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ABSTRACT 

Refractory pulmonary fibrosis is a progressive and fatal lung disease， Although the fibrosing 

mechanisms are not fully understood， To identify differentially expressed bronchoalveolar lavage 

fluid (BALF) proteins on bleomycin-induced (BLM) mice compared to v巴hicle-treatedmice 

(negative control: NC) and idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) cases compar巴dto sarcoidosis 

cases， we performed proteomic approaches using shotgun proteomic analysis by liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC/MS/MS)， Complement C3 and Serotransferrin 

expressions in BALF were significantly higher on BLM mice than those on NC， But these protein 

expressions in BALF were significantly lower on IPF cases than those on sarcoidosis cases. 

We performed immunohistochemical analyses of pulmonary complement C3 in 14 patients with 

refractory pulmonary fibrosis， including fibrotic non-specific interstitial pneumonia (n = 10)， IPF 

(n = 3) and chronic hypersensitivity pneumonitis (nニ1). The Kaplan-Meier method revealed 

that refractory pulmonary fibrosis patients with low expression of complement C3 (nニ 6)had a 

significantly poorer prognosis than those with high expression of complement C3 (n = 8). Th巴se

results indicat巴 thatexpr巴ssionlevel of complement C3 may have an important role in serious 

development of r巴fractorypulmonary fibrosis. (Accepted on January 30， 2013) 

Key words pulmonary fibrosis， complement C3， serotransferrin， immunohistochemistry， shotgun 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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はじめに

難治性肺線維性疾患とは，慢性の経過で肺に不

可逆性の線維化が進行し，治療抵抗性を示す予後

不良な疾患群の総称である.

その代表疾患の一つである特発性肺線維

症(id巴opathicpulmonary fibrosis : IPF) 

は，特発性間質性肺炎(idiopathicinterstitial 

pneumonias : IIPs)の7種存在する組織型のー型

であり1)その中では最も頻度が高い.原因は不

明で，慢性かっ進行性の経過を辿り予後不良であ

る 擢患率は10万人に対して14か42.7人程度とさ

れ2) 特に50歳以上の男性に多く，平均生存期間

は2-5年とされる.病理学的には通常型間質性肺

炎 (usualinterstitial pneumonia : UIP) を呈し，

特徴として胸膜直下あるいは小葉問結合織に沿っ

た部を中心に肺胞構造の改変を伴う密な線維化と

比較的幼若な線維芽細胞巣の混在や蜂巣肺形成を

認め，病変は空間的に不均一な斑状分布を示す場

合が多い.

線維性非特異性間質性肺炎 (fibroticnon 

specific interstitial pneumonia 企-JSIP)は， IIPs 

のー型である非特異性間質性肺炎 (non-specific

interstitial pneumonia : NSIP) の内特に線維性

変化の高度な亜型である3) 亜急性から慢性の発

症で徐々に進行し， IPFと比較すれば予後良好で

あるが4) 線維化が進行し経時的に肺機能が低下

する症例では平均生存期間は52ヶ月である5) 好

発年齢は40-50歳だが， 20歳以下の若年層にも発

症する.高分解能CTにおいて，蜂巣肺形成は稀

ですりガラス影や網状影が主体となる 病理学的

特徴としては，病変は小葉中心から小葉辺縁にか

けて比較的均一に分布し，時相の均一な間質の線

維化を示し，肺胞構造は保持される場合が多い3)

IPFと比較して，気管支血管束に沿った病変の拡

がりが特徴的であるとされる.

過敏性肺炎 (hyp巴rsensitivitypneumonia : 

HP)は，真菌や担子菌などの有機粉塵の吸入に

より発症するE型およびN型アレルギー性疾患で

ある.亜急性に発症し治療に反応する場合が多い

ものの，抗原暴露が持続し慢性化した慢性過敏性

肺炎(chronicHP)においては，広範な紘維化や

蜂巣肺形成を認めIPFとの鑑別が困難な場合も多

い6) 高度な線維化をきたす場合，抗原回避など

の治療に反応せず，病勢を抑制できない場合が多

く，その際の平均生存期間は30-46ヵ月と報告さ

れるの.

これら難治性肺線維性疾患においては時々，肺

野に新たな陰影が出現するとともに急速かっ重篤

な呼吸不全を呈する急性増悪という病態がみら

れ，その場合の治療反応性は特に乏しく，生命予

後は極めて不良である8.9)

難治性肺線維性疾患の成因に関しては，何ら

かの刺激により生じた肺胞壁における過剰な慢

性炎症が線維化を惹起すると長年考えられてき

た.この考えのもとに，ステロイド薬や免疫調整

薬などの強い抗炎症作用を有する薬剤が治療に用

いられてきたが，その成績は必ずしも芳しいも

のではなかった.このため，近年では多系統機

序説が提唱されているーすなわち自己免疫やウ

イルス感染など種々の原因により肺に傷害をきた

すと， Thl/Th2免疫カスケードやオキシダントー

アンチオキシダントカスケード，凝固カスケード

などが活性化し，結合組織成長因子(connective

tissue growth factor : CTGF) ， トランスフォー

ミング成長因子 (transforminggrowth factor : 

TGF)-s，血小板由来成長因子 (platelet-derived

growth factor : PDGF) ， トロンピンといった線

維化メデイエーターとIL-lO， 12， IFN-yなどの

抗線維化メデイエーターの聞に不均衡が生じる.

これらのメデイエーターは，肺胞上皮細胞，線維

芽細胞，血管内皮細胞，炎症細胞など種々の細胞

の機能に影響を与え，細胞間相互作用の変化によ

り過剰な細胞外基質の蓄積を介した肺の線維化を

助長するという. しかしながら一方では， IPF症

例におけるマイクロアレイ解析によると，慢性炎

症に関わるサイトカイン，ケモカイン，補体など

の遺伝子群の重要性も報告されており ll) 依然と

して炎症機序説を否定し得ない。難治性肺線維性

疾患の病態に関しては上述のように不明な点が多

く，重篤な線維化の鍵を握るタンパク質を網羅的

に解析する意義は大きい.

近年めざましいタンパク質解析技術の進歩によ

り，疾患の病態解明においてプロテオーム解析

を用いたタンパク質分析によるアプローチが行

われるようになった.呼吸器疾患においては，気

管支肺胞洗浄液 (bronchoalveolarlavage fluid目

BALF) を用いた解析が頻繁に行われ， IPFや

HP，サルコイドーシス，強皮症関連間質性肺炎

などにおけるプロテオーム解析の報告がある 12，13)
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プロテオーム解析の手法としては，従来三次元

電気泳動法 (two-dimensionalelectrophoresis・

2-DE)で得られたサンプルを質量分析装置によ

り定量する手法が広く用いられてきたー しかしな

がら，分析できるタンパク質の種類が限られた

か再現性の高い結果を得にくかったりするなど

の問題点を有していた.近年2-DEを介したプロ

テオーム解析に替わる手法として，生体より得

られた試料をプロテアーゼ消化し，ペプチド混

合物を直接液体クロマトグラフィータンデム質

量分析装置Oiquidchromatography-tandemmass

spectrometry : LC/MS/MS)で解析するショッ

トガン法が開発された.この方法では，アガロー

スゲルの切り出し過程を経ずにサンプルを直接解

析するため，より再現性の高い結果を得やすく，

従来法では解析困難であった高分子量タンパク質

や塩基性タンパク質の解析も可能になった.また

異なるサンプルを異なる安定同位体試薬で標識す

ることにより，サンプル聞のタンパク質発現量を

より厳密に比較することも可能となった.

今回我々は，難治性肺線維性疾患の重症化の

鍵を握る分子を同定するべく，ブレオマイシ

ン (bleomycin:BLM)誘発肺線維症モデルマウ

ス (BLMマウス)とヒトIPF症例の双方のBALF

を用いてショットガン法によるプロテオーム解

析を行った マウスの解析とヒトの解析の双方

において肺線維症の重症化に関与していると考

えられたComplementC3とSerotransferrinの内，

Complement C3に関しては，難治性肺線維性疾

患症例の外科的肺生検組織を用いた免疫組織化学

による評価が可能で、あったので，合わせて報告す

る.

材料および方法

実験動物

野生型C57BL/6Nマウス (CharlesRiver ]apan， 

Y okohama. ] apan) を，体重14.5gから15.0g前

後に成長させた後に以下の処置を施した BLM 

(ブレオ注身I用5mg. Nippon Kayaku， Tokyo， 

]apan) 1パイアルを，生理食塩水(生食)400μl 

で溶解し，この溶解液を浸透庄ポンプ (model

2001 Alza Pharmaceuticals. Palo Alto. CA 

USA) 1個につき200μi注入し， BLMマウス用ポ

ンプとした.ネガテイブコントロール (negative

control : NC)マウス (NCマウス)には，生食

200μlを入れたポンプを使用した.マウスをジ

エチルエーテル (VVako，Osaka， ]apan)で吸入

麻酔後，後頚部の皮膚に切開を加え，背部の皮下

を鈍的に剥離したー皮下に設けたスペースにポン

プを挿入し縫合した凶 ポンプ挿入日をday1と

した

マウスの気管支肺胞洗浄 (bronchoalveolar

lavage: BAL)と肺組織採取

dayllからday42のマウスに対して，ジエチ

ルエーテル麻酔後，経心腔脱血処理により屠殺

し全肺に対して6mlの生食を用いてBALを行っ

た.回収したBALFは1.300rpm， 10 min， 4 Oc 
で遠沈後， cell pelletをスライドグラス上に塗沫

しDiffQuick染色 (SYSMEXCORPORA TION， 

Kobe， ]apan)を行い，鏡検にて白血球細胞分画

を算定した. BALF上清はプロテオーム解析用と

し， -80'Cで凍結保存した. BAL終了後に右肺組

織を採取し， 10%フォルマリンを満たした10ml 

注射器筒内で十分に陰圧をかけ伸展固定を行い，

通常処理過程を経た後， Hematoxylin四Eosin(H-E) 

染色標本を作成した

マウス肺の病理組織学的解析

肺の線維化の半定量に関しては，マウス肺組

織のH-E染色標本を用いて，線維化の程度に応じ

てAshcroftscore (AS)をo(線維化なし)から8

(完全な線維性組織)の範囲内でスコアリングし

たー
実験動物として作製したBLMマウス雄12匹，

雌20匹のASを参考に. ASの異なる雄，雌4匹ず

つを実験に用いた.またNCマウスには，作製

したマウスの雄13匹，雌16匹の中から，各々の

BLMマウスと性別，週齢，ポンプ挿入時の体重

が同等であるマウスをそれぞれ1匹，計8匹選択し

た目

IPF症例およびサルコイドーシス(サ症)症例の

BAL 

平成13年3月から平成23年4月までに当科で

HRCT所見，外科的肺生検，あるいはその双方に

よりIPFと診断された症例のうち， BALが施行さ

れた6例(男性5例，女性1例)を解析対象とした

年齢，性別，喫煙歴をそれぞれのIPF症例に合致

させたサ症症例をl例ずつ選択し計6例(男性5例，
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女性l例)のBALFを対照検体とした. BAU土一

般臨床で施行する方法で行い，得られたBALFは

マウスのBALFと同様の処理を施した.

タンパク質の精製とショッ卜ガンプロテオーム解

析

80tで凍結保存されていたマウスおよびヒト

のBALF上清を解凍後， 800μlを遠心分離 (10，000

rpm， 10 min， 4 t )し，その上清500μlを回

収した.得られた上清500μlを限外ろ過カート

リッジ (AmiconUltra戸0.5ml 10 K， Millipore， 

Billerica， USA)を用いて，さらに遠心分離 (14，000

rpm， 15 min，室温)したろ液を廃棄し50mM

triethylammonium hydrogencarbonate solution 

(TEAB) (Wako， Osaka， Japan) を加え，遠心

分離 (14，000rpm， 15 min，室温)を行い，この

操作を4回繰り返した 限外ろ過カートリッジの

膜上に残ったタンパク質溶液約30μlを遠心分離

(1，000 rpm， 2 min，室温)し，測定用サンプル

とした.

500 mM  TEABを用いてサンプル溶液中のタ

ンパク質濃度が100μg/ 20μ!となるよう濃

度調整を行い， 20μlをiTRAQReagent Multi-

Plex Kit (ABSciex， Foster City， USA)により

還元，システインブロックした後， トリプシン

消化した. トリプシン消化後のサンプルに対し，

iTRAQ R団幹ntMulti-Plex Kit内の4種の安定同

位体標識試薬を用いて各サンプルのペプチド混合

物を標識した.その後すべてのサンプルを混和し，

0.1 %ギ酸 (Wako，Osaka， J apan) を用いてpH

2.5から3.3に調整後，陽イオン交換カラム(ICAT

Cartridge-CationExchange : AB Sciex， Fost巴r

City， USA) を用いて精製し，得られた各lmlの

フラクションサンプル6種類を遠心濃縮機/低温

トラップ (TIETECH， Nagoya， Japan) により

39tで 12時間から15時間かけて約100μlになる

まで遠心濃縮した

濃縮した溶液に，全量が1mlとなるように

0.1 0/<ギ酸を加え，カラム (Sep-Pak Light C18 

Cartridg白川Taters，Milford，USA) を用いて固相抽

出を行った溶出画分1mlを再度遠心濃縮機/低

温トラップにより， 100 μlになるまで39t，5時

間から8時間かけて遠心濃縮し最終サンプル溶

液とした

最終サンプル溶液20μlを用いて， LC/MS/MS 

(QTRAP 5500， Applied Biosyst巴ms，Car!sbad， 

USA) によるショットガンプロテオーム解析を

行った 得られたデータを用いて， Protein Pilot 

ソフトウェア (ABSciex， Foster City， USA) 

により発現タンパク質を同定し，サンプル聞にお

ける発現量を比較した

難治性肺線維性疾患症例と生検肺の病理組織学的

解析

平成12年から平成24年の聞に当院において

video assisted thoracoscopic surgery (V A TS) 

下肺生検を施行し， IPF， NSIP，またはchronic

HPと診断した14例を対象症例とした.生検肺組

織は10%フォルマリンにより固定し，パラフイン

包埋した.病理組織学的診断は2名の異なる病理

医により行い，診断に議離が生じた場合には，呼

吸器内科医，放射線科医病理医の総合討議に

よるClinico-Radiological-Pathological Diagnosisを

もって診断とした.なお対照検体として，平成14

年から平成21年の間に当院において外科的肺切除

を施行した肺腺癌6症例の肺組織の内，癌組織か

ら可能な限り離れた部の正常肺組織を使用した

生検肺組織のH-E染色標本を用いてASを算定

し，線維化の重症度の指標とした

免疫組織化学においては，パラフィン包埋切

片を3μmに薄切し，シランコーティングスラ

イドグラス上で乾燥させた切片を用いた.キシ

レン，エタノールにより脱パラフィン，脱水を

行い， 0.01 mol/lクエン酸緩衝液 (pH6.0) 内

で92t，20分間のマイクロウェーブ処理にて抗

原を賦活した 1次抗体には， anti-Complement 

C3 antibody (LifeSpan BioSciences， mouse 

monoclonal， 10μg/ m¥)および、anti-Transferrin 

antibody (Acris Antibodies， mouse monoclonal， 

10μg/ m¥)， anti-Transferrin antibody (abcam， 

rabbit polyclonal， 2μg/ m¥) を使用した免

疫反応はstreptavidin-biotin-peroxidasecomplex 

technique (SAB) 法を用いて検出し，発色は

diaminobenzidine (DAB) により行い，最後に

hematoxylinを用いて核染色を施した光学顕微

鏡にて100倍視野でランダムに5視野を鏡検しそ

のいずれかにおいて肺胞マクロファージおよび気

道上皮細胞における陽性反応が確認された場合に

陽性症例と判定した.
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表1

a BLMマウスの背景とBALF所見

個体
ポンプ 解剖特 BALF 肺組織評価

性別 挿入時 ポンプ挿入持 週齢 回収率
番号

体重 からの日数
細胞分画(% ) Ashcroft score 

( g ) (日) (週) ( % ) M φ Lym Neu Eo ( AS) 

BLM1 ♂ 14.5 14 6 73 77.0 4.5 18.5 0.0 1.11 

BLM2 ♂ 14.7 18 7 77 80.0 13.0 7.0 0.0 2.14 

BLM3 r 14.5 33 9 83 85目。 9.5 5.5 0.0 3.42 

BLM4 ♂ 14.8 42 10 80 87.5 11.5 1.0 0.0 4.24 

BLM5 ♀ 14.4 11 6 80 81.5 5.5 13.0 0.0 0.98 

BLM6 ♀ 14.5 25 8 87 85.8 12.2 2.0 0.0 1.93 

BLM7 ♀ 15.0 17 7 58 23.3 72.7 4.0 0.0 3.20 

BLM8 ♀ 15.1 32 9 92 58.0 38.0 4.0 0.0 4.12 

b NCマウスの背景とBALF所見

ポンプ 解剖時
個体

性別 挿入時 ポンプ挿入時 週齢 回収率
番号

体重 からの日数

( g ) (日) (週) ( % ) 

NC1 ♂ 14.7 13 6 

NC2 r 14.3 18 7 

NC3 r 14.9 33 9 

NC4 ♂ 14.6 42 10 

NC5 ♀ 14.5 12 6 

NC6 ♀ 14.9 25 8 

NC7 ♀ 15.6 17 7 

NC8 ♀ 14.4 32 9 

統計学的解析

BALF検体聞の白血球分画およびタンパク質発

現量の差異は， t検定により検出した 種々の臨

床病理学的因子間の相関に関してはど検定また

はFisherの直接確率計算および、Mann-Whitney検

定により解析した.生存分析はKaplan-Meier法

により行い， log-rank法により有意差を検定した.

いずれの検定においても， p < 0.05をもって統計

学的有意差があるものと判定した.

倫理指針

本研究は鳥取大学医学部倫理審査委員会の審査

と承認のもとに行い，ヒト検体を用いた検討はヘ

ルシンキ宣言に準拠して施行した.
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87 
83 
77 

90 

83 
83 
90 

BALF 肺組織評価
細胞分画(% ) Ashcroft score 

Mφ Lym Neu Eo (AS) 

93.0 7.0 0.0 0.0 0.00 

95目5 4.0 0.5 0.0 0.00 

96.5 3.5 0.0 0.0 0.00 

100.0 0.0 0.0 0.0 0.00 

99.0 1.0 0.0 0.0 0.00 

97.0 3.0 0.0 0.0 0.00 

95.5 4.0 0.5 0.0 0.00 

99.0 1.0 0.0 0.0 0.00 

結果

マウスの背景とBALF所見

表1に，プロテオーム解析に用いたマウスの個

体番号，それぞれの性別，ポンプ挿入時の体重，

解剖時のポンプ挿入時からの日数と週齢， BALF 

の回収率と白血球分画およびASを示す (BLMマ

ウス・表1-a，NCマウス:表1-b). 

BLMマウス群におけるBALFのマクロファー

ジ分画は， NCと比較し有意に少なく (p= 0.014)， 

好中球分画 (p= 0.016)はBLMマウス群で有意

に多かった なお，リンパ球分画は両群聞に有意

な差はみられず (p= 0.068)，好酸球は両群とも

に検:出されなかった

BLMマウス群のASに関しては，雄は1.11，2.14，

3.42， 4.24，雌は0.98，1.93， 3.20， 4.12と線維化

の軽度なものから中等度なものまで， ASが偏ら
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表2

IPF症例の患者背景とBALF所見

細胞分画(%)

Lym Neu Eo 

6 11 0 

022  

4 9 10 

510  

338  

10 9 1 

%DLCO AaD02 I総細胞数
(%) (Torr) I(ザ 1m!) Mrt 

35.4 33.1 I 0.93 83 

64.9 0.8 I 5.70 96 

* 23.3 I 0.70 76 

38.5 12.0 I 1.41 94 

25.3 16.6 I * 86 

42.4 13.2 I 1.05 80 

O/OVC 
(%) 

91.4 
108.8 

38.6 

87.1 

77.7 

61.1 

KL-6 

(U/ml) 

737 

999 

666 

968 

1020 

774 

生存期間

(逓)

73 

91 

52 

84 

48 

204 

a 

年齢 生命
症例|性別 喫煙歴

(歳) 予後

77 あり 死亡

80 あり 生存

70 あり 死亡

68 あり 生存

67 あり 死亡

69 なし生存

男

男

男

男

男

女

1
4
2
3
4
5
6
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男
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サ症l

サ症2

サ症3
サ症4

サ症5

サ症6

ショットガンプロテオーム解析と肺線維症重症化

関連タンパク質の選別

ショットガンプロテオーム解析の結果検出され

たタンパク質の種類と，肺線維症の進展に関与し

ていると判断したタンパク質の選別過程を図lに

示す

まず雄マウスの4対の比較を行い (BLM1VS. 

NC1. BLM2 VS. NC2. BLM3 VS. NC3. BLM4 

VS. NC4) ， BLMマウスにおいて各々のペアであ

るNCマウスと比べて有意に高発現または低発現

しているタンパク質をすべて選別した.続いて

雌マウスの4対の比較を行い (BLM5VS. NC5， 

BLM6 VS. NC6， BLM7 VS. NC7， BLM8 VS. 

NC8) ， BLMマウスにおいて各々に対応するNC

マウスと比べて有意に高発現または低発現してい

るタンパク質をすべて選別した.性別によるバイ

アスを除外する目的で，雄の実験で得られた結果

と雌の実験で得られた結果の双方に共通するタン

パク質をマウスの解析における肺線維症重症化関

連タンパク質であると判断した.

次にヒトの6対の比較を行い (IPF1VS.サ症1.

IPF5ーサ症5，IPF6サ症6)

* 不明

ないように選択した.

NCに関しては，性別，週齢，ポンプ挿入時の

体重が8匹のBLMマウス各々と同等になるよう

雄，雌4匹ずつ選択し，それぞれのBLMマウスに

対応する個体番号とした (BLM1-NC1，BLM2-

NC2. BLM与NC3. BLM4-NC4. BLM5-NC5 

BLM6-NC6， BLM7-NC7， BLM8-NC8). 

ヒ卜IPF症例およびサ症症例の背景とBALF所見

表2に，プロテオーム解析に用いたヒト症例の

症例番号，それぞれの臨床的背景，検査データ，

BALFの総細胞数と白血球分画を示す(IPF症例:

表2-a，サ症症例:表2-b). 

IPF症例群とサ症症例群の比較において，

BALFの総細胞数 (p= 0.264)，マクロファージ

分画 (p= 0.128)， リンパ球分画 (pニ 0.053)， 

好中球分画 (p= 0.078)，好酸球分画 (p= 0.112)， 

好塩基球分画 (p= 0.363) のいずれにおいても

両群間に有意差は認められなかった.

性別，年齢，喫煙歴をそれぞれのIPF症例に可

能な限り合致させたサ症症例をl例ずつ選択し，

各々のIPF症例に対応する症例番号とした (IPFl

サ症1. IPF2ーサ症2，IPF3ーサ症3，IPF4-サ症4，
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(マウス(t;)
4BLMl、s.NCl， BLM2 VS. NC2， BLM呂、s.NC3， BIJ.直4、s，NC4 (ヒト症例)

IPFlvsサ症1，IPF2v$.サ症2，IPF3vs.サ症3，IPF4vs，サ症4，IPF5vs.サ症5，IPF6 vsサ症6
(マウス♀)

BL1iJ5 VS. NC5， BLM:6 VS. NC6， BLM7 VS. NC7， BLM8 VS， ~iC8 
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• 
図1 ショットガンプロテオーム解析と肺線維症重症化関連タンパク質の選別

.， 
1・、

雄ブレオマイシン (bleornycin: BLM)誘発肺線維症モデルマウス (BLMマウス)とネガテイブコントロ

ール (n巴gativecontrol : NC)マウス (NCマウス)の気管支肺胞洗浄液 (bronchoalveolarlavage fluid : 

BALF)を用いて， BLMl vs. NCl， BLM2 vs. NC2， BLM3 vs. NC3， BLM4 vs. NC4の4対の比較を行い，

発現量に有意差を認めるタンパク質をすべて選別した 雌マウスにおいても同様の比較を行い，発現量に

有意差を認めるタンパク質をすべて選別した.双方に共通なものを，性別に関わらずマウス肺線維症の進

展に関与するタンパク質であると判断した ヒト症例においては，特発性肺線維症(idiopathicpulrnonary 

fibr百 is: IPF)症例とサルコイドーシス症(サ症)症例のBALFを使用し， IPFl vsサ症1，IPF2 vs.サ症

2， IPF3 vsサ症3，IPF4 vsサ症4，IPF5 vsサ症5，IPF6 vsサ症6の比較を行い，発現量に有意差を認め

るタンパク質をそれぞれ選別した 少なくとも2対以上の比較で再現性を認めたものを，ヒト肺線維症の進

展に関与するタンパク質であると判断したマウスとヒトに共通していたCornplernentC3とSerotransferrin

乞動物種に関わらず肺線維症の進展に関与するタンパク質であると判断した

IPF2 vs.サ症2，IPF3 vsサ症3，IPF4 vs.サ症4， わらず肺線維症の重症化に関連するタンパク質で

IPF5 vs.サ症5，IPF6 vs.サ症6)，IPF症例にお あると判断した.

いて各々の対であるサ症症例と比較して有意に高

発現または低発現しているタンパク質をそれぞれ ショットガンプロテオーム解析における

の対で選別した. 6対の内女性はl対のみであった Complement C3とSerotransferrinの発現

ため，性別によるバイアスは除外し得ないものと ショットガンプロテオーム解析における

考え， 6対の内少なくとも2対以上において再現性 Complement C3， Serotransferrinの結果の詳細を

が認められたものを，ヒト症例のBALFを用いた 図2に示すー

解析における肺線維症重症化関連タンパク質と判 図2-aで、は，各NCマウスにおけるComplement

断した C3の発現量をlとした時のそれぞれに対応する

最後に，マウスとヒトの結果に共通していた BLMマウスにおける相対発現量を示している

Complement C3とSerotransferrinを，動物種に関 全てのBLMマウスにおいて， Complement C3の



47 

さ初
♀ 

同

J
A州

問
[
凶
州

四

L
1
4日
イ

一ー;ー明ザ

d

j
団付吋

難治性肺線維性疾患の重症化因子に関する検討

戸盟f

♂ 

ぷ
V、，w

ぷ
で

肉
汁
』
ザ

垣
間

L
品川吋

a 

!
団
付

。ム
F
h
u
-
-
z
u
n
υ

1
4

ハ
υ

戸盟1

05h  

苅母Fぐがも

♀ 

2 ， 
1.5 -1下

l-1n 由

0.5イ闘

o +'-'-r滋誕「

悦

‘t ベ宇

2 寸

1.5 i 

1→門下

0.5 -1幽
。い-'-r臨温「

n:b 、、
気析 。、

2 ， 
1.5 -1 

1 -1門下

0.5イ 閥

。+斗ー~刷&吋
>1:レぷ、

対í~O/ ~ν 

♂ 

b ~ 

i o;il血
気4pdp

o> 

~ 

1U 
ゲ

1""0.035 
「一一寸

jは
ぬダ

「一一寸

jは
ふゾ

(比
ペダ

予モ

「一一「

;リ
心ダ

]FO.OOC 
「一一寸

j司
ヘιP令!i?で、y， ，し

j比
，，，"令¥>"で γ
V くし

ー

!JiLE 
ふy

2寸

1.5 .， 
1 -1門ア

0.5 -1岡

。ヰムムャJl!l!L，

沙.(Q s'<l 

ポ グ

ト

h
f

2

5

1

5

0

 

官

i

n

u

.0=0.010 

2 守

1.5 .， 

0.5 .，園
Oいよ，-Jl!l!L，

ぷ沙<$'"

戸些9

2寸

0.5 .，闘

<$""' 

2 寸

1.5寸|

1 .，門出
0.5イ殿

o +ム」叩必札、

χ :"t .c.'V 
%，，0/ <$ラ

書 戸主E;

i ;(j[i且
気母::-<$4，、

図2 ショットガンプロテオーム解析におけるComplementC3および:Serotransferrinの発現

ショットガンプロテオーム解析におけるComplementC3， Serotransferrinの結果の詳細を示すー

a:各NCマウスにおけるComplementC3の発現量をlとした時の，各々に対応するBLMマウスにおける相対

発現量を示している.全てのBLMマウスにおいて， Complement C3の相対発現量は各NCマウスと比較して

有意に高値であった.

b:各サ症症例におけるComplementC3の発現量をlとした時の各々に対応するIPF症例における相対発現量

を示している IPFlおよび1IPF5におけるComplementC3の相対発現量は各サ症症例と比較して有意に低値

であり，マウスのBALFとは相反する結果を示した

C ・各NCマウスにおけるSerotransferrinの発現量を lとした時の各々に対応するBLMマウスにおける相対

発現量を示している BLM3， 4， 6， 7， 8において， Serotransferrinの相対発現量は各NCマウスと比較し

て有意に高値であった.

d:各サ症症例におけるSerotransf巴rnnの発現量をlとした時の各々に対応するIPF症例における相対発現量

を示している. IPFl， 3， 4におけるSerotransferrinの相対発現量は各サ症症例と比較して有意に低値であり，

マウスのBALFとは相反する結果を示した.

C3の発現量を1とした時のそれぞれに対応する

IPF症例における相対発現量を示している IPFl 

およひτPF5におけるComplementC3の相対発現

量はそれぞれサ症1およびサ症5と比較して有意に

低値であり，マウスのBALFとは相反する結果を

示した (IPFlIサ症1: pニ 0.000，IPF51サ症5:p

= 0.000). 

相対発現量は各NCマウスと比較して有意に高

値で あ っ た (BLMI/NCl: p = 0.019， BLM21 

NC2 : p = 0.000， BLM3/NC3: p = 0.000， 

BLM4/NC4 : p = 0.000， BLM5/NC5: p = 0.000， 

BLM6/NC6 : p = 0.000， BLM7/NC7: p = 0.004， 

BLM8/NC8 : p = 0.008). 

図2-bでは，各サ症症例におけるComplement
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表3

外科的肺生検を施行した14症例の臨床病理学的因子

年齢 総合 生命生存期間
死因 喫煙歴

KL-6 AaD02 %VC %DLcc 
AS 

Complement 
症例(歳)性別 診断 予後 (週) (U/m!) (To汀) (%) (%) α 

50 女 fNSIP 生存 287 nev巴r 278 10.8 90.2 68.7 7.3 陽性

2 58 女 fNSIP 死亡 399 AAA破裂 current 731 7.5 91.7 63.2 4.8 陰性

3 53 女 fNSIP 生存 381 current 8681 23.1 73.0 34.9 5.9 陽性

4 72 男 fNSIP 死亡 300 急性増悪 never 1358 9.0 117.8 71.5 6.4 陰性

5 64 女 fNSIP 生存 540 never 2697 32.4 60.9 41.4 6.1 陽性

6 64 男 IPF/UIP 死亡 640 急性増悪 former 1100 21.7 95.8 39.3 5.2 陽性

7 75 男 fNSIP 死亡 119 急性増悪 n巴ver 2178 34.2 56.2 28.2 6.8 陰性

8 68 男 chronic HP 生存 254 n巴V巴r 1236 21.6 72.5 54.8 7.7 陽性

9 62 男 fNSIP 死亡 65 急性増悪 current 1614 26.8 63.8 6.6 陰性

10 62 男 企すSIP 死亡 104 急性増悪 never 1125 34.8 67.1 36.4 6.1 陽性

11 66 男 fNSIP 死亡 249 急性増悪 current 1700 18.6 78.1 43.7 5.3 陰性

12 50 男 IPF/UIP 生存 278 nev巴r 607 5.1 86.4 54.5 4.4 陽性

13 69 女 IPF/UIP 生存 167 never 774 13.5 61.1 42.4 7.5 陽性

14 42 女 fNSIP 生存 60 former 4280 8.3 67.5 48.5 5.2 陰性

' 症例9のDLcoは施行できず

企~SIP : fibrotic non-speci五cinterstitial pneumonia， IPF IUIP : idiopathic pulmonary五brosis/Usual interstitial pneumonia， 
HP : hypersensitivity pneumonitis 
AAA : abdominal aortic aneurysm (腹部大動脈癌)
AS : Ascroft Score 

図2-cでは，各NCマウスにおけるおrotransferrin

の発現量をlとした時のそれぞれに対応する

BLMマウスにおける相対発現量を示している.

BLM3， 4， 6， 7， 8において， Serotransferrinの

相対発現量はそれぞれNC3，4， 6， 7， 8と比較し

て有意に高値であった (BLM3/NC3: p = 0.000， 

BLM4/NC4 : p = 0.000， BLM6/NC6: p = 0.005， 

BLM7/NC7 : p = 0.035， BLM8/NC8 : p = 0.000) 

図2-dでは，各サ症症例におけるSerotransferrin

の発現量を 1とした時のそれぞれに対応するIPF

症例における相対発現量を示している IPFl， 

3， 4におけるSerotransf，巴rnnの相対発現量はそ

れぞれサ症1，3， 4と比較して有意に低値であ

り，マウスのBALFとは相反する結果を示した

(IPFlIサ症1: p = 0.003， IPF31サ症3:p = 0.049， 

IPF41サ症4・p= 0.010). 

免疫組織化学的検討を行った難治性肺線維性疾患

患者の臨床病理学的因子

VATS下肺生検を施行した14症例の内訳は，

男性8例，女性6例，年齢は42歳から75歳であっ

た喫煙歴は8例がneversmoker， 2例がformer

smoker， 4仔uがcurrentsmokerで、あった総合診

断は町SIPが10例， IPFが3例， chronic HPがl例

であった. IPFのl例に関しては，病理組織診断

が町SIPとUIPに希離したため，呼吸器内科医，

放射線科医，病理医の総合討議により IPFと総合

診断したー 14例中7例が死亡し，死因に関しては6

例が原病の急性増悪， 1例が腹部大動脈癌破裂で

あった(表3). 

生検肺組織を用いた免疫組織化学的検討

VATS下生検肺組織を用いて， Complement C3 

とSerotransferrinの免疫組織化学的検討を行っ

た. Serotransferrinに関しては，異なる2種のl次

抗体を用いて検討したものの，血管内や肺胞腔内

の液性成分に免疫反応を認めるのみで評価に耐え

得る結果ではなかった 一方ComplementC3に

関しては免疫組織化学による評価が可能であった

ので，結果を図3に示す.

全14症例の内， 8例がComplementC3陽性， 6 

例がComplementC3陰性と判定した肺癌症例

より得られた正常コントロール肺組織において

は， 6症例全てにおいて肺胞マクロファージ内に

強いComplementC3陽性反応を認め，気道上皮

細胞においてもわずかに反応が観察された.その

内2症例の結果を図3-a，bに示している.図3-c，

dは，代表的なComplementC3陽性症例の結呆を
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図3 Video assisted thoracoscopic surgery (VATS)下肺生検組織を用いたComplementC3の免疫組

織化学

難治性肺線維性疾患と診断された14症例のVATS下肺生検組織を用いて行った免疫組織化学の内，評価が可

能であったComplementC3の結果を示す

a， b 異なる肺癌症例より得られた正常コントロール肺組織におけるComplementC3の免疫組織化学 2症

例のいずれにおいても肺胞マクロファージ内に強いComplementC3陽性反応を認める 気道上皮細胞にお

ける反応もわずかに観察される

C 代表的なComplementC3陽性症例のH-E染色像 肺胞隔壁の顕著な線維性肥厚と，リンパ球系炎症細胞

の中等度の浸潤がみられる(町SIP:症例3)

d:cの症例におけるComplementC3の免疫組織化学.肺胞マクロファージに明瞭な免疫反応がみられる

とともに，正常コントロール肺組織 (a，b) でわずかな反応しかみられなかった気道上皮細胞に明瞭な

Complement C3陽性反応が確認される.

e 代表的なComplementC3陰性症例のH-E染色像肺胞隔壁の顕著な線維性肥厚と，主にリンパ球系炎症

細胞の中等度の浸潤がみられる(町SIP 症例14)

f: cと同じ症例におけるComplementC3の免疫組織化学 気道上皮細胞においてComplementC3の免疫反

応がみられないだけでなく，正常コントロール肺組織 (a，b)で観察されるマクロファージの陽性反応も

確認されない

全14症例中，8例がComplementC3陽性， 6例がCompl巴mentC3陰性であった
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図4 難治性肺線維性疾患におけるKaplan-Meier生存曲線

Compl巴mentC3陽性例 (nニ 8)の平均生存期間は331.4週. Complement C3陰性例 (n= 6)の

平均生存期間は198.7週であった. log-rank法による解析の結果， Complement C3陰性例の予後は

Complement C3陽性例!と比較し有意に不良で、ある (p= 0.042). 
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Complement C3は，ジスルフィド結合した日

鎖と F鎖からなる分子量180kDa，アミノ酸残

基1663の血策タンパク質である. 19世紀後半に

発見された補体の一種で，補体活性化経路であ

る古典経路，副次経路， レクチン経路のすべて

において中心的な役割をはたすー補体系には，

Complement C1からC9までの9種類および， B因

子， D因子，プロペルジンの計12種類が存在し

これらが生体防御反応において一連のカスケー

ドを形成している Complement C3は，活性化

されるとC3aとC3bに分解され， C3aは肥満細胞，

好中球，リンパ球などを刺激することで血管作動

性物質を産生，放出し，血管透過性の允進や平滑

筋~Xi縮を惹起することが知られており， C3bは微

Complement C3陽性例の平均生存期間は331.4

週， Complement C3陰性例の平均生存期間は

198.7週であった log-rank法による解析の結果，

Complement C3陽性例とComplementC3陰性例

の聞には生命予後に有意な差異が認められた (p

= 0.042) すなわちComplementC3陰性例の方が

陽性例に比べて有意に予後不良であった.

察考

示している 図3-cはH-E染色標本で，肺胞隔壁の

顕著な線維性肥厚と，リンパ球系炎症細胞の中

等度の浸潤がみられる(悶SIP:症例3).図3-dは

その症例の免疫組織化学であるが，肺胞マクロ

ファージに明瞭な免疫反応がみられるとともに

正常コントロール(図3-a，b)ではわずかにしか

観察されなかった気道上皮細胞における明らかな

Complement C3陽性反応が確認される.この傾

向は8例の陽性症例に共通していた。図3-e，fは，

代表的なComplementC3陰性症例の結果を示し

ている.図3-el土H-E染色標本で，肺胞隔壁の顕著

な線維性肥厚と，リンパ球系炎症細胞の中等度の

浸潤がみられる(町SIP:症例14).図3-fはその

症例の免疫組織化学であるが，気道上皮細胞にお

けるComplementC3の免疫反応がみられないだ

けでなく，正常コントロール(図3-a，b)で観察

されたマクロファージにおける陽性反応も確認さ

れない.この傾向は6例の陰性症例のすべてに共

通していた。

生存分析

Kaplan-Meier法を用いて行った難治性肺線維

性疾患14症例の生存分析の結果を図4に示す.
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生物に結合することでオプソニン効果を発揮す

る他， Complement C3， C5転換酵素の一部とし

て機能することが知られている凶. Complement 

C3は， ヒトの体内では肝臓の他にマクロファー

ジや単球で産生され，血紫中に豊富に存在す

る17) 全身性エリテマトーデスや膜性増殖性糸球

体腎炎で免疫複合体の形成に伴い消費性に血清

Complement C3が低下する現象は，患者の診断

や病勢把握に頻用されている 1日

ヒト正常肺組織においては， C3bの分解産物

であるC3cが肺胞マクロファージに特に多く存在

し，肺胞上皮にも比較的少量存在すると報告され

ており， Complement C3は主に肺胞マクロファー

ジに局在する泊) 一方肺疾患症例においては，か

ねてよりBALFを使用したComplementC3の発現

に関する報告が散見される.亜急性過敏性肺炎

症例のBALFをELISA法で検討し Complement

C3の発現量がサ症症例のBALFと比べて有意に

高値であったというSodaらの報告却や， 1PF患者

のBALFを2-DE法で解析し ComplementC3の

発現量がサ症症例のBALFと比べて有意に低値で

あったという Rottoliらの報告13)である.これらの

報告は，同じ肺の疾患のBALFを検討した結果で

あるにもかかわらず，一方で、はComplementC3 

の発現量が高値で，一方で、は低値であるという相

反する結果に思われる. しかしながら，これら

の結果は我々が行ったショットガンプロテオー

ム解析の結果と非常に似通っている.すなわち

我々の解析においても， Complement C3の発現

は， NCマウスと比べてBLMマウスのBALFで有

意に高値であり，またサ症症例と比較して1PF症

例のBALFで有意に低値であった (1PF1VS.サ症

1， 1PF5 VS.サ症5)ーBLMマウスは従来肺線維症

のモデルとして頻用され，種々の程度の総維化病

変を呈するものの，その成立過程はまぎれもなく

薬剤により誘発した肺の炎症である叫 すなわち

BLMマウスにおける肺の線維化は炎症を起源と

している.今回の解析でみられたBLMマウスの

BALF中ComplementC3の高値は，肺に炎症が惹

起され，続いて線維化病変を形成する過程におけ

る高発現であると解釈できる.亜急性過敏性肺炎

も有機粉塵の吸入により肺に誘発される炎症であ

り，抗原を回避しなければ後に線維化を形成す

る 病変の成立過程はBLMマウスの病変に類似

しており， Sodaらの報告で、BALF中Complement

C3が高発現した事実は納得できる.一方1PFは原

因不明の難治性肺線維性疾患である Rottoliらの

考察に， 1PF症例のBALF中ComplementC3が低

発現である理由についての記載はないが，我々の

ショットガンプロテオーム解析とまったく同様の

結果が得られたことは大変興味深い.

先述したように，昨今難治性肺線維性疾患の成

因に関しては，炎症機序説でなく炎症を含めた多

系統機序説が主流である. 1PF症例のBALFにお

けるComplementC3の低発現は，肺の線維化の

進展において炎症を介するプロセスに関与してい

るとは思えないが，その他の成因に関与してい

る可能性は十分に考えられる目近年Complement

C3のヘルパー T細胞に対する興味深い作用が明

らかになった. P巴kkarinenらはComplementC3 

ノックアウトマウスを卵白アルブミンにより感

作刺激し， リンパ節におけるサイトカインの発

現に関する検討を行った結果，コントロール

に比較して1FN-y及び1L-12の低下が確認され，

Complem巴ntC3と1FN-Y， 1L-12の発現に正の調

節機構が存在することを報告した泊¥1FN-yは極

めて重要な線維化抑制因子である叫 Pekkarinen

らの報告を勘案すれば，肺におけるComplement

C3の低発現は，同時に1FN-yの低発現を惹起し

Th1/Th2バランスをTh2優位の不均衡に陥らせ，

肺の線維化を助長する可能性が考えられるー

ショットガンプロテオーム解析の結果を受け，

我々は難治性肺線維性疾患患者のVATS下肺生検

組織におけるComplementC3の発現について免

疫組織化学的検討を加えた.正常肺組織において

は主に肺胞腔内マクロファージとわずかに気道上

皮細胞に局在を認めたものの，難治性肺線維性疾

患患者の肺組織においては，陽性例ではマクロ

ファージのみならず気道上皮細胞にも明らかな局

在を認め，陰|生例ではマクロファージ，気道上皮

細胞ともに局在がみられなかった また生存分析

では， Complement C3陰性症例群は陽性症例群

と比較して有意に生命予後不良であった これら

の結果を勘案すれば，難治性肺線維性疾患におけ

る気道上皮細胞におけるComplementC3の高発

現は生命予後の悪化を抑制している可能性があ

る.第一に想起される機序は，補体の代表的機能

である感染防御機構である.実際，免疫組織化学

におけるComplementC3陰性の6例の予後は，観

察期間が60週と短い1例(症{予ul4)の生存が確認
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されたのみで. 1例は他病死. 4例は肺感染症を契

機に発症した急性増悪で、死に至った.症例数の不

足により統計学的有意差は検出されなかったもの

の. Complement C3陰性例では，感染を契機に

発症する急性増悪に特に注意を払うべきかもし

れない.第二に想起される機序は. Complement 

C3による線維化抑制機構である. Complement 

C3陰性の6例の内他病死と観察期間の短いl例(症

例14) を除く 4例すべてにおいて，高分解能CTに

おける線維化病変と%VCの経時的な増悪が確認

された 先に述べたように， Complement C3の

低発現は IFN-yの低発現を伴い肺の線維化を

助長する恐れがあり，このことが生命予後に悪影

響をおよぼしているのかもしれない.

一方でVATS下肺生検組織における

Complement C3の発現は，表3に示した年齢，性

別，総合診断，喫煙歴，各種臨床検査データ，

ASと統計学的に相関していなかった(未掲載デー

タ)，このことから. Complement C3陰性は独立

した予後不良因子である可能性が考えられた 多

変量解析では有意な結果を得られなかったものの

(未掲載データ).症例数の不足による影響を除外

できないため，今後さらに検討を継続する予定で

ある.

近年 IFN-yの抗線維化作用に着目しIFN-y製

剤であるIFN-y 1bのIPF症例に対する皮下投与が

欧米を中心に行われた 初期のプラセボとの無作

為化比較試験により呼吸機能障害が軽度な症例に

おいて生命予後を延長する効果が認められたが出¥

大規模臨床試験 (TheINSPIRE Trial) 261において

有意な生命予後の改善は認められず¥現在では使

用すべきでないと結論づけられている2¥ しかし

なカfら. The INSPIRE Trialで、は目市におけるIFN

yの存在やComplementC3の局在を事前に評価

したわけではない.炎症に起因する難治性肺線維

性疾患症例にIFN-y 1bを投与すれば，炎症促進

作用により病変は悪化するかもしれない目反対に

Thl/Th2不均衡による難治性肺線維性疾患症例

にIFN-y 1bを投与すれば.Thl/Th2免疫カスケー

ドの調整を介して病変の増悪を抑制できるかもし

れない.多系統機序により発症するIPF症例すべ

てに対するIFN-y 1bの有意な効果は証明されな

かったかもしれないが. IFN-y1bが奏効する症

例群の存在まで否定されたわけではない.我々の

検討では，症例聞で肺組織におけるComplement

C3の発現が異なっており，それに伴いIFN-yの

発現も症例聞で異なっている可能性が示唆され

た.今後症例数を増やしながらComplementC3 

やIFN-yなどの肺における発現を検証し. IFN-

yの低下が疑われる限られた症例に対する層別治

療の可能性について検討していきたい IFN-y 

に関しては吸入による治療が検討されつつあり，

昨年IPF症例における安全性と有効性が示唆され

た剖.他にもThl/Th2免疫カスケードを調整する

作用を有する日-galactosylceramide281や補体経路

を強力に活性化するレクチンRa-Reactivefactor291 

は一定の難治性肺線維性疾患症例に有効である可

能性があり，現在実験用モデル動物への投与を検

討中である.

一方，血中のFe3+と結合し輸送に関わる糖タン

パク質であるSerotransferrin(Transferrin) に

関しては，免疫組織化学による評価がかなわな

かったしかしながらPachtらは，肺胞上皮被覆

液中のTransferrinがアンチオキシダント活性を

有し肺を酸化ストレスから保護している可能性を

報告している却) 我々のヒト症例におけるショッ

トガンプロテオーム解析の結果に合致する知見で

あると考える. IPF症例においては，肺における

Transferrinの低発現が酸化還元不均衡を惹起し

線維化を促進している可能性もあり，今後他の手

法を用いた検討を行う価値があるものと思われ

た.

本研究において我々は， BLMマウスおよび

IPF症例のBALFを用いたショットガンプロ

テオーム解析を行い， Complement C3および

Serotransferrinが肺の線維化と密接に関与してい

る可能性を示したまた，難治性肺線維性疾患症

例の肺組織におけるComplementC3の低発現状

態が，患者の生命予後を悪化させる要因になり得

ることを示した難治性肺線維性疾患の病態解明

と治療戦略の双方において重要な知見であると考

えた.

結語

難治性肺線維性疾患症例の肺における

Complement C3の抑制状態は，患者の生命予後

に重大な悪影響を与える可能性がある.

本稿を終えるにあたり，終始懇切なるご指導とご高
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闘を賜りました鳥取大学医学部統合内科医学講座分子

制御内科学分野清水英治教授，またご高閲を賜りま

した鳥取大学医学部病理学講座器官病理学分野 梅北

善久教授，鳥取大学医学部器官制御外科学講座麻酔・

集中医療医学分野稲垣喜三教授に深謝致します ま

た，ご協力を頂きました鳥取大学医学部統合内科医学

講座分子制御内科学分野の諸先生に厚く御礼申し上げ

ます.
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