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研究成果

本研究の成果を、 1)気道および肺の線維化におけるTリンパ球の役割、 2)線維芽細胞

からのコラーゲン産生の制御、 3) Suppressor of cytokine signaling-1はブレオマイシ

ン誘導性肺傷害を減弱する、といった3つのテーマに分けて記載する0

1.気道および肺の線維化におけるTリンパ球の役割

肺線維症に関しては、 IPF患者ではTh2優位の病態であると考えられる。マウスのCD4+細

胞をIL-2とIL-12またはIL-2とIL-4により刺激するとそれぞれThl細胞、 Th2細胞に分

化誘導することが可能で、また長期間の刺激を加えることにより非可逆的になることが報

告されている。

このようなThl、 Th2細胞を受け身移入し、対応する抗原に暴露することにより、モデルマ

ウスに起きる反応が研究されている。これまでの報告では、Thl,Th2リンパ球の受け身移入、

経気道的チャレンジでは、気道周囲の細胞浸潤が主であり、それぞれ、好中球、好酸球が

主体となるとの報告がある。また、 Thl,Th2リンパ球を同時に受け身移入し、抗原を経気道

的にチャレンジすると、 Thl細胞がTh2細胞の浸潤を促進することから、より強い好酸球性

の気道炎症を来たすと報告されている。

我々は過去にThlクローンの受身移入により、抗原を経気道的にチャレンジして肺でのThl

活性化を引き起こすと、気道過敏性を伴わない、かつ、線維化を伴わない可逆性の胞隔炎

(alveolitis)を引き起こすことを報告した(Irifune K et al. Eur Respir J, 12003; 21:

1卜8)。このような系で、肺の線維化に至るには何がさらに必要であるかを考慮したとき、

Thl細胞の活性化に引き続きTh2細胞の活性化が重要ではないかと考え、本研究を行った。

【仮説】肺の線維化にTh2が関与している。

【目的】肺線維化にTh2活性化が不可欠であることを証明する。

【方法と結果】

1)抗原特異的Thl/2細胞の作成

ovA特異的TCRトランスジェニックマウス(DO. ll. 10)から採取したリンパ球からCD4+細胞

をMACSを使用し精製。このCD4+細胞を牌臓細胞IL-2と共に、 IL-12　抗IL-4抗体を加

えてThl細胞に、 IL-4を加えてTh2細胞に分化させる。過去の報告から、非可逆性とする

ために、刺激培養は1週間周期で3周期、合計3週間施行した。 3週間刺激後、培養上清中

サイトカインをCBA(cytokine beads array)法を用いて分析した。
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下図に示すように、 Thlリンパ球培養上清はIFNγを　Th2リンパ球培養上清からはIL-4お

よびIL-5を検出し、分化誘導がなされていることを確認した。
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2)上記で3週間培養したThl・Th2リンパ球を更に1週間培養したのち、 5xlOb個ずつマウ

ス尾静脈より受身移入した後、 1%OVAを20分間ネブライザー吸入させ、抗原暴露した。抗

原暴露は3日間連日施行し、 4日目にsacrifice。 BALF細胞分析・組織の検討を行った。

その結果、下図のようにThlリンパ球を受身移入したモデルマウスではBALF中に好中球の

増加を認め、組織像はalveolitisの像を呈していた。

Th2リンパ球を受身移入したマウスではBALF中に好酸球の増加を認め、組織像では気道周

囲の好酸球浸潤、気道上皮の杯細胞の過形成像を認めた。
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3) Thlリンパ球を受身移入した後10日間OVA吸入。その後ThlもしくはTh2リンパ球を

受身移入し10日間OVA吸入。 21日目にsacrifice。 BALF細胞分析・組織の検討・ハイドロ

キシプロリンの定量を行った。
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しかし、 Thlリンパ球　Th2リンパ球を10日間隔で受身移入したマウスではBALF中リンパ

球の増加を認めた。組織像は特筆すべき所見を認めなかった。 -イドロキシプロリンの増

加は認められず、Thlリンパ球に引き続きThlリンパ球を受身移入したモデルマウスと、Th2

リンパ球を受身移入したモデルマウスとで-イドロキシプロリン量に差を認めなかった。

4) Thlリンパ球を受身移入した後3日間抗原暴露。これを計3回繰り返した後Th2リンパ

球を受身移入した後3日間抗原暴露を2回繰り返した。
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Thl・Th2リンパ球を3日間隔で受身移入し16日後にsacrif ice LたマウスではBALF中好

酸球・リンパ球増加認めた。組織像ではHE染色でalveolitisの所見であり、 EM染色では

肺胞領域の線維化の所見を認めた。
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【考察】今回の④の結果から、 Thlリンパ球の受身移入に引き続きTh2リンパ球の受身移入

を施行することで、肺胞領域の線維化をきたす可能性が示された。今回の検討のみでは不

十分であり、今後更に研究を進め、 Th2細胞が肺の線維化に果たしている役割を明らかにす

る方針である。

2. Invitroにおける線維芽細胞からのコラーゲン産生の制御

本研究については別添えの論文とした(Shoda H, Yokoyama A, Nishino R, Nakashima T,

Ishikawa N, Haruta Y, Hattori N, Naka T, Kohno N. Overproduction of collagen and diminished

socs l expression are causally linked in fibroblasts from idiopathic pulmonary fibrosis. Biochem

Biophys Res Commun 2007;353: 1004-1010)

Abstractを以下に示すが、本研究により、 IPF由来の線維芽細胞では健常者由来のものに

比較してSOCS-1の発現が低下していることが明らかとなった。すでに知られているように、前者

ではコラーゲンの産生が克進しており、 SOCS-1の発現とコラーゲンの産生との因果関係は、以下

の事項から明らかにすることができた　D socs-1欠損マウスから得られた線維芽細胞はコラーゲ

ン産生が増加している。 2)この線維芽細胞にSOCS-1を導入すると、コラーゲン産生が低下する。

また、野生型由来線維芽細胞にSOCS-1が過剰発現されるとコラーゲン産生が低下する。

さらに、 IPF由来の線維芽細胞ではsocs-iの構成的な発現低下があるが、 IFN-γの投与

により、野生型と同程度のsocs-iの発現が認められた。すなわち、 IPF由来線維芽細胞

は、 IFN-γに対するsocs-i誘導能が健常者由来線維芽細胞よりも高く、また、コラーゲン

産生の抑制能も有意にIPF由来線維芽細胞で高く、 IFN-γに対する感受性が増大していた。

これらの点は、従来知られていない情報である。以上のことから、 IPFに対するIFN-γ療法

は、少なくとも.コラーゲン産生という観点では有効であることが明らかになった。

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive and often fatal pulmonary

disorder, and its pathology is characterized by parenchymal fibrosis. To investigate the

characteristics offibroblasts in IPF, we obtained 8 fibroblast cell lines from lungs with



IPF and 8 lines from normal lungs. We found that the fibroblasts from IPF

spontaneously produced higher amounts of type I collagen and had lower expression

levels of SOCSl than fibroblasts from normal lung. By using mouse fibroblasts, we

demonstrated the causal relationship between them: the deficiency of SOCSl in

丘broblasts resulted in increased collagen production, whereas overexpression of SOCSl

suppressed collagen production. IFN-Y suppressed spontaneous collagen production

even in SOCSl-deficient fibroblasts, indicating that IFN-Y inhibition is

sOCsl-independent. In contrast, IFN-Y suppressed the increase of collagen production

induced by IL・4 in wild type fibroblasts but not SOCSl-deficient fibroblasts, suggesting

IFN-† acted exclusively via SOCSl in this case. Following IFN-† stimulation, the

amount of SOCSl mRNA expressed by IPF fibroblasts was comparable to that of normal

fibroblasts. Thus, the extent of SOCSl increase after stimulation by IFN-Y was

significantly higher in IPF fibroblasts. The extent to which IFN-Y inhibited collagen

production was also larger in IPF fibroblasts than in normal fibroblasts. These results

suggest that the exaggerated production of collagen observed in fibroblasts from IFF is

causally related to the diminished expression of SOCSl, and IPF fibroblasts are more

susceptible to IFN-Y because of decreased expression of SOCSl.

3. Suppressor of cytokine signaling-1はブレオマイシン肺傷害を減弱

させる

【はじめに】

肺線維症は様々な未知あるいは既知の原因により引き起こされ,低酸素血症と肺機能低下を特

徴とする疾患である.肺線維症をきたすもっとも典型的な疾患は特発性肺線維症(IPF)であるが,

進行性の拘束性障害を示し有効な治療法がなく,その予後は著しく不良であるIPFの病態には

様々なサイトカイン,ケモカインが関与するが,現在のところ上記のように、 ⅣFは2型-ルパーT細

胞(Th)優位の疾患であるとされる。

ブレオマイシン誘導性肺傷害モデルは,その生化学的あるいは機能的特徴がヒトの肺線維症と

よく類似しており,それゆえ肺線維症の病態に関与する分子の意義を解明するのに大変有用であ

るため頻用されている。ブレオマイシン誘導性肺傷害モデルにおいても,ヒトに見られるIPFと同様

にTh2サイトカイン優位な病態が観察され,その制御により病態の改善が認められるという多くの報

告がある。

Suppressor of cytokine signaling (SOCS)は,サイトカインシグナル伝達を抑制する分子群として

発見され,現在までにCytokine-inducible SH2-containing protein (CIS)およびSOCS-1から-7の8

種類が知られているsocsは様々なサイトカインにより誘導され, JAK-STAT系のリン酸化を抑制



することで細胞内のサイトカインシグナルを抑制する,サイトカインの負の調節因子である。さらに,

Thl, Th2細胞への分化を調節するなどの機能を有すると考えられている0

上記の2の研究では、これらsocsの機能からはTh2優位疾患であるPFの病態に関与してい

る可能性が示唆されるためin vitroの検討をおこなった.結果としてヒトIPF由来の線維芽細胞で

は健常者に比し, SOCS-1の発現が低下していることが明らかとなった。またSOCS-1欠損マウスか

ら得られた線維芽細胞ではコラーゲン産生低下が示された。これらの知見から, SOCS-1減弱によ

る線維化悪化, SOCS-1先進による線維化軽減が予想され, in vivoで検討した報告はないため、

本研究をおこなった。

【方法】

1.実験動物およびブレオマイシン誘導性肺傷害モデル作成

DayOに体重測定ののち6週齢雌C57BL/6Jマウスを麻酔下に気管を露出し,ブレオマイシン

(1.5mg,/kg)の気管内投与を行ったSOCS-1発現低下の効果を検討するために, socs-1ノックア

ウトマウスは致死的であるため, SOCS-1 -テロ欠損マウスを使用した(HEBLM,大阪大学仲博士

より供与)。対照群としては同腹の野生型の兄弟を使用した(WTBLM)。コントロールには同量の

生理食塩水を気管内投与した(HENCおよびWTNC)。 SOCS-1発現増埠の効果を検討するために,

Day-2にSOCS-1遺伝子をコードしたアデノウイルスベクター(Ad-SOCSl)108 PFU/bodyを点鼻投

与したのち、上述した方法でDayOにブレオマイシンの気管内投与を行った。コントロールには

LacZをコードしたアデノウイルスベクター(Ad-LacZ)を投与した。 Day7およびDay14に体重測定

ののち屠殺した。

2.気管支肺胞洗浄(bronchoalveolar lavage ; BAL)

エーテル麻酔下にマウスを屠殺したのち,気管を露出し20Gカニューレを挿入し, 0.5 mlの

pBSで3回BALを行った.得られたBALFは400x gで5分F乱遠心したのち上清は180℃で保存

した.細胞成分はlmlのPBSで再願濁したのち血球計算板をもちいて総細胞数を計測した.また

サイトスピン(Shandon, Pennsylvania, PA, USA)を用いてスライドを作成し, Diffquick染色にて固

定染色し細胞分画を計測した。

3. Real time PCR

SOCS-1の発現を解析するため,ブレオマイシン投与前(DayO),および投与後(Day3, 5, 7,

14)にワイルドタイプC57BL/6マウス(WT)を屠殺し, PBS 5 mlにて肺を還流した.左主気管支を結

集した後,左肺を切離しRNA laterに浸透し-80℃に保存したRNeasy kit, RNase free DNase kit

(Qiagen)を用いてtotal RNAを抽出し, random primerを用いて逆転写反応を行いcDNAとし,

180℃で保存した.得られたcDNAはSOCS-1および18Sに対する特異的プライマー,プローブ,

を用いてABI Prism 7900 sequence detector (Applied Biosystems)上でreal time PCRを行った・

4.ハイドロキシプロリン測定

肺の線維化評価のため, Day14にマウスを屠殺後,速やかに両肺を切除し,既報の方法に従って

ハイドロキシプロリンを測定した。



5.統計解析

データはすべて平均値±標準偏差で示した。 2群比較にはMann WhitneyのUテスト,多群間比

較にはKruskal-Wallisテストを用いた。

【,-T】

1.　ブレオマイシン投与前後における時間経過ごとのSOCS-1 mRNA発現を検討すると、ブレオ

マイシン投与1日後より速やかに誘導され, Day7まで有意に上昇していた。

2. SOCS-1発現低下による影響を確認するためHEおよびWTのブレオマイシン肺傷害モデル

を比較した実験では,体重に有意な差はみられなかったが, BALF中の炎症細胞浸潤は明

らかな変化を示した.すなわち, HEBLMではDay7におけるBAL中総細胞数,マクロファ

ージ,リンパ球,好酸球の有意な増加が認められ,好酸球はDay14においても有意な増加

3.

4.

5.

が認められた.

Day14に評価した全肺より得られたハイドロキシプロリン量はWTBLMに比較してHEBLM

で有意に上昇しており, SOCS-1発現低下によるブレオマイシン誘導性の線維化の増強が示

された。

SOCS-1発現克進による影響を確認するため, Ad-SOCSlまたはAd-LacZを導入した実験系

で同様の検討を行うと、体重に有意な差はみられなかったが、 BALF中細胞分析では対照

であるAd-LacZ群と比較し,リンパ球に有意な減少が観察された.

また全肺のハイドロキシプロリン量はAd-LacZ群に比較してAd-SOCSl群で優位に減少して

おり, SOCS-1発現先進によるブレオマイシン誘導性の線維化の軽減が示された。

以上から、 SOCS-1による肺線維症治療の可能性が示唆された。現在、引き続き詳細な検討を行っ

ている。

以下に本研究に関連した総説と、本研究費により補助された研究論文を添付する。




