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研究成果の概要（和文）：肺水腫は肺胞II型細胞を介する肺胞側から間質・毛細血管側への水分移送の障害が推
測されている。本研究では、II 型細胞の水分輸送を反映する「ドーム形成」を、特殊な4分割チャンバーを用い
て動画描出することで、その形成に及ぼす因子(アンブロキソールなど)の影響を調べる実験系を確立することが
できた。このシステムを用いれば、肺水腫の発生に影響を与える各種薬剤や生理活性物質の影響を検討しうるこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：Disturbance in water transportation through alveolar type II epithelial 
cells was suggested to be involved in the development of pulmonary edema. In the present study, we 
established the in vitro system to evaluate the agents affecting the dome formation which reflects 
the water transportation through alveolar type II epithelial cells, using our original cell dynamic 
recording system with a special four-divided chamber. Using our system, it was suggested the agents 
such as drugs or biological active materials affecting the development of pulmonary edema can be 
evaluated.
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１．研究開始当初の背景 
 心不全や急性呼吸窮迫症候群（ARDS）では、
血液中の水分が能動的または受動的に肺胞
腔内に貯留して肺水腫状態が形成され、呼吸
困難や労作時息切れ、胸部レントゲン陰影の
出現、Ⅰ型呼吸不全（PaO2低下、PaCO2正常ま
たは低下）などの重篤な臨床症状を呈する。
肺水腫の多くは、基礎疾患の軽減とともに消
失するが、その消失機序は未だによく解明さ
れていない。もし、この消失機序を促進する
薬剤や生体内因子が発見できれば、肺水腫の
病態からいち早く脱却でき、患者予後の改善
に大きく貢献できる可能性がある。 
 肺胞は、肺に特異的な上皮細胞（Ⅰ型とⅡ
型）によって被覆され、主にⅠ型はガス交換
に、 II 型細胞は肺サーファクタント産生に
関与するとされている。しかし、これらが肺
胞内の水分の間質側への水分移動によって、
肺胞内に貯留した水分量を調整している点
は意外に知られていない。この中で、II型細
胞内には、多数のミトコンドリアが存在し能
動的に水分を間質に移動させている。この機
能の表れとして、ラット肺から分離した II 
型細胞の培養系では apical 側から basal 側
への活発な水分移送により、培養細胞単層
（モノレイヤー）がプラスチック培養皿面か
ら遊離し盛り上がる、いわゆる「ドーム形成」
が観察されることが知られていた（図 1、
Mason et al, Proc Natl Acad Sci USA, 
79:6033-6037, 1982）。 
 

 
【図 1】肺胞 II 型細胞のドーム形成：ラット肺か
ら分離した II 型細胞をプラスチック培養皿上で
培養すると 48 時間ころから、活発な apical 側か
ら basal 側への水分移送により、細胞の単層（モ
ノレイヤー）が盛り上がるいわゆる「ドーム形成」
が認められる。 
 
 

 
【図 2】培養装置付き蛍光・位相差顕微鏡セット
（BioStaion IMQ、ニコン）の構成図：35mm プラス
チック培養皿上の培養細胞を、長時間にわたり
観察可能である。また、登録した多点ポイントを
100 倍～400 倍まで観察でき、縦軸（Z 軸）方向
にもスキャンが可能である。さらに、撮像した写
真を動画で再現することにより、ダイナミックな
細胞の状態が観察できる。また、分割チャンバ
ーを利用することで、多種類の薬剤や濃度によ
る変化を同時に観察し解析できる利点がある。 

 
【図 3】ドーム形成の動的観察： II 型細胞の単
層からドームが形成されると、焦点から外れる
ためピンボケのような映像が捉えられる。ドーム
形成は静的なものではなく、30 分以内に消失し、
また他の部位から新しいドームが形成されると
いうダイナミックな動きを示す。このように、 II 
型細胞の単層は盛んに水分移送を行っている
様子がうかがえる。 
 

 この現象は、いったん形成されると消失し
ない静的現象と考えられていたが、我々は、
培養装置付き蛍光・位相差顕微鏡セット（図
2、BioStaion IMQ、ニコン）を用いて、II 型
細胞の培養細胞を長時間観察する系を確立
して観察したところ、このドーム形成が何度



も消退を繰り返し、活発に apical 側の水分
を吸収している動画を捉えることができた
（図 3）。このドームは最大径 400 m、高さ
200 m にも達することが示された。1つの細
胞は 30 分前後で自細胞容積の約 3.5 倍もの
水分をくみ出していることを明らかにした
（2013 年 11 月 16 日、第 49 回日本肺サーフ
ァクタント･界面医学会、東京で発表）。この
系を用いることで、水分移送に促進的または
抑制的に作用する生体内諸因子や諸薬剤を
スクリーニングすることが可能になる。 
 

２．研究の目的 
 本研究の目的は、ラット肺より分離した 
II 型細胞を用いたドーム形成を長時間にわ
たり撮影するシステムにおいて、分割チャン
バーを用いて、①異なる条件の細胞を同時に
長時間にわたり撮影する実験系を確立する
こと、②その実験系を用いて主な薬剤や各種
サイトカインをこの系に添加することで、ド
ーム形成に影響を与える諸因子をスクリー
ニングすることである。 
  
３．研究の方法 
(1)ラット肺からの II 型細胞の分離 
 Dobbs らの方法（Am Rev Respir Dis 118: 
705-733、1978）に従い、6週令の雄性 Sprague 
Dawley ラットより、肺胞マクロファージへ
のフルオロカーボン貪食、エラスターゼによ
る経気道的上皮剥離、メトリザマイド比重遠
心法により II 型細胞を分離し、35 ㎜のプラ
スチック培養皿に 1×106 cells/ml、1ml/皿
の濃度で培養する。 
 培養皿はニコンの BioStation（図 2）内に
設置され、5％CO2の条件で培養を開始する。 
 
(2)ドーム形成の評価法の確立 
 培養開始後 48 時間後付近からドーム形成
が観察されるが、①培養開始後最初のドーム
が形成するまでの時間、②単位視野あたりの
ドームの数、③1 つのドームの長径と高さ
（m）・面積（m2）・体積（m3）、④消失まで
の時間、⑤形態的特徴などを多角的に観察す
る。形態的定量には、専用の解析ソフトを購
入して測定する。 
 II 型細胞には、アドレナリン作動性受容
体、purinergic 受容体、さらにコリン作動性
の受容体の存在が知られている。そこで、β
アゴニスト（Terbutaline）、アデノシン三リ
ン酸（ATP）、アセチルコリン（ACｈ）などの
他、肺サーファクタント分泌を促進するとさ
れるアンブロキソールなど薬剤を添加して
ドーム形成に対する影響を観察する。 
 また、肺水腫の発生する病態では、種々の
炎症性サイトカイン（IL-1、IL-8、TNF-α、
γIFN など）が増加していることが知られて
いるので、これらの諸因子を添加することで、

ドーム形成がどのように影響を受けるかを
評価する。 
 
４．研究成果 
 我々の実験系では、35 ㎜のプラスチック培
養皿では、長時間にわたり II 型細胞のドー
ム形成を監査することができた（図 3）が、
実際に市販されている分割チャンバーを用
いた予備実験を行ったところ、観察する面積
が狭く、長時間にわたり高倍率で多くのポイ
ント（ドーム）を観察するとピントがずれて
しまい、高画質の画像が得られない問題点に
つき当った。 
 そこで、初年度（2014 年度）と 2年目（2015
年度）の前半にかけて様々な分割チャンバー
を用いて予備実験を繰り返した。その結果、
2 年目（2015 年度）の後半になり、ibidi 社
製の 4 分割マイクロチャンバー（底面積
0.03cm2、ib80409）を探し出し（図 4）、A549
細胞を用いた予備的実験で、異なる細胞濃度
で細胞分裂を行われる様子を長時間撮影す
ることが可能であることが判明し、我々の実
験系に適応できことが判明した（図 5）。 

 
【図 4】4 分割マイクロチャンバーの設置と
細胞培養の方法  

 
【図 5】種々の細胞の濃度の A549 細胞を用い
た長時間にわたる観察 
 



【図 6】種々の細胞濃度のラット II 型細胞
を用いた長時間観察（矢印がドーム） 

 
【図 7】種々の濃度のアンブロキソール存在
下での II 型細胞のドーム形成（矢印） 
 
 次に、この 4分割マイクロチャンバーを用
いた実験系で、どのような細胞濃度でドーム
が観察できるかを検討したところ、1×106/mL
と 2×106/mL で蒔いたウエルでは day2-day4
で活発にドーム形成が観察された。薬剤など
の効果の観察には、1～2×106/mL の細胞濃度
が最適と考えられた（図 6）。 
 さらに、薬剤存在下で、このドーム形成が
観察可能かを観察するために、肺サーファク
タント分泌を促進するアンブロキソールを
用いて実験を行ったところ、0.01～0.1 mM 濃
度でもドーム形成を観察することができた
（図 7）。 
 以上より、今回の研究で、ibidi 社製の 4
分割マイクロチャンバー（ib80409）を用い
た 培 養装置 付 き蛍光 ・ 位相差 顕 微 鏡
（BioStation IMQ）にて、異なる細胞濃度の
ラット肺胞 II 型細胞のドーム形成を同時に
評価することができた。さらに薬剤（アンブ

ロキソール）の存在下でもドーム形成は観察
されたことから、このシステムを用いてドー
ム形成に及ぼす薬物や各種生理活性物質の
影響が検討できる可能性が示された。 
 今回の研究では、4 分割チャンバーの選定
に時間がかかり、また選定されたチャンバー
での実験条件の設定にも時間を要したため、
後半に予定されいていた、各種薬剤や生理活
性物質の影響を検討するには至らなかった。
しかし、今回確立された実験系では、アンブ
ロキソールの存在下でもドーム形成が確認
できたことから、今後様々な薬効評価に向け
て研究を進めてゆく予定である。 
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