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研究成果の概要（和文）：自己免疫性肺胞蛋白症の新規治療のGM-CSF吸入治療の効果機序の解明を試みた．GM-CSF吸入
治療後経過観察で治療前の%VCが予後予測因子となる可能性が示されたが,CTでは線維化所見はほとんどみられず，サー
ファクタント物質の貯留量との関連の可能性が考えられた．この点はCTスコアがKL-6等の血清マーカーともよく相関す
ることからも示唆された．画像所見の解析では，陰影の範囲に濃度の評価を加味したスコアが治療効果評価に有用で，
濃度の改善の作用が大きいことが示唆された． GM-CSF製剤の検討では，糖鎖が肺胞マクロファージへの取り込みを抑
えて，生理活性の延長に関与する可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we approached therapeutic mechanisms of GM-CSF inhalation, a novel 
therapy for autoimmune pulmonary alveolar proteinosis. The studies on CT images of the patients, who 
underwent GM-CSF inhalation therapy, revealed that including intensity of the opacities to CT grading was 
useful for evaluating therapeutic response, suggesting improvement of intensity rather than extent of the 
opacities of more importance. Follow-up observation of the patients demonstrated that baseline %VC might 
be a prognostic factor for disease recurrence. Reduction of VC might be due to accumulation of 
surfactant-derived materials in the alveolar space, while fibrotic changes were not remarkable in the CT 
images of the patients. Notably, the CT grading also had significant correlation with serum markers such 
as SP-D and KL-6. Comparison of recombinant human GM-CSF derived from cells of three species revealed 
that sialylated oligosaccharide moieties prolong the bioactivity of rhGM-CSF in vitro.

研究分野：呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 肺胞蛋白症は，界面活性物質が肺胞内に貯
留して，呼吸不全を呈する稀少肺疾患である．
前世紀の半ばに初めて記載され，気管支肺胞
洗浄液（BALF)の白濁を特徴とする．血液疾
患などの基礎疾患があって生じる続発性肺
胞蛋白症が 1割ほど，残りの 9割は原因不明
の特発性とされていた(1,2)．1994 年に
GM-CSF のノックアウトマウスが本症類似の
肺病変を呈することが報告され(3,4)，本症
患者で GM-CSF 遺伝子変異検索が精力的に行
われたが，有意の変異はみられなかった．
1999 年に，北村・田中・中田らにより，顆粒
球マクロファージ刺激因子（GM-CSF）に対す
る自己抗体が，本症患者で検出されることが
示され(5-7)，さらに本症患者由来の抗
GM-CSF 抗体をカニクイザルに輸注すると
BALF の白濁がみられることが坂上・トラップ
ネルらにより 2010 年に報告され(8)，現在で
は本症は，GM-CSF に対する自己抗体の出現に
より，肺胞マクロファージの生理機能が抑制
され，界面活性物質の除去能が低下すること
で生じると考えられている．抗 GM-CSF 抗体
陽性の自己免疫性肺胞蛋白症の本邦での有
病率は人口 100 万人あたり 6.2，罹患率は
0.49 である(9)． 
 肺胞蛋白症の治療法は疾患の発見から間
もなくの 1960 年代に開発された全肺洗浄が
標準治療とされる．手術室で全身麻酔管理が
必要で，呼吸機能の低下例や感染症合併例で
は適応できないこともある．  
より簡便で低侵襲性の新規治療として，
GM-CSF 吸入による肺胞蛋白症の治療が，米
国および申請者らにより本邦で始められ
（10,11），そのパイロットスタデイの結果を
もとに多施設共同臨床試験が本邦で行われ，
重篤な副作用なく治療完遂35 例中24例が奏
効した（12,13）． 
 本症の病態に関連する GM-CSF を治療目的
で吸入し奏効をみているので，本症の病因で
ある抗 GM-CSF 自己抗体がなぜ生じるか，の
問題を考える上で，示唆に富むと考えられ，
治療患者の臨床検体をさらに検討したとこ
ろ，①吸入治療中，血清の抗 GM-CSF 抗体は
変化せず，②BALF 中での同抗体減少は肺内
クリアランスの改善によることが分かり，
GM-CSF 吸入は，肺局所でマクロファージを
賦活化すると考えられた． 
 
２．研究の目的 
自己免疫性肺胞蛋白症患者では GM-CSF に対
する自己抗体が内在性の GM-CSF の生理活性
本研究では，GM-CSF 吸入の肺内作用機序に
ついて，「吸入された GM-CSF は，気道に作用
しながら，病変の辺縁（抗体の少ない部位）
から，肺内環境を改善する」との仮設を立て，
画像所見，培養細胞での解析によりこの仮説
を検証し，抗 GM-CSF 抗体の産生機序とその
存在下での GM-CSF 吸入の薬理作用の機序の
解明を試みた． 

(1)画像所見：本邦で行われた多施設Ⅱ相
GM-CSF 吸入治療研究参加者の HRCT 画像を呼
吸器画像解析専門の放射線診断医による解
析研究を行う。また DICOM データの利用可能
な例について，デンシトメトリーを用いた解
析を試みる． 
(2)患者検体の解析：自己免疫性肺胞蛋白症
患者および GM-CSF 受容体変異による遺伝性
肺胞蛋白症患者の検体の解析を行い，サイト
カインプロファイル等の免疫学的な背景に
ついて調べる． 
(3)培養細胞での解析：細胞培養下での抗
GM-CSF 抗体とヒトリコンビナント GM-CSF と
の共存下での生理活性を調べ，抗 GM-CSF 抗
体存在下での吸入 GM-CSF の薬理効果の機序
の解明を試みる． 
 
３．研究の方法 
(1) 画像所見解析：治療前後の 1-2mm での
HRCT 画像（GM-CSF 吸入治療の多施設Ⅱ相臨
床研究参加患者―2005 年～2008 年に施行，
高用量導入治療―250μg/日吸入 8 日間＋休
薬 6 日間 6 サイクル→低用量維持治療 125μ
g/日吸入4日間＋休薬10日間の6サイクル，
総 GM-CSF 用量 15mg, 全治療期間 24 週）を
用いて，ランダムな順序で臨床情報なく画像
のみを 2 名の放射線科医が独立に評価した。
すりガラス影（GGO）のパターン，コンソリ
デーション，crazy paving appearance，胸
膜下の sparing 等について Fleischner 
recommendations にそって評価した(14).肺
実質の評価はこれまでの報告の方法に沿っ
て濃度により 3段階に分け，陰影の広がりに
ついては 5 段階に分け評価した(15,16)．肺
野を 6領域に分け，それぞれの濃度と広がり
の積で評価した．また解剖学的な血管気管支
周囲，末梢肺野か，ランダムかに分けて評価
した。これらの画像上の評価と，動脈血ガス
解析所見，肺機能所見，血清マーカー（KL-6, 
SP-D, CEA 値）などの臨床所見との比較解析
を行った．さらに線維化の有無についても評
価した． 
  ま た 胸 部 高 分 解 能 CT (HRCT) の
densitometry を用いて肺胞蛋白症(PAP)にお
ける肺野病変の CT 値を算出し，CT 値と臨床
データとの関連性を解析する目的でPAP症例
を 対象に撮影された HRCT デ ー タ を
densitometry で評価し retrospective study
を行った．肺全体の CT 値を測定し継続的変
化や血清マーカー(KL-6，SP-D，CEA 値)との
相関を調べた． 
(2)患者検体解析：GM-CSF 吸入治療に関する
多施設Ⅱ相臨床研究に参加の自己免疫性肺
胞蛋白症患者および遺伝性肺胞蛋白症患者
の血清・BALF 検体について血清マーカー
(KL-6，SP-D，CEA 値)を測定し，GM-CSF およ
び GM-CSF 抗体を測定した．GM-CSF 抗体はサ
ンドウイッチ ELISA を用いて，先行研究で記
載された方法で行われた（17）．GM-CSF の濃
度は，ELISA で測定した（Quantikine, R&D 



Systens）．IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-17, 
およびM-CSF were analyzed using ELISA kits 
(CUSABIO) で測定した． 
(3)培養細胞解析：GM-CSF 製剤については以
下の 3種類を用いた 
１．CHO 細胞由来ヒト GM-CSF（JCR ファーマ
社） 
２．酵母由来ヒト GM-CSF（サルグラモスチム，
Genzyme 社） 
３．大腸菌由来ヒト GM-CSF(モルグラモスチ
ム，Amoytop 社） 
１．および２．については PBS に溶解された
状態で提供され，３．については，凍結乾燥
品の製剤を購入した． 
①質量分析：測定装置として，ultraflex 
TOF/TOF (Bruker Daltonics)を，標的プレー
トとして MTP384 polished steel plate 
(Bruker Daltonics, 209520) を用いて測定
を行った． 
②肺胞蛋白症患者由来の抗体を用いた免疫
学的解析：ELISA の系で GM-CSF 製剤を各種濃
度でプレートに敷き，aPAP 患者血清との反応
性を評価した．Avidity の測定に 8M urea 変
性法を用いた．さらに，GM-CSF 依存性の TF-1
細胞株への増殖促進作用に対する患者自己
抗体の阻害を MTT アッセイで評価した. 
③脱シアリル化：CHO 細胞由来 GM-CSF (1 
mg/ml) を 100 mM 酢酸 Na Buffer (pH 5.0) 
と 2 mM CaCl2 の混合液中で Clostridium 
perfringens 由来 Sialidase (0.05 U/ml, 
Sigma-Aldrich, MO, USA) 含有アガロースゲ
ルと一緒に 37°C で 60 分インキュベート
した．その後，アガロースゲルを除去し，PBS 
で透析した． 
④細胞増殖/生存活性の測定：TF-1 細胞およ
び PBMCs と単球を各種 rhGM-CSF を添加し
て Macrophage serum free medium (GIBCO 
BRL) 中で TF-1 は 72 時間，PBMCs は 168 
時間，単球は 168 時間培養した．その後，
培 養 液  100 μ l に 対 し て
(5-[2,4-bis(sodiooxysulfonyl)phenyl 
-3-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-2-(4-nitro
phenyl)-2H-tetrazole-3-ium]) ; CCK-8, 
Doujindo) を 10 μl を各ウェルに添加し
た．添加後さらに 37 °C，5% CO2 の条件下
で 4 時間培養を行い，各ウェルのホルマザ
ン形成を OD450nm として，吸光光度計 
( Bio-Rad) を用いて測定した． 
 
４．研究成果 
(1)予後調査との関係 
本邦の医師主導の多施設第Ⅱ相試験(14)の 6
カ月の GM-CSF 吸入治療を完遂した自己免疫
性肺胞蛋白症（aPAP）患者の治療後の経過観
察の結果が出て臨床所見の解析を行ったと
ころ，吸入治療前のベースラインの肺機能検
査での肺活量が，GM-CSF 吸入治療後 30 カ月
以内に追加治療の必要だった例で有意に高
いことが分かった．吸入治療を完遂した 35
例を%肺活量の中央値 80.5％で 2 群に分ける

と，追加治療までの期間についての
Kaplan-Meier 解析で有意差(p<0.0005)がみ
られ，治療後の予後と関連することが示され
た（図１）．これまであまり注目されなかっ
た aPAP 患者での治療前の肺機能検査の肺活
量と治療終了後の予後との関連性を示す結
果となった． 

 
(2)CT 画像との関連 
上記多施設Ⅱ相試験のCT所見の再評価では，
CT 所見の数値化に，陰影の広がりを示す CT
陰影範囲スコアに加えて，陰影範囲スコアに
3段階の濃度評価を乗するCTグレードスコア
でも評価したが，奏効例と非奏効例では変化
がなかった。CT グレードスコアは %DLco, 
PaO2, AaDO2, %VC, KL-6, and SP-Dと相関し， 
CT extent score も同様だった. CT grade 
score の治療前後の変化量 (ΔCT grade) は
KL-6 ，SP-D ， %VC， %DLco, PaO2, AaDO2 の
治療前後の変化量と良く相関し，CT 陰影範囲
スコアよりよく相関した．AaDO2 の改善とΔ
CT grade に乖離のあった例が 2例あった. こ
れらの 2 例では，AaDO2 は 10mmHg の改善を
しめさなかったが，CT 上の GGO は大きく改善
した．以上の結果から，陰影の濃度と範囲を
加味した CT グレードスコアの方が，陰影範
囲スコアより有用であることがわかった．奏
効例で，陰影の範囲は変わらないが，陰影の
濃度が改善する例がしばしばみられた．
AaDO2の改善とCTのGGOに解離のある例があ
った．肺胞蛋白症での AaDO2 の低下は，肺胞
-毛細血管間の拡散障害のほか，換気血流不
均等の関与が考えられ，治療初期で AaDO2 の
改善がみられにくくなる可能性が考えられ
た． 
 上記のように治療終了後の予後に肺活量
が関連する可能性が示唆され，肺活量の低下
としての原因として肺線維化との関連を考
え，当該患者での胸部 CT 画像の線維化を複
数の放射線科専門医で評価したが，全般的に
線維化の所見は少なく，牽引性気管支拡張，
気管支拡張症，多発性嚢疱を各 1例みるのみ
で線維化との明らかな関連は示されなかっ
た．肺胞内へのサーファクタント物質の蓄積
の多寡による可能性が残った． 
 CT 画像の画像データを数値化して沈着物
等の評価する可能性を検索するため，デンシ
トメトリーで，PAP 例 5 例で予備的な数値的
評価をおこなった．CT 値-900HU～-750HU 領
域が PAP 病状に強く関連し，特に-850HU～



-750HU 領域での lung volume と血清マーカー
(KL-6，CEA 値)とは正の相関を示し，すりガ
ラス影に相当する CT 値-900HU～-750HU の領
域の広さと肺活量や血清マーカーとの相関
が示唆された． 
 以上の結果より，GM-CSF 吸入 aPAP 例では
陰影の範囲の改善より陰影の濃度の改善の
ほうが先に生じる可能性があり，肺活量低下
は肺内沈着物質量を反映する可能性があり，
その多寡が本症の重症度や GM-CSF 吸入治療
の治療効果と関連する可能性が考えられた． 
(3)aPAP での臨床マーカー 
 上記 CT 画像所見との検討で相関性が示さ
れた KL-6 は，AaDO2 の改善とよく相関するこ
とが確認された．KL-6 は肺胞上皮細胞障害の
マーカーでもあり，本症の病勢のマーカーと
なりうる． 
 aPAP 患者での免疫学的背景特徴を探るた
め，全肺洗浄後に著明な改善をみた遺伝性肺
胞蛋白症（hPAP）患者 1例の血清サイトカイ
濃度 ( IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-17, 
M-CSF)での予備的な解析を行った．ベースラ
インでは IL3と MCSF が hPAP 患者で高値だっ
た以外に大きな差はなく，これらが GM-CSF
信号伝達を補正していた可能性が考えられ
た．全肺洗浄後，IL-2, IL-5, IL-17 が酸素
化の改善とともに低下したが，IL-3，MCSF が
全肺洗浄後に酸素化が改善しても依然とし
て必要であった可能性が考えられ，こうした
要因が aPAP 患者でも発症に関与している可
能性がある． 
(4)GM－CSF 側の要因 
吸入治療で用いられる GM-CSF の糖鎖構造の
検討として，糖鎖のない大腸菌由来製剤と，
糖鎖の豊富な CHO 細胞由来製剤とを，GM-CSF
依存細胞株の実験系で比較した． 
①質量分析：糖鎖修飾について各製剤の違い
を明らかにするために質量分析を行ったと
ころ，CHO-GMCSF および大腸菌由来のモルグ
ラモスチム，酵母菌由来のサルグラモスチム
で比較し，CHO-GMCSF は他の製剤とくらべ分
子量が大きく１万５千から，２万５千にわた
り，多様な糖鎖修飾を受けた蛋白であること
が分かった． 
②PAP 患者由来の抗体を用いた免疫学的解
析：各製剤と患者 GM-CSF 自己抗体との親和
性を検討し，結合量，avidity は，CHO 細胞
由来製剤（CHO-GMCSF)が他の２者に比べて若
干劣るが，MTT assay を指標とした TF-1 細胞
に対する生残率の測定ではCHO-GMCSFが低濃
度において他の二者に比べて高かった．
CHO-GMCSF の存在下では，TF-1 細胞は細胞死
が抑制されていることが示唆された．精製抗
GM-CSF 自己抗体による GM-CSF 生物活性の阻
害実験では，モルグラモスチムやサルグラモ
スチムの活性は完全に阻害されるのに対し，
CHO-GMCSF は，完全に抑制されず，別のシグ
ナル経路が働いていることが示唆された． 
③CHO-GMCSF の糖鎖修飾と，細胞の増殖生存
促進の生理活性との関連：上記の結果を確認

するため，糖鎖をはずすため脱シアリル化処
理したCHO-GMCSFによる TF-1 細胞の長時間
刺激細胞増殖/生存活性と脱シアリル化前の
同濃度の CHO-GM-CSF の作用を比較したと
ころ，顕著に減少して，大腸菌由来製剤、酵
母由来製剤 の活性と同等レベルになった．
以上から、シアリル基が低濃度の CHO-GMCSF 
の細胞増殖/生存活性にプラスに作用してい
ることが明らかとなった．CHO 細胞由来製剤
は，長時間作用型で増殖活性が高く，糖鎖が
受容体との親和性に影響し，長大な糖鎖が細
胞の取り込みを遅らせ，効果時間が延びる可
能性が考えられた（図２）． 
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