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はじめに

間質性肺炎や急性呼吸促迫症候群(ARDS)などを含むいろいろな炎症性肺疾患

の最終段階には肺の線維化が引き起こされる.この現象は正常な組織修復がう

まく遂行されず,線維芽細胞を中心とする間菓系細胞の浸潤増殖による過修復

が進行し,組織の線維化が発生してしまうためと理解される.

この線維化の過程に関与する因子については精力的な研究がなされ,数多くの

研究成果が発表されてきており, MCP-1やMIP-1αなどのケモカイン, TGF-β,

Connectivetissue growth factor(CTGF), PDGFなどのサイトカイン,ロイコ

トリエン,活性化酸素代謝物(reactive oxygenspecies^ ROS),そしてプロテア

ーゼ,アンチプロテアーゼなどが密接に関わっていることがわかってきた.さ

らに,それぞれの関連因子は,相互作用を有しながら線維化過程に影響を及ぼ

していることも示されてきたのである.

この肺の線維化をきたす炎症性肺疾患においては,肺胞内や問質に異常にフイ

ブリンの沈着を認めることが組織学的な顕著な特徴として挙げられてきた.肺

に傷害が引き起こされることにより,炎症の誘発,毛細血管の透過性先進が惹

起され,血祭の血管外漏出が起こり,凝固系の元進ともあいまってフイブリン

の沈着を認めるのであるが,元来線溶系優位である肺組織にフイブリンが沈着

しつづけること自体が異常であり,これらの炎症性肺疾患においては肺組織内

の線溶系が高度に抑制されているのであろうと考えられていた. 1980年代後半

から1990年前半にかけてこの線溶系抑制に最も重要な役割を果たしているの

がPlasminogen activator inhibitorl(PAI-1)であることが証明された.研究代

表者の服部登は,このPAI-1と肺線維症の関係のより詳しい解析を加える目的

で,PAI-1ノックアウトマウスに対して,ブレオマイシンによる肺傷害を誘発し,

PAI-1による肺の線溶系抑制が肺線維化の鍵となる要素の一つであることを示



した.また,フイブリノゲン・ノックアウトマウスに対してもブレオマイシン

による肺傷害を誘発し,コントロール群と同程度の肺線維症を惹起できること

も示し,フイブリン沈着が肺の線維化に必須ではないことも証明した.これら

一連の実験結果より,線溶系はフイブリン溶解以外の作用をもって,肺の線維

化を制限する可能性が示されたのである.その機序解析の中で,線溶系が肺内

Hepatocyte growth factor (HGF)の生物学的有効性を制御していることを見

出し, HGFを介して肺線維化を抑制している可能性も指摘した.さらに,遺伝

子治療,蛋白直接投与,あるいはトランスジェニックマウスの作製といった種々

の手法を用いて肺内ウロキナーゼ活性を元進させることに成功し,いずれの方

法もが肺の線維化を抑制しうることも明らかにしてきた.

これらの研究成果は,肺内の線溶系抑制が肺線維症進展に強く関与しており,

肺内線溶系活性を克進させることにより肺の線維化を抑制しうることが証明す

るものであるが,臨床応用-の道筋をつけるまでには至っていない.本研究は,

1)遺伝子治療により肺内線溶系活性を元進させる, 2)肺線維化の鍵となる

分子であるPAI-1の発現を抑制する,いうアプローチにより,線溶系を中心と

した観点からの臨床応用可能な肺線維症治療戦略を開発-の道標を作ることを

目的として開始した.

その研究成果について,当初計画に対比しながら以下に挙げる.



研究成果

1)　遺伝子治療による線溶系活性の充進

線溶系活性を直接的に先進させる方法として,ウロキナーゼをコードするアデ

ノウイルス(ウロキナーゼ・アデノウイルス)を使用した実験を遂行した.

(当初計画)

ブレオマイシンの気管内投与3-4日目に、ウロキナーゼ・アデノウイルスを

再度気管内に投与する。 DEAE-Dextranとの複合体形成により投与ウイルス量

を減じた群、さらにデキサメサゾン腹腔内投与を行う群を設定する.

ブレオマイシン投与1 4日目の肺内コラーゲン量をハイドロキシプロリン測定

により算出し、肺の線維化の程度を比較する.

(結果)

気管支肺胞洗浄液中のウロキナーゼ濃度を指標に,経気管投与を行うウイルス

量を算定する実験において, DEAE-Dextranの併用により,投与ウイルス量を

10分の1まで減じても,非併用群との差を認めないことを明らかにした.この

結果,炎症を惹起する可能性の強いアデノウイルスベクターの使用量を減らし

うることが判明し,以後のアデノウイルスの経気管投与実験はすべて

DEAE-Dextran併用で行った.また,アデノウイルスが惹起する炎症を軽減さ

せる目的で,デキサメサゾンの腹腔内投与を実施する群も準備した.

しかしながら,ブレオマイシン経気管投与後, DEAE-Dextran併用により投与

量を減じ得たアデノウイルスによっても激しい炎症が惹起されることが判明し,

同時に,ウロキナーゼ・アデノウイルス投与によって肺内コラーゲン量を低下

させることが出来ないこともわかった.さらに,ブレオマイシンの経気管投与

後に,アデノウイルスの経気管投与によって惹起される肺内の炎症は,デキサ



メサゾンの大量投与によってもコントロールできないことも判明した.

すなわち,アデノウイルスをベクターとして,ウロキナーゼを肺において過剰

発現させることを目標とした,肺線維症の遺伝子治療は,その炎症惹起によっ

て実施不可能であることが証明された.残念な結果ではあったが,炎症性肺疾

患に対するアデノウイルスによる遺伝子治療は,困難であろうとする教訓が得

られたと考えている.

2)　PAI-1発現の抑制実験

(当初計画)

マウスPAI-1に対するsiRNAの配列を決定し,それにコードする発現プラスミ

ドの作製,さらにそのプラスミドを用いて, PAI-1に対するsiRNAを発現する

アデノウイルスベクターを作製する.

ブレオマイシンの経気管投与後,マウスPAI-1に対するsiRNAを発現するベク

ターを経時的に投与し,肺内におけるPAI-1の発現が抑制されていることを確

認する.その後に,肺内のコラーゲン量を測定し,肺線維症の程度に影響があ

るかについても検討する.

(結果)

マウスPAI-1に対するsiRNAをいくつか作製し, NIH-3T3細胞に対してトラ

ンスフェクションを行った.その中で, PAI-1の発現抑制を認めたものを一つ選

んで,以後の実験に使用した.リアルタイムRT-PCRを用いて測定した,NIH3T3

細胞におけるPAI-1のmRNA抑制は以下の図に示すとおりである.



Expression level of PAI-1 mRNA in NIH-3T3 cells
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□　Scrambled negative siRNA

当初は, PAI-1 -の抑制効果を示すsiRNAを発現するベクターを使用した実験

を行う予定であったが,マウス肺内-のsiRNAの直接投与にて遺伝子発現のノ

ックダウンが認められるという報告が相次いだため,我々も発現ベクターを使

用するのではなく, siRNA溶液を経気道的あるいは経鼻投与する方法を選択し

た.この方法によって,実際にPAI-1に対するsiRNAの経気管及び経鼻投与に

てブレオマイシン投与1週間目における気管支肺胞洗浄液中のPAI-1濃度を抑

制しうることが,以下の図に示すように明らかとなった.
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この結果を受けて,ブレオマイシンの経気管投与後のPAI-1に対するsiRNAの

経鼻的投与が,肺内コラーゲン量に影響を及ぼすのかについて,実際に肺内の

コラーゲン量をSircol collagen測定キットを用いて測定した.以下の図に示す

ように,PAMに対するsiRNAの投与により,肺内コラーゲン量の低下を認め,

ブレオマイシンによる肺の線維化を抑制しうることが判明した.



Collagen contents in the lungs
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まとめ

ブレオマイシンの経気道投与後に,アデノウイルスベクターを用いた遺伝子導

入を試みたが, DEAE-Dextranの併用によるアデノウイルス投与量の低量化,

さらにデキサメサゾン投与による抗炎症治療によっても,その炎症惹起性を軽

減することが出来なかった.この結果は,炎症性肺疾患に対する遺伝子治療ベ

クターとしてアデノウイルスを使用することに大きな制限を加えるものと考え

る.

今回, PAI-1に対するsiRNA溶液の肺内-の直接投与により,肺内のPAI-1の

発現を抑制しうることが判明した.さらに, siRNAlによるPAI-1の発現抑制



によって,ブレオマイシン肺線維症を抑制しうることも明らかとなった.これ

らのデータは,肺線維症治療の標的遺伝子としてPAI・1が非常に有望であるこ

とを示し,さらにその手段としてsiRNAを利用する可能性を示唆するものであ

る.現在これらのデータをまとめた論文を投稿中である.

次ページ以降,本研究費補助期間に発表した論文,総説を添付する.




