺伝子発現解析を用いて、伸展刺激

と PEEP の肺細胞に及ぼす影響を統合的に研
究することは独創的である。 
刺激を単独あるいは複数同時に肺細胞に

加え、その結果に対して時系列的に網羅的遺
伝子発現解析を行い、炎症に至る遺伝子発現
のパスウェイを解明した先行研究はない。 
伸展と PEEP に関する伝達経路において炎

症性物質産生につながる伝達経路が見つか
れば、対症療法ではなく肺障害に至る前段階
で投薬や呼吸管理による肺障害発症の予防
（原因療法）が可能となる。そして結果とし
て人工呼吸からの早期離脱を促進させ、原疾
患治癒が期待できる。 



 

 

静止状態 伸展中

伸びひずみ

圧縮ひずみ

：細胞 ：伸びひずみ ：圧縮ひずみ

静止状態 伸展中

伸びひずみ

圧縮ひずみ

：細胞 ：伸びひずみ ：圧縮ひずみ：細胞 ：伸びひずみ ：圧縮ひずみ

３．研究の方法 
(1)研究全般にわたる実験条件 
①細胞播種：肺動脈血管内皮細胞を、コラー
ゲン被覆シリコーン膜の培養プレート上の、
細胞が設定どおりにひずむ範囲に播種し、増
殖させる。この手法を用いた、VILI に関係す
る伸展実験の報告がないので、本研究独自の
実験手法となる。肺動脈血管内皮細胞は、肺
での炎症性物質を肺のみにとどめるという
重要な役割を果たしている、入手可能なセル
ラインの肺細胞で唯一、正常細胞由来の培養
細胞である（肺胞上皮細胞は癌由来細胞）、
伸展装置で設定したひずみと等しいひずみ
が細胞に生じるという理由で選択した。 
②病理的人工呼吸模擬伸展（ひずみ 20％、周
期 15 回/分、方形波）：Tschumperin ら
（Tschumperin et al., Am. Rev. Respir. 
Care., 2002）は、伸展率 17～22％の伸展を
負荷して得られる 37～50％の細胞表面積の
増大が、細胞死の原因となることを示してい
る。これを受けて、Konstatin ら（Konstatin 
et al., Am. J. Physiol. Lung Cell Mol. 
Physiol., 2003）は、5%と 18%の伸展刺激を
負荷し、Shikata ら（Shikata et al., Exp. 
Cell Res., 2005）は、伸展刺激なしと 18%
伸展刺激負荷を行い、両方の研究ともそれぞ
れ伸展率 15%を超える機械的伸展を病理的伸
展と位置づけている。我々も、肺全体を一つ
の球体と単純化して考え、呼吸時の体積、面
積および長さの変化について肺気量分画か
ら検討し、生理的伸展を 10%、病理的伸展を
20%とした。さらに、研究で使用する培養細
胞伸展装置の最大伸展率は 20%であることか
ら、病理的人工呼吸を伸展率（ひずみ）20%
で模擬した。その他、PEEP 模擬ひずみを 3～
5％とした。また、方形波は PCV（pressure 
control ventilation）を模擬し、周期 15 回
/分は平均的な人工呼吸回数に相当する。 
③ひずみ：VALI に関与する肺構成細胞は、人
工呼吸によって伸びひずみと圧縮ひずみを
受ける（図 1）。PEEP 併用の場合は、圧縮ひ
ずみが大きく関与することになる。しかし、
研究で使用する培養細胞伸展装置が細胞に
負荷するひずみは伸びひずみに相当する。本
研究期間は、この伸びひずみによる影響に注
目して研究を進める。 
 
 
 
 
 
 
 

図 1．細胞が受けるひずみ 
 

 
 

(2) 病理的人工呼吸模擬伸展刺激による遺
伝子発現量と炎症性物質産生量の時系列的
計測 
伸展装置に培養プレートを装着し、病理的

人工呼吸模擬伸展（ひずみ 20％、周期 15 回/
分、方形波）を 1 時間または、12 時間以内、
12～48 時間負荷する。伸展実験中あるいは伸
展後の一定時刻（1時間以内の伸展実験：0, 10, 
30 分後、12 時間以内の伸展実験：0, 1, 3, 6, 
12 時間後、12 時間以上の伸展実験：12, 24, 
36, 48 時間後）で採取した細胞培養液上清か
ら IL-6 等の炎症性たんぱく質を定量する。
また同時刻で total RNA を抽出して網羅的遺
伝子発現解析（マイクロアレイ、リアルタイ
ム RT-PCR）を行い、遺伝子発現の変化を計測
した。得られた実験結果から、伸展刺激に対
する遺伝子発現量と炎症性物質産生量の関
係について評価を行う。 
(3)伸展刺激により発現量が変化した遺伝子
を含む伝達経路を探索 
 網羅的遺伝子発現解析（マイクロアレイ、
リアルタイム RT-PCR）で検出した遺伝子を多
く含む伝達経路を、KEGG を用いて探索を行う。
また、時間経過とともに、伝達経路の上流か
ら下流に発現変化が移行する現象も探索す
る。伝達経路のデータベースは必ずしも完全
ではないので、文献検索も行って、発現が変
化した遺伝子間の関係を調べる。検索結果か
ら機械的伸展から IL-6 タンパク産生に至る
候補経路を推定する。 
(4) 病理的人工呼吸模擬ひずみに PEEP 模擬
ひずみを加えた伸展刺激による炎症性物質
産生量の時系列的計測 
病理的人工呼吸+PEEPを模擬した12時間以

内の伸展刺激を負荷する。(2）の実験同様に
1時間以内、12時間以上の伸展実験を行った。        
伸展実験中あるいは伸展後の一定時刻（0, 1, 
3, 6, 12 時間後）で採取した細胞培養液上清
から IL-6 の炎症性たんぱく質を定量した。   
得られた実験結果から、伸展刺激に対する遺
伝子発現量あるいは炎症性物質産生量の関
係を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 病理的人工呼吸模擬伸展刺激による遺
伝子発現量と炎症性物質産生量の時系列的
解析 
 培養細胞に過伸展模擬ひずみを加えた実
験による IL-6 タンパク質産生量と遺伝子発
現解析（マイクロアレイ、リアルタイム
RT-PCR）の時系列解析の結果から、IL-6 タン
パク質産生量は、伸展開始 3時間がピークと
なり（図 2）、12 時間以上では有意な差が見
られなかった。IL-6 遺伝子は伸展開始前に比
べて有意に増加し（n=5、危険率 5%）、伸展開
始後 30 分でピークに達し（伸展開始前の約 4
倍）、その後減少したが、伸展開始後 3 時間



 

 

においても伸展開始前の 2 倍の値を示した
（図 3）。これらの結果より、過伸展刺激起因
の障害は急性期に生じることを示唆した（雑
誌論文(1)）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．12 時間伸展刺激による IL-6 タンパク
質濃度の時間変化（過伸展模擬ひずみ） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3. 伸展刺激によるIL-6遺伝子の発現の時
間変化 
 
(2) 機械的伸展から IL-6 タンパク産生に至
る候補経路 
いくつかの遺伝子をマイクロアレイ、リア

ルタイム RT-PCR によって IL-6 と同様に伸展
開始後 3時間まで測定した結果、EGR1, EGFR, 
COX2, CTGF, FOXC などが IL-6 よりも早く出
現した。 
 これらの結果と KEGG、過去の研究報告から、
カルシウムイオン濃度を起点とする伸展刺
激→Ca2+→EGR1→EGFR→COX2→IL-6 という信
号伝達経路と、伸展刺激→Na+/Ca2+exchanger
→CTGF→TGFB→FOXC→IL-6 という信号伝達
経路が存在する可能性があることが示唆さ
れた。 
 カルシウムイオン濃度を蛍光顕微鏡等に
よって確認すること、および候補経路内の特
定の遺伝子発現の阻害剤によって IL-6 発現
が阻止されることを確認することが、今後の
課題である。 
(3)病理的人工呼吸模擬ひずみに PEEP模擬ひ
ずみを加えた伸展刺激による炎症性物質産
生量の時系列的計測 
 培養細胞に過伸展模擬ひずみ+PEEP 模擬ひ
ずみを加えた実験による IL-6 タンパク質産
生量の時系列解析の結果から、IL-6 タンパク

質産生量は、過伸展模擬ひずみに PEEP を加
えると、細胞の IL-6 タンパク質産生量は過
伸展模擬ひずみ単独の場合よりも減少する
ことが示された（図 4）。つまり、PEEP を加
えることによって肺の過伸展時の IL-6 産生
を抑制できる可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 12 時間伸展刺激による IL-6 タンパク
質濃度の時間変化（過伸展模擬ひずみ+PEEP
模擬ひずみ） 
 
今後は、さらに過伸展模擬ひずみ+PEEP 実

験を進め、過伸展模擬ひずみに PEEP を加え
ることで、細胞の IL-6 遺伝子発現量とタン
パク質産生量が過伸展模擬ひずみ単独の場
合よりも減少することを検証する。過伸展模
擬ひずみ+PEEP 実験で、IL-6 遺伝子発現量あ
るいは IL-6 タンパク質産生量が減少する結
果が確認されれば、PEEP が VILI に関係する
遺伝子の発現を抑制、または、発現パターン
を変化（遅延）させる可能性がある。 
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