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略語一覧 

略語 ྡ称 

ALI  acute lung injury 

APC allophycocyanin 

ARDS acute respiratory distress syndrome 

ASC apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase 

recruitment domain 

BALF bronchoalveolar lavage fluid 

BMDMs bone marrow-derived macrophages 

BSA bovine serum albumin 

CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 

CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 

cDNA complementary DNA 

DNA deoxyribonucleic acid 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

FBS fetal bovine serum 

FITC fluorescein isothiocyanate 

HALI hyperoxic acute lung injury 

HE Hematoxyline-Eosin 

4-HNE 4-hydroxy-2-nonenal 

HRP horseradish peroxidase 

IL-1β interleukin-1β 

IL-6 interleukin-6 

IL-13 interleukin-13 

LIF leukemia inhibitory factor 

MMP-9 matrix metalloproteinase-9 

NLRP3 nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor㸦NLR㸧

family pyrin domain containing 3 

PBS phosphate-buffered saline 

PDVF polyvinylidene difluoride 

PE phycoerythrin 

PINK1 PTEN-induced putative kinase 1 

PTEN phosphatase and tensin homolog 

p-Stat3 phosphorylated-Stat3 

RNA ribonucleic acid 
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RIPA radio-immunoprecipitation assay 

RT-PCR reverse transcriptase-polymerase chain reaction 

SDS sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

SP-D surfactant protein-D 

Stat3 signal transducer and activator of transcription 3 

TdT terminal deoxynucleotidyl transferase 

TUNEL TdT-mediated dUTP nick end labeling 

WT wild-type 

 

  



4 

 

 ࡟ࡵࡌࡣ .1

 

 酸素療法ࠊࡣ呼吸୙全患者ࡢ治療࡟୙可Ḟ࡛あࠋࡿ特ࠊ࡟急性肺傷害㸦acute 

lung injury: ALI㸧ࡼ࠾び急性呼吸窮迫症候群㸦acute respiratory distress syndrome: 

ARDS㸧ࡢ患者࡛ࡣ㔜症呼吸୙全を合併ࠊࡽ࠿࡜ࡇࡿࡍ高濃ᗘ酸素吸入療法を要

ࡇ起ࡁ急性肺傷害を引ࡀ自体ࢀそࡣ高濃ᗘ酸素吸入ࡢ一定時間以ୖࠊ一方ࠋࡿࡍ

 :高濃ᗘ酸素暴露急性肺傷害㸦hyperoxic acute lung injuryࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉ報告ࡀ࡜ࡇࡍ

HALI㸧࡜呼࡚ࢀࡤいࡿ㸦図 1㸧[1]ࠋHALIࡢ肺組織࡛ࠊࡣ過剰࡞炎症཯応や肺胞

ୖ皮࣭血管内皮細胞ࡢ傷害ࠊ血管透過性ࡢ亢㐍ࡀ生ࠋ࣐[2 ,1]ࡿࡌ ウࢫ HALIࣔࢹ

炎症細ࡢ肺組織へࡀḞ損ࡢン遺伝子࢖࢝ࣔࢣ抑制やࡢン࢖࢝ࣔࢣࠊい࡚࠾࡟ࣝ

胞浸潤を抑制ࠊࡋ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛࣐ࡢウࡢࢫ生存期間を改善ࡀ࡜ࡇࡿࡏࡉ

報告࡚ࢀࡉいࠋ[3]ࡿ一方ࠊ炎症細胞をḞ損ࡏࡉた࣐ウࢫを用いた実験࡛ࠊࡶ高濃

ᗘ酸素暴露ࡾࡼ࡟ HALI 高࡜抑制ࡢ炎症཯応ࡢ肺組織ࠊや[2]࡜ࡇࡿࢀࡉ誘導ࡀ

濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ࡢ生存期間ࡢ改善ࡀ必ࡶࡋࡎ相関࡞ࡋい場合ࡀあࡶ࡜ࡇࡿ報

告࡚ࢀࡉいࡢࡽࢀࡇࠋ[4]ࡿ報告ࠊࡣHALIࡢ病態ࡀ複雑ࡘ࠿多数ࡢ因子࡟影響ࡉ

୙明࡛ࡶ現ᅾ࡛ࡣい࡚ࡘ࡟病態機序࡞詳細ࡢそࠊࡾ࠾࡚ࡋを示唆࡜ࡇࡿい࡚ࢀ

あࠋࡿ 

 

図 1. 高濃ᗘ酸素暴露急性肺傷害ࡢ模式図 
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 病原体ࡢ非存ᅾୗ࡟生ࡿࡌ炎症ࡣ無菌性炎症࡜呼ࠊࢀࡤ近ᖺ注目を集࡚ࡵい

࡟無菌性炎症ࡢࡇࠋࡿ NLRP3㸦nucleotide-binding oligomerization domain-like 

receptor㸦NLR㸧family pyrin domain containing 3 , NALP3あࡿいࡣ cryopyrinࡶ࡜

呼ࡿࢀࡤ㸧࢖ン࣮ࢯ࣐ࣛࣇ 㸦࣒inflammasome㸧ࡀ関୚ࡀ࡜ࡇࡿࡍわࡁ࡚ࡗ࠿たࠋ

ン࡛あ࢖࢝ࢺ࢖炎症性サ࡞強力ࠊ蛋白複合体࡛ࡢ細胞質内ࡣ࣒࣮ࢯ࣐ࣛࣇン࢖

࣐ࣛࣇン࢖NLRP3ࠋ[6 ,5]ࡿい࡚ࡋ産生を制御ࡢン-1β㸦IL-1β㸧࢟࢖࣮ࣟࢱン࢖ࡿ

ࡿศ子࡛あ࣮ࢱࣉࢲ࢔ࠊNLRP3ࠊࡣ࣒࣮ࢯ apoptosis-associated speck-like protein 

containing a caspase recruitment domain 㸦ASC㸧ࠊIL-1β変換酵素࡛あࡿ caspase-1

ࡾࡼ࡟࡜ࡇࡿࡍcaspase-1を活性化ࠊࢀࡉ構ᡂࡽ࠿ IL-1β前駆体㸦pro-IL-1β㸧をᡂ

熟型 IL-1βへࢩࢭࣟࣉ࡜ン࡚ࡋࢢ炎症を惹起ࠋࡿࡍ痛風や石綿肺ࠊ珪肺症࠾࡟い

NLRP3ࠊࡀࣝࢼࢢࢩた危険ࡗい࡜࢝ࣜࢩࠊ尿酸結晶や石綿ࠊ࡚ ࣮ࢯ࣐ࣛࣇン࢖

࣒を活性化ࡋ無菌性炎症を誘導ࡀ࡜ࡇࡿࡍ報告࡚ࢀࡉいࡲࠋ[7]ࡿた࢖ࣁࢶࣝ࢔

࣐࣮病や࣓ࢩࢡࢵࣜ࣎ࢱン2ࠊ࣒࣮ࣟࢻ型糖尿病ࡢ病態ࡶ࡟ NLRP3࢖ン࣐ࣛࣇ

心臓虚ࠊࡣ研究室࡛ࡢ私たち࡟ࡽࡉࠋ[6]ࡿい࡚ࢀࡉ示ࡀ࡜ࡇࡿࡍ関୚ࡀ࣒࣮ࢯ

血再灌流傷害ࠊ動脈硬化ࠊ血管傷害ࡼ࠾び慢性腎臓病࡟ NLRP3࢖ン࣮ࢯ࣐ࣛࣇ

ࠊࡀࡽKolliputiࠊࡣ࡚ࡋ関࡟HALIࠋ[12-8]ࡿい࡚ࡋを報告࡜ࡇࡿい࡚ࡋ関୚ࡀ࣒

高濃ᗘ酸素暴露ࢻ࣑ࣛࢭࡢࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࡀ産生を増加ࠊࡏࡉそ࡚ࡗࡼ࡟ࢀ

NLRP3 ࡿࢀࡉ誘導ࡀ透過性亢㐍ࡢ肺胞ୖ皮細胞ࠊࡋ活性化ࡀ࣒࣮ࢯ࣐ࣛࣇン࢖

HALIࠊࡣ࡛ࢫNLRP3−/−࣐ウࠊࡀࡽFukumotoࠊたࡲࠋ[14 ,13]ࡿい࡚ࡋを報告࡜ࡇ

NLRP3ࠊࡋ࠿ࡋࠋ[15]ࡿい࡚ࡋを報告࡜ࡇࡿࢀࡉ軽減ࡀ炎症ࡢ肺組織ࡢ࡛ࣝࢹࣔ

ࡢ࣒࣮ࢯ࣐ࣛࣇン࢖ HALIࡿࡅ࠾࡟役割ࡣ୙明࡞Ⅼࡀ多いࠋそ࡛ࡇ本研究࡛ࠊࡣ

HALIࡿࡅ࠾࡟ NLRP3࢖ンࡢ࣒࣮ࢯ࣐ࣛࣇ役割を解明ࡿࡍ目的࡛ࠊNLRP3Ḟ損

びࡼ࠾ IL-1β Ḟ損࣐ウࢫを用い࡚ࠊ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ࡢ生存率࡟着目࡚ࡋ解

析࣭検討を行ࡗた㸦図 2㸧ࠋ 
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図 2. NLRP3࢖ンࡢ࣒࣮ࢯ࣐ࣛࣇ模式図࡜本研究ࡢ仮説 
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2. 実験材料࡜方法 

 

2-1. 使用動物 

 

 全࡚ࡢ動物実験ࡣ自治医科大学動物実験規定㸦ᖹᡂ 22 ᖺ規定第 51 号㸧࡟従

い施行ࡋたࠋ 

 実験動物࡚ࡋ࡜ C57BL/6J㸦㔝生型：wild-type㸦WT㸧㸧ࡣ日本 SLCࡾࡼ購入ࡋ

たࠋNLRP3Ḟ損࣐ウࢫ㸦NLRP3−/−࣐ウࢫ㸧ࡼ࠾び IL-1βḞ損࣐ウࢫ㸦IL-1β−/−࣐

ウࢫ㸧ࠊࡣDr. Vishva M. Dixit㸦Genentech, CA㸧ࡢ好意ࡾࡼ࡟提供ࠊࢀࡉ実験࡟使

用ࡋた [16, 17]ࠋNLRP3−/−࣐ウࡼ࠾ࢫび IL-1β−/−࣐ウࡣࢫ 12世代以ୖࡢ戻ࡋ交配

を行いࠊC57BL/6J系ࣛࢢࢡࢵࣂウン࡚ࡋ࡜ࢻ実験࡟用いたࠋ 

 

2-2. 実験ࣔࣝࢹ作製 

 

 8～14㐌齢雌性࣐ウࢫを使用ࡋたࠋࣉ ࣂンࣕࢳ製酸素ࢡࢵࢳࢫࣛ 㸦࣮40×35×

30 cm㸧内へ 90 % 酸素を 7 L/min࡛送気ࠊࡋ酸素ࣕࢳン࣮ࣂ内࡛࣐ウࢫを飼育

た㸦図ࡋ 3㸧ࣕࢳࠋン࣮ࣂ内温ᗘࡣ 明暗時間㸦各ࠊࡋ調節࡟℃25～24 12時間㸧を

一定ࡋ࡟た環境࡛ࠊ自由飲水࣭自由摂食ୗ࡛飼育ࡋた࣐ࠋウࡢࢫ生存確認ࡣ 12

時間毎࡟行ࡗたࠋ 

 

図 3. ࣐ウࢫ HALIࣔࡢࣝࢹ作ᡂ 
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 予備検討࡚ࡋ࡜WT࣐ウࢫを 90 % 酸素ࣕࢳン࣮ࣂ内࡛飼育ࠊࡋ飼育後 24時

間48ࠊ 時間72ࠊ 時間ࡢ気管支肺胞洗浄液㸦bronchoalveolar lavage fluid：BALF㸧

中ࡢ総細胞数ࡼ࠾ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࠊび好中球ࡢ解析を行ࡗた㸦図 4A, B㸧90ࠋ % 

酸素暴露後 72時間以降࡛総細胞数ࡼ࠾ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࠊび好中球数ࡣいࡶࢀࡎ

著ྡ࡞増加を認ࡵたࡲࠋた胸部 CT࡛高濃ᗘ酸素暴露 72時間ࡾࡼ肺水腫ࡀ認ࡵ

た㸦図ࡋを確認࡜ࡇࡿࢀࡽ 4C㸧ࡢࡇࠋ結果90ࠊࡾࡼ % 酸素暴露 72時間後࣐ࡢウ

胸部࠾࡞ࠋたࡋ࡜࡜ࡇࡿࡍを採ྲྀࣝࣉサンࡾࡼࢫ CT ᧜影ࡣ࡟ Latheta LCT-200 

㸦Hitachi Aloka Medical, Ltd., 東京㸧を用いたࠋ 
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図 4. 本研究ࡿࡅ࠾࡟最適酸素暴露時間検討結果 

A-B. WT࣐ウࢫを 24時間48ࠊ時間72ࠊ時間96ࠊ時間高濃ᗘ酸素暴露ࡏࡉ BALFを回཰ࡋ

た㸦各 n=2㸧ࠋ 

A. 総細胞数 

B. 細胞ศ画を࣮ࣟࣇサ࡛࣮ࣜࢺ࣓ࢺ࢖解析ࡋた㸦CD11c+：肺胞࣐ࠊࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡGr-

1+/CD45R−：好中球ࠊ各 n=2㸧ࠋ 

C. ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素暴露 72時間96ࠊ時間ࡢWT࣐ウࡢࢫ胸部 CTを

᧜影ࡋたࠋ 

 

2-3. BALFࡢ解析 

 

G 18ࠊࡋ気管を露出ࡢࢫウ࣐࡟ン吸入全身麻酔ୗࣛࣝࣇࢯ࢖  を࢝ࣝࢸ࣮ࢸ࢝

 ン酸緩衝食塩水㸦phosphate-bufferedࣜࡾࡼࣝࢸ࣮ࢸ࢝ࠋたࡋョンࢩ࣮ࣞࣗࢽ
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saline：PBS㸧0.8 mL/回を注入ࡋ 4回肺胞洗浄を行ࡗたࠋ回཰ࡋた BALFࡣ 1000 

rpm10ࠊศ4ࠊ℃࡛遠心ࡋたࠋ遠心後ୖࡢ清30−ࡣ℃࡛保管ࠊࡋそࡢ後ࡢ解析࡟使

用ࡋたࠋỿ殿ࡋた細胞ᡂศࡣ PBS ࡛懸⃮ࣃࣜࢺࠊࡋン࡛࣮ࣝࣈ染色後࡟血球計

算盤࡛総細胞数を࢝ウンࡋࢺたࠋ細胞ศ画࣮ࣟࣇࡣサ࣮ࣜࢺ࣓ࢺ࢖法あࡿいࡣ

サࣆࢫࢺ࢖ン㸦800 rpm8ࠊศ22ࠊ℃㸧後࡟ Diff-Quik染色㸦Sysmex, 神戸㸧を行

い算出ࡋたࠋ 

 

2-4. Real-time RT-PCR 

 

 右心室ࡾࡼ PBS࡛灌流࣭脱血後ࡢ肺組織ࡾࡼ ISOGEN㸦Nippon Gene Co., Ltd., 

富山㸧࡛ RNAを抽出ࠊࡋSuperscript VILOTM cDNA Synthesis Kit㸦life technologies, 

MD㸧を用い࡚逆転写を行いࠊcDNAを合ᡂࡋたࠋ合ᡂࡋた cDNAࡣ SYBR Premix 

Ex Taq ϩ㸦Takara Bio Inc., 滋賀㸧を用いࠊTakara TP960 PCR Thermal Cycler Dice 

Detection System㸦Takara Bio Inc., 滋賀㸧࡛ mRNAを検出ࡋたࠋmRNAࡢ発現㔞

結果ࠋたࡋ算出࡚ࡋ࡜比ࡢ発現㔞ࡿࡍ対࡟18S rRNAࠊ検㔞線法を用いࡣ計算ࡢ

 ࠋたࡋ割合࡛示ࡿࡍ対࡟ࢫWT࣐ウࡢṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡣ

 

 配列࣮࣐࢖ࣛࣉ

Gene Forward Reverse 

Il1b 5′-TGAAGTTGACGGACCCCAAA-3′ 5′-TGATGTGCTGCTGTGAGATT-3′ 
Ccl2 5′-GGCTCAGCCAGATGCAGTTAAC-3′ 5′-GCCTACTCATTGGGATCATCTTG-3′ 

Cxcl1 5′-GCTGGGATTCACCTCAAGAA-3′ 5′-TCTCCGTTACTTGGGGACAC-3′ 
Il6 5′-ACAACCACGGCCTTCCCTACTT-3′ 5′-CACGATTTCCCAGAGAACATGTG-3′ 
Lif 5′-ATTGTGCCCTTACTGCTGCTG-3′ 5′-GCCAGTTGATTCTTGATCTGGT-3′ 

Mmp9 5′-CCTGGAACTCACACGACATCTTC-3′ 5′-TGGAAACTCACACGCCAGAA-3′ 
Bax 5′-TTGCTGATGGCAACTTCAAC-3′ 5′-GATCAGCTCGGGCACTTTAG-3′ 

Pink1 5′-GCTTGCCAATCCCTTCTATG-3′ 5′-CTCTCGCTGGAGCAGTGAC-3′ 
Rn18s 

(18S rRNA) 

5′-GTAACCCGTTGAACCATT-3′ 5′-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3′ 
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2-5. Western blot法 

 

 右心室ࡾࡼ PBS ࡛灌流࣭脱血後ࡢ肺組織ࡼ࠾び培養細胞ࡾࡼ RIPA ࢓ࣇࢵࣂ

࣮を用い࡚蛋白質を抽出ࡋたࠋ抽出ࡋた蛋白質ࡣ Laemmli サン࣮࢓ࣇࢵࣂࣝࣉ

を加え࡚ 転写後ࠋたࡋPDVF膜へ転写ࠊSDS-PAGE࡛ศ㞳ࠊࡋ5ศ間処理ࠊ℃95

ࡢ PDVF膜を ࡣたࡲン࢖ࢮ࢝ % 2 3 % bovine serum albumin㸦BSA㸧࡛室温1ࠊ時

間࢟ࢵࣟࣈンࠊ℃4ࠊࡋࢢover night࡛各 1ḟ抗体を࢖ン࣮࢟ࣗ࣋ࡋࢺたࠋ 

 続い࡚各 1ḟ抗体࡟対ࡿࡍ horseradish peroxidase㸦HRP㸧付ࡁ 2ḟ抗体を室温࡛

1時間཯応ࡏࡉた後ࠊWestern blot Quant HRP Substrate㸦Takara Bio Inc., 滋賀㸧࡛

化学発ගࠊࡏࡉImage Quant LAS 4000 mini㸦GE healthcare Life Sciences, NJ㸧を用

い࡚ࣂンࡢࢻ検出を行ࡗたࠋβ-actin 使用࡚ࡋ࡜࣮ࣝࣟࢺンࢥ発現㔞を内ᅾ性ࡢ

ࡣ定㔞化ࡢࢻンࣂたࡋ検出ࠋたࡋ Image J 1.47v 㸦National Institutes of Health, 

Bethesda, MD㸧࡛行ࡗたࠋ 

 

使用抗体 

 抗体 製造元 

1ḟ抗体 Stat3 Cell Signaling Technology, Inc., MA 

phospho-Stat3 (p-Stat3, Tyr705) Cell Signaling Technology, Inc., MA 

Bax Cell Signaling Technology, Inc., MA 

Bcl-2 Cell Signaling Technology, Inc., MA 

NLRP3 R&D System 

β-actin Sigma-Aldrich 

2ḟ抗体 HRP-goat anti-mouse IgG Invitrogen 

HRP-goat anti-rabbit IgG Zymax Grade, Zymed Laboratories Inc., CA 

 

＜試薬組ᡂ＞ 

RIPA20： ࣮࢓ࣇࢵࣂ mM Tris, 2.5 mM EDTA, 1 % Triton X, 10 % glycerol, 1 % 

deoxycholic acid, 0.1 % SDS, 50 mM NaF, and 10 mM Na4P2O7·10H2O 
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2-6. MMP-9測定 

 

 Matrix metalloproteinase-9㸦MMP-9㸧蛋白濃ᗘࠊࡣMMP-9 activity assay kit 

㸦QuikZyme Biosciences, Leiden, Netherlands㸧を用い࡚測定ࡋたࠋ 

 

2-7. 組織学的検討 

 

 肺組織ࡣ気管ࡾࡼ 10 % ࣐࣍ࣝࣜンを 1 mL注入࡚ࡋ固定࢕ࣇࣛࣃࠊࡋン包埋

ࡣ肺組織ษ片ࠋたࡋ 5 μm厚࡛作ᡂࡋ Hematoxyline-Eosin㸦HE㸧染色を行ࡗたࠋ

好中球浸潤ࡢ評価ࠊࡣ࡟好中球エࢮ࣮ࣛࢸࢫを特異的࡟検出ࡿࡍ naphthol AS-D 

chloroacetate esterase staining kit 㸦Muto Pure Chemicals Co., Ltd., 東京㸧を用いたࠋ

結果ࡣ顕微鏡 60倍࡛無作Ⅽ࡟抽出ࡋた 10視㔝ࡢ陽性細胞数࡛示ࡋたࠋ 

 免疫組織化学染色ࠊࡣ酸化࡛࣮࣮࣐࢝ࡢࢫࣞࢺࢫあࡿ 4-hydroxy-2-nonenal 㸦4-

HNE㸧ࡼ࠾び白血球࡛࣮࣮࣐࢝ࡢあࡿ CD45ࡢ検出࡟用いたࠋ脱࢕ࣇࣛࣃン後ࡢ

組織ษ片を Target Retrieval Solution 㸦Dako, CA㸧࡛抗原賦活ࠊࡋṇ常ࣖࢠ血清࡛

後ࡢそࠋたࡗを行ࢢン࢟ࢵࣟࣈ CD45抗体㸦BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ㸧

を 後ࡢそࠋたࡋࢺン࣮࢟ࣗ࣋࢖over night࡛ࠊ℃4 Histofine Simple Stain Rat MAX 

PO 㸦Nichirei Corporation, 東京㸧࡜཯応ࡏࡉた4ࠋ-HNE免疫組織化学染色ࡘ࡟い

組織ษ片をࡢ抗原賦活後ࠊࡣ࡚ IgG blocking reagent㸦MOM Immunodetection Kit; 

Vector Laboratories㸧࡛࢟ࢵࣟࣈン4ࠊࡋࢢ-HNE抗体㸦clone HNEJ-2, Japan Institute 

for the Control of Aging, Nikken SEIL Co., 静岡㸧を ン࢟ࣗ࣋࢖over night࡛ࠊ℃4

ン化ࢳ࢜ࣅࠊ後ࡢそࠋたࡋࢺ࣮ IgG抗体ࡼ࠾び avidin–peroxidase 㸦VECTASTAIN 

ABC kit; Vector Laboratories㸧࡜཯応ࡏࡉたࠋいࡶࢀࡎ DAB substrate kit 㸦Vector 

Laboratories, Burlingame, CA㸧࡛検出を行いࠊ対比染色ࣜࢩ࢟ࢺ࣐࣊ࡣ࡟ンを用

いたࠋ陰性ࢥンࠊ࡚ࡋ࡜࣮ࣝࣟࢺ一ḟ抗体ࡢ代わࢥࣉ࢖ࢱࢯ࢖࢔࡟ࡾン࣮ࣝࣟࢺ

抗体㸦Vector Laboratories㸧を用いࠊ陽性細胞ࡀ存ᅾ࡞ࡋい࡜ࡇを確認ࡋたࠋ染色

た複ࡋ抽出࡟無作Ⅽࠋたࡋ顕微鏡㸦FSX-100, Olympus, 東京㸧࡛解析ࡣた標本ࡋ
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数視㔝࡛ 500 細胞を࢝ウンࠊࡋࢺそࡢうちࡢ陽性細胞ࡢ割合を結果࡚ࡋ࡜示ࡋ

たࠋ 

 

 検出ࡢࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ .2-8

 

ࡣ検出ࡢࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔  TUNEL染色ࡼ࠾び cleaved caspase-3ࡢ免疫組織化学染

色࡛行ࡗたࠋTUNEL染色ࡣ In situ Apoptosis Detection Kit 㸦Takara Bio, 滋賀㸧を

用い࡚行ࡗたࠋ 

組織ษ片をࡢン後࢕ࣇࣛࣃ脱ࡎࡲ  1 mM EDTAࠊᅽ力鍋࡛ 10 ศ間加熱処理ࡋ

たࠋTUNEL染色࡛ࠊࡣ加熱処理後ࡢษ片を 3 % H2O2࡛内ᅾ性࣌ࣝ࢜࢟ࢮ࣮ࢲࢩ

terminal deoxynucleotidyl transferase 㸦TdT㸧酵素࡛ࠊࡋࢡࢵࣟࣈ ࢖90ศ間ࠊ℃37

ン࣮࢟ࣗ࣋ࡋࢺたࠋcleaved caspase-3免疫組織化学染色࡛ࠊࡣ加熱処理後ࡢษ片

を 1 % H2O2࡛内ᅾ性࣌ࣝ࢜࢟࡟ࡽࡉࠊࡋࢡࢵࣟࣈࢮ࣮ࢲࢩṇ常ࣖࢠ血清࡛ࣟࣈ

 ,cleaved caspase-3抗体㸦Cell Signaling Technology, Inc., Bostonࠊた後ࡗを行ࢢン࢟ࢵ

MA㸧を 後ࡢそࠋたࡋࢺン࣮࢟ࣗ࣋࢖over night࡛ࠊ℃4 Histofine Simple Stain Rabbit 

MAX PO 㸦Nichirei Corporation, Japan㸧࡜཯応ࠊࡏࡉDAB substrate kit࡛検出ࡋ

たࠋ対比染色ࣜࢩ࢟ࢺ࣐࣊ࡣ࡟ンを用いたࠋ標本ࡣ顕微鏡࡛検鏡ࠊࡋ無作Ⅽ࡟抽

出ࡋた複数視㔝࡛ 500 細胞を࢝ウンࠊࡋࢺそࡢうちࡢ陽性細胞ࡢ割合を結果࡜

 ࠋたࡋ示࡚ࡋ

 

2-9. 肺組織 wet／dry㔜㔞比ࡢ算出࡜ BALF蛋白濃ᗘࡢ測定 

 

 ࣐ウࡾࡼࢫ左肺をษ除ࡋ wet weight 後ࡢそࠋたࡋ㔜㔞を測定࡚ࡋ࡜ 75℃࣮࢜

ン࡛ࣈ 72時間左肺を乾燥ࠊࡏࡉそࡢ後 dry weight࡚ࡋ࡜㔜㔞を測定ࡋたࠋBALF

蛋白濃ᗘࡣ BCA Protein Assay Reagent 㸦Thermo Fisher Scientific Inc., MA㸧࡛測定

 ࠋたࡋ
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2-10. IL-1βࡢ測定 

 

 BALFୖ清中ࡢ IL-1βࠊࡣmouse enzyme-linked immunosorbent assay 㸦ELISA㸧 

kit 㸦R&D Systems㸧を用い࡚測定ࡋたࠋ 

 

 ࣮ࣜࢺ࣓ࢺ࢖サ࣮ࣟࣇ .2-11

 

 BALF中ࡢ細胞ศ画࣮ࣟࣇࡢサ࣮ࣜࢺ࣓ࢺ࢖を行ࡗたࠋ細胞ࡣୗ記ࡢ抗体ࡼ࡟

FACSCaliburࠊࡋ஧㔜染色࡚ࡗ びࡼ࠾ CellQuest software version 3.3 㸦Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ㸧を用い࡚解析ࡋたࠋ 

 非特異的࡞染色を除外ࡿࡍたࢥࣉ࢖ࢱࢯ࢖࢔ࠊࡵン࣮ࣝࣟࢺ抗体を陰性ࢥン

 ࠋたࡋ使用࡚ࡋ࡜࣮ࣝࣟࢺ

 

使用抗体 

APC 

(allophycocyanin) 

FITC 

(fluorescein isothiocyanate) 

PE 

(phycoerythrin) 

anti-CD45 (eBioscience) anti-CD45R (eBioscience), anti-Ly6G (BD Biosciences) 

 anti-CD11c (BD Biosciences) anti-CD11b (eBioscience) 

 

 

2-12. 細胞培養 

 

 MLE 12㸦murine lung epithelial cells㸧ࡼ࠾びMH-S㸦murine alveolar macrophages㸧

細胞株ࡣ American Type Culture Collection㸦Manassas, VA㸧ࡾࡼ購入ࡋたࠋMLE 12

細胞ࡣ 10 % ウࢩ胎仔血清㸦fetal bovine serum: FBS㸧含有 Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium 㸦DMEM, glucose 1000 mg/L, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 

大阪㸧࡛培養ࡋたࠋMH-S細胞ࡣ 10 % FBS0.05ࠊ mM 2-mercaptoethanol 㸦Sigma-

Aldrich㸧含有 RPMI-1640㸦Sigma-Aldrich㸧࡛ 培養ࡋたࠋWTࡼ࠾び NLRP3−/−࣐ウ
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㸦ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ骨髄由来࣐ࢫ୙死化࣐ウࡢ由来ࢫ bone marrow-derived 

macrophages: BMDMs㸧ࡣ E. Latz㸦University of Bonn㸧ࡢ好意ࡾࡼ࡟提供ࠊ[18]ࢀࡉ

10 % FBS含有 DMEM 㸦glucose 4500 mg/L, Sigma-Aldrich㸧࡛培養ࡋたࠋ 

 ࣐ウࢫ肺由来初代肺胞ୖ皮細胞ࡼ࠾び肺胞࣐ࡣࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ以前ࡢ報告࡟従

いศ㞳࣭培養ࡋた[19, 20]࣐ࠋウࡢࢫ気管ࢩ࣮ࣞࣗࢽ࢝࡟ョンを行いࠊPBS ࡛肺

胞洗浄ࡋ肺胞࣐ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡをศ㞳ࡋたࠋ右心室ࡾࡼ PBS を灌流ࡏࡉ脱血後࡟

肺組織を摘出ࠊcollagenase type I㸦Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 大阪㸧ࠊdispase

㸦Dispase II, Godo Shusei Co., Ltd., 東京㸧ࡼ࠾び DNase 㸦Worthington Biochemical 

Corp., Lakewood, NJ㸧࡛ ศ解ࡋたࠋศ解ࡋた細胞を培養࡟ࣗࢩࢵ࢕ࢹ᧛種ࡋ 30ศ

間࢖ン࣮࢟ࣗ࣋ࠊ࡚ࡋࢺ肺胞࣐ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡを培養࡟ࣗࢩࢵ࢕ࢹ接着ࡏࡉศ㞳

た肺胞ୖࡋ回཰ࠋたࡋ᧛種ࠊ回཰ࠊࡋ判断࡜細胞を肺胞ୖ皮細胞ࡢ清中ୖࠋたࡋ

皮細胞࡟Ϩ型ࢤ࣮ࣛࢥンࡼ࠾びサ࣮ࢱࢡ࢓ࣇン࢖ࢸࣟࣉࢺン C ࡿい࡚ࡋ発現ࡀ

肺胞洗浄࡜ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡた肺胞࣐ࡏࡉ接着࡟ࣗࢩࢵ࢕ࢹ培養ࠋたࡋを確認࡜ࡇ

使用࡚ࡋ࡜ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ肺胞࣐࡚ࡏを合わࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡた肺胞࣐ࡋ回཰ࡾࡼ࡟

 ࠋたࡋ

 腹腔由来好中球ࡣ以前ࡢ報告࡟従い࢖ࢮ࢝ % 9ࠊンࡢ腹腔内投୚ࡾࡼ࡟好中

球を誘導ࡋ回཰ࡋた[21]ࠋ回཰ࡋた好中球ࡣ 10 % FBS含有 RPMI-1640࡛培養ࡋ

たࠋ 

 細胞ࡢ高濃ᗘ酸素暴露時࢖ࠊࡣン࣮࣮࢟ࣗ࣋ࢱ内を 90 % 酸素ࡼ࠾び 5 % ஧

酸化炭素濃ᗘ࡛維持ࡋたࠋ 

 

2-13. 好中球遊走能ࡢ解析 

 

 好中球遊走能ࡣ 24-well培養࡛ࢺ࣮ࣞࣉ Transwell migration assay㸦3 μm孔࣏ࣜ

培養ୖ清ࡢMLE 12細胞ࠋた[21]ࡋCorning, NY㸧を用い࡚解析ࠊ膜ࢺ࣮ࢿ࣮࣎࢝

あࡿいࡣ CXCL1㸦KC, PeproTech Inc., NJ㸧をୗ層࡟加えた後ୖࠊ層࡟ 2×105細

胞ࡢ好中球を加え37ࠊ℃࡛ 1時間培養ࡋたࠋୗ層へ移動ࡋた好中球を回཰ࣇࠊࡋ
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࣮ࣟサ࣮ࣜࢺ࣓ࢺ࢖を用い࡚細胞数を࢝ウンࡋࢺたࠋ 

 

2-14. 共培養実験 

 

 ศ㞳共培養実験ࡣ 6-well 培養࡛ࢺ࣮ࣞࣉ Transwell㸦0.4μm 孔࣏࣮࣮ࣜ࢝࣎ࢿ

᧛種࡟MLE 12細胞㸦1×106細胞㸧をୗ層ࠋたࡗCorning, NY㸧を用い࡚行ࠊ膜ࢺ

ࡋ 24時間培養後ୖࠊ層へ MH-S細胞㸦5×105～1×106細胞㸧あࡿいࡣ腹腔由来

好中球㸦5×105～2×106細胞㸧を加え࡚ 8時間培養ࡋたࠋそࡢ後ୗ層ࡢMLE 12

細胞ࡾࡼ蛋白質を抽出ࡋたࠋ接触共培養実験ࡣ 6-well 培養ࢺ࣮ࣞࣉを用い࡚行

 ࠋたࡗ

 

2-15. Adoptive transfer 

 

 WT࣐ウࡼ࠾ࢫび NLRP3−/−࣐ウࠊࡾࡼࢫ各々腹腔由来好中球を ࡋ記載࡟2-12

た方法࡛採ྲྀࡋたࠋ採ྲྀࡋた好中球ࡣ頸静脈ࡾࡼ 1×106細胞／匹投୚ࠊࡋ投୚

5時間後ࡾࡼ高濃ᗘ酸素暴露を開始ࠊࡋ解析ࡋたࠋ 

 

2-16. 統計解析 

 

ࡣࢱ࣮ࢹ  IBM SPSS statistics Version 21 Software㸦IBM Japan Ltd., 東京㸧を用い

࡚解析ࠊࡋ値ࡣᖹ均値 ± 標準誤差㸦standard error of the mean: SEM㸧࡛記ࡋたࠋ

独立 2群間ࡢ比較ࡣ࡟ t検定を用いࠊ多群間比較ࡣ࡟一元配置ศ散ศ析を行いࠊ

஦後比較ࡣ࡟ Tukeyあࡿいࡣ Games-Howellࡢ方法を用いたࠋp<0.05を統計学的

 ࠋたࡋ判断࡜ࡾ有意差あ࡟
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3. 結果 

 

3-1. 高濃ᗘ酸素環境ୗ࣐ࡿࡅ࠾࡟ウࡢࢫ生存解析 

 

 最初ࠊ࡟WT ࣐ウࠊࢫNLRP3−/−࣐ウࡼ࠾ࢫび IL-1β−/−࣐ウࢫを 90 % 酸素ࣕࢳ

ン࣮ࣂ内࡛飼育ࠊࡋ生存解析を行ࡗた࣐ࠋ ウࢫを高濃ᗘ酸素濃ᗘ環境ୗ࡛飼育ࡍ

生ࡢࢫNLRP3−/−࣐ウࠊࡋ཯࡟予測ࡢ当初ࠊࡀࡿ⮳࡟死ࡋ㐍行ࡀ急性肺傷害ࠊ࡜ࡿ

存期間ࡣWT࣐ウ࡜ࢫ比較࡚ࡋ有意࡟短縮࡚ࡋいた㸦生存期間中央値：WT࣐ウ

図ࠊp<0.01ࠊ96み6.53時間 ࢫNLRP3−/−࣐ウࠊ120み2.28時間 ࢫ 5A㸧ࠋ一方ࠊWT

࣐ウ࡜ࢫ IL-1β ࣐ウࡢࢫ生存期間࡟有意差を認ࡗ࠿࡞ࡵた㸦生存期間中央値：

WT࣐ウ120 ࢫみ0.00時間ࠊIL-1β−/−࣐ウ108 ࢫみ10.25時間ࠊ図 5B㸧ࠋ 

 高濃ᗘ酸素暴露 72 時間後࣐ࡢウࡽ࠿ࢫ採ྲྀࡋた BALF 中ࡢ IL-β 濃ᗘࠊࡣṇ

常酸素濃ᗘ環境ୗ࣐ࡢウ࡜ࢫ比較࡚ࡋ有意ୖ࡞昇ࡣ認ࠊࡎࡵWT ࣐ウ࡜ࢫ

NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ間ࡶ࡟有意差を認ࡗ࠿࡞ࡵた㸦図 5C㸧ࠋ肺組織࡛ࡢ Il1b mRNA

発現㔞ࡣ高濃ᗘ酸素暴露ࡾࡼ࡟有意ୖ࡟昇ࡋたࠊࡀWT ࣐ウ࡜ࢫ NLRP3−/−࣐ウ

た㸦図ࡗ࠿࡞ࡵ有意差を認࡟間ࡢࢫ 5D㸧ࠋ 

 以ୖࡢ結果ࠊࡾࡼNLRP3 ࡀ IL-1β 非依存的࡟高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛࣐ࡢウࡢࢫ

生存期間࡟関୚࡚ࡋいࡿ可能性ࡀ考えࢀࡽたࠋ 
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図 5. 高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛࣐ࡢウࢫ生存解析࡜ IL-1β産生 

A. 高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ࡢWT࣐ウ࡜ࢫ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ生存解析を Kaplan-Meier法࡛行

た㸦各ࡗ n=18-19㸧ࠋ 

B. 高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ࡢWT࣐ウ࡜ࢫ IL-1β−/−࣐ウࡢࢫ生存解析を Kaplan-Meier法࡛行ࡗ

た㸦各 n=9-12㸧ࠋ 

C. ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72時間後࣐ࡢウࡾࡼࢫ採ྲྀࡋた BALF中

ࡢ IL-1β濃ᗘ㸦ṇ常酸素濃ᗘ：各 n=3-5ࠊ高濃ᗘ酸素：各 n=12-14㸧ࠋ 

D. ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72時間後ࡢ肺組織 Il1β mRNA発現㔞㸦ṇ

常酸素濃ᗘ：各 n=6ࠊ高濃ᗘ酸素：各 n=9-12㸧ࠋ 

 ࠋたࡋを**࡛示ࡢࡶࡿp<0.01࡛あࠊࡋᖹ均値み標準誤差࡛表示ࡣࢱ࣮ࢹ
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3-2. 高濃ᗘ酸素暴露ࡿࡼ࡟肺傷害ࡢ解析 

 

 高濃ᗘ酸素暴露後ࡢWT࣐ウࡢࢫ肺組織ࡢ HE染色࡛ࠊࡣ肺胞隔壁ࡢ肥厚ࠊう

ࡣ所見ࡢࡽࢀࡇࠊࢀࡽࡵ認ࡀび肺水腫ࡼ࠾血ࡗ NLRP3−/−࣐ウࡢ࡜ࢫ間࡟有意差

を認ࡗ࠿࡞ࡵた㸦図 6A㸧ࡲࠋたࠊ高濃ᗘ酸素暴露ࡾࡼ࡟肺組織࡛活性酸素種ࡀ産

生ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ報告࡚ࢀࡉいࠊ[1]ࡽ࠿࡜ࡇࡿ脂質過酸化ࠊ࡛࣮࣮࣐࢝ࡢ活性酸

素種ࡢ産生を示ࡍ 4-HNEࡢ肺組織免疫組織化学染色を行ࡗたࠋ高濃ᗘ酸素暴露

WTࠊࡀࡿࡍ増加࡟有意ࡣ陽性細胞数ࡾࡼ࡟ ࣐ウ࡜ࢫ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ間࡟有

意差を認ࡗ࠿࡞ࡵた㸦図 6B㸧ࠋ血管透過性ࡢ指標࡛あࡿ肺組織ࡢ wet/dry㔜㔞比

びࡼ࠾ BALF 蛋白濃ᗘࠊࡶWT ࣐ウ࡜ࢫ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ間࡟有意差を認࡞ࡵ

た㸦図ࡗ࠿ 7A, B㸧ࠋ 
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図 6. 肺組織 HE染色ࡼ࠾び 4-HNE免疫組織化学染色 

ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72時間後࣐ࡢウࡾࡼࢫ採ྲྀࡋた肺組織ษ片を

用いたࠋ 

A. HE染色を行ࡗたࠋ代表的࡞組織像を示ࡍ㸦各 n=3-4㸧ࠋ 

B-C. 4-HNE免疫組織化学染色を行ࡗた㸦各 n=3-4㸧ࠋ 

B. 代表的࡞組織像を示ࠋࡍ 

C. 4-HNE陽性細胞数を定㔞ࡋた㸦各 n=3-4㸧ࠋ 

 ࠋたࡋを**࡛示ࡢࡶࡿp<0.01࡛あࠊࡋᖹ均値み標準誤差࡛表示ࡣࢱ࣮ࢹ
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図 7. 肺組織 wet/dry㔜㔞比࡜ BALF蛋白濃ᗘ 

A. 高濃ᗘ酸素環境ୗ 72 時間後࣐ࡢウࡾࡼࢫ採ྲྀࡋた肺組織࡛ wet/dry 㔜㔞比を解析ࡋた

㸦各 n=5-7㸧ࠋ 

B. ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72時間96ࠊ時間後࣐ࡢウࡾࡼࢫ採ྲྀࡋた

BALFࡢ蛋白濃ᗘを測定ࡋた㸦各 n=5-8㸧ࠋ 

ࡋを**࡛示ࡢࡶࡿp<0.01࡛あࠊ*をࡢࡶࡿp<0.05࡛あࠊࡋᖹ均値み標準誤差࡛表示ࡣࢱ࣮ࢹ

たࠋ 

 

3-3. 肺組織へࡢ炎症細胞浸潤ࡢ評価 

 

 肺組織へࡢ炎症細胞浸潤を評価ࡿࡍたࠊࡵCD45 免疫組織化学染色を行ࡗたࠋ

高濃ᗘ酸素暴露ࡾࡼ࡟ WT ࣐ウࢫ肺組織ࡿࡅ࠾࡟ CD45 陽性細胞数ࡣṇ常酸素

濃ᗘ環境ୗ࡜比較࡚ࡋ増加ࠊࡋNLRP3−/−࣐ウࡣ࡛ࢫそࡢ増加ࡀ有意࡟抑制ࢀࡉ

࡚いた㸦図 8A, B㸧ࠋḟࠊ࡟BALF 中ࡢ炎症細胞数ࡼ࠾びそࡢศ画を解析ࡋたࠋ

CD45免疫組織化学染色ྠ࡜様ࠊ࡟WT࣐ウࡣ࡛ࢫ高濃ᗘ酸素暴露ࡾࡼ࡟総細胞

数ࡣ増加ࠊࡋNLRP3−/−࣐ウࡣ࡛ࢫそࡢ増加ࡀ有意࡟抑制࡚ࢀࡉいた㸦図 8C㸧ࣇࠋ

࣮ࣟサ࡛࣮ࣜࢺ࣓ࢺ࢖解析ࡋた細胞ศ画ࠊࡣ肺胞࣐ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ㸦CD11c 陽性

細胞㸧ࡼ࠾び好中球㸦Ly6G 陽性ࡘ࠿ CD45R 陰性細胞㸧ࡀ高濃ᗘ酸素暴露後ࡢ

WT࣐ウ࡛ࢫ増加ࠊࡋNLRP3−/−࣐ウࡣ࡛ࢫそࡢ増加ࡀ有意࡟抑制࡚ࢀࡉいた㸦図

8D㸧ࠋNLRP3−/−࣐ウࢫ肺組織ࡿࡅ࠾࡟好中球浸潤ࡢ抑制ࠊࡣ好中球エࢮ࣮ࣛࢸࢫ

染色࡛ࡶ確認ࡋた㸦図 9A, B㸧ࠋ 
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図 8. 肺組織ࡼ࠾び BALF中ࡢ炎症細胞浸潤 

A-B. ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72 時間後࣐ࡢウࡾࡼࢫ採ྲྀࡋた肺組織

ษ片࡛ CD45免疫組織化学染色を行ࡗた㸦各 n=3-4㸧ࠋ 

A. 代表的࡞組織像を示ࠋࡍ 

B. CD45陽性細胞数を定㔞ࡋたࠋ 

C-D. ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72 時間後࣐ࡢウࡾࡼࢫ BALF を採ྲྀࡋ

たࠋ 

C. 総細胞数を࢝ウンࡋࢺた㸦ṇ常酸素濃ᗘ：各 n=3-5ࠊ高濃ᗘ酸素：各 n=5-6㸧ࠋ 

D. 細胞ศ画㸦CD11c+：肺胞࣐ࠊࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡLy6G+/CD45R−：好中球㸧を࣮ࣟࣇサࢺ࣓ࢺ࢖

࣮࡛ࣜ解析ࡋたࠋ 

ࡋを**࡛示ࡢࡶࡿp<0.01࡛あࠊ*をࡢࡶࡿp<0.05࡛あࠊࡋᖹ均値み標準誤差࡛表示ࡣࢱ࣮ࢹ

たࠋ 
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図 9. 肺組織好中球エࢮ࣮ࣛࢸࢫ染色 

ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72時間後࣐ࡢウࡾࡼࢫ採ྲྀࡋた肺組織ษ片࡛

好中球エࢮ࣮ࣛࢸࢫ染色を行ࡗた㸦各 n=3-4㸧ࠋ 

A. 代表的࡞組織像を示ࠋࡍ矢頭ࡣ好中球エࢮ࣮ࣛࢸࢫ陽性細胞を示࡚ࡋいࠋࡿ 

B. 好中球エࢮ࣮ࣛࢸࢫ陽性細胞数を定㔞ࡋたࠋ 

 ࠋたࡋを**࡛示ࡢࡶࡿp<0.01࡛あࠊࡋᖹ均値み標準誤差࡛表示ࡣࢱ࣮ࢹ

 

3-4. 肺組織 mRNA発現解析 

 

 ḟࠊ࡟NLRP3−/−࣐ウ࡛ࢫ高濃ᗘ酸素暴露ࡿࡼ࡟肺組織へࡢ炎症細胞浸潤ࡀ抑

制࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡿࢀࡉを検討ࡋたࠋ肺組織ࡢ mRNA発現を real-time RT-PCR 法࡛

解析ࠊ࡜ࡿࡍ高濃ᗘ酸素暴露ࡾࡼ࡟ Ccl2ࠊCxcl1ࠊIl6ࡼ࠾び Lifࡢ発現ࡣWT࣐

ウࢫ肺組織࡛有意࡟増加ࠊࡀࡿࡍNLRP3−/−࣐ウࡣ࡛ࢫそࡢ増加ࡀ有意࡟抑制ࡉ

いた㸦図࡚ࢀ 10㸧ࠋ 
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図 10. 肺組織 mRNA発現㔞 

ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72 時間後࣐ࡢウࢫ肺組織ࡢ mRNA 発現㔞を

real-time RT-PCR࡛解析ࡋた㸦ṇ常酸素濃ᗘ：各 n=6ࠊ高濃ᗘ酸素：各 n=6-12㸧ࠋ 

ࡋを**࡛示ࡢࡶࡿp<0.01࡛あࠊ*をࡢࡶࡿp<0.05࡛あࠊࡋᖹ均値み標準誤差࡛表示ࡣࢱ࣮ࢹ

たࠋ 
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3-5. 肺組織ࡿࡅ࠾࡟MMP-9ࡼ࠾び Bcl-2発現解析 

 

 NLRP3−/−࣐ウࠊࡣ࡛ࢫ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛生存期間ࡀ短縮ࠊࡀࡿࡍ炎症細胞浸

潤ࢁࡋࡴࡣ抑制ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ明ࡗ࡞࡜࠿ࡽたࠊࡽ࠿࡜ࡇ炎症細胞浸潤以外ࡢ

HALIࡢ病態࡟関୚ࡿࡍ因子ࡘ࡟い࡚解析を行ࡗた࡛ࡲࢀࡇࠋ MMP-9ࢺ࣏࢔࡜

ࡀࢫࢩ࣮ HALIࡢ増悪因子࡛あࡀ࡜ࡇࡿ報告࡚ࢀࡉいࠋ[4 ,22]ࡿそࠊ࡛ࡇ肺組織

ࡿࡅ࠾࡟ Mmp9 mRNA 発現を real-time RT-PCR ࡛解析ࡋたࠊࢁࡇ࡜高濃ᗘ酸素

暴露後ࡢ NLRP3−/−࣐ウࡣ࡛ࢫ WT࣐ウ࡜ࢫ比較ࠊ࡚ࡋ有意࡟そࡢ発現ࡀ増加ࡋ

࡚いた㸦図 11A㸧ࠋ肺組織 MMP-9 蛋白発現㔞ࠊࡶNLRP3−/−࣐ウࡣ࡛ࢫ WT ࣐ウ

た㸦図ࡵ増加を認࡞有意࡚ࡋ比較࡜ࢫ 11B㸧࡟ࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ࠋ関ࠊࡣ࡚ࡋ抗࣏࢔

ࡿࡍ作用࡟ࢫࢩ࣮ࢺ Bcl-2 ࡿ促㐍因子࡛あࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔びࡼ࠾ Bax 解析を行ࡢ

ࡿࡅ࠾࡟肺組織ࠋたࡗ Bcl2 mRNA発現㔞ࡣ高濃ᗘ酸素暴露後ࡢWT࣐ウ࡛ࢫ増

加ࠊࡀࡿࡍNLRP3−/−࣐ウࡣ࡛ࢫそࡢ増加ࡀ有意࡟抑制ࡢࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ࠊࢀࡉ指標

࡛あࡿ Bax/Bcl2比ࡣ有意ୖ࡟昇࡚ࡋいた㸦図 11C㸧ࠋWestern blot法ࡿࡼ࡟解析࡛

ࡢ高濃ᗘ酸素暴露後ࠊࡣ NLRP3−/−࣐ウࢫ肺組織࡛ࡣWT࣐ウ࡜ࢫ比較ࠊ࡚ࡋBcl-

いた㸦図࡚ࡋ昇ୖ࡟有意ࡣBax/Bcl-2比ࠊࡋ低ୗ࡟有意ࡀ発現ࡢ2 11D, E㸧ࠋ 
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図 11. 肺組織MMP-9発現㔞࡜ Baxࡼ࠾び Bcl-2発現㔞 

ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72時間後࣐ࡢウࡾࡼࢫ肺組織を採ྲྀࡋたࠋ 

A. 肺組織ࡢMmp9 mRNA発現㔞を real-time RT-PCR࡛解析ࡋた㸦ṇ常酸素濃ᗘ：各 n=4-6ࠊ

高濃ᗘ酸素：各 n=7-8㸧ࠋ 

B. 肺組織ࡢMMP-9蛋白発現㔞を解析ࡋた㸦各 n=3-4㸧ࠋ 

C. 肺組織ࡢ Baxࡼ࠾び Bcl2 mRNA発現㔞を real-time RT-PCR࡛解析ࡋた㸦ṇ常酸素濃ᗘ：

各 n=4-6ࠊ高濃ᗘ酸素：各 n=6-13㸧ࠋ 

D-E. 肺組織ࡢ Baxࡼ࠾び Bcl-2蛋白発現㔞をWestern blot法࡛解析ࡋた㸦各 n=5-6㸧ࠋ 

D. 代表的ࣂ࡞ンࢻを示ࠋࡍ 

E. ࣂンࡢࢻ定㔞を行ࡗたࠋ 

ࡋを**࡛示ࡢࡶࡿp<0.01࡛あࠊ*をࡢࡶࡿp<0.05࡛あࠊࡋᖹ均値み標準誤差࡛表示ࡣࢱ࣮ࢹ

たࠋ 
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3-6. 肺組織ࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ࡢ 

 

 高濃ᗘ酸素暴露後ࡢ NLRP3−/−࣐ウࢫ肺組織࡛ࠊWT࣐ウ࡜ࢫ比較࡚ࡋ Bcl-2ࡢ

発現ࡀ有意࡟低ୗࠊࡋBax/Bcl-2 比ࡀ有意ୖ࡟昇࡚ࡋいたࠊࡽ࠿࡜ࡇ肺胞ୖ皮細

胞ࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ࡢを TUNEL染色ࡼ࠾び cleaved caspase-3࡟対ࡿࡍ免疫組織化学

染色を用い࡚解析ࡋたࠋ高濃ᗘ酸素暴露後ࡢ NLRP3−/−࣐ウࢫ肺組織࡛ࠊࡣWT࡜

比較ࠊ࡚ࡋTUNEL陽性細胞ࠊcleaved caspase-3陽性細胞࡟ࡶ࡜有意࡞増加ࡀ認ࡵ

た㸦図ࢀࡽ 12㸧ࠋ以ୖࡢ結果ࠊࡽ࠿肺胞ୖ皮細胞ࡢࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ࡢ㐍行ࠊࡀ高濃

ᗘ酸素環境ୗ࡛ࡢ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ生存期間短縮࡟関୚࡚ࡋいࡀ࡜ࡇࡿ示唆ࡉ

 ࠋたࢀ
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図 12. 肺組織ࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ࡢ 

ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72時間後࣐ࡢウࡾࡼࢫ採ྲྀࡋた肺組織ษ片を

用いたࠋ 

A. TUNEL染色を行ࡗたࠋ代表的࡞組織像を示ࠋࡍ矢頭ࡣ陽性細胞を示࡚ࡋいࠋࡿ 

B. TUNEL陽性細胞比率を示ࡍ㸦各 n=3-4㸧ࠋ 

C. cleaved caspase-3 ࡣ矢頭ࠋࡍ組織像を示࡞代表的ࠋたࡗ免疫組織化学染色を行ࡿࡍ対࡟

陽性細胞を示࡚ࡋいࠋࡿ 

D. cleaved caspase-3陽性細胞比率を示ࡍ㸦各 n=3-4㸧ࠋ 

 ࠋたࡋを**࡛示ࡢࡶࡿp<0.01࡛あࠊࡋᖹ均値み標準誤差࡛表示ࡣࢱ࣮ࢹ
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3-7. 肺組織ࡿࡅ࠾࡟ Stat3発現解析 

 

びࡼ࠾LIFࠊBcl-2ࠊMMP-9ࠊࡽ࠿解析ࡢ࡛ࡲࡇࡇ  IL-6ࠊࡀNLRP3−/−࣐ウ࡟ࢫ

ࡿࡅ࠾ HALI ࡇそࠋたࡗ࡞࡜࠿ࡽ明ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋ役割を果た࡞㔜要࡟病態ࡢ

࡜MMP-9ࠊ࡛ Bcl-2ࡢ共通ୖࡢ流因子࡛あࠊ[26-22]ࡾLIFや IL-6ࡾࡼ࡟活性化

㸦ࣜン酸化㸧ࡿࢀࡉ Stat3࡟着目ࡋた[27, 28]ࠋ肺胞ୖ皮細胞ࡿࡅ࠾࡟ Stat3ࡢ発

現ࡣ HALI ウ࣐ࡢ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ࡾࡼ࡟強制発現ࡢそࠊࡋ作用࡟保護的࡟

ࡅ࠾࡟肺組織ࢫウ࣐ࠊ࡛ࡇそࠋ[29 ,22]ࡿあࡀ報告ࡢ࡜ࡿࡍ改善ࡀ生存期間ࡢࢫ

ࡿ Stat3ࡼ࠾びࣜン酸化 Stat3㸦phosphorylated-Stat3: p-Stat3㸧ࡢ発現をWestern blot

法࡛解析ࡋたࠋṇ常酸素濃ᗘ環境ୗ࡛ࡣ WT ࡜ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ Stat3 びࡼ࠾

p-Stat3発現㔞࡟有意差を認ࡗ࠿࡞ࡵた㸦図 13A, B㸧ࠋ高濃ᗘ酸素暴露後ࡢWT࣐

ウࢫ肺組織࡛ࡣ Stat3ࡼ࠾び p-Stat3 一方ࠊࡋ増加ࡣ発現㔞ࡢ NLRP3−/−࣐ウ࡛ࢫ

࡟特ࠊࢀࡉ抑制࡟有意ࡀ増加ࡢそࡣ p-Stat3࡛そࡢ発現増加ࡢ抑制ࡀ顕著࡛あࡗ

た㸦図 13A, B㸧ࠋ以ୖࠊࡾࡼWT࣐ウ࡜ࢫ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ肺組織ࡿࡅ࠾࡟ Stat3

びࡼ࠾ p-Stat3発現㔞ࡢ相㐪ࡾࡼ࡟MMP-9や Bcl-2ࡢ発現㔞ࡢ相㐪ࡀ生ࠊࡌ結果

࡚ࡋ࡜ NLRP3−/−࣐ウࡀࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔࡛ࢫ㐍行ࠊࡋ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛生存期間

 ࠋたࢀࡽ考えࡀた可能性ࡋ短縮ࡀ
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図 13. 肺組織ࡿࡅ࠾࡟ Stat3ࡢ発現ࡼ࠾び活性化 

ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72時間後࣐ࡢウࡾࡼࢫ肺組織を採ྲྀࡋたࠋ 

A. Stat3ࡼ࠾びࣜン酸化 Stat3㸦phosphorylated-Stat3: p-Stat3㸧ࡢ発現をWestern blot法࡛解析

 ࠋたࡋ

B. Western blot法ࡢ結果を定㔞ࡋた㸦各 n=5-6㸧ࠋ 

ࡋを**࡛示ࡢࡶࡿp<0.01࡛あࠊ*をࡢࡶࡿp<0.05࡛あࠊࡋᖹ均値み標準誤差࡛表示ࡣࢱ࣮ࢹ

たࠋ 
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3-8. 肺胞ୖ皮細胞ࡿࡅ࠾࡟ Stat3発現解析 

 

 ḟ࡟ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ肺組織࡛ Stat3 びࡼ࠾ p-Stat3 ࣓࢝ࡿࡍ減少ࡀ発現㔞ࡢ

を࣒ࢬࢽ in vitro ࡛検討ࡋたࠊࡎࡲࠋHALI 構ᡂ細胞࡞主要ࡢ肺組織ࡿࡍ関୚࡟

࡛あࡿ肺胞࣐ࠊࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ好中球ࡼ࠾び肺胞ୖ皮ࡿࡅ࠾࡟ NLRP3 発現をࡢ

Western blot法࡛解析ࡋた࣐ࠋ ウࢫ肺組織ࡾࡼศ㞳࣭ 回཰ࡋた初代培養細胞࡛ࠊࡣ

肺胞࣐࠾࡟ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡい࡚ NLRP3ࡢ発現を認ࡵたࠊࡀ肺胞ୖ皮細胞࡛ࡣ発現

を認ࡗ࠿࡞ࡵた㸦図 14A㸧ྠࠋ様ࠊ࡟肺胞࣐ࡢࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ細胞株࡛あࡿ MH-S

細胞࡛ࡣ NLRP3ࡢ発現を認ࡵたࠊࡀ肺胞ୖ皮細胞ࡢ細胞株࡛あࡿMLE 12細胞

ࡣ࡛ NLRP3ࡢ発現を認ࡗ࠿࡞ࡵた㸦図 14B㸧ࠋ一方ࠊ腹腔由来好中球࡛ࡣ NLRP3

た㸦図ࡵ発現を認ࡢ 14C㸧ࡲࠋた Stat3 びࡼ࠾ p-Stat3 MLE 12ࠊࡣ発現ࡢ 細胞ࠊ

MH-S細胞ࡼ࠾び腹腔由来好中球いࡢࢀࡎ細胞࡛ࡶ認ࢀࡽࡵたࠊࡀMH-S細胞࡛

ࡣ p-Stat3ࡢ発現㔞ࡀ少࡞い傾向࡛あࡗた㸦図 14B, C㸧ࠊ࡟ࡽࡉࠋ各細胞を 90 % 

酸素࡟暴露ࡏࡉたࠊࡀStat3 びࡼ࠾ p-Stat3 た㸦図ࡗ࠿࡞ࡵ変化を認࡟発現㔞ࡢ

14B, C㸧ࠋ 

 ୖ述ࡢ通ࠊࡾ肺胞ୖ皮細胞ࡿࡅ࠾࡟ Stat3ࡢ発現ࡀ HALIࡢ病態࡟㔜要࡛あࡿ

ࡣ࡟一方࡛肺胞ୖ皮細胞自体ࠊ[22]ࡀ NLRP3 ࠊࡽ࠿࡜ࡇたࡗ࠿࡞ࡵ発現を認ࡢ

浸潤࡚ࡋくࡿ炎症細胞ࡾࡼ࡟肺胞ୖ皮ࡢ Stat3 びࡼ࠾ p-Stat3 ࡿࡍ変化ࡀ発現ࡢ

MLE 12細胞をࠊTranswellを用い࡚ࠋたࡗ共培養実験を行ࠊ考え࡜࠿い࡞ࡣ࡛ࡢ

MH-S細胞ࡼ࠾び腹腔由来好中球࡜ศ㞳共培養を行ࡗたࠊࢁࡇ࡜いࡢࢀࡎ共培養

ࡢMLE 12細胞ࡶ࡛ p-Stat3ࡢ発現㔞ࡀ増加ࡋた㸦図 14D㸧ࡲࠋたࠊMH-S細胞࠾

MLE 12細ࠊࡶ࡛࡜ࡇࡿࡍ添加࡟培養ୖ清をMLE 12細胞ࡢび腹腔由来好中球ࡼ

胞ࡢ p-Stat3ࡢ発現㔞ࡀ増加ࡋた㸦図 14D㸧ࠋ以ୖࡢ結果ࠊࡽ࠿浸潤ࡁ࡚ࡋた࣐ࢡ

ࡢ肺胞ୖ皮細胞ࠊࡾࡼ࡟液性因子ࡢࡽ࠿や好中球ࢪ࣮࢓ࣇࣟ Stat3ࡢ活性化ࡀ促

㐍ࡀ࡜ࡇࡿࡍ示唆ࢀࡉたࠋin vivoࡢ結果࡛ࠊࡣNLRP3−/−࣐ウࡢࢫ肺組織へࡢ炎症

細胞浸潤ࡀ抑制ࠊࡾ࠾࡚ࢀࡉそࡢたࡵ肺胞ୖ皮細胞ࡢ Stat3ࡢ活性化ࡀ抑制ࠊࢀࡉ

結果的࡟高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ࡢ生存期間ࡀ短縮ࡿࡍ可能性ࡀ考えࢀࡽたࠋ一方ࠊ
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肺胞ୖ皮細胞ࡢ Stat3 発現㔞ࡣ共培養࡛変化を認ࡗ࠿࡞ࡵたࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢࡇࠋin 

vivo࡛認ࡵた高濃ᗘ酸素暴露後ࡢWT࣐ウ࡜ࢫNLRP3−/−࣐ウࢫ肺組織ࡢ Stat3発

現㔞ࡢ相㐪ࠊࡣ浸潤ࡋた炎症細胞自体ࡢ Stat3ࡢ発現㔞を཯映࡚ࡋい࡜ࡢࡶࡿ考

えࢀࡽたࠋ 
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図 14. 肺胞ୖ皮細胞ࡿࡅ࠾࡟ Stat3ࡢ発現ࡼ࠾び活性化 

A. WT࣐ウࡼ࠾ࢫび NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ肺組織ࡾࡼ肺胞ୖ皮細胞ࠊ肺胞࣐ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡをศ

㞳ࠊࡋNLRP3ࡢ発現をWestern blot法࡛解析ࡋたࠋ 

B. 高濃ᗘ酸素暴露ࡏࡉたMLE 12細胞ࡼ࠾びMH-S細胞ࡢ NLRP3ࠊStat3ࡼ࠾び p-Stat3ࡢ

発現をWestern blot法࡛解析ࡋたࠋ 

C. WT ࣐ウࡼ࠾ࢫび NLRP3−/−࣐ウࡾࡼࢫ採ྲྀࡋた腹腔由来好中球ࡢ NLRP3 発現をࡢ

Western blot法࡛解析ࡋたࡲࠋた高濃ᗘ酸素暴露ࡏࡉた腹腔由来好中球ࡢ Stat3ࡼ࠾び p-

Stat3ࡢ発現をWestern blot法࡛解析ࡋたࠋ 

D. MLE 12細胞をMH-S細胞㸦5-10×105細胞㸧ࡼ࠾び腹腔由来好中球㸦5-20×105細胞㸧࡜

各々8 時間ศ㞳共培養ࡋたࡲࠋた MH-S 細胞ࡼ࠾び腹腔由来好中球ࡢ培養ୖ清㸦×4 ࠾

ࡢMLE 12細胞ࡢ後ࡢそࠋたࡋ8時間培養ࠊࡋ添加࡟び×2希釈㸧をMLE 12細胞ࡼ Stat3

びࡼ࠾ p-Stat3ࡢ発現をWestern blot法࡛解析ࡋたࠋ 
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3-9. NLRP3−/−好中球ࡼ࠾び࣐ࡢࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ機能解析 

 

 NLRP3−/−࣐ウࢫ肺組織࡛炎症細胞浸潤ࡀ抑制࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡿࢀࡉを in vitro࡛解

析を行ࡗたࠋWT ࣐ウࡼ࠾ࢫび NLRP3−/−࣐ウࡾࡼࢫ各々腹腔由来好中球を採ྲྀ

培養ୖ清を用い࡚ࡢMLE 12ࠊࡋ Transwell migration assayを行ࡗたࠋMLE 12ࡢ

培養ୖ清ࠊࡾࡼ࡟WT好中球ࡢ遊走ࡣ促㐍ࡋたࠊࡀNLRP3−/−好中球࡛ࡣ促㐍効果

た㸦図ࡗ࠿࡞ࢀࡽࡵ認ࡣ 15A㸧ࠋ未刺⃭㸦Nil：RPMI-1640 を使用㸧ࡢ状態࡛ࠊࡶ

NLRP3−/−好中球ࡢ遊走ࡣWT好中球࡜比較࡚ࡋ低ୗࡀ認ࢀࡽࡵた㸦図 15A㸧࡞ࠋ

࠾ CXCL1 ࡋ使用࡚ࡋ࡜࣮ࣝࣟࢺンࢥ陽性ࡿࡍ好中球遊走を誘導ࡣン࢖࢝ࣔࢣ

たࠋ 

WT୙死化ࠊたࡲ  BMDMࡼ࠾び NLRP3−/−୙死化 BMDM各々を高濃ᗘ酸素暴

露࢖࢝ࣔࢣࠊࡏࡉン発現を real-time RT-PCR࡛解析ࡋたࠋWT୙死化 BMDMを

高濃ᗘ酸素暴露࡜ࡿࡏࡉ Ccl2 びࡼ࠾ Cxcl1 NLRP3−/−୙死ࠊࡀࡿࡍ増加ࡀ発現ࡢ

化 BMDM࡛ࡣそࡢ増加ࡀ有意࡟抑制࡚ࢀࡉいた㸦図 15B㸧ࠋ 

 最後ࠊ࡟高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ生存期間ࡀ短縮࡜ࡇࡿࡍへࡢ

好中球ࡢ役割を確認ࡿࡍ目的࡛ࠊadoptive transfer を行ࡗたࠋNLRP3−/−好中球ࡢ

transfer࡜比較ࠊ࡚ࡋWT好中球ࡢ移入ࠊࡾࡼ࡟高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ࡢ NLRP3−/−

࣐ウࡢࢫ生存期間ࡣ有意࡟延長ࡋた㸦図 15C㸧ࠋ 

 以ୖࡢ結果ࠊࡾࡼNLRP3−/−࣐ウࠊࡣ࡛ࢫ好中球遊走能ࡢ低ୗࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐࡜

ࡀ࡜ࡇࡿࢀࡉ抑制ࡀ炎症細胞浸潤ࡢ肺組織へ࡚ࡗࡼ࡟低ୗࡢン産生࢖࢝ࣔࢣࡢ

示唆ࢀࡉたࠊ࡟ࡽࡉࠋ好中球ࡢ NLRP3ࡢ発現ࠊࡀ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ࡢ生存期

間࡟関୚࡚ࡋいࡀ࡜ࡇࡿ示ࢀࡉたࠋ 
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図 15. 高濃ᗘ酸素暴露 NLRP3−/−࣐ウࡿࡅ࠾࡟ࢫ好中球ࡼ࠾び࣐ࡢࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ

役割 

A. CXCL1 びࡼ࠾ MLE 12 細胞培養ୖ清࡟対ࡿࡍ WT びࡼ࠾ NLRP3−/−好中球遊走能を

Transwell migration assay࡛解析ࡋた㸦各 n=3㸧ࠋNilࢥࡣン࡚ࡋ࡜࣮ࣝࣟࢺ RPMI-1640を

用いたࠋ 

B. WTࡼ࠾び NLRP3−/−୙死化 BMDMsを 48時間高濃ᗘ酸素ୗ࡛培養ࡋ Ccl2ࡼ࠾び Cxcl1 

mRNA発現㔞を real-time RT-PCR࡛解析ࡋたࠋ 

C. WT びࡼ࠾ NLRP3−/−腹腔由来好中球を NLRP3−/−࣐ウ࡟ࢫ adoptive transfer 投୚ࠋたࡋ 5

時間後ࡾࡼ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛飼育ࠊࡋKaplan-Meier法࡛生存解析を行ࡗた㸦各n=9-15㸧ࠋ 

ࡋを**࡛示ࡢࡶࡿp<0.01࡛あࠊ*をࡢࡶࡿp<0.05࡛あࠊࡋᖹ均値み標準誤差࡛表示ࡣࢱ࣮ࢹ

たࠋ 
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4. 考察 

 

 本研究࡛ࠊࡣ以ୗࡢⅬを明ࡋ࡟࠿ࡽた1ࠋ) 高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ࠊࡣNLRP3−/−

࣐ウࡣࢫ WT ࣐ウ࡜ࢫ比較࡚ࡋ有意࡟生存期間ࡀ短縮ࡋたࠊࡀIL-1β−/−࣐ウ࡜ࢫ

WT࣐ウࡢࢫ生存期間࡟有意差を認ࠊࡎࡵ肺組織ࡿࡅ࠾࡟ IL-1β産生ࡶ࡟有意࡞

変化を認ࡗ࠿࡞ࡵた 2) 高濃ᗘ酸素暴露後ࡢ NLRP3−/−࣐ウࢫ肺組織࡛ࠊ炎症細胞

浸潤ࡼ࠾びサ࢖࢝ࢺ࢖ンࡢ発現ࡀ抑制ࢀࡉた 3) 高濃ᗘ酸素暴露後ࡢ NLRP3−/−

࣐ウࢫ肺組織࡛ࠊࡣMMP-9発現ࡀ増加ࠊࡋBcl-2発現ࡀ減少ࡋた 4) 高濃ᗘ酸素

暴露後ࡢ NLRP3−/−࣐ウࢫ肺組織࡛ࠊࡣ肺胞ୖ皮ࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ࡢ陽性細胞ࡀ増加

ࡣ肺組織࡛ࢫNLRP3−/−࣐ウࡢた 5) 高濃ᗘ酸素暴露後ࡋ Stat3ࡢ発現ࡼ࠾び活性

化ࡀ低ୗࡋた 6) 肺胞࣐ࡼ࠾ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡび好中球ࡣ肺胞ୖ皮細胞ࡢ Stat3活性

化を促㐍ࡋた 7) NLRP3 Ḟ損ࡾࡼ࡟好中球ࡢ遊走能ࡀ低ୗࠊࡋ高濃ᗘ酸素暴露

時࢖࢝ࣔࢣࡢࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࡢン発現ࡀ低ୗࡋた 8) WT 好中球ࡢ adoptive 

transferࡾࡼ࡟ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ࡢ生存期間ࡀ延長ࡋたࠋ 

 以ୖࠊࡽ࠿࡜ࡇࡢNLRP3ࡀ IL-1β非依存的࡟炎症細胞浸潤࡟関୚ࠊࡋStat3ࢩ

HALIࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍを制御ࣝࢼࢢ HALIࠊࢀࡉ示ࡀ࡜ࡇࡿい࡚ࡋ関୚࡟病態ࡢ ࡢ

病態ࡿࡅ࠾࡟ NLRP3ࡢ新た࡞役割ࡀ明ࡗ࡞࡟࠿ࡽたࠋ 

 HALI࡛ࡣ炎症細胞浸潤ࠊ血管透過性亢㐍ࠊ血管内皮細胞や肺胞ୖ皮細胞ࡢ傷

害ࡀ認ࠋ[2 ,3]ࡿࢀࡽࡵ過剰࡞炎症཯応ࡣ肺傷害を増悪ࠊࡀࡿࡏࡉ炎症཯応ࡢ抑

制ࡀ必ࡶࡋࡎ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛࣐ࡢウࡢࢫ生存期間を改善ࡿࡏࡉわ࡞ࡣ࡛ࡅ

いࠋ炎症細胞浸潤ࡣ肺傷害ࡢ修復やࣜࣔࣜࢹン࡟ࢢ୙可Ḟ࡛あࠊ[30]ࡾ炎症細胞

浸潤ࡣ HALI 備え࡚いࡡ側面を兼ࡢ཮方ࡢ保護因子࡜い࡚増悪因子࠾࡟病態ࡢ

ࢫウ࣐ࠊࡣࡽBhandariࠋࡿ HALIࣔ࠾࡟ࣝࢹい࡚ࠊIL-13Ḟ損ࡀ肺組織ࡢ炎症཯

応を抑制ࡶ࡟ࡿࡍ関わࠊࡎࡽDNA傷害やࡾࡼ࡟ࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔生存期間を悪化ࡉ

たࡲࠋ[4]ࡿい࡚ࡋを示࡜ࡇࡿࡏ JainࠊࡣࡽSP-D㸦surfactant protein-D㸧過剰発現

࣐ウࢫを用い࡚ HALI SP-Dࠊࡋを解析ࣝࢹࣔ 過剰発現࣐ウࠊࡣࢫWT ࣐ウ࡜ࢫ

比較࡚ࡋ炎症細胞浸潤࡟有意差を認࡞ࡵいࠊࡢࡢࡶ生存期間ࡀ改善࡜ࡇࡿࡍを
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報告࡚ࡋいࠋ[31]ࡿ本研究࡛ࠊࡣFukumotoࡢࡽ報告ྠ࡜様ࠊ࡟NLRP3−/−࣐ウ࡛ࢫ

肺組織へࡢ炎症細胞浸潤ࡀ抑制࡚ࢀࡉいたࠊ[15]ࡀ組織学的࡞肺傷害ࡢ程ᗘや活

性酸素種ࡢ産生ࠊ血管透過性ࡘ࡟い࡚ࡣ WT࣐ウ࡜ࢫ NLRP3−/−࣐ウ࡛ࢫ有意差

を認ࡗ࠿࡞ࡵたࡲࠋたࠊ予測࡟཯࡚ࡋ NLRP3−/−࣐ウࡣ࡛ࢫ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛

࡜ࢫIL-1β−/−࣐ウࠊ一方ࠋいた࡚ࡋ短縮ࡀ生存期間ࡢ WT ࣐ウࡢࢫ生存期間࡟有

意差を認ࡗ࠿࡞ࡵたࠊࡽ࠿࡜ࡇNLRP3 ࡀ IL-1β 非依存的࡟高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛

NLRP3ࠊ近ᖺࠋたࢀࡽ考え࡜ࡿい࡚ࡋ関୚࡟生存期間ࡢ 非࣒࣮ࢯ࣐ࣛࣇン࢖ࡢ

依存的࡞作用ࡀ報告࡚ࢀࡉいࠋ[21 ,32]ࡿShigeoka ࠾࡟ࣝࢹ腎虚血再灌流ࣔࡣࡽ

い࡚ NLRP3−/−࣐ウࡣ࡛ࢫ腎傷害ࡀ軽減ࠊࡀࡿࡍASC−/−࣐ウࢫや caspase-1 −/−࣐ウ

肝虚血ࡶࡽ࠿研究室ࡢ私たちࠋ[32]ࡿい࡚ࡋを報告࡜ࡇい࡞ࡋ軽減ࡀ傷害ࡣ࡛ࢫ

再灌流ࣔ࠾࡟ࣝࢹい࡚ྠ様ࡢ知見を報告࡚ࡋいࠋ[21]ࡿNLRP3 ࣮ࢯ࣐ࣛࣇン࢖

ࡢ࣒ HALI へࡢ関୚を明ࠊࡣ࡟ࡿࡍ࡟࠿ࡽcaspase-1 −/−࣐ウࢫを用いた解析ࡀ必

要࡛あࠊࡀࡿ本研究結果ࡢࡽࢀࡇ࡜報告を考慮ࠊ࡜ࡿࡍNLRP3ࡀ NLRP3࢖ンࣇ

࡟非依存的࣒࣮ࢯ࣐ࣛ HALI࡟関୚࡚ࡋい࡜ࡿ推測ࠋࡿࢀࡉ 

 本研究࡛ࠊࡣHALI࡟関୚ࡿࡍ主要࡞肺組織ࡢ構ᡂ細胞ࡢうちࠊ肺胞࣐ࣇࣟࢡ

ࡣ好中球࡛࡜ࢪ࣮࢓ NLRP3ࡢ発現を認ࡵたࠊࡀ肺胞ୖ皮細胞࡛ࡣ発現を認࡞ࡵ

ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐࡜好中球࡟生存期間短縮ࡢࢫNLRP3−/−࣐ウࠊࡣ࡜ࡇࡢࡇࠋたࡗ࠿

高濃ᗘࡣ࡛ࢫNLRP3−/−࣐ウࠋࡿい࡚ࡋを示唆࡜ࡇࡿい࡚ࡋ役割を果た࡞主要ࡀ

酸素暴露後ࡢ肺組織へࡼ࠾ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࡢび好中球ࡢ浸潤ࡀ抑制࡚ࢀࡉいたࠋ

私たちࡢ研究室࡛ࠊࡣNLRP3−/−好中球࡛ࡣ 3㔞体 G蛋白質ࡢ活性化ࡀ抑制ࢀࡉ

細胞内ࠊ࡛࡜ࡇࡿ Ca2+ࡢ増加や Rac ࡉ抑制ࡀン㔜合ࢳࢡ࢔ࡣ࡟ࡽࡉࠊ活性化ࡢ

ࠊ加え࡚࡟ࢀそࡣ本研究࡛ࠋ[21]ࡿい࡚ࡋ報告࡟を以前࡜ࡇࡿࡍ低ୗࡀ遊走能ࠊࢀ

肺胞ୖ皮細胞ࡢ培養ୖ清ࡿࡼ࡟好中球遊走ࡢ促㐍ࡀ NLRP3−/−好中球࡛低ୗ࡚ࡋ

い࡜ࡇࡿを明ࡋ࡟࠿ࡽたࡣ࡜ࡇࡢࡇࠋ肺内࡛ࡶ NLRP3−/−好中球ࡢ遊走能ࡀ低ୗ

ࡢ高濃ᗘ酸素暴露後ࠊたࡲࠋࡿい࡚ࡋを示࡜ࡇࡿい࡚ࡋ NLRP3−/−࣐ウࢫ肺組織

ࡣ࡛ CCL2 びࡼ࠾ CXCL1 in vitroࠊࢀࡉ抑制ࡀ発現増加ࡢ ࡟様ྠࡶ࡛ NLRP3−/−

ࡢ高濃ᗘ酸素暴露後࡛ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ CCL2ࡼ࠾び CXCL1ࡢ発現増加ࡀ抑制ࡉ
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い࡚࠾࡟肺組織ࠊࡽ࠿結果ࡢࡽࢀࡇࠋいた࡚ࢀ NLRP3ࡣ好中球遊走能ࡼ࠾び࣐

い࡚ࡋ関୚࡟炎症細胞浸潤ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡍン発現を制御࢖࢝ࣔࢣࡢࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ

 ࠋたࢀࡽ考え࡜ࡿ

 Stat蛋白ࡣ転写因子ࡢ サ࡞過剰ࠊࡋを伝㐩ࣝࢼࢢࢩࡢ核へࡽ࠿細胞膜ࠊ࡛ࡘ1

࡟特ࠋࡿい࡚ࡋン発現や免疫཯応を制御࢖࢝ࢺ࢖ Stat3ࡣ細胞ࡢᡂ長や生存࡟㔜

要࡞役割を果た࡚ࡋいࠋ[24]ࡿHALI ࡜ Stat3 Hokutoࠊࡣい࡚ࡘ࡟ 肺胞ୖ皮ࡀࡽ

細胞特異的࡞ Stat3ࡢḞ損ࡾࡼ࡟高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛࣐ࡢウࡢࢫ生存期間ࡀ短縮

࡟肺胞ୖ皮細胞ࠊࡣࡽLianࠊたࡲࠋ[29]ࡿい࡚ࡋを報告࡜ࡇࡿࡍ Stat3を過剰発

現ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡏࡉ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛肺組織ࡢMMP-9発現ࡀ低ୗ࣐ࠊࡋウࡢࢫ

生存期間ࡀ改善࡜ࡇࡿࡍを示ࡋた[22]࡟ࡽࡉࠋ Bcl-2 ࡣ Stat3 ࢀࡉ制御࡚ࡗࡼ࡟

一方࡛ࠊ[23] Stat3ࡣ IL-6サ࢖࢝ࢺ࢖ン࡛࣮࣑ࣜ࢓ࣇあࡿ IL-6ࡼ࠾び LIFࡗࡼ࡟

࡚活性化ࠋ[28 ,27]ࡿࢀࡉ本研究࡛ࠊࡣ高濃ᗘ酸素暴露後ࡢ NLRP3−/−࣐ウࢫ肺組

織ࡿࡅ࠾࡟ Stat3ࡢ発現ࡼ࠾び活性化ࠊࡣWT࣐ウ࡜ࢫ比較࡚ࡋ有意࡟低ୗ࡚ࡋ

いた࡟ࡽࡉࠋ高濃ᗘ酸素暴露後ࡢ NLRP3−/−࣐ウࢫ肺組織࡛ࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ࡣ陽性

ࠊ࡚ࡋ࡜報告ࡿࡍ本研究結果を支持ࠋいた࡚ࡋ増加࡟有意ࡀ肺胞ୖ皮細胞ࡢ

ZuubierࡣࡽWTࡼ࠾びASC−/−࣐ウࡢࢫ心臓࡛認ࡿࢀࡽࡵ虚血ࢥࣞࣉンࢩ࢕ࢹョ

を示࡜ࡇい࡞ࢀࡽࡵ認ࡣ心臓࡛ࡢࢫNLRP3−/−࣐ウࠊࡀ心保護作用ࡿࡼ࡟ࢢンࢽ

ࡣࢀࡇࠊࡾ࠾࡚ࡋ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ心臓࡛ Stat3ࡢ発現ࡀ低ୗ࡚ࡋいࡿた࡛ࡵあ

ࡣ本研究࡛ࠊ加え࡚ࠋ[33]ࡿい࡚ࡋ考察࡜ࡿ in vitroࡢ解析࡛ࠊ好中球ࡼ࠾び肺胞

ࡢ肺胞ୖ皮細胞࡚ࡋ液性因子を௓ࡀࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ Stat3ࡢ活性化を促㐍࡚ࡋい

ࠋたୖࡋ࡟࠿ࡽを明࡜ࡇࡿ 述ࡢ通ࠊࡾ肺胞ୖ皮細胞ࡿࡅ࠾࡟ Stat3ࡢ発現ࡣ HALI

࣏࢔ࡿ因子࡛あࡢୗ流ࡢそ࡜Stat3ࠊ[22 ,29]ࡾ࠾࡚ࡋ役割を果た࡞㔜要࡟病態ࡢ

ࡢ高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛࡟特ࡀࢫࢩ࣮ࢺ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ生存期間短縮࡟関୚ࡋ

࡚い࡜ࡿ考えࢀࡽたࠋ 

 本研究ࡢ実施中ࠊ࡟Zhang ࡽ࠿ࣉ࣮ࣝࢢࡢࡽ NLRP3−/−࣐ウࡣࢫ HALI 抵抗࡟

性࡛あࡀ࡜ࡇࡿ報告ࢀࡉた[34]ࠋ彼ࠊࡣࡽNLRP3−/−࣐ウࢫ肺組織࡛ PINK1㸦PTEN-

induced putative kinase 1㸧ࡢ発現࢖ࣛࢫ࣮࣋ࡀンࡼ࠾び高濃ᗘ酸素暴露後いࢀࡎ
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高濃ᗘ酸素環境ୗ࡛ࡀ࡜ࡇࡢそࠊࡋを示࡜ࡇࡿい࡚ࡋ増加ࡶ NLRP3−/−࣐ウࡢࢫ

生存期間ࡀ延長࡛࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡿࡍあ࡜ࡿ考察࡚ࡋいࠊࡣࢀࡇࠋࡿ私たちࡢ研究࡟

୙明ࡣ原因ࡢ結果ࡿࡍ相཯ࡢࡇࠋࡿい࡚ࡋ結果を示ࡿࡍ矛盾࡜生存解析ࡿࡅ࠾

࡛あࠊࡀࡿᡃ々ࡢ解析࡛ࡣ高濃ᗘ酸素暴露後ࡢ WT࣐ウࡼ࠾ࢫび NLRP3−/−࣐ウ

ࡿࡅ࠾࡟肺組織࡟ࡶ࡜ࢫ PINK1 た㸦図ࡗ࠿࡞ࡵ発現増加を認ࡢ 16㸧ࡲࠋたࠊ私

たちࡢ研究࡜ Zhang ࡣ本研究࡛ࠋࡿあࡀ相㐪࡟実験方法や条件ࡣ࡛࡜報告ࡢࡽ

࣐ウࢫを 90 % 酸素࡟暴露ࡏࡉたࠊࡀZhangࡣࡽ 100 % 酸素࡟暴露ࠊࡾ࠾࡚ࡏࡉ

本研究࡛ࡣ Zhang ࠊ࡟ࡽࡉࠋたࡗ࠿長ࡀ生存期間ࡢࢫウ࣐࡚ࡋ比較࡜報告ࡢࡽ

Lingappanࠊࡣࡽ雄性࣐ウࡣࢫ雌性࣐ウ࡜ࢫ比較࡚ࡋ高濃ᗘ酸素へࡢ感ཷ性ࡀ高

い࡜ࡇを報告ࠊࡋHALIࡢ程ᗘ࡟雌雄差ࡀあ࡜ࡇࡿを報告࡚ࡋいࠋ[35]ࡿ加え࡚ࠊ

HALIࡢ病態ࡣ飼育温ᗘࡶ࡚ࡗࡼ࡟影響ࡶ࡜ࡇࡿࢀࡉ報告࡚ࢀࡉいࠋ[1]ࡿ本研究

ࡣ飼育温ᗘࠊࡋを使用ࡳࡢࢫ雌࣐ウࡣ࡛ 24-25℃࡛管理ࡋたࠋ一方ࠊZhangࡣࡽ

ࡀ実験手法や条件ࡢࡽࢀࡇࠊࡎࡽ࠾࡚ࡋ条件を明示ࡢࡽࢀࡇ HALI ࡢびそࡼ࠾

生存期間࡟影響࡚ࡋいࡿ可能性ࡀあࠋࡿいࠊࡼࡏ࡟ࢀࡎHALI ࡿࡅ࠾࡟病態ࡢ

NLRP3ࡢ役割ࡘ࡟い࡚ࠊࡣ௒後ࡾࡼ詳細࡞解析ࡀ必要࡛あ࡜ࡿ考えࢀࡽたࠋ 

 

 

図 16. 肺組織 Pink1 mRNA発現㔞 

ṇ常酸素濃ᗘ環境ୗࡼ࠾び高濃ᗘ酸素環境ୗ 72時間後࣐ࡢウࢫ肺組織ࡢ Pink1 mRNA発現

㔞を real-time RT-PCR࡛解析ࡋた㸦ṇ常酸素濃ᗘ：各 n=5-6ࠊ高濃ᗘ酸素：各 n=10-13㸧ࢹࠋ

 ࠋたࡗ࠿࡞ࡵ統計学的有意差を認࡟間ࢱ࣮ࢹ各ࠊࡋᖹ均値み標準誤差࡛表示ࡣࢱ࣮
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たࢀࡉ࡜࠿ࡽ明ࡽ࠿本研究結果ࠊ࡚ࡋ࡜ࡵ࡜ࡲ  HALI びࡼ࠾ࠊ病態ࡢ NLRP3

㸦図ࡍ役割を示ࡢ 17㸧ࠋ高濃ᗘ酸素吸入ࠊࡾࡼ࡟肺組織࡛ CCL2や CXCL1ࡢ発

現ࡀ増加ࠊࡋ好中球ࡼ࠾び࣐ࡀࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ浸潤ࡢࡽࢀࡇࠋࡿࡍ炎症細胞ࡢࡽ࠿

液性因子を௓࡚ࡋ肺胞ୖ皮細胞ࡢ Stat3ࡀ活性化ࠋࡿࢀࡉ活性化 Stat3ࡣMMP-9

びࡼ࠾発現減少ࡢ Bcl-2ࡢ発現増加を誘導ࡣ࡟ࡽࡉࠊࡋ Bcl-2ࡢୗ流ࡢ肺胞ୖ皮

細胞ࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ࡢを減少ࠊ࡛࡜ࡇࡿࡏࡉ肺傷害࡟保護的࡟作用ࠋࡿࡍ一方

NLRP3−/−࣐ウࠊ࣐ࡣ࡛ࢫ ࡢࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ CCL2ࡼ࠾び CXCL1発現低ୗࡼ࠾び好

中球ࡢ遊走能低ୗࡾࡼ࡟炎症細胞浸潤ࡀ抑制ࠋࡿࢀࡉそࡢ結果ࠊStat3 活性化ࡢ

ࢫウ࣐ࡋ増悪ࡀ肺傷害ࠊࡾ࡞࡜୙十ศࡀ肺傷害保護作用ࡢୗ流ࡢそࠊࢀࡉ抑制ࡀ

 ࠋたࢀࡽ考え࡜ࡿࡍ短縮ࡀ生存期間ࡢ
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図 17. 予測࣒ࢬࢽ࣓࢝ࡿࢀࡉ 

WT࣐ウࠊࡣ࡛ࢫ高濃ᗘ酸素࡟暴露ࡾࡼ࡟࡜ࡇࡿࢀࡉ肺組織࡛ CCL2や CXCL1ࡢ発現ࡀ増

加ࠊࡋ炎症細胞㸦好中球ࡼ࠾び࣐ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ㸧ࡀ肺組織へ浸潤ࠋࡿࡍ浸潤ࡋた炎症細胞࠿

ࡢ肺胞ୖ皮細胞ࡾࡼ࡟液性因子ࡢࡽ Stat3 ࡾࡼ࡟ࢀそࠋࡿࡍ活性化ࡀ MMP-9 発現ࡢ抑制࡜

Bcl-2ࡢ発現増加ࡀ誘導࡟ࡽࡉࠊࢀࡉୗ流ࡢ肺胞ୖ皮細胞ࡀࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ࡢ抑制࡜ࡇࡿࢀࡉ

ࡢࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ࣐ࡣ࡛ࢫNLRP3−/−࣐ウࠊ一方ࠋࡿࡍ軽減ࡀ肺傷害ࠊ࡛ CCL2ࡼ࠾び CXCL1

たࡢそࠋࡿࢀࡉ抑制ࡀ炎症細胞浸潤ࡢ肺組織へࠊࡾࡼ࡟低ୗࡢ遊走能ࡢ好中球ࠊ発現低ୗࡢ

ࡢ肺胞ୖ皮細胞ࡵ Stat3ࡢ活性化ࡀ㐍࡟ࡳくくࠊࡾ࡞結果࡚ࡋ࡜MMP-9ࡢ発現増加ࠊBcl-2

 ࠋࡿࡍ短縮ࡀ生存期間ࡋ増悪ࡀ肺傷害ࠊࡋ㐍行ࡀࢫࢩ࣮ࢺ࣏࢔ࡢ肺胞ୖ皮細胞࡜発現抑制ࡢ
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5. ௒後ࡢ課題 

 

 本研究ࡿࡅ࠾࡟課題ࡣ࡚ࡋ࡜以ୗࡢⅬࡀ挙ࠋࡿࢀࡽࡆ 

 

㸦1㸧肺胞࣐ࡿࡅ࠾࡟ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ NLRP3ࡢ機能ࡢ解明 

 

 本研究࡛ࠊࡣ好中球࡟焦Ⅼを当࡚࡚解析ࠊࡋ新た࡞好中球ࡢ機能を報告ࡋたࠋ

ࡀ解析ࡿࡍ関࡟ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ肺胞࣐࡞㔜要࡚ࡋ࡜炎症細胞ࡢࡘう一ࡶࠊࡋ࠿ࡋ

୙十ศ࡛あࠋࡿ肺胞࣐ࡣࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ一匹࣐ࡢウࡽ࠿ࢫ少㔞࠿ࡋ単㞳࡛࡞ࡁい

ࡿࡍ細胞を単㞳࡚ࡏࡉ動物を犠牲死ࡢ数多くࡶࡽ࠿観Ⅼࡢ動物愛護ࠊࡽ࠿࡜ࡇ

細ࡾࡼ࡟࣮ࢱࢡ࣋ࢫࣝ࢖ウࢳNLRP3-siRNAをࣞンࠊ࡛ࡇそࠋࡿあࡀ問題ࡣ࡜ࡇ

胞へ࡜導入ࠊࡋNLRP3をࢲࢡࢵࣀウンࡋた肺胞࣐ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ㸦NLRP3-KD-MH-

S細胞㸧ࡢ作製を試ࡳたࠊࡀ以ୗࡢⅬࡽ࠿作製ࡀ困㞴࡛あࡗたࠋ 

࣭ ウࢫࣝ࢖導入効率ࡀ低く࡟ࡽࡉࠊウࢫࣝ࢖濃ᗘをୖ昇࡜ࡿࡏࡉ毒性ࡀ強く࡞

 ࠋうࡲࡋ࡚ࡌ生ࡀ細胞死ࡾ

ࡣ࡟࣮ࢱࢡ࣋ ࣭ Puromycin耐性遺伝子ࡀ含࡚ࢀࡲいࡿたࠊࡵ薬剤ࡿࡼ࡟細胞選

択を行ࡗた࡝ࠊࡀうࡶ࡚ࡋ非感染細胞ࡀ一部࡟残存ࡲࡋ࡚ࡋうࠋ薬剤添加を

中Ṇࠊ࡜ࡿࡍ非感染細胞ࡢ増殖ࡀ感染細胞ࡾࡼ明࡟࠿ࡽ㏿くࠊ徐々࡟非感染

細胞比率ࡀ増え࡚ࡲࡋうࠋ 

࣭ 薬剤࡛選択後ࡢ細胞群を࣮ࣟࣇ࡟ࡽࡉサ࣮ࣜࢺ࣓ࢺ࢖を用い࡚細胞選択を

行ࡗたࠊࡀわ࡟࠿ࡎ残ࡗた非感染細胞ࡀそࡢ後増殖ࠊࡋ徐々࡟非感染細胞比

率ࡀ増加ࡗࡲࡋ࡚ࡋたࠋ 

感染ࠊࢁࡇ࡜たࡋ単細胞培養࡟ࡽࡉ細胞をࡢ選択後࡛࣮ࣜࢺ࣓ࢺ࢖サ࣮ࣟࣇ ࣭

細胞ࡳࡢを増殖ࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡿࡏࡉたࠊࡀあࡿ一定数以ୖ࡟細胞を培養࡚ࡋい

く࡜細胞死ࡀ生ࡲࡋ࡚ࡌいࠊ実験࡟用いࡗ࠿࡞ࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡿたࠋ 

 

 ௒後ࡣウ࣮ࢱࢡ࣋ࢫࣝ࢖以外ࡢ遺伝子導入方法やそࡢ他ࡢ細胞株ࡢ使用等ࡢ
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検討ࡀ必要࡜考え࡚いࠋࡿ 

 

㸦2㸧好中球ࡿࡅ࠾࡟ NLRP3ࡢ役割ࡢ解析 

 

 NLRP3−/−好中球࡛ࡣ 3㔞体 G蛋白質ࡢ活性化ࡀ抑制࡛࡜ࡇࡿࢀࡉ遊走能ࡀ低

ୗ࡜ࡇࡿࡍをࠊ私たちࡢ研究室࡟࡛ࡍࡽ࠿報告࡚ࡋいࠋ[21]ࡿ本研究࡛ࡣ肺胞ୖ

皮細胞ࡢ培養ୖ清࡟対ࡶ࡚ࡋ NLRP3−/−好中球ࡢ遊走能ࡀ低ୗ࡚ࡋい࡜ࡇࡿを示

࡟うࡼࡢ࡝ࡀNLRP3ࠊࡀたࡁ࡛ࡀ࡜ࡇࡍ 3㔞体 G蛋白質ࡢ活性化࡟影響࡚ࡋい

ࡿࡅ࠾࡟好中球ࡣ௒後ࠋい࡞い࡚ࡗ࡞࡟࠿ࡽ明ࡣ詳細ࡢそࠊ࠿ࡢࡿ NLRP3ࡢ詳

細࡞機能解析を行う࡜ࡇを検討࡚ࡋいࠋࡿ 

 

㸦3㸧他࢖ࡢン࣒࣮ࢯ࣐ࣛࣇ構ᡂศ子 ASCࡼ࠾び caspase-1ࡢ役割ࡢ解析 

 

 高濃ᗘ酸素暴露ࡿࡼ࡟肺傷害ࠊࡣIL-1βࡣ࡟依存࡚ࡋいࡗ࠿࡞たࠊࡀ他࢖ࡢン

NLRP3ࠊࡵたࡿࡍ࡟࠿ࡽを明࠿う࡝࠿ࡿࡍ依存࡟構ᡂศ子࣒࣮ࢯ࣐ࣛࣇ 以外ࡢ

構ᡂศ子࡛あࡿ ASC−/−࣐ウࢫや caspase-1−/−࣐ウࢫを用いた解析を行う࡜ࡇを検

討࡚ࡋいࠋࡿ 
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 ࡟ࡾわ࠾ .6

 

 本研究ࠊࡣHALI保護因子࡛あࡿ Stat3࡟ NLRP3ࡀ作用࡜ࡇࡿࡍを示ࡋた最初

組織傷害を軽࡚ࡋ独立ࡣ࡜炎症ࡀ好中球ࠊい࡚࠾࡟HALIࠊ࡟特ࠋࡿ報告࡛あࡢ

減ࠊࡋ生存を改善࡜ࡿࡍいう知見ࠊࡣ新規性ࡀ高くࠊそࡢ学術的࡞意義ࡶ大ࡁい

ࡎ必ࡀ࡜改善ࡢ生存率࡜抑制ࡢ炎症཯応ࠊい࡚࠾࡟HALIࠊたࡲࠋࡿࢀࡽ考え࡜

 ࠋࡿࢀࡽ考え࡜いࡁ大ࡣた意義ࡋを示࡜ࡇࡿあࡀい場合࡞ࡋ⮴一ࡶࡋ

 ௒後ࠊࡣ肺胞࣐ࡿࡅ࠾࡟ࢪ࣮࢓ࣇࣟࢡ NLRP3ࡢ機能解析や他࢖ࡢンࢯ࣐ࣛࣇ

࣮࣒構ᡂศ子ࡢ役割ࡢ解析を㐍࡟ࡽࡉࠊࡵ HALI たࡁい࡚ࡋ࡟࠿ࡽ病態を明ࡢ

い࡜考え࡚いࡣࢀࡇࠋࡿ HALIࡎࡽ࡞ࡳࡢ ALI／ARDSࡢ新た࡞治療標的ࡢ発見

 ࠋࡿࢀࡉ期待ࡀ࡜ࡇࡿࡀ繋࡟開発ࡢび治療法ࡼ࠾
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