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研究成果の概要（和文）：本研究では全身にヒトmetalloproteinase-(MMP-)2 を発現するトランジェニック（TG）マウ
スを作製し、タバコ煙抽出物の吸引投与により、3週間程度の短期間で慢性閉塞性肺患(COPD)を高い確率で発症するこ
とが確認できた。本TGマウスを用いることにより、COPDに関する研究を飛躍的に発展させられる。また、本研究では、
COPDの発症に及ぼすNF-kappaB siRNAの吸入の効果を検討した。その結果、非投与のMMP-2 TGマウス群に比べ、NF-kapp
aB siRNAを投与したTGマウス群では気管支肺洗浄液中の総細胞数、肺組織中の炎症性サイトカインの発現が有意に高値
を示した。

研究成果の概要（英文）：In the present research project, we developed a novel metalloproteinase-(MMP-)2 
transgenic mouse that showed characteristic findings of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) 
after short-term exposure to inhaled cigarette smoke extracts. Wild type mice usually required exposure 
to cigarette smoke extracts of more than half-a-year to develop COPD typical findings in the lungs. In 
addition, this study evaluated the therapeutic usefulness of NF-kappaB siRNA in COPD using our present 
mouse model. Compared to control, intranasal administration of NF-kappaB siRNA significantly suppressed 
lung pathological changes, cell inflammation and inflammatory cytokines. The results of this study 
suggest the potential therapeutic usefulness of siRNA against NF-kappaB signal pathways in COPD.

研究分野：免疫学
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１． 研究開始当初の背景 
呼吸器科領域では、慢性炎症を来たす疾患お
よび病態は治療抵抗性及び難治性に結びつ
く。その中、慢性閉塞性肺疾患（Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease 、 以 下
COPD）は、極めて予後不良の疾患であり、
また決定的な治療法も無く、その治療法はほ
ぼ対症療法に留まる。COPDは主として喫煙
によって発生する慢性炎症性肺疾患であり、
近年、その罹患率は世界的に増加しており、
日本においてもその傾向が著しい。世界保健
機構の報告では COPD が世界の死亡原因の
第５位にのぼり、日本でも 2001 年の疫学調
査によればCOPDの患者数は 40歳以上の成
人の中で約 530万人と推定され、日本も欧米
と同様に高い COPD の有病率を示す。2020
年には世界の死因別死亡率の 3位になること
が推測されており、医療経済的にも負担の大
きな疾患である。一方、COPD において、
NF-Bの活性化によるTNF, IL-1, IL-6な
どの炎症性サイトカインがその病態形成に
重要な役割を果たしていることが報告され
ている。 
 
２．研究の目的 
COPDの治療薬としては、現在、気管支拡張
剤、ステロイド剤などの対症的な治療薬が用
いられているが、根本的な治療薬が確立され
てない。COPDの主な原因は喫煙であり、タ
バコ消費量が高い我が国では COPD は既に
増加傾向にあり、21世紀において COPDは
更に大きな社会問題となる可能性がある。従
って、特に日本では、新しいより有効な治療
法の開発が急務である。我々はこれまでに、
肺線維症や気管支喘息などの慢性炎症性肺
疾患モデルマウスを用いて、吸入 NF-B 阻
害剤が肺実質と気道の炎症を抑制すること
を見いだし、吸入 NF-B 阻害剤が慢性炎症
性肺疾患の治療に有効であることを明らか
にし報告してきた(Crit Care Med 2004)。本
研究ではこれまでの研究の成果をふまえて、
基本的にはタバコ煙暴露マウスを用いて
COPD モデルを作製し、NF-B 経路の細胞
内シグナル伝達機構に着目して、COPDの発
症に及ぼすNF-Bの吸入 siRNAの効果を検
討することとした。 
 
３．研究の方法 
ａ）MMP-2 トランジェニックマウスの作製：
C57BL/6J マウスから受精卵を採取し、マイ
クロインジェクション法により CAG-MMP2 発
現コンストラクトを導入した。発現コンスト
ラクトをマイクロインジェクションした受
精卵を、偽妊娠処置を受けたマウスの卵管に
移植した。その結果、合計 266 個の受精卵に
マイクロインジェクション法で発現コンス
トラクトを注入したところ、注入操作による
ダメージもなく、合計 210 個の注入胚を偽妊
娠マウスに移植することができた。そして、
発現コンストラクトを注入した受精卵から

産子を得て、生後 3週齢まで育成した後に離
乳し、サザン解析によるジェノタイピングを
行い、CAG-MMP2 トランスジェニックマウス、
ファウンダー個体を同定した。 
b) 喫煙誘発 COPD マウスの作製と解析： 
C57BL/6 野生型マウス及び MMP-2 トランジェ
ニックマウスに毎日 30 分、一日 1回、3週間
間喫煙を暴露させ、肺気腫モデルを作製した。
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した。 
ｃ）喫煙誘発 COPD に対する NF-B siRNA の
抑制効果の検討：C57BL/6 野生型マウス及び
MMP-2 トランジェニックマウスに喫煙を暴露
させる前に p65NF-B siRNA を投与し、3週間
後に血液、気管支肺胞洗浄液中の炎症性サイ
トカイン量、好中球、肺胞マクロファージの
数、組織学的変化で肺気腫の程度をグループ
間に比較検討する。 
 
４．研究成果 
a) 開発した COPD マウスモデルの特徴： 
図 1の如く、生理食塩水を吸入させたマウス
に比べ、タバコ煙抽出物を吸入させたヒト
MMP2 発現 TG マウスでは気管支肺胞洗浄液中
の炎症性細胞の増加（図 1A）と肺組織の気腫
性変化（図 2）が認められた。 
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図 1．生理食塩水を吸入させたマウスと、タ
バコ煙抽出物を吸入させたヒト MMP2 発現 TG
マウスにおいて、気管支肺胞洗浄液（BALF）
の白血球数を比較したグラフである。 
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図 2．ヒト MMP2 発現 TG マウスにタバコ煙抽
出物を吸入させた後の肺の顕微鏡写真図で
ある。 
 
b)喫煙誘発 COPD に対する NF-B siRNA の抑
制効果の検討：非投与の MMP-2 TG マウス群
に比べ、NFB siRNA を投与した MMP-2 マウス
群では肺気腫と炎症(COPD)の変化が有意に
低下した (図 3)。 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
図 3．非投与のMMP-2 TGマウス群に比べ、NFB 
siRNA を投与した MMP-2 マウス群では肺気腫
と炎症(COPD)の変化が有意に低下した。 
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