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Abstract 

Simultaneous measurement of multiple cytokines by a bead array method in bronchoalveolar lavage fluid of patients with 

ALI/ARDS 
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[Background] There have been many陀 portsshow時 theincrease in single or several lu略 cytokinesof patie附 withALI/ 

ARDS. However， cytokines are composing complex networks by playing multiple unique or redundant roles， and it is not 

easy to clarify the pathophysiological roles just by m巴asuringindividual cytokine. Therefore， we preliminary determined a 

set of multiple cytokines by a novel technique in patients with ARDS. [Methods] Bronchoalveolar lavage (BAL) fluid was 

obtained from norrnal volunteers (controls) and patients with ARDS， after obtaining inforrned consent. Diagnosis of ARDS 

was determined， following the American-European consensus conference. To凶 Iy17 cytokines (TNF-a， IL-l s， IL-6， IL-8， 

IL-2， IL-12， IFN- Y ，IL-4， IL-S， IL-IO， IL-13， G-CSF， MCP-I， MIP-Ib， IL-7，IL-17) in the BAL白uidwere measured by 

a Bio-plex⑧suspension array system. One way ANOVA was used for statistical analysis and significance was accepted at 

p<O.OS. [Results] We detected 16 cytokines， except GM-CSF， in ARDS patients and the levels were signi自cantly higher than 

those in controls. [Conclusion] We could detect a significa凶 yhigher levels of 16 cytokines out of 17 in the BAL fluid of 

ARDS patients by a novel beads array method. 

1.序文

急性肺損傷 (acutelung injury、ALI)/急性呼吸促迫

症候群 (acuterespiratory distress syndrome、ARDS)の本

態は、JJiti微小血管透過性の充進により発症する非心原

性肺水腫であるが、臨床診断には 1994年の American

European Consensus Conferenceによる簡便な定義が現

在広く用いられており、それに伴 って ALI/ARDS自

身も広範かつ多様な病態を包括した概念へと変貌して

きているけ。ALVARDSの病態解明も進み、発症には

官、Wa， 1し 1s ，IL-8などの炎症性サイトカインが重要
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な役割を十旦っていることが明らかとなっている。しか

しその他にも様々なサイトカインの関与が知られてお

り、それらが複合的に病態に関与しているため、個別

の測定では病態の全体像把握に限界があった。一方で

近年、遺伝子発現や蛋白質の網羅的解析法が開発され、

様々な分野において病態解析への応用がなされつつあ

る。そこで今回我々は、 ARDS患者における気管支肺

胞洗浄 (bronchoalveolarlavage:BAL)液中サイトカイ

ンの網羅的解析を行う こと で、その病態解析を試みた

ので報告する。

2.対 象

健常ボランテ ィア8名および診断確定を目的とし

て BALが施行された ARDS症例 4名を対象 とした。

ま た ARDSの診 断 は American-EuropeanConsensus 

Conferenceによる定義に基づいて行った1)。

3.方 法

健常ボランテ イア鮮、 ARDS患者群、両群ともに気

管支鏡下で通常の手技により BALを施行 し、BAL液

を測定まで -80'tで凍結保存 した u BAL液中の各種サ

イトカインを Bio-plex⑧ suspensionarray i去により測定

した Bio-pl目 、 suspenslOnaπay il、とは、蛍光ビーズ

を用いてラベルした検体をフローサイトメトリーの技

術を利用して試料の解析を行う 方法であり 、微量の検

体から多数の蛋白質を、同時に短時間に測定すること

が可能である。本システム を利用 し、今回測定した

サイ トカインの種類はTNF-a， IL-I s 、IL-6、Iし8、

Iし2、IL-12、IFN- Y、IL-4、IL-5、IL-IO、IL-13、GM-

CSF、G-CSF、MCP-I、MIP-Ib、IL-7、IL-17の 17種類

である O 検出限界はいずれのサイトカインも I.Opg/ml

以下であった。測定結果は平均値±標準誤差で示した。

統計解析は、oneway ANOVAおよび FisherPLSDによ

り行い、p<O.05をもって有意と判定した。

4結果

健常群 8人はすべて非喫煙男性であり (20歳- 45

歳)、ARDS患者は男性 3人、 女性 l人 (55歳- 82歳)

であった。原因疾患は 4例 とも肺炎であった。BAL

施行時の ARDS患者4名の P/F比(平均値 ±標準誤差)

は 108.6:t14.1 (範囲 78.7- 142.2)、Lunginjury score 

(US)は2.5:tO.1(2.3 - 2.7)であった。また BAL液
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の回収率は 39.5:t9.3% (28 - 60)、BAL液細胞分画中

の好中球は 64.0:t1.9% (59.8 - 68.5%) であった。

検討した 17種のサイトカインを 5群に分けて、健

常群と検討した。炎症性サ イト カインについては、

TNF-a 、IL-Is 、IL-6、IL-8のいずれも ARDS群にお

いて著明な高値を示 した (図 1)。

四ーl細胞関連サイトカインについて見ると、 IL-2

IL-12、I刊 -y いずれも ARDS群において高値を示した

(図2)。

一方、 Th-2細胞関連サイ トカインについても、 IL-4、

IL-5、IL-IO、IL-I3のいずれも、 ARDS群において有意

に高値を示した (図 3)。

次に、単球作用性サイトカインに関して比較すると、

GM-CSFのみ他のサイトカイン とは異なる挙動を示し

た(図 4)。すなわち、 GM-CSFが ARDS群 4人の全て

において測定感度以下であった。他の G-CSF、MCP-I.

MIP-I sは、ARDS古学において有意に高値を示 した。最

後に、上記の何れの群にも分類されない IL-7、IL-17に

ついてであるが、両サイ トカインとも、 ARDS群にお

いて有意に高値を示 していた(図5)。

以一卜をまとめると、健常群においては、 IL-17を除く

16径が検出され、 一ノjARDS群では、 GM-CSFを除 く

16種が検出された GM-CSFを除く 16f曜のサイトカイ

ンが、健常群に比 しARDS群で有意に尚値を示 した。

TNF-α IL→8 

IL-8 

図 BAL液中の炎症性サイトカイン
TNF-a 、IL-1β、IL-6、IL-8のいずれも ARDS群において著
明な高値を示した。単位は pg/ml、** p < 0.01 
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lL-12 

lL-2 

lFN-Y 

図 2 BAL液中の Th-1細胞関連サイトカイン
|し2.1L-12、IFN-Yいずれも ARDS群において高値を
示した。単位は pg/ml、*p < 0.05 * * p < 0.01 

IL-4 IL-5 

IL-10 IL-13 

図3 BAL液中のTh-2細胞関連サイトカイ ン
lし4、IL-5、|し10、1し13のいずれも、ARDS群において
高値を示した。
単位は pg/ml、*p < 0.05 * * p < 0.01 

E 
MCP-l 

図 4 BAL液中の単球作用性サイトカイ ン

G-CSF 

MIP-l s b 
ホ*

GM-CSFはARDS群で全て測定感度以下であ った。G-CSF、
MCP-1.MIP-1β は、ARDS群において有意に高値を示した。
単位は pg/ml、** p < 0.01 
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IL-7 IL-17 

図5 BAL液中の IL-7、|し17
両サイトカインとも、 ARDS群において有意に高値を示した。
単位は pg/ml、*pく 0.05

5.考案

ALI/ARDSは広範かつ多様な病態を包括しており、

原因疾患、関与因子は多伎にわたるが、病理学的には

好中球を主体とした炎症細胞の肺胞股内、肺胞壁への

集積と種身の程度の肺組織傷害を呈し、月市微小血管透

過性の充進が主病態となる。これらの病態形成に大き

く関わるのがサイトカインと理解されている。今回、

ARDS患者および健常人の BAL液を採取し、そのサ

イトカインについて網羅的解析を行った。その結果、

ARDS群において GM-CSFを除く 16種のサイトカイン

が有意差をも って高値を示した。ALI/ARDSにおける

肺局所サイトカインが高値を示した機序として、肺胞

マクロファージなどによる肺局所産生の充進、及び血

管透過性克進に続発する血中からの移行と二つの可能

性が考えられた。今回は BAL液のみの検討で血液の採

取 ・測定は行っておらず、 また測定した全てのサイ ト

カインについて肺局所濃度の情報がこれまでに得られ

ているわけではないため、一部のサイトカインが血中

から移行した可能性を否定できない。 しかし一般的に

ALI/ARDS病態下では過剰炎症が認められる ことから、

今回特に高値を示した IL-6、IL-8、MCP-lに関 しては

肺胞マクロファージ、血管内皮細胞、肺胞上皮細胞な

どにより肺局所で過剰に産生された可能性が高いと考

えた。また今回測定した BAL液中の好中球とサイトカ

イン濃度の聞には有意な相関関係は認められなかった。

この一因として ARDS患者の検体数が少なかったことが

考えられ、今後症例数を増やし再検討を行う予定である。

サイトカインの中には、炎症反応を惹起するもの

(炎症性サイトカイン)と 、抑制するもの(抗炎症性

サイ トカイン)があり、 通常の生理的、病理的環境下

においては両サイトカインの産生が合目的的に制御さ

れている。 しかし過度の侵襲によって両者のバランス
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が崩れる場合があり、炎症性サイトカインが過剰にな

ることで引き起こされる状態が systemicinftammatory 

response syndrome(SIR旬、そして抗炎症性サイトカイン

が過剰になることで引き起こされる状態がcompensatory

anti-inftammatory response conference(CARS)と呼ばれ

ている。炎症性サイトカインには IL-ls 、TNF-a， 

IL-6、IL-8などが含まれ、抗炎症性サイトカインには

TGF-s 、IL-4、IL-1Oなどが含まれる。これらの中で今

回測定したものは IL-ls 、TNF 日、 IL-6、IL-8、IL-4、

IL-1Oであるが、そのいずれも健常者検体に比べて有意

に高値を示した。 ARDS患者の BAL液で、これらのサ

イトカインが高値を示すことはこれまでに報告されて

おり(IL-ls 2，3)、TNF-a 3，4)、IL-63
)、IL_83，5)、IL-43

)、

IL-106
))、今回の我々の結果からも、 ARDS病態下にお

いて炎症性、抗炎症性サイトカインのいずれもが産生

充進しているこ とが確認された。

炎症性/抗炎症性サイトカインハランスの評価指標

としては、 TNF一日 /IL-1O比なとが試用されており 7.8)、

今回の検討で同比を求めると、 ARDS群 0，018士0，002、

健常群 O，OO:tO，OOと、 ARDS群で高い傾向を示しており、

過剰炎症に何t~.た病態であることが忽像された。 しか

しTNF-a /IL-¥0比は、標準的指標とまでは言い難く、

また他の多くの炎症例、抗炎症性サイトカインを考慮

していないため、その正路性は不明であるのまた今回は、

BALi;夜の採取が一回のみであることから、経時的変化

を観察することができなかった。

次に、ヘルパー T細胞は、そのサイトカイン産生パ

ターンから Th-l細胞と Th-2細胞に二分され、 Th-l細

胞は lL-2、IL-12、IFN-Y、TGF-sを産生することにより、

細胞傷害性T細胞、マクロファージを活性化する。今

回測定した Th-Iサイトカインは IL-2、IL-12、IFN-Yで

あり、これらすべてが ARDS群において高値を示した。

IL-2はARDS発症早期、中でも sepslsに伴う ARDSに

おいて上昇するとされており的、今回の結果とも合致

した。 IFN-Yは高濃度酸素曝露下における肺損傷にお

いて重要な役割を果たしていることが示されており川、

また ARDSとの関与も示されているが 11)、ARDS患者

のBAL液中 IFN-Yについての報告はない。ARDS患者

のBAL液好中球はアポトーシス抵抗性でありへその原

因としてリポ多糖 (lipopolysaccharide)山 5)、補体 C5a12
)、

GM_CSFI2，16)、G-CSF13，15， 16)、IFN日、 16)、IL_i7)、IL_618，19)

などの炎症性メデイエーターが好中球のアポトーシス
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を阻害することが知られている。従って今回高値を示

した IL-2とI刊ー yが、好中球アポトーシスを阻害する

ことで ARDSの発症や病態の遷延化に関与していた可

能性も考えられた。同じく ARDS患者 BAL液の IL-12

に関する報告も認めないが、 IL-12はI刊ー y産生を誘

導し、細胞性免疫を賦活化することで炎症を遷延化さ

せている可能性があった。

一 方、 Th-2細 胞 は IL-4、IL-5、IL-6、IL-9、IL-IO、

IL-13などを産生し、これらは抗炎症性作用をもつも

のが多い。IL-4はsepsls誘発 ARDSの早期において高

値を示すとの報告があり 3)、IL-13については VEGFの

産生を誘導し、 ARDSに保護的に作用している可能性

が示唆されている 20)0 IL-5については ARDSと関連を

示す文献は認められなかった。今回の検討で、 IL-4、

IL-1O、 IL-13などが高値を示していたことより、 ARDS

病態下で丁目細胞の活性化も示唆された。

Th-l/Th-2バランスの指標として INF・ y/IL-4比が用

いられることがある O 今回は健常群において IL-4の濃

度が測定感度以下のものが多いため当てはめることが

できなかった そこで IL4/IFl'ふ y比を測定した場合、

ARDS群 0，093封)，033、健常群 0，003五)，003と、 ARDS群

で高い傾向を認め、 Th-2細胞の活性化が'1、11変された。

しかし、炎症性/tiL炎JiF.性ノ文ランスと |μl除、本比は際

準的ではなく、今後より多数のサイトカインを考慮し

た指標が必要と考えられた。

次に、単球作用性のサイトカインとしては、今同

GM-CSF、G-CSF、MCP-l、MIP-lsを測 定し、 GM-

CSFを除くすべてが健常群と比べて有意に高値を示し

た。ALI/ARDS患者の BAL液において GM-CSFが検

出されなかったことから、 GM-CSFが ALUARDSの病

態にあまり関与していない可能性があった。同可能性

を示唆する他の根拠として、 GM-CSFが好中球以外に

好酸球に対しでもコロニー刺激作用や抗アポトーシス

作用を発揮するにもかかわらず 21)、ALI/ARDS患者の

BAL液の分画で好酸球の上昇が見 られないことが挙

げられる。一方、重症敗血症例に対する GM-CSF療法

により、肺酸素化能の改善を認めていることからぬ、

GM-CSF低値が ALI/ARDS病態の発症・増悪に関連し

ている可能性も考えられた。その他、健常人では GM-

CSF濃度が極めて高値を示した一人を除けば最高値が

1，53pg/mlと、他のサイトカインに比べて極端に低く、

GM-CSFの血中から肺胞腔への移行率が低い可能性も
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考えられた。

CCケモカインに属する MCP-lや MIPも、 ARDS病

態への関与が報告されているお)0 MIP-l sはMCP-lと

比べて、より血管透過性を允進させる点で ARDSの発

症に強く関与していると報告される一方で、 23)、MCP-l

はARDS患者BAL液中で高値を示し、その値と呼吸不全

の重症度との聞に相関関係があると報告されている判。今

回 MCP-l、MIP-lsを測定した結果、いずれも ARDS

群において高値を示しており、上述した以前の報告結

果を裏付けるものであった。

最後に IL-7、IL-17に関しては、今回の検討で他のサ

イトカインと同様 ARDS群で高値を認めたが、 ARDS

病態への関与を示すこれまでの報告は見あたらなかっ

た。 しかし IL-7は末梢 T細胞の数的平衡調節機構の中

心的役割を果たし却、また IL-17は気管支附息などに

おいて、気道炎症を惹起するなどの重要な役割を果た

していること 26)から、両サイトカインの ARDS病態へ

の関与が疑われ、 今後の検討が必要と思われた。

6.結語

今回、我々は preliminaryな検討として、Bio-plex⑧

suspenslOn array法を用いて ARDS患者および健常者に

おける BAL液中のサイトカインを測定し、 GM-CSFを

除くサイトカインが ARDS群で高値をとることを示 し

た。同法による網羅的解析は、呼吸器疾患の病態解明

に極めて有用であり、今後間j去を臨床検体、動物実験

に応用し、 ALI/ARDSのより詳細な病態解明を行う 予

定である。
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