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研究成果の概要：マウスインフルエンザウイルス急性肺傷害モデルを用いて、一酸化窒素と活

性酸素種によるニトロ化ストレスが、病態に及ぼす影響ついて解析を行った。その結果、ニト

ロ化ストレスにより、感染肺局所にて 8-ニトロ-cGMP が生じ、HO-1 をはじめとする酸化ストＰ

レス応答を制御するシグナル分子として、肺傷害や肺線維化の病態形成に関与している可能性

が示唆された。今後、この知見を間質性肺炎の新たな治療戦略へ応用することが期待される。
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１．研究開始当初の背景
（1）特発性間質性肺炎は、予後不良の慢性
進行性呼吸器疾患で、その病因は未だ解明さ
れておらず、有効な治療法も確立していない。
特に、間質性肺炎の急性増悪は、その慢性経
過中に発症する急性肺傷害で、その死亡率は
80%以上と極めて高い。急性増悪の原因もま
た不明であるが、その誘因の一つに気道感染、
特に、インフルエンザウイルス感染との因果
関係が注目されている。我々はこれまで、マ
ウスインフルエンザウイルス肺炎モデルの
病態解析を行ない、感染に伴って産生される
一酸化窒素（NO）と活性酸素種（ROS）が宿
主生体にニトロ化ストレスをもたらし、その

ことが肺炎病態の形成に大きく係わってい
ることを明らかにした。
（2）このように、これまで NO や ROS は生体
にとって有害な分子であると考えられてき
たが、近年、これらの分子種は、感染病態に
おいてむしろ積極的に産生され、酸化・ニト
ロ化ストレスに対する生体の防御応答にお
けるシグナル分子として作用することが次
第に明らかとなってきた。最近我々は、NO の
２次シグナル分子である cyclic GMP がニト
ロ化された全く新規な環状ヌクレオチドで
ある 8-ニトログアノシン 3',5'- 環状 1
リン酸（8-ニトロ-cGMP）を、化学的に同定
することに成功した。
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２．研究の目的
インフルエンザウイルス感染に伴うニトロ
化ストレスの亢進が間質性肺炎における肺
胞上皮傷害と炎症反応を増強させ、病態の発
現と進展に寄与するとの仮説のもと、マウス
インフルエンザウイルス肺炎モデルを用い
て、種々のニトロ化ストレスのバイオマーカ
ーを測定し、病態との関連性を明らかにする。
特に我々が発見した 8-ニトロ-cGMPについて
は、ニトロ化ストレス応答におけるシグナル
分子としての活性についても解析を行う。
このことにより、間質性肺炎の病態解明に向
けた基盤的研究を推進し、その新たな治療戦
略の開発を目指すものである。

３．研究の方法
（1）5週齢雄の野生型（C57BL/6）マウスと、
誘導型 NO 合成酵素（iNOS）欠損マウスに、
マウスに馴化したインフルエンザウイルス
（A/Kumamoto/67/H2N2）をネブライザーにて
吸入感染させ、経時的に肺組織、肺胞洗浄液
（BALF）、血液等を採取した。

（2）感染マウスの BALF 中の蛋白質をプロナ
ーゼで消化し、HPLC-電気化学検出（ECD）法
によりニトロ化ストレスのバイオマーカー
として広く用いられている 3-ニトロチロシ
ンの定量解析を行った。

（3）感染マウスの肺凍結切片肺組織を、抗
3-ニトロチロシン抗体や抗 8-ニトロ-cGMP
マウスモノクローナル抗体（1G6）を用いて
免疫染色を行ない、その生成と局在について、
野生型と iNOS 欠損マウス間で比較・検討し
た。

（4）感染マウスの肺組織ホモジネートを調
製し、酸化・ニトロ化ストレス応答因子であ
るヘムオキシゲナーゼ（HO）-1 の発現を
Western blot 法により解析した。

（5）HO-1 の反応産物である一酸化炭素の血
中濃度をガスクロマトグラフィー法にて測
定し、HO-1 の蛋白質量との相関性について検
討した。

４．研究成果
（1）BALF 蛋白質中の 3-ニトロチロシンを
HPLC-ECD にて解析したところ、肺炎病態に伴
った増加が認められ、また感染マウス肺組織
の免疫染色にて、野生型マウスにおいては、
炎症細胞、気道上皮、肺胞浸出液などに強い
染色像が得られた。

（2）8-ニトロ-cGMP に対する抗体を作成し、
感染肺組織を解析したところ、感染第 7-9 病
日をピークとして、肺局所に浸潤した炎症細
胞および気道上皮細胞に強い免疫染色像を
認めた。

（3）8-ニトロ-cGMP が蛋白質チオール基と反
応して、cGMP を付加する全く新規な翻訳後修
飾（S-グアニル化）をもたらすことを見いだ
し、実際にインフルエンザウイルス感染肺局
所でおこっていることを免疫染色法により
明らかにした。

（4）感染に伴ない肺局所で抗酸化・抗アポ
トーシス作用を有する HO-1 の発現が亢進し
ており、その程度は iNOS 欠損マウスに比べ
て野生型マウスでより顕著であった。また、
第 17 病日においては広範な肺の線維化と
HO-1 の持続的発現を認め、線維化形成におけ
る HO-1 の関与が示唆された。

（5）iNOS 欠損マウスの腹腔マクロファージ
の培養系に8-ニトロ-cGMPを添加したところ、
HO-1 の発現誘導が濃度依存的・時間依存的に
もたらされた。また iNOS 欠損マウスに、気
管内投与にて 8-ニトロ-cGMP を投与し、肺・
肝臓・腎臓などにおける HO-1 の発現レベル
を解析したところ、肺において有意な HO-1
の誘導を認めた。

（6）以上より、ニトロ化ストレスにより生
じる 8-ニトロ-cGMP は、HO-1 をはじめとする
酸化ストレス応答を制御するシグナル分子
として、肺傷害や肺線維化の病態形成に関与
している可能性が示唆され、間質性肺炎にお
ける新たな治療戦略上の標的分子としてそ
の応用が期待された。
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