
Abstract

Background: Although the pathogeneses of interstitial pneumonia are not well under-

stood, it has been reported that inflammatory cells, especially neutrophils, and their injurious

substances play important roles in the progression of interstitial pneumonia. Erythromycin and

other 14-membered ring macrolides（14-MRMLs）have been reported to inhibit chronic airway

inflammation by mechanisms of anti-neutrophil and several other anti-inflammatory activities.

The present study was undertaken to investigate the effects and mechanisms of 14-MRMLs

（erythromycin: EM; clarithromycin: CAM; roxithromycin: RXM）on an experimental model

of bleomycin（BLM）-induced acute lung injury in mice.

Methods: BLM was administered intravenously to ICR mice. For the evaluation of early-

phase inflammation, cell populations in broncho-alveolar lavage fluid（BALF）and induction of

mRNA of adhesion molecules（E-selectin, P-selectin, ICAM-1, VCAM-1）and TNF-α tested by
RT-PCR in lung tissues were examined at 0 to 13 days after BLM. These parameters were

also compared with those of the control（NS alone），14-MRMLs-untreated（BLM alone）and-

pre-treated（BLM＋pre 14-MRMLs）groups.

Results: The number of neutrophils, macrophages, and lymphocytes significantly increased

in BAL. Neutrophils especially increased with two peaks after BLM administration. 14-MRMLs

significantly inhibited both peaks of neutrophil. The increase in number of macrophages in

BALF was significantly attenuated by EM and RXM, and slightly attenuated by CAM. Number

of lymphocytes in BALF was significantly attenuated by EM and CAM, and slightly attenuated

by RXM. Changes in mRNA expression of E-selectin, P-selectin, ICAM-1, VCAM-1, and TNF-α
were associated with the number of neutrophils migrating into the airspace. 14-MRMLs

clearly inhibited the induction of VCAM-1 mRNA, and tended to attenuate the induction of

ICAM-1 and TNF-α mRNA, but did not inhibit the induction of E-selectin and P-selectin mRNA.
Discussion : These findings show that 14-MRMLs clearly attenuated the expression

of VCAM-1 mRNA, and tended to attenuate the induction of ICAM-1 and TNF-αmRNA, and

―原 著―

ブレオマイシン急性肺傷害における好中球接着浸潤に関わる分子の発現

ならびに 14 員環マクロライドの抑制作用

李 英姫 吾妻安良太 臼杵 二郎

松田久仁子 青山 昭徳 工藤 翔二
日本医科大学内科学第 4教室

Attenuated mRNA Induction of Molecules Associated with Neutrophil Migration by 14-Membered Ring

Macrolides Inhibits Bleomycin Induced Acute Lung Injury in Mice

YingJi Li, Arata Azuma, Jiro Usuki, Kuniko Matsuda,

Akinori Aoyama and Shoji Kudoh
Fourth Department of Internal Medicine, Nippon Medical School

Correspondence to YingJi Li, Fourth Department of Internal Medicine, Nippon Medical School, 1―1―5 Sendagi, Bunkyo-ku,
Tokyo 113―8603, Japan
E-mail: lyj@nms.ac.jp
Journal Website（http:��www.nms.ac.jp�jnms�）

252 J Nippon Med Sch 2002; 69（3）



緒 言

ブレオマイシン（BLM）誘発肺傷害動物モデルは

ヒトの急性肺傷害・特発性間質性肺炎のモデルとして

広く使われている1－3. BLM肺傷害・肺線維症の発症

機序はいまだ不明であるが，肺傷害・肺線維症の病態

には好中球が重要な役割を果たしていることが確認さ

れている4－7. BLM急性肺傷害の病理組織学的特徴は

肺実質における好中球とマクロファージの集積で

ある8,9．これまで我々は実験的BLM肺傷害モデルに

おいて，好中球の細胞浸潤には好中球と血管内皮間接着

分子関与が不可欠であることを報告してきた10．一方，

慢性気道炎症性疾患の一つであるびまん性汎細気管

支炎（DPB）にエリスロマイシン（EM）を経口投与す

ることにより，気管支肺胞洗浄液（BALF）中の好中

球数が著明に減少することが報告され11，この作用が

従来の抗菌作用によらず，EMを始めとする 14 員環

マクロライド（14-MRMLs）に共通した抗炎症作用に

よりDPBの患者の生存時間を改善することが報告さ

れている11－13．これまで，我々はBLM肺傷害急性期

にBALF中の好中球エラスターゼが重要な役割を果

たし，EM投与により抑制されることを報告した7．

以上の研究結果を踏まえて，今回はBLM急性肺傷害

マウスモデルを用い，好中球の役割，ならびに好中球と

血管内皮細胞間接着分子のE-selectin, P-selectin,

intercellular adhesion molecule-1（ICAM-1），vascular

cell adhesion molecule-1（VCAM-1），および好中球組

織浸潤に関わるサイトカインである tumor necrosis

factor-α（TNF-α）mRNA発現に関して経時的に検討

した．さらに，EM，および同様の 14-MRMLs である

ニューマクロライドのクラリスロマイシン（CAM）

とロキシスロマイシン（RXM）の抗炎症作用につい

て経時的に検討した．

対象と方法

（1）動物

7 週齢，ICR雄マウスはNippon CLEA（Tokyo）

から購入した．平均体重は 30 g，ランダムに各群に

分け入れた．この研究は日本医科大学動物実験倫理委

員会の承認を得て行った．

（2）薬剤

ブレオマイシン（BLM; Nippon Kayaku Co Ltd; Tokyo,

Japan）は生食水に溶解し，100 mg�kg, 0.3 ml�mouse，
尾静脈よりに 1回投与した10．エリスロマイシン

（EM; Dainabott Co Ltd; Osaka, Japan），クラリスロ

マイシン（CAM; Dainabott Co Ltd; Osaka，Japan），

ロキシスロマイシン（RXM: Aventis Pharma Ltd;

Tokyo，Japan）は 5％アラビアゴム（AG; Wako Pure

Chemical Industries Ltd; Tokyo, Japan）に溶解して

懸濁液を作製し，EM: 50 mg�kg; CAM: 8.9 mg�kg;
RXM: 10 mg�kg，0.3 ml�mouse をゾンデにて 1日
1回連日強制経口投与した．EM, CAM, RXMの投与

量はBLM肺線維症予防効果が認められた量で設定

した14,15.

（3）BLM急性肺傷害モデル作製投与スケジュール

（Fig. 1）

生食投与群：N群，BLM単独投与群：B群，14-

MRMLs 併用投与群：BE（BLM＋EM），BC（BLM

＋CAM），BR（BLM＋RXM）を設定し，Day 0 に，

N群では生食，B群と 14-MRMLs 併用投与群では

BLMを経尾静脈的に 1回投与した．BLM投与前 3日

（Day-3）から sacrifice までにN群と B群ではアラ

ビアゴム懸濁液を 1日 1回連日経口投与した．

14-MRMLs 併用投与群ではEM, CAM, RXMのアラ

ビアゴム懸濁液をそれぞれ経口投与した．

subsequently inhibited leucocyte, especially neutrophil migration into the airspace during the

early phase of BLM-induced lung injury and finally inhibited lung fibrosis. This might be one

potent mechanism of the anti-inflammatory effects of 14-MRMLs in BLM-induced acute lung

injury. The findings suggest that prophylactic administration of 14-MRMLs may be clinically

efficacious in preventing acute exacerbation of interstitial pneumonia and acute lung injury.

（J Nippon Med Sch 2002; 69: 252―261）
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（4）実験プロセス

N群と B群では，BLM投与後 0h, 6h, 12h，1，2，

3，5，6，7，9，11，13 日にエーテル麻酔下にて脱血

sacrifice し（Fig. 1A），気管支肺胞洗浄（BAL）を行い，

肺組織を取り出し，－80℃フリーザーに保存し，接着

分子とTNF-α mRNA発現検討に提供した．回収

したBALFの総細胞数はBALの当日，血球計算板で

カウントし，サイトスピン（Labsystems Japan）法

で細胞標本を作製し，ギムザ染色（Merck Japan）を

行い，細胞分画を算定した．各群のフリーズサンプル

を用い，RT-PCR（reverse transcriptase polymerase

chain reaction）方法によりE-selectin，P-selectin,

ICAM-1，VCAM-1，およびTNF-αのmRNA発現を

経時的に検討した．14-MRMLs 併用投与群では，

NとB群の実験結果により，BLM投与後 1日と 9日に

エーテル麻酔下にて脱血 sacrifice し（Fig. 1B），BAL

を行い，接着分子とTNF-αのmRNA発現を検討した．

各群において，同様の実験を 3回繰り返して行い，

各時点でマウスをそれぞれ 4匹，3匹，3匹ずつ経時

的に sacrifice し，実験に供した．

（5）気管支肺胞洗浄（BAL）

マウス主気管支内に適当なカテーテルを留置固

定し，生食 1 ml を注入後，両肺から洗浄液を回収し，

3回洗浄を行った．回収率は 65％から 75％までの範

囲で，各群で差異はなかった．

（6）RNA単離と RT-PCR（reverse transc-riptase

polymerase chain reaction）

Total RNAは 肺 組 織 か ら ISOGEN（Nippon

GENE）で単離した．Single-strand cDNAの合成は

reverse transcriptase（GIBCO BRL, Rockville，MD）

と oligo（dT）12―18 primer を利用して行った．目的

cDNAの増幅はTaKaRa PCR thermal cycler 480 と

TaKaRa Ex TaqTM，および目的cDNAの特異プライマ

を用い，反応液は 94℃ 2 分間インキュベーション後，

94℃ 30 秒，55℃ 30 秒，72℃ 30 秒 の 反 応 を

至適サイクル数行った．PCRプライマの配列は以下

の通りである16－20.

E-selectin: sense（EL-11）5’-gattggacactcaatggatc-3’

antisense（EL-9）: 5’-cctagacgttgtaagaaggc-3’

P-selectin: sense 5’-acgagctggacggacccg-3’

antisense 5’-ggctggcactcaaatttacag-3’

Fig．1 （A）Schedule of evaluation of early-phase inflammation over time after BLM injection.
（B）Schedule of evaluation on effects of 14-MRMLs on the early-phase inflammation after
BLM injection.
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ICAM-1: sense 5’-tcggaggatcacaaacgaagc-3’

antisense 5’-aacataagaggctgccatcacg-3’

VCAM-1: sense（VC-14）5’-aagcagagacttgaaatgcc-3’

antisense（VC-13）5’-cccttgaacagatcaatctcc-3’

TNF-α : sense 5’-ggcaggtctactttggagtcattgc-3’

antisense 5’-acattcgaggctccagtgaattcgg-3’

PCR products は 2％アガロースゲルで電気泳動後，

ethidium bromide にで発色した．NIH imaging system

で Intensity解析を行い，G6PD mRNAの発現の強度を

標準とし，接着分子，TNF-αmRNAの発現の比較検討

を行った．

（7）統計学検討

BALF中細胞数のデータの両組間比較はMann-

Whitney’s U test で検討した．Repeated-measures

は分散解析（ANOVA）で評価した．

結 果

1. BALF中細胞数の経時的変化

BALF中の総細胞数はBLM投与後 6日から 13 日

まで有意に上昇した（Fig. 2A）．好中球数はBLM投

与後 1日をピークに有意に上昇し，一旦減少したが，

5日から 11 日まで再び有意に上昇し，13 日目に投与

前のレベルに復帰した（Fig. 2B）．マクロファージは

BLM投与後6日から11日まで有意に上昇し（Fig. 2C），

リンパ球はBLM投与後9日から有意に上昇した（Fig. 2D）．

2．接着分子と TNF-αmRNA発現の経時的変化

E-selectin（Fig. 3A），P-selectin（Fig. 3B），および

Fig．2 Time course of changes in cell numbers in BALF．（A）Total cell number．（B）number
of neutrophils. （C）number of macrophages.（D）number of lymphocytes. Significantly
different from Normal saline-treated group in each time by Mann-Whitney’s U test，
★p≦0.0004, ☆p < 0.01. significantly different from the first time point（0 hr）after BLM
administration by repeated-measures analysis of variance（ANOVA）, ＊＊＊p < 0.0001
＊＊p < 0.01, ＊p < 0.05. Values are means Bars. SE, n＝10.
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ICAM-1（Fig. 3C）のmRNA発現はBLM投与後

6時間と 12 時間に誘導され，1日では消退したが，2日

から再び増強され，E-selectin，P-selectin の発現は

13 日に減少する傾向が認められた．一方，VCAM-1 の

mRNA発現は BLM投与後 2日目から誘導された

（Fig. 3D）．TNF-αのmRNA発 現 はBLM投 与 後

6時間から誘導され，13 日には発現が減少する傾向

が認められた（Fig 3E）．

3．接着分子mRNA発現の経時的変化と BALF中

白血球数の経時的変化（Fig. 4）

好中球数の 2回の上昇は接着分子の発現の誘導より

やや遅れて平行して上昇した．マクロファージ数の

上昇はBLM投与後 2日以後から誘導された接着分子

の発現よりやや遅れて平行して上昇した．リンパ球は

接着分子の発現と相関はほとんど認められなかった．

4. BALF中白血球数増加に対する 14 MRMLsの

抑制効果

BLM投与 後 1日 と 9日 の 好中球数の上昇は

14-MRMLsのいずれの薬剤の併用投与より有意に抑制

された（Fig. 5A）．BLM投与後 9 day のマクロフ

ァージはEMと RXM投与より有意に抑制され，CAM

投与より抑制傾向が認められた（Fig. 5B）．リンパ球

の上昇はEMとCAMの投与により有意に抑制され，

RXM投与よりは抑制傾向が認められた（Fig. 5C）．

Fig．3 Time course of E-selectin（A）, P-selectin（B）, ICAM-1（C）, VCAM-1（D）, and TNF-α（E）
mRNA inductions in lung tissue after BLM administration. The Photograph shows typical
results. Each density of PCR products was measured using NIH imaging system. G 6 PD
was measured as an internal control. The ratio of each adhesion molecule and TNF-α
against G 6 PD was shown by histogram.
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5．接着分子と TNF-αmRNA発現誘導に対する

14- MRMLsの抑制効果

BLM投与後 9日のVCAM-1 mRNA発現は 14 員環

マクロライド投与より著明に抑制された（Fig. 6D）．

ICAM-1 mRNA発現は抑制される傾向が認められた

（Fig. 6C）．しかし，E-selectin（Fig. 6A），P-selectin

（Fig. 6B）のmRNA発現に対し，14-MRMLs の抑

制効果は認められなかった．BLM投与後 9日のTNF-

αmRNA発現は 14 員環マクロライド投与より抑制さ

れる傾向が認められた（Fig. 6E）．

考 察

特発性間質性肺炎の原因は不詳であるが，その発症

には先行する肺傷害における好中球の役割が注目され

ている21,22．成人呼吸窮迫症候群（ARDS）で死亡した

患者の剖検肺組織やARDS症例の BALF所見から肺

内への好中球の著明な浸潤が確認されている23,24．急性

肺傷害の初期には，肺内の種々の細胞から産生・放出

された走化性物質である IL-8, TNF-αなどが好中球を

全身循環から肺血管床へ集積させる役割を果たして

いる25．引き続く好中球と血管内皮細胞間接着分子を

介した好中球の血管内皮への接着過程は好中球の組織

内への浸潤に重要な役割を果たし10，さらに活性化さ

れた好中球はエラスターゼ，酸素ラジカルなどの

産生・放出を介して肺傷害を惹起する4,7．本研究では，

BLM急性肺傷害マウスモデルにおいて，発症機序お

よび 14 員環マクロライド（14-MRMLs）の抑制作用

について検討した．

BLM経尾静脈投与後，BALF中の好中球など炎症

細胞の変化（Fig. 2），およびその浸潤に関わる接着

分子，TNF-αのmRNAの発現（Fig. 3）に関して経時

的に検討した．好中球数の上昇は 2回ピークを形成し

（Fig. 2B），接着分子の発現の誘導（Fig. 3A, 3B, 3C）

よりやや遅れて平行して上昇した（Fig. 4）．好中球数

の 2回の上昇はE-selectin, P-selectin，および ICAM-1

の発現と関わり，2回目の上昇はVCAM-1 の発現とも

関わると考えられる（Fig. 2B, 3D, 4）．マクロファージ

数はBLM投与後 6日から11日まで上昇し（Fig. 2 C），

BLM投与後 2日以後から誘導された接着分子の

発現（Fig. 3A, 3B, 3C, 3D）よりやや遅れて平行して

上昇したが（Fig. 4），主にVCAM-1 との関わりがあ

ると考えられる．リンパ球は接着分子の発現と著明な

関与は認められないが（Fig. 4），ICAM-1（Fig. 3C），

VCAM-1（Fig. 3D）のmRNA発現は 13 日後も引き

続き発現が上昇する傾向が認められ，その変化と同様

にリンパ球数は 13 日後も引き続き上昇する傾向が認

められた（Fig. 2D）．TNF-αmRNA発現は BLM投

与後早期から発現され，13 日には減少する傾向が認

められた（3E）．以上の結果より，BLM急性肺傷害

モデルにおいて，炎症細胞と肺血管内皮細胞間の接着

分子発現を介した好中球，マクロファージ浸潤に伴い

肺傷害が惹起され，炎症細胞によるメディエーターで

あるTNF-αが肺傷害誘導因子として役割を果たして

いる可能性が示唆された．

Fig．4 Relationship between time courses of E-selectin, P-selectin, VCAM-1, and ICAM-1 mRNA
expression in lung tissue and neutrophil, macrophage, and lymphocyte numbers in BALF
treated with BLM.
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エリスロマイシン（EM）を始めとする 14-MRMLs

は抗炎症作用によりDPBの患者の病態を改善し，かつ

予後を改善することが報告されている11－13．本研究

では，BLM急性肺傷害マウスモデルにおいて，血管

内皮細胞接着分子であるVCAM-1 mRNAの発現は

14-MRMLs 投与より著明に抑制され（Fig. 6D），

ICAM-1（Fig. 6C），TNF-α（Fig. 6E）のmRNA発

現は抑制される傾向が認められた．BALF中好中球

数の増加（Fig 5A）は 14-MRMLs 投与より有意に抑

制され，マクロファージ数（Fig. 5B）とリンパ球数

（Fig. 5C）の上昇も抑制された．E-selectin（Fig. 6A），

P-selectin（Fig. 6B）のmRNA発現については，

14-MRMLs の抑制効果は認められなかった．

VCAM-1 のリガンドである α4�β1 integrin は主に

マクロファージ，リンパ球及び好酸球に発現されると

報告されているが19,26，最近では，血管内皮のVCAM-1

と好中球の α9�β1 integrin の相互作用より好中球の
炎症組織への浸潤を促進することも報告されている27.

VCAM-1 に対する 14-MRMLs の作用に関してはいま

だ報告されてないが，本研究の結果より，14-MRMLs

は VCAM-1 mRNAの発現抑制を介してマクロファー

ジの α4�β1 と好中球の α9�β1 integrin との接着を共
に減少させているものではないかと考えられる．

ICAM-1は白血球の β2 Integrin family（CD11�CD18）
と反応し，白血球と内皮の接着を促進する28. EMは

好中球のCD11b�CD18 発現を抑制し29，また ICAM-1

発現を抑制する報告も見られ30，同様に RXM, CAM

にも ICAM-1 の抑制効果が報告されている31,32．本研

Fig．5 Effects of 14-MRMLs on leucocyte number in BALF on days 1 and 9 after injection of
BLM. N: Normal saline-treated group; B : BLM-alone treated group; BE: BLM-and EM-
treated group; BC: BLM-and CAM-treated group; BR: BLM-and RXM-treated group （A）
number of neutrophils in BALF on days 1 and 9 after injection of BLM （B）number of
macrophages in BALF on day 9 after injection of BLM （C）number of lymphocytes in
BALF on day 9 after injection of BLM. Significantly different from BLM alone-treated
group by Mann-Whitney’s U test, ＊＊p < 0.01, ＊p < 0.05. Values are means Bars. SE, n＝10.
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究のモデル に お い て，ICAM-1 mRNA発 現 は

14-MRMLs 投与により抑制される傾向が認められ，

14-MRMLsがそのリガンド分子に対して抑制効果を有

するかどうかについて，さらなる検討を要する．TNF-α

はマウスのBLM肺線維症においてmRNAレベル

で重要なメディエイター役割を果たしている33．本研

究においては，14-MRMLs は肺組織のTNF-αmRNA

を抑制する傾向が認められ（Fig. 6 E），それは好中

球の気腔内へ浸潤過程抑制の一つの役割を果たしてい

る可能性が示唆された．

一方，エリスロマイシンは気道上皮細胞，好中球な

どの IL-8 分泌を抑制することにより好中球の遊走浸

潤を抑制すると報告されている29,34－40. EMはさらに，

matrixmetalloprotease-9（MMP-9）活性を抑制する

ことにより炎症細胞の組織内への浸潤を抑制すること

も報告されている41．本研究のBLM急性肺傷害実験

系においても，白血球の組織浸潤に対する 14-MRMLs

の抑制メカニズムにはVCAM-1，ICAM-1，およ

びTNFαmRNAを介した抑制にとどまらず，様々な

白血球の走化性物質及び血管内皮細胞の接着分子の

リガンドなど多因子関与するものと考えられる．

急性肺傷害の発症には好中球エラスターゼが重要な

役割を果たしていると報告されているが7，好中球脱

顆粒機能欠損Beige マウスを用いた実験では，BLM

投与後，もっと重篤な肺線維化を起こしていると報告

され42，好中球由来活性酸素の役割や線維化を形成す

る再構築に関わる因子がもっとも重要な役割を果たし

ていると考えられる．さらに，ARDSの発症には好

中球関与が重要である23－25とする報告が多いが，好中球

減少症（neutropenic）患者のARDS実例も報告され43，

肺傷害に好中球が必須だとは言えないとも言われ

ている25.

現在，特発性間質性肺炎に対し，有効な薬剤は存在

しない，その治療は炎症が損傷や線維化を誘発すると

いう概念に基づいている44．好中球エラスターゼ阻害

薬ONO-50465，secretory leukocyte protease inhibitor

（SLPI）8，alpha-1 proteinase inhibitor（α1Pi）9，スー

パーオキシドジスムターゼ（SOD）45 など好中球エラ

スターゼや活性酸素産生を抑制する薬剤，および抗接着

分子療法46，抗 TNF-α抗体33 などは特発性間質性肺炎

Fig．6 Effects of 14-MRMLs on expression of adhesion molecules such as E-selectin（A）,
P-selectin（B）, ICAM-1（C）, VCAM-1（D）, and TNF-α（E）mRNA in lung tissue on
day 9 after BLM administration. N: Normal saline-treated group; B : BLM, alone treated
group; BE: BLM- and EM-treated group; BC: BLM- and CAM-treated group; BR: BLM- and
RXM-treated group. The Photograph shows typical results. Each density of PCR products
was measured using NIH imaging system. G 6 PD was measured as an internal control.
The ratio of each adhesion molecules and TNF-α against G6PD was shown by histogram.
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に対する治療戦略として注目されている．14-MRMLs

は過去の研究より，IL-829,34－40, MMP-941 などの抑制を

介した好中球の組織浸潤と好中球エラスターゼ7 や

活性酸素産生29 に対して抑制することが確認され

ている．本研究結果より，14-MRMLs は BLM肺傷害

惹起時の炎症細胞と血管内皮細胞間接着分子で

あるVCAM-1, ICAM-1，および好中球組織浸潤に関わる

サイトカインであるTNF-αのmRNA発現抑制に

より好中球など炎症細胞の気腔内への集積を抑制する

一つの役割を果たしていると考えられる．以上より，

14-MRMLsは特発性間質性肺炎の肺傷害を予防できる

安全な薬剤として有望であるのではないかと考え

られる．

結 論

BLM急性肺傷害に対し，14-MRMLs は VCAM-1,

ICAM-1，およびTNF-αのmRNA発現に対して抑制

することにより，好中球など炎症細胞の気腔内への

浸潤，および引き続く肺傷害を予防する一つの役割を

果たしていると考えられる．本研究の結果より，臨床で

間質性肺炎の急性増悪或いはARDSなど急性肺傷害

を起こしやすい検査と治療を受ける患者に対し，

14-MRMLsの予防効果が期待できるため，さらに詳細

な検討を行いたい．
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