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研究成果の概要（和文）：侵襲下での細胞内の小器官の分解等によるAutophagyにより、ホメオスターシスが維
持されている。ARDSの過剰な炎症による肺胞細胞と浸潤白血球のAutophagyによる防御機構の解明ため、肺胞由
来細胞株(A549)、単球由来細胞株(THP-1)を用いた。TNFalpha, Il-1beta, LPSにて刺激を行い、Autophagy誘導
活性化の蛋白LC3-IIの発現を確認できた。この反応はAutophagy阻害剤により抑制された。また、ARDSの患者血
清を用いて、microRNAのプロファイリングを行い、ARDSおよびAutophagyに起因するmicroRNAの同定を行った。

研究成果の概要（英文）：Homeostasis is maintained by autophagy due to decomposition of cellular 
organelles under biological stress. Alveolar-derived cell line (A549) and monocyte-derived cell line
 (THP-1) were used to elucidate the defense mechanism by alveolar cells and infiltrating leukocytes 
autophagy due to excessive inflammation of ARDS. Cells were stimulated with TNFalpha, Il-1 beta, LPS
 and the expression of protein LC3-II in antophagy induction was confirmed. This reaction was 
suppressed by the autophagy inhibitor. MicroRNAs were also profiled using serum from ARDS patients 
and microRNAs attributed to ARDS and Autophagy were identified.

研究分野： Critical Care Medicine
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1, 研究開始当初の背景 

敗血症などによりSIRS が遷延すると、多臓器不

全が成立し救命することが困難になることを救

急・集中治療の現場でよく遭遇する。その中でも

ARDS は治療に最も難渋する臓器障害といえる。

ARDS Network が推奨するLow Tidal Volume 

Ventilation(NEJM,2000)、prone position 

(NEJM2013)が予後を改善させた。一方で、他に明

らかに有効な治療法はなく、全身管理を主体とし

た集中治療が行われている現状である。薬物治療

に関してはステロイドが一部で有効性を示す

(controversial)以外、ほとんど有効性はない。

ARDS を救命するためには早期診断・治療を行う

ことが重要であり、新たな診断・治療法の開発が

必要である。ARDS 発症にはalveolar 

microenvironment における活性化好中球浸潤に

よる急性炎症が主体となっている。好中球やマク

ロファージからのcytokines やmediators の産生

により肺胞上皮や血管内皮細胞などの周囲組織が

傷害を受け、alveolar-capillary barrier の破綻か

ら血管透過性亢進による間質の浮腫が病因である。

この急性炎症を制御する観点からの、ステロイド

使用や好中球エラスターゼ阻害剤などの創薬が行

われてきたが有効性は乏しい。 

一方、生命現象と密接に関わる現象として、

Autophagyによる浄化作用が明らかになってきた。

細胞内ではhomeostasisを維持するために、ミトコ

ンドリアを中心として代謝が活発に行われ細胞生

存を支援している。代謝を恒常的に継続させるた

めには、細胞内にある核、小胞、ゴルジ体など

organelleの機能のqualityを保つ必要がある。生体 

にストレスを受けるとこの恒常性を保つためには

organelleは最大に稼動することになる。これに必

要なのはエネルギーを産生するための材料が必要

であり、特に蛋白質の合成のためにはアミノ酸が

必須となる。ストレス受けるとそれに反応するた

めに通常以上に蛋白合成が必要となり、アミノ酸

が枯渇する。飢餓などの摂取不良が継続すると、 

体内の骨格筋などからアミノ酸の供給を受ける。

細胞内においてもorganelleを分解し、アミノ酸を

産出することとなる(①自食作用→再利用→新規合

成)。このAutophagyの自食作用はユビキチン・プ

ロテアソーム系とは異なり、非選択的分解される。

一方、ストレスにて細胞内のorganellesが傷害され

たり、Agingの問題にて不良となった場合の

qualityを担保するためにorganelleも交換が必要

となる。この自浄作用のために、organelleは貪食

され処理される（②自浄作用→処理・破棄→新規

交換）。さらに、代謝の中では合成の過程で不要

な代謝産物が産生され蓄積される。これが過剰と

なると細胞の機能に障害をきたすために、不要な

老廃物の処理が恒常的におこなわれる必要がある

(③自浄作用→処理・破棄)。細菌感染・毒物は細胞

に傷害を与え続ける。放置すると状況が進展し細

胞死・生体死へとつながる可能性があるために、

生体防御反応として原因物質を貪食し処理・破棄

する。この反応は病原体の分解産物のペプチドを

認識し、免疫担当細胞への情報を発信することに

もなる（④生体防御反応→処理・破棄→免疫応答）。

以上の生命現象にてhomeostasisが維持できない

場合、つまり細胞内で過剰なAutophagyが誘導 

され続けると細胞内の機能を維持することができ

なくなり細胞死が誘導されることとなる。 今回、

炎症を主体としたARDSが、Autophagyの浄化作用

がどのように関連しているかを検証することは、

新たなARDSへの診断・治療法への開発する可能性

が示唆される。 

 

2. 研究の目的 

肺を中心として感染・外傷等が発生し、ARDS の

病態が成立するまでにalveolar 

microenvironmentでは、過剰は炎症反応により細

胞、組織が損傷されていく。病態成立の過程の中

で、免疫担当細胞、肺胞上皮細胞、線維芽細胞、

血管内皮細胞などから活性酸素等の酸化ストレス

のため、inflammasome を主体としたサイトカイ

ンやプロテアーゼ(MMP)等が産生され、血管透過

性が亢進し肺胞組織障害がさらに進行する。この

病態の遷延化は組織線維化を合併し不可逆的状況

となる。病態の進行を制御するためには、早期の



原因の除去と過剰な炎症からの回避につきる。破

綻したミトコンドリアの存在は細胞環境を増悪さ

せ、Autophagy (Mitophagy)により早期の除去さ

れることが過剰な酸化ストレスの発生を予防する

可能性がある。さらにミトコンドリア等の

organelle の処理に苦慮した場合には細胞死を惹

起し細胞自らが犠牲となり周囲組織の恒常性を維

持する。このようにAutophagy は柔軟な生理活性

選択を有しており、この多彩な機能によりARDS 

の制御に関与していることを明らかにすることを

目的とする。さらに、ARDS は急性炎症を中心と

した病態であるので、Cytokine およびMediator 

の制御と白血球(特に好中球)の活性制御の視点か

ら、Autophagy 関連分子とそれを標的とする

microRNA の同定を明らかにする。 

また、我々はこれまでexosome 内にmicroRNA 

が濃縮されて存在し、生物活性を有することを食

道癌患者からの検体で解析し報告してきた

(CCR2009, Cancer 2013)。本件球において、ARDS 

の患者血清中のexosome を同定、分離し、

Autophagy に関連したmicroRNA の同定し検証

する。microRNA は多くの遺伝子の発現を同時に

制御できるので、薬剤としてmicroRNA は単剤も

しくは複数投与による急性炎症関連のあらゆる分

子に対して治療することができ、microRNA の臨

床応用への可能性を追求することも将来への目標

としたい。 

 

3. 研究の方法 

A. ARDS と非ARDS 患者から血液の採取保存と

白血球分離 

健常者とARDS の患者からの血液・白血球・喀

痰を採取していく。血液は血清分離し精製まで

-80℃にてストックしておく。また、血清の検体中

に細胞成分の含有を予防するため、0.45 m の

Filter 処理を行う。 

また、血液についてはlymph prep を用いて白血球

(neutrophil,monocyte,lymphocyte)を各分離し各

種実験の用途に対応する。 

 

B. 白血球からの蛋白・遺伝子の精製、血液中

Exosome の精製 

白血球はlysis bufferを用いて蛋白分離し、Trizol

にてmRNAを分離する。また、MegaMax nucleic 

acid isolation kitを用いて、DNase I処理を追加し、

miRNAの精製を行う。Exosomeの精製には、表面

markerのanti-CD63、anti-EpCAM Absに

magnetic beadsを連結させ、MACSによりsorting

を行う。洗浄遠心後、100,000ｇによる超遠心器を

4℃、1時間行い、pelleted exosomeを回収し、一

部をin-vitroの解析のため-80℃保存する。 

 

C. ARDSと関連したmicroRNAの発現解析と網羅

的解析 

microRNA はSanger Institute から配信され

ているヒトのmicroRNA のsequence を参考に、

数百種類のmicroRNA を選定し、original 

designed primer を用いて、Multi-qRT-PCR を行

う。具体的には、Poly A tailed RT-PCR を用いて

検証する。microRNA にpoly A polymerase を用

いてpoly A を付加する。Poly A配列を考慮したRT 

primer を用いてRT を行う。次に、microRNA の

cDNA に対して、特異的primer を用いてSYBR 

green based real time PCR を行う。また、発現の

確証として、TaqMan probe を用いて発現も実施

する。さらに、microRNA の発現を網羅的に解析

するため、microRNA のmicroarray を用いて 

検討していく。microRNA の発現profile とARDS 

との関連性については、Genespring soft 等を用い

て解析する。microRNA の標的遺伝子の検索につ

いては、Sanger Institute のTarget Scan を用い

てAutophagyに特異的な標的遺伝子予想し

microRNA を絞りこむ。 

 

D. ARDS におけるAutophagy誘導機構の解析 

ARDS発症における炎症とAutophagyの関連性

を明らかにするため、培養細胞株である肺胞上皮

細胞株(A-549)および白血球系細胞株(THP-1)を用

いて検証した。細胞株は37℃, 5% CO2下の加湿さ

れた培養器で、10%FBSを含んだ培養液RPMI1640



で培養維持した。炎症誘導因子として、LPS, TNF 

alpha, IL-1 betaにより一定期間の刺激を行い、氷

冷下において、Lysis buffer (20mM Tris buffer, 

50mM NaF, 30mM Sodium Pyrophosphate, 1% 

Triton, 5 mM EGTA, 50 mM NaCl, 1 mM 

Sodium Orthovanadate)により細胞溶解させ、高

速超過遠心後に上清を回収し、-20℃にて保存した。

Autophagy関連蛋白(LC-3I/II, p62等)の発現解析

にはWestern blottingにより検証した。 

 

4. 研究の成果 

ARDSにおいて肺胞上皮細胞、血管内皮細胞、浸

潤白血球による相互作用により急性炎症病態が発

症している。このメカニズムを明らかにするため、

肺胞上皮細胞由来のA549細胞株と白血球の単球由

来のTHP-1細胞株を用いて検討した。炎症誘発因

子とした、LPS(0, 0.1, 1, 10 , 50 mcg/ml)にて刺激

を行い、24時間後の細胞をLysis bufferにて融解さ

せ、蛋白を回収した。Autophagy誘導化の指標の

LC-3IIの発現はLPS刺激により促進された。また、

TNFalpha(0, 0.1, 1, 10, 50 ng/ml), IL-1 betaによ

り、刺激を行いLPSと同様にLC-3IIの発現が誘導

されていることが確認できた。肺胞上皮細胞に生

じた炎症反応に対して、Autophagy を活性化させ、

炎症を制御するメカニズムが存在している可能性

が示唆された。また、Autophagosomeとlysosome

のfusionを抑制することによりAutophagyを阻害

させるBafilomycin A1により抑制された。 

以上より、肺胞上皮細胞における炎症制御におい

てAutophagyが介在していることが判明した。  

また、THP-1細胞株においても同様の実験検証を

行い、同様な傾向を呈した。ARDSにおける急性炎

症病態において、炎症局所では炎症誘導とそれを

負に制御するAutophagy誘導のメカニズムが存在

していることが示唆された。 

次に、炎症を終息化するための戦略として、遺

伝子発現の干渉作用により発現を負に制御する

microRNAを用いた治療法を開発することを目的

とした。ARDSの患者血清と健常者血清中の

Exosome 内のmicroRNAの発現の比較検証を行

い、ARDSに特異的なmicroRNAの網羅的解析を

microRNAのmicroarrayを用いて行った。その結

果、Primary ARDSにおいて特異的に発現してい

る複数のmicroRNAが同定された(let-7b、miR-141, 

miR-142, miR144, miR-330, miR-409など)。今後、

ARDSとの関連についてTaqManによるReal time 

RT-PCRを継続して確認中である。さらに、

Autophagyを介したmicroRNAによる標的治療の

開発のため、Autophagyの関連分子の発現に関わ

るmicroRNAを同定中である。これまでの報告等に

よりAutophagy関連分子のLC-3発現にmiR-183, 

miR-204が関与し、また、Beclin-1の発現に

miR-30a, miR-376bの関与が分かっており、A-549, 

THP-1をLPS等にて刺激下におけるAutophagy誘

導との関連性につて現在検証中である。最終的に

は、ARDSの炎症惹起するmicroRNAおよび

autophagyを誘導させるmicroRNAを組み合わせ

たARDSへの治療へ応用していく。 
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