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研究成果の概要（和文）：　マウス肺 および 線維芽細胞様細胞株 NIH/3T3 に於いて、高濃度酸素曝露により 
c-Myc 遺伝子の発現亢進を認め、マウス肺 および 肺腺癌細胞株 A549 に於いて、高濃度酸素曝露によりBax 遺
伝子の発現亢進を認めた。
　人工呼吸器管理時などの高濃度酸素曝露状態では、肺に於いて活性酸素種が発生する。その結果、線維芽細胞
では c-Myc signal 経路の活性化と apoptosis 誘導が生じ、肺胞上細胞では intrinsic apoptosis signal 経
路の活性化が生じることが示唆された。
　

研究成果の概要（英文）： Hyperoxia induced a decrease in SP-C/A expression in mouse lungs, and the 
SP-C downregulation was also confirmed in A549 cells. In addition to enhanced c-Myc expression, Bax 
expression also increased following mouse exposure to hyperoxia. In vitro analysis showed that 
expression of these genes was regulated in a cell-type-dependent manner, i.e., upregulation of c-Myc
 in NIH/3T3 cells and Bax in A549 cells occurred regardless of whether there was a similar decrease 
in cell viability and increase in caspase-3/7 activation in response to hyperoxia. ROS production 
and caspase-8 activation were also detected in both cells.
 We concluded that hyperoxia induces ROS production and cell death in lung tissues through a 
cell-type specific mechanism involving upregulation of c-Myc/Bax, and caspase-8 and -3/7 
activation-dependent pathways, thereby leading to the development of diffuse alveolar damage (DAD).

研究分野： 法医病理学
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図２ 高濃度酸素曝露マウスの 
肺硝子膜(矢印）（PAS 染色） 

１． 研究開始当初の背景 

研究代表者らは酸素中毒に基因する瀰

漫性肺胞傷害（DAD）の発症機構を研究し、

高濃度酸素曝露マウスの肺には肺硝子膜

が形成され、c-Myc が高発現し、アポトー

シスが進行することを報告した。更に、高

濃度酸素曝露マクロファージでは、アポト

ーシスに伴い c-Mycが高発現することを見

出した。 

本申請研究で図１の仮説を検証し、高濃

度酸素に基因するマクロファージの分子・ 

免疫学的変化が肺線維化進展にかかわっ

ている可能性について明らかにしようと

した。 

 

２．研究の目的 

人工呼吸器管理時のルートの繋ぎ間違

え事例等の司法解剖に於いて、事件後に施

された高濃度酸素を用いた人工呼吸器管

理が、瀰漫性肺胞傷害（Diffuse alveolar 

damage : DAD）の発症に関与していた可能

性が存在した。 

DAD終末期には、不可逆性変化が出現し

て低酸素血症が増悪するが、この進行性の

低酸素血症に対して高濃度の酸素が投与

されると、更に肺胞傷害が増悪し、肺線維

症に進展する場合がある。DADの予後の改

善のためにも、種々の原因で発症する DAD

の病態解明は、法医病理学・救急医学に於

いて、喫緊の課題である。 

研究代表者らはこれまでに、酸素濃度 

１００％に曝露されたマウスは肺硝子膜

を形成し、５日間前後で DAD により死亡す

ることを明らかにした（図２）。 

また、肺組織の分子生物学的解析により

以下のことを明らかにした（ Int J Legal 

Med 2008; 122:373-83、基盤(C)平成 17-18

年:17590574; 同平成 22-2 年:22590630 ）。

マウスを酸素濃度１００％の密閉箱内に

於いて３日間飼育すると、肺組織でアポト

ーシスが進行し、Galectin-3と c-Myc (図

３）の発現が増加した。mRNA 発現解析で

は、急性期においては、CCN Familyの CYR61

および CTGF の有意な増加が認められ、血

管新生等の器質化過程の進展が示唆され

た。また、肺サーファクタント蛋白

（SP-A/C）、シトクロム（CYP2F2）、細胞間

接着装置を構成する CLDN1、ZO-1等は有意

に減少し、肺胞虚脱への進展が示唆された。

更に、Lysozyme の有意な減少により免疫

機能の破綻が示唆された。 

抗アポトーシス作用を有する 

Galectin-3 は、最近では、危険シグナルに

反応して活性酸素を発生させると共に

IL-1βの産生を増強し、創傷治癒において

は再生上皮細胞や毛細血管の形成促進にか

かわることが報告されている。一方 c-Myc

は、細胞増殖や腫瘍化のみでなく、アポト

ーシスをも引き起こす。研究代表者らは、

最近、高濃度酸素曝露マクロファージでは

アポトーシスに伴い c-Mycが高発現するこ

とを見出した（未発表）。マクロファージは、

DADの発症に強くかかわる細胞である。これ

らのことにより、高濃度酸素曝露肺では、

c-Myc により形成される noncanonical な経

路を介してアポトーシスが誘導されると推

定した。また、最近、NLRP3 inflammasome

が活性化されて IL-1βを成熟させるとの報

告が複数なされたことから、酸化ストレスに

よる NLRP3 inflammasome の活性化が肺線維

化への進展要因となっている可能性を考え

た。 

本申請研究では、高濃度酸素により誘導

される c-Mycシグナル伝達系と NLRP3 

inflammasomeの活性化をマクロファージ

（in vitro）について解析し、マウス（in 

vivo）での検証を経て、マクロファージの

分子・免疫学的変化の肺線維化進展への関

与の有無を明らかにしようとした。 
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図１ DAD 増悪化の病態(仮説) 



図３ 高濃度酸素曝露マウス肺に
おける c-Mycの増加(WB法） 

３．研究の方法 

 

（１）マクロファージを用いた in vitro の

実験 

 

HL60細胞を PMAで分化させてマクロファ

ージ化し、この細胞を用いて、高濃度酸

素が c-Myc依存性のアポトーシスを誘導

することを明らかにする。また、c-Myc

標的分子を同定する。 

①HL60細胞を PMAでマクロファージに分化さ

せる(図 4：自験データ)。 

②①の細胞に、平成 22-24年度基盤研究（Ｃ）

（22590630）にて購入した装置（図５）

を用いて種々濃度の酸素を曝露し、 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

アポトーシスレベル（Annexin V 法）と

c-Myc レベル（Real-time qPCR 法、WB法）

の経時的変化を調べ、高濃度酸素による

アポトーシスの誘導が c-Myc レベルに依

存していることを明らかにする（HL60由

来マクロファージは、高濃度酸素曝露に

より c-Mycを高発現する：自験データ）。 

③マイクロアレイ法を用い、高濃度酸素曝露

により c-Mycと共に発現レベルが変動す

る遺伝子を解析・抽出する。 

④③で抽出された遺伝子のうち、転写産物が

高濃度酸素曝露により増加するものを抽

出する。この分子について、免疫薬理学

的手法・遺伝子操作により機能を阻害ま

たは抑制し、高濃度酸素曝露によるアポ

トーシスの変化を指標に、c-Myc 標的分

子を同定する。 

 

（２）マウスを用いた in vivo の実験 

 

    高濃度酸素が c-Myc 依存性のアポトーシ

ス経路を活性化し、生成された mtROS に

より NLRP3 inflammasomeが活性化される

ことを予想している。この機序が酸素中

毒肺の線維化への進展にかかわっている

可能性についてマウスを用いて検証する。 

酸素濃度調整器付き密閉箱（図６）で高

濃度酸素を曝露したマウス、線維化を誘

導することが知られているパラコート投

与マウス、c-Myc を高発現する肺癌マウ

スを用意する。マウスは８週齢の

C57BL/6J を用いる。これらのマウスを、

pentobarbital sodium (75mg/kg)の腹腔

内投与による麻酔下で全身を生食灌流し

た後、肺組織を摘出する。 

非処置 

PMA 処置 

図４ PMA 処置によ 

る HL60 の形態変化 

図５ 培養細胞に 5～89％
濃度の酸素を曝露する CO2 
/マルチガスインキュベータ
ー(写真では酸素濃度が
88.8％に設定されている） 



酸素濃度調整器 密閉箱 

図６ 酸素曝露動物飼育装置 

(福井大学生物資源部門設置)  

 

 

 

４．研究成果 

 

研究成果（和文） 

 

（１）高濃度酸素曝露に基づき、両細胞

（NIH/3T3および A549）に於いて細胞増

殖が停止した。低酸素濃度では、細胞増

殖は停止しなかった。 

（２）マウス肺 および 線維芽細胞様細胞株 

NIH/3T3 に於いて、高濃度酸素曝露によ

り c-Myc 遺伝子の発現亢進を認めた。

低酸素濃度では、c-Myc 遺伝子は変化し

なかった。 

（３）マウス肺 および 肺胞上皮が癌化した

ヒト肺腺癌細胞株 A549 に於いて、高濃

度酸素曝露により Bax 遺伝子の発現亢

進を認めた。低酸素濃度では、Bax 遺伝

子は変化しなかった。 

（４）両細胞に於いて、高濃度酸素曝露によ

り、過酸化水素の生成増大、Caspase-3/7 

活性の亢進、apoptosis 誘導を認めた。 

（５）マウス肺 および ヒト肺腺癌細胞株  

A549 に於いて、高濃度酸素曝露により   

Surfactant-associated protein (SP)-C 

の発現抑制を認めた。尚、マウス肺では 

SP-A および SP-C の mRNA発現が抑制さ 

  れていた。 

（６）人工呼吸器管理時などの高濃度酸素曝     

露状態では、肺に於いて活性酸素種が発

生する。その結果、線維芽細胞では 

c-Myc signal 経路の活性化と 

apoptosis 誘導が生じ、肺胞上皮細胞で

は intrinsic apoptosis signal 経路の

活性化が生じることが示唆される。以上

に基づく細胞・組織の破綻から生じた 

DAD、更に、SP-A および SP-C の発現抑

制から、 高濃度酸素曝露に基づく呼吸

障害が生じることが示唆される。 

（７）HL60細胞を PMAで分化させてマクロフ

ァージ化し、この細胞を用いて、高濃度

酸 素曝露時のシグナル伝達を調べた。

c-Myc 遺伝子の mRNA 発現は、有意に誘

導されていた。 

 

研究成果（英文） 

 

Background: Hyperoxia is a known cause of 

diffuse alveolar damage (DAD). We 

previously reported the transcript 

profiling of DAD induced by hyperoxia 

exposure in mouse lungs, and showed that 

the gene expression of myelocytomatosis 

oncogene (c-Myc) was significantly 

upregulated, whereas that of 

surfactant-associated protein (SP)-C was 

downregulated. However, the mechanism 

underlying hyperoxia-induced DAD remains 

unclear.  

Methods: The hyperoxia-induced changes in 

SP-A/B/C/D, c-Myc, B-cell chronic 

lymphocytic leukemia/lymphoma (Bcl)-2, 

and Bcl-2-associated X protein (Bax) 

expression in mouse lungs was examined by 

cDNA microarray analysis. The expression 

levels, cell viability, caspase activity, 



and reactive oxygen species (ROS) 

production were also examined in the human 

lung adenocarcinoma cell line A549 and 

mouse fibroblast-like cell line NIH/3T3. 

Results: Hyperoxia induced a decrease in 

SP-C/A expression in mouse lungs, and the 

SP-C downregulation was also confirmed in 

A549 cells. In addition to enhanced c-Myc 

expression, Bax expression also increased 

following mouse exposure to hyperoxia. In 

vitro analysis showed that expression of 

these genes was regulated in a 

cell-type-dependent manner, i.e., 

upregulation of c-Myc in NIH/3T3 cells and 

Bax in A549 cells occurred regardless of 

whether there was a similar decrease in 

cell viability and increase in caspase-3/7 

activation in response to hyperoxia. ROS 

production and caspase-8 activation were 

also detected in both cells. 

Conclusions: We concluded that hyperoxia 

induces ROS production and cell death in 

lung tissues through a cell-type specific 

mechanism involving upregulation of 

c-Myc/Bax, and caspase-8 and -3/7 

activation-dependent pathways, thereby 

leading to the development of DAD. 
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