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肺胞チップ
⼈間の肺で明らかになったウイルス感染に対して
⾃然免疫応答の機械的制御

循環免疫細胞。静的チップとの⽐較により、呼吸運動が上⽪および上⽪および

呼吸運動を伴う感染したチップにおける炎症およびウイルス量。したがって、TRPV4

しかし、それらが宿主の⾃然免疫にどのように寄与するかについてはほとんど知られていません。ここでは⼈間を使⽤します

RAGEは、感染した患者の治療的介⼊の新しいターゲットとして役⽴つ可能性があります

機械感受性イオンの活性化によって部分的に媒介される内⽪細胞

循環呼吸のような変形を経験する肺胞チップは、

⽣命を脅かす肺の炎症を引き起こすインフルエンザおよびその他の潜在的なパンデミックウイルス。

終末糖化産物（RAGE）の受容体を介したTRPV4およびシグナル伝達をチャネルします。

物理的な⼒は、ウイルス感染に対する⾃然免疫応答に影響を与えます。機械的に活性なチップのイン
フルエンザH3N2感染は、増加を含む宿主応答のカスケードを誘発します

RAGE阻害剤はサイトカイン誘導を抑制しますが、TRPV4阻害は両⽅を減衰させます

肺透過性、アポトーシス、細胞再⽣、サイトカイン産⽣、および

機械的呼吸運動は、肺の発達と病気において基本的な機能を持っています。
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肺胞上⽪のRNAシーケンシング（RNA-seq）分析は、オンチップで培
養された上⽪細胞が培養で14⽇間にわたってmRNA発現に広範な変化
を⽰し（図1e）、従来の細胞で維持された同じ細胞と⽐較して明確なト
ランスクリプトーム変化を⽰すことを⽰しました主成分分析（PCA）およ
び差次的遺伝⼦発現分析（補⾜図2a、b）によって⽰される静的トランス
ウェル培養。上位の差次的発現遺伝⼦（DEG）の中には、多細胞⽣物ホメ
オスタシス、呼吸管発達、および⾎管系発達に関連する遺伝⼦があります。
これは、肺胞上⽪および微⼩⾎管内⽪の成熟に必要な上⽪-内⽪シグナル
伝達クロストークの確⽴と⼀致しています。��（補⾜図2cおよび補⾜デー
タ1および2）オンチップで観察したように（図1）。

A型インフルエンザウイルスとSARS-CoV-2ですが、これらの反応
が⼈間の呼吸する肺の物理的な微⼩環境内で局所的にどのように制
御されているかについてはほとんどわかっていません。��1つの理由は、
in��vivoで⽣体内の⽣体内の局所環境で調節の⼿がかりを引き出すこと
は不可能ではないにしても困難であり、⼈間の肺で遭遇する機械的な
⼿がかりは、従来のinvitro培養またはオルガノイドモデルには存在し
ないことです。

肺の免疫応答は、

ここでは、最適化されたヒト肺胞チップを使⽤して、invitroで
H3N2インフルエンザ感染をモデル化します。呼吸運動は、⼀過性
受容体電位バニロイドタイプ4（TRPV4）と終末糖化産物（RAGE）
の受容体を含む新しいメカノケミカル制御メカニズムを介してウ
イルス複製を抑制することを報告します。これらの分⼦メディエー
ターを標的とすることは、ウイルス量と宿主の炎症に影響を及ぼし
ます。したがって、ヒト肺胞チップは、前臨床疾患のモデリングと
薬物検査に臨床的に関連するプラットフォームであり、それによ
って呼吸器感染症に対する治療法の開発を促進します。

呼吸器ウイルスによる感染に対する防御

結果肺
胞細胞の分化と肺胞-⽑細⾎管界⾯の形成の要約。この研究で使⽤
されたヒト肺胞チップ

これらの制限を克服するために、⼈間の臓器オンチップ（Organ��
Chip）マイクロ流体デバイスなどの⼈間の微⼩⽣理学的システムが
開発され、臓器固有の3次元環境で⼈間の細胞を培養して、複雑な化
学的、構造的、物理的インビボで⾒られる⼿がかり。肺胞チップは、
呼吸運動の独⽴した制御を可能にしながら、気液界⾯（ALI）および
⾎管液の流れを備えたヒトの肺胞-⽑細⾎管界⾯を再現します
4,5,10。以前、肺胞チップがヒトの肺の⽣理機能、病状、アデノウイル
スベクターを介した遺伝⼦治療の実施、ならびに治療効果と毒性反
応を忠実に模倣できることを⽰しました4,5,10,11,12。ただし、この
モデルがインフルエンザウイルス感染に対するヒトの肺の反応を正
確に再現し、疾患の進⾏中の呼吸運動の役割を調査できるかどうか
は不明です。

90％の肺胞II型（ATII）細胞で構成される初代ヒト肺胞上⽪細胞
の市販の供給源（補⾜図1a）とinvivoでの基底膜の組成に似た最
適化されたECMコーティングを使⽤15��（200��µg/mlコラーゲンIV
および15��µg�/��mlラミニン）、肺胞チップがATII細胞の肺胞I型（ATI）
細胞への分化をサポートし（図1bおよび補⾜図1b）、ATIIとATI細
胞の最終的な⽐率が55になることを発⾒しました。��ATII細胞マー
カーサーファクタントプロテインC（SPC）およびATI細胞マーカー
RAGEの免疫染⾊によって⽰されるように：45（図1c）。これはま
た、invivoで観察されたものに近いタイトな上⽪バリアの形成を伴
います（補⾜図1c）16。界⾯の肺胞上⽪と内⽪のコンフルエントな
単層はまた、14⽇間の培養（図1d）、これは少なくとも5週間オンチ
ップで維持されます。

短時系列発現マイナー（STEM）17を使⽤して、呼吸のような動き
の存在下でオンチップで培養した場合に、時間の経過とともに統計
的に有意な変化を⽰す5つの遺伝⼦発現パターンを特定しました
（図1eおよび補⾜図3a）。遺伝⼦オントロジー（GO）分析により、
アップレギュレートされた遺伝⼦の多くが、解剖学的構造の発達、細
胞接着、細胞または細胞内成分の移動、ECM組織化などの分化に関
連する⽣物学的プロセスに関与していることが明らかになりました
（補⾜図3b）。例としては、ATI細胞の既知のマーカーであるアクア
ポリン5（AQP5）およびポドプラニン（PDPN）（補⾜図4a）があり
18、免疫染⾊によって観察されたATIIからATI細胞への分化を確認し
ています（図1bおよび補⾜図1b）。サーファクタント産⽣に関与す
る2つの遺伝⼦であるリポタンパク質リパーゼ（LPL）とサーファク
タントプロテインD（SFTPD）も増加し（補⾜図4a）、機械的ひず
みがinvivo19およびオンチップ4でサーファクタント分泌の増強を
促進するという以前の発⾒と⼀致しています。ダウンレギュレートさ
れた経路（プロファイル0および4、補⾜図3b）は、CLDN11（クロー
ディン11）、CDH5（カドヘリン5）、PLAT（プラスミノーゲンアク
チベーター）などの遺伝⼦を含む細胞結合およびECM組織に関連し
ています（補⾜図3b）。��3c）。

H3N2株は、循環中の主要なインフルエンザ株の1つであり、下気道
感染症と⼊院の主な原因です8。肺胞のH3N2感染は、組織バリア（肺
胞-内⽪界⾯）を損傷し、肺⽔腫を誘発し、炎症細胞を動員し、制御で
きない場合、重度のウイルス性肺炎と急性呼吸窮迫症候群（ARDS）
を引き起こし、しばしば死に⾄ります9。遠位肺におけるインフルエン
ザ感染の現在の研究は、インビボでの複雑な疾患の病因を再現でき
ないヒト細胞株、または天然のヒト宿主の解剖学的構造または病態
⽣理学を反映しないマウスモデルに依存している。

は、細胞外マトリックス（ECM）でコーティングされた多孔質膜によ
って分離された、2つの平⾏なチャネルを含むマイクロ流体デバイス
です。これらは、下部⾎管チャネルの内腔を通る培地の連続的な流
れによって供給されます（図1a）10、12、13。エンジニアリングされた
肺胞と⽑細⾎管の境界⾯は、周期的な機械的変形（0.25��Hzで5％
の周期的なひずみ）にもさらされ、柔軟な内部の中空のサイドチャン
バーに周期的な吸引を適⽤することで、呼吸量14での⽣理学的呼吸
運動と⼈間の通常の呼吸数を模倣します。ポリジメチルシロキサン
（PDMS）デバイス（図1a）。

呼吸は⽣命の中⼼ですが、酸素化を超えた肺におけるその⽣物学
的影響はよくわかっていません。⼈間の肺の呼吸運動は、その構成細
胞と組織に動的な物理的⼒を及ぼし、正常な肺の発達中に肺の分岐
1と肺胞の分化2を促進し、急性肺損傷3,4、肺浮腫5、肺線維症6など
のさまざまな肺疾患の病因に寄与します。機械的な⼒は、好中球、単
球、マクロファージの活性化にも関係しています7。ただし、呼吸の動
きと機械的な⼒が、臓器関連の状況で肺実質細胞と肺微⼩⾎管内⽪
内の⾃然免疫と感染への応答にどのように影響するかについては何
もわかっていません。これは主に、呼吸運動を制御しながら、組織お
よび臓器レベルで⼈間の肺の構造と病態⽣理学を模倣できる実験
モデルがないためです。

A型インフルエンザウイルスは、ウイルスゲノムの急速な突然変異と再
集合により、公衆衛⽣に対する継続的な脅威となっています。
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有意な遺伝的再プログラミングは、培養で14⽇間にわたってオン
チップの周期的機械的ひずみの存在下で培養された内⽪細胞でも
観察されました（補⾜図5a、b）。

DExD�/��H-Boxヘリカーゼ58（DDX58）、シグナル伝達兼転写活性
化因⼦1（STAT1）、qPCR（図1g）および免疫蛍光顕微鏡（図1h）
を使⽤して確認しました。重要なことに、肺胞の発達と防御反応に関
連する遺伝⼦のこのアップレギュレーションは、胎児から出産への
移⾏中にヒトの肺でも⾒られます（補⾜データ3）21,22。

いくつかのイオンチャネルとトランスポーターのアップレギュレ
ーション（補⾜図4b）は、気液界⾯の維持に不可⽋な肺胞液クリア
ランスも増加する可能性があることを⽰唆しています。アンジオテン
シン変換酵素2（ACE2）、肺⽣理学および病態⽣理学の重要なメ
ディエーターでもあるSARS-CoV-2の受容体を含む、防御反応に属
する多くの遺伝⼦も8⽇⽬から14⽇⽬までアップレギュレーションさ
れました（図1f）20。その他の重要な⾃然免疫応答遺伝⼦には、ミク
ソウイルス耐性1（MX1）、2'-5'-オリゴアデニル酸シンテターゼ1
（OAS1）、
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Wntシグナル伝達経路は、肺の発達中の内⽪と上⽪の間のクロストークに
不可⽋であり23、これと⼀致して、WNT3、WNT7A、WNT7B、WNT9A、およ
びWNT10Aを含む多くのWntリガンドが内⽪細胞で発現の上昇を⽰すこ
とがわかりました。呼吸運動の存在下でのチップ（補⾜図5c）。⼀緒に、
私たちの分析は、⽣理学的呼吸運動にさらされたヒト肺胞チップが、肺胞-
⽑細⾎管界⾯の周産期の成熟、細胞-ECM相互作⽤、および上⽪-内⽪クロ
ストークの発達、恒常性、および再⽣に不可⽋であることを再現することを
明らかにします肺胞24。

A型インフルエンザウイルスは主にヒトの肺のATII細胞を標的とすると
いう観察結果と⼀致して28、��H3N2感染により界⾯活性剤遺伝⼦の発現
が90％以上減少することがわかりました（図2c）。これはまた、肺胞にお
けるSARS-CoV-2感染が

肺内⽪は、ウイルス性肺炎の後にかなりの再⽣能⼒を持っています32。要
約すると、私たちの肺胞チップは、バリアの喪失、細胞死、再⽣など、ヒトの
遠位肺におけるインフルエンザ感染によって⽣じることが知られているウ
イルスと細胞の両⽅の向性と細胞の表現型の変化を複製します。

肺胞チップの肺上⽪に誘発された抗ウイルス応答のより詳細な分析に
より、インターフェロンラムダ（IFNλ）によって媒介される優勢なIII型イン
ターフェロン（IFN-III）応答が明らかになりました（補⾜図6c）。重要な
ことに、この発⾒は、IFNβを介したI型インターフェロン応答が優勢である
硬い平⾯⽫上で静的2D培養で培養されたヒト肺胞上⽪細胞の分析から
得られた結果とは異なります33。

有意に⾼いレベルのインターロイキン6（IL-6）、IL-8、インターフェロン
ガンマ誘導タンパク質10（IP-10）、腫瘍壊死因⼦アルファ（TNF）、お
よび顆粒球マクロファージコロニー刺激因⼦（GM-CSF）を誘導します）コ
ントロールの⾮感染チップと⽐較した感染後48時間（hpi）の⾎管流出
（図3a）。

しかし、我 の々結果は、IFN-IIIが粘膜組織におけるウイルス感染に対する
最前線の応答を媒介することを⽰唆するinvivoの所⾒34を再現していま
す35。上⽪（図3b）とは対照的に、宿主トランスクリプトームに対するより
限定的な効果が内⽪で観察されました（図3d）。しかし、濃縮分析は、免
疫応答とイオン輸送の活性化に関与する遺伝⼦もこれらの細胞でアップ
レギュレーションされていることを⽰しています（図3e）。しかし、興味深
いことに、これは、ウイルスのmRNAが内⽪内で検出できなかったため、組
織組織シグナル伝達クロストークを介して発⽣する可能性があります。

ヒト肺胞チップの感染に対するマルチレベルの宿主反応。肺上⽪および内
⽪細胞によるサイトカイン産⽣は、ウイルス感染に対する初期の宿主⾃然
免疫応答の重要な特徴であるため、invivoでの⾎漿サイトカインレベルの
測定と同様に、Luminexアッセイを使⽤して基底⾎管流出に分泌されるサ
イトカインを分析しました。

ATIIプログラムの抑制29。��H3N2感染によって引き起こされるATII細胞の
喪失は、肺透過性の増加（図2d）と、アポプシングリーン染⾊（図2e、f）で
⽰されるアポトーシス細胞の25％の増加につながりますが、48時間で壊死
は観察されませんでした。感染後。オンチップのH3N2感染による壊死を
介した細胞死がないことは、このタイプの細胞死がH5N1およびH9N2株
によって引き起こされるより重篤なヒトおよび⿃の感染に関連しているこ
とを⽰すヒト⽣検からの報告と⼀致しています30。また、Ki67染⾊を定量
化することで細胞増殖の有意な増加を観察し（図2e、g）、invivoで観察さ
れたものと同様の修復プログラムの開始を⽰しています31。同様の損傷お
よび修復反応が内⽪細胞でも観察され（図2e‒g）、これは次のような最
近の証拠を裏付けています。

同じ時点（48��hpi）で実施された上⽪細胞のRNA-seqにより、496個のア
ップレギュレーションされた遺伝⼦と538個のダウンレギュレーションさ
れた遺伝⼦が明らかになりました（図3b）。��GO分析は、差次的に発現
する遺伝⼦（DEG）が、細胞分裂やDNA複製などの⽣物学的経路に属し、
ウイルス誘発性損傷に応答した抗ウイルス防御応答や肺胞バリア修復の
活性化に関連している可能性があることを⽰しました（図3cおよび補⾜
図.6a）、これは増加したKi67��+増殖細胞の観察と⼀致しています（図
2f）。��CXCL10（CXC��Motifケモカインリガンド10、IP-10をコードする）
やIL6などのこれらのDEGのいくつかは、qPCRによってさらに確認されま
した（補⾜図6b）。

インフルエンザA型のヒト肺胞チップのウイルス感染。 これらの研究により、インフルエンザH3N2ウイルスの感染が明らかになりました

インフルエンザウイルス感染はまた、内⽪接着分⼦の発現をアップレ
ギュレートし、それによって動員を可能にします

A型インフルエンザウイルスの侵⼊は、宿主細胞のシアル酸受容体に結合
する⾎球凝集素によって媒介され、⿃類および哺乳類のウイルス株は、そ
れぞれα-2,3-またはα-2,6-結合シアル化グリカンに優先的に結合します
25。グリカン特異的レクチンを使⽤して、ヒト肺胞上⽪細胞が主にオンチ
ップの頂端表⾯にα-2,3-結合シアル酸受容体を発現することを発⾒しま
した（図2a）。この発⾒とinvivoでのヒト肺組織で得られた結果26と⼀
致して、インフルエンザA�/��HongKong�/��8/68（HK�/��68;��H3N2）および
A�/��HongKong�/��156/1997（HK�/��97;��H5N1）ウイルスが感染に成功す
ることがわかりました。ウイルス核タンパク質（NP）の免疫染⾊で検出さ
れたように、インフルエンザA�/��WSN�/��33（WSN;��H1N1）ウイルスは検出
されませんが、ヒト肺胞チップの上⽪は検出されません（図2b）。この反
応の特異性は、⼤きな気道に優先的に感染するH1N1ウイルスが、H3N227
よりもはるかに効果的に気管⽀上⽪で裏打ちされたヒト肺気道チップに
も感染するという発⾒によってさらに例証されます。

4

ネイチャーコミュニケーションズ|��https://doi.org/10.1038/s41467-022-29562-4

図1⼈間の肺胞チップ。⼀次肺胞上⽪I型（ATI）およびII型（ATII）細胞が、下⾯に肺微⼩⾎管内⽪細胞（MVEC）を備えた空気チャネルの多孔性ECMコーティング膜の上⾯を裏打ちしているヒト肺胞
チップの概略図培地で継続的に灌流されている基底⾎管チャネルの同じ膜の。膜全体と付着性の肺胞-⽑細⾎管界⾯は、柔軟なPDMSマイクロ流体デバイス内の隣接する中空チャンバー（灰⾊）に
周期的吸引を適⽤することにより、⽣理学的周期的ひずみにさらされます。��b肺胞チップ（バー、50μm）の上⽪におけるZO1含有密着結合およびATII細胞マーカーサーファクタントプロテインC
（SPC）の分布を⽰す免疫蛍光顕微鏡写真の2つの拡⼤図。��cプレーティング時およびオンチップ培養の14⽇後のATIおよびATII細胞のパーセンテージを⽰すグラフ。データは平均±SDを表しま
す。��n=3つの⽣物学的チップの複製。��d��ZO1およびVE-カドヘリンでそれぞれ染⾊された肺胞チップ内の肺胞上⽪細胞（上）および内⽪細胞（下）を⽰す免疫蛍光顕微鏡写真（スケールバー、
50μm）。��eオンチップの肺胞上⽪細胞における時間的遺伝⼦発現プロファイル。��fオンチップで最⼤2週間培養された上⽪細胞における宿主防御応答に関与する選択された遺伝⼦の発現を⽰
す時間経過の平滑化された回帰。��n=3つの⽣物学的チップの複製。灰⾊のゾーンは、線形モデルからの予測の95％信頼区間を⽰します。緑、0⽇⽬;⻘、8⽇⽬;ピンク、14⽇⽬。g培養1⽇⽬と14⽇⽬の肺
胞チップの上⽪細胞におけるfからの重要な遺伝⼦のmRNAレベルを⽰すグラフ。データは平均±SDを表し、RNA-seqサンプルとは無関係にn=3の⽣物学的チップ複製を⽰します。

対応のない両側t検定。��h培養1⽇⽬と⽐較して14⽇⽬にオンチップの肺胞上⽪細胞と微⼩⾎管内⽪細胞の両⽅でMX1発現の増加を⽰す免疫蛍光染⾊。スケールバー：50μm。ソースデー
タは、ソースデータファイルとして提供されます。
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どの免疫細胞タイプが動員されるかを決定するために、ヒトCD14��+単球、
CD3��+��T細胞、およびCD19��+��B細胞を分離し、各集団を異なる蛍光細胞ト
ラッカーで標識し、6：3：1の⽐率で混合しました（単球：T細胞：B細胞）、
感染の24時間後にチップの⾎管チャネルを介して混合物を灌流しました
（補⾜図6f）。静的条件下での灌流の2時間後、すべての細胞型が内⽪に付
着または移動できることがわかりました。

上⽪に（補⾜図6gおよび図3h）。invivoでの肺胞への⽩⾎球の反応9。蛍光標識された初代ヒト末梢⾎単核
細胞（PBMC）をインフルエンザH3N2で24��hpiの内⽪で裏打ちされた⾎
管チャネルに流したとき、qPCRによって内⽪細胞のICAM1とTNFのアップ
レギュレーションを検出し、内⽪の炎症を⽰しました（補⾜図6d）�。実際、
これにより、コントロールの⾮感染チップと⽐較して、活性化内⽪の表⾯へ
の循環PBMCの接着が100倍以上増加しました（図3f、gおよび補⾜図
6e）。

呼吸のような機械的変形は、オンチップのウイルス感染を抑制します。次
に、培養15⽇⽬に肺胞チップにH3N2ウイルスを感染させることにより、ウイ
ルス誘発性呼吸器感染症における周期的な呼吸運動の役割を調査しまし
た。

興味深いことに、B細胞の割合がT細胞よりも内⽪に残っていまし
た。これは、B細胞の活性化のタイミングに先⾏するT細胞の活性化
のタイミングと⼀致しています。さらに、免疫細胞の動員により、
IL-8、IL-18、S100カルシウム結合タンパク質A8およびA9（S100A8�/��
9、カルプロテクチンとも呼ばれる）などのサイトカインのレベルが
さらに上昇しました（補⾜図6h）。�、⼈間のエアウェイチップ36
からの以前の発⾒と⼀致しています。したがって、⼈間の呼吸肺胞
チップは、インフルエンザAウイルス感染に対する肺胞のマルチレ
ベルの宿主⾃然免疫応答を忠実に複製します。
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図2ヒト肺胞チップのインフルエンザAウイルス感染後の細胞表現型。オンチップで培養され、Maackia��AmurensisレクチンII（MAL��II）およびSambucus��nigra凝集素（�SNA）、それぞれ（バー、
50��µm）。��b��3つの異なるインフルエンザウイルス株（WSN（H1N1）、HK�/��68（H3N2）、またはHK�/��97（H5N1）、MOI��=��1）に感染し、ウイルス核タンパク質（�NP）は⾚、ZO-1は⽩。スケール
バー、50��µm。��c��MOI=1でのHK/68（H3N2）ウイルス感染による界⾯活性剤遺伝⼦のmRNAレベルの低下を、コントロールとして⾮感染と⽐較して⽰すグラフ（Ctrl）。��dオンチップのH3N2感
染によるカスケードブルーおよび3kDデキストランへの肺透過性の増加を⽰すグラフ。��eアポプシングリーン染⾊で⽰されるアポトーシスの増加とKi67染⾊で⽰される細胞増殖を⽰す免疫蛍光画
像（バー、50��µm）。��f、gオンチップのH3N2感染から24時間後の細胞アポトーシス（f）と増殖（g）の定量化を⽰すグラフ。��c、d、f、gの場合、データは平均±SDを表します。��n=3つの⽣物学的チ
ップの複製。対応のない両側t検定。ソースデータは、ソースデータファイルとして提供されます。
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インフルエンザウイルスヌクレオプロテイン（NP）の免疫染⾊により、静
的チップコントロールと⽐較して、オンチップウイルスの導⼊から2⽇後
に呼吸運動にさらされた肺胞上⽪細胞におけるウイルス感染の有意な抑
制が明らかになりました。

（図4a）。機械的刺激によるこの阻害は、qPCRとプラークアッセイを使
⽤してさらに確認されました。これは、周期的な機械的ひずみの適⽤によ
り、上⽪内のウイルスmRNAが50％減少し（図4b）、ウイルス⼒価が約
80％減少することをそれぞれ⽰しています。静的コントロールと⽐較した
頂端洗浄で（図4c）。これはまた減少を伴った

⽣理学的、呼吸のような、機械的変形の存在下または⾮存在下でのウイル
ス量の測定（5％ひずみ、0.25Hz）。
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（MOI��=��1）および感染していないチップのPBMCのベースラインレベル（Ctrl）。データは平均±SDを表します。��n=3つの⽣物学的チップの複製。対応のない両側t検定。��hチップに追加される
前、またはチップの内⽪チャネルに追加されてから2時間後の上⽪（epi）または内⽪細胞チャネル（endo）にある単球、T細胞、およびB細胞の相対的な割合を⽰すグラフ。データは平均±SDを表し
ます。��n=3つの⽣物学的チップの複製。ソースデータは、ソースデータファイルとして提供されます。
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図3ヒト肺胞チップのインフルエンザAウイルス感染後の全⾝性炎症。��HK�/��68（H3N2）ウイルス（MOI��=��1）に感染した肺胞チップの⾎管チャネルの流出液中のLuminexアッセイによって測
定された、17⽇⽬の⽰されたサイトカインの濃度と48��hpiの存在下でのコントロール未処理チップ（Ctrl）��5％のひずみの。データは平均±SDを表します。��n��=��2つの独⽴した実験からのIL-8
（n��=��3）を除いて、4つの⽣物学的チップの複製。対応のない両側t検定。��b��HK�/��68（H3N2）に感染した肺胞チップ（MOI��=��1）の上⽪細胞におけるDEGのボルケーノプロットと、コントロールの⾮
感染チップとの⽐較。��P値は、多重⽐較のためにボンフェローニ補正を使⽤して調整されました。��c��HK�/��68（H3N2）に感染した肺胞チップ（MOI��=��1）の上⽪細胞における濃縮された⽣物学的プ
ロセスのドットプロットの視覚化。��d��HK�/��68（H3N2）に感染した肺胞チップ（MOI��=��1）の内⽪細胞におけるDEGのボルケーノプロットと、コントロールの⾮感染チップとの⽐較。��P値は、多重⽐
較のためにボンフェローニ補正を使⽤して調整されました。��e遺伝⼦セット濃縮分析（GSEA）プロットは、HK�/��68（H3N2）感染（MOI��=��1）の内⽪細胞における2つの遺伝⼦セットの有意な濃縮を
対照の⾮感染肺胞チップと⽐較して⽰しています。��f��24��hpi（MOI��=��1）でのHK�/��68（H3N2）感染肺胞チップに対する⾮感染対照（Ctrl）の⾎管チャネルを介した静的条件下での灌流の2時間後
の内⽪細胞表⾯でのCellTrackerGreen標識PBMCの蛍光イメージング。スケールバー：100��µm。��g��HK�/��68（H3N2）による感染に応答して内⽪に動員されたPBMCの数を⽰すグラフ
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のような）、および静的チップコントロールと⽐較したIFIH1（ヘリカーゼ
Cドメイン1で誘導されたインターフェロン）（図5a）。��ＤＥＧの機能的濃
縮分析は、⽣理学的周期的ひずみの適⽤が、細胞周期および細胞増殖に関
連するプロセスを抑制しながら、宿主防御応答に関連する経路を活性化す
ることを⽰した（図５ｂ）。

⽣理学的呼吸運動に関連する機械的ひずみがウイルス感染と戦うために
通常どのように作⽤するかについての洞察を得るために、RNA-seq分析の
時間経過を分析し、連続的な周期的機械的変形への曝露が複数のIFN関連
抗ウイルス遺伝⼦の発現の増加をもたらすことに気づきました、培養の8⽇
⽬から14⽇⽬までの肺上⽪細胞と内⽪細胞の両⽅におけるDDX58、MX1、
OAS1、およびSTAT1を含む（図1f、gおよび補⾜図5b）。実際、多くのイン
ターフェロン刺激遺伝⼦（ISG）は、オンチップの14⽇⽬に機械的に刺激さ
れた細胞でより⾼い発現を⽰しますが、静的トランスウェルで並⾏して培
養された細胞では発現が⾼くありません（補⾜図8a）。��I型およびIII型イ
ンターフェロンの発現（補⾜図8b）。

機械的ひずみと⾃然免疫との関連をさらに調査するために、10⽇⽬から
14⽇⽬まで5％の周期的機械的ひずみにさらされていたチップのサブセット
を、静的条件または15⽇⽬に機械的ひずみの上昇（10％）条件に切り替え
ました。さらに2⽇間、残りのチップを5％で機械的に刺激し続けます。��10％
のひずみの選択は、低⼀回換気量（6��ml�/��kg）と⾼⼀回換気量（12��ml�/��
kg）の両⽅が約10％の機械的ひずみにつながる可能性があるという計算
37‒39（補⾜データ4）に基づいています。肺胞では、肺コンプライアンスま
たは表⾯張⼒の増加により、肺気腫または肺⽔腫の患者によく⾒られます
40。��17⽇⽬の上⽪細胞のRNA-seq分析

炎症性サイトカイン、IL-6、RANTES（活性化で調節され、正常なT細胞が発
現および分泌される）、TRAIL（腫瘍壊死因⼦関連アポトーシス誘導リガ
ンドまたはApo��2リガンド）、およびIP-10の産⽣。チップからの⾎管流出
（図4d）。さらに、肺胞チップがH5N1インフルエンザウイルス（補⾜図
7a）および⼀般的な⾵邪OC43コロナウイルス（補⾜図7b）を含む他の呼吸
器ウイルスに感染した場合、周期的機械的ひずみによるウイルス感染の同
様の阻害が観察されました。

機械的ひずみは、肺チップの⾃然免疫を⾼めます。

機械的ひずみが⾃然免疫経路のシグナル伝達に影響を与えるかどうか
を直接判断するために、10⽇⽬から14⽇⽬まで周期的な機械的ひずみの存
在下または⾮存在下で肺胞チップを培養し、RNA-seq分析を⾏いました。
以前の結果と⼀致して、オンチップで機械的に刺激された肺胞上⽪細胞
は、MX1、MX2、IL6、CXCL10、CXCL5（CXCモチーフケモカインリガンド5）、
IFI44L（インターフェロン誘導タンパク質44）などのISGおよびサイトカイ
ンのより⾼い発現を⽰します

機械的刺激の停⽌は、IFIT1（テトラトリコペプチドリピート1を持つインタ
ーフェロン誘導タンパク質）、IFIT2、OASL（2'-5'-オリゴアデニル酸シン
テターゼ様）などの抗ウイルス遺伝⼦の発現低下によって例⽰される、⾃然
免疫応答の抑制をもたらすことを明らかにしました、およびDDX58（図5c
および補⾜図8c）。⼀⽅、機械的刺激のレベルを10％のひずみに上げると、
⾃然免疫応答遺伝⼦の適度なアップレギュレーションが⽣じます（図5d、
eおよび補⾜図8d）。並⾏して、機械的刺激が停⽌すると、内⽪細胞で⾃然
免疫応答経路のシグナル伝達の同様の減少が観察されます（図5fおよび
補⾜図8e）。ただし、機械的ひずみを10％に増やすと、CXCL3（CXCモチー
フケモカイン）などのいくつかの炎症性サイトカインを含む、⾃然免疫応答
遺伝⼦のさらなるアップレギュレーションが⽣じます（図5g、hおよび補⾜
図8f）。
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図4周期的な機械的ひずみは肺胞チップのウイルス感染を抑制します。静的条件下（静的）または5％および0.25��Hzの周期的機械的株（株）で48時間培養され、HK�/��68（H3N2）に感染した肺胞チ
ップ中のインフルエンザウイルスNP（⾚）の免疫染⾊（MOI��=��1）さらに48時間（⻘、DAPI染⾊された核、スケールバー、50��µm）。��b��qPCRで測定した、肺胞チップ内の上⽪におけるインフルエン
ザウイルスNPのRNAレベルの変化倍率を⽰すグラフ。データは平均±SDを表します。��n=4つの⽣物学的チップの複製。対応のない両側t検定。��c画像（左）とグラフ（右）は、aからの肺胞チップの
頂端洗浄液中のウイルスのプラーク⼒価を⽰しています。データは平均±SDを表します。��n=4つの⽣物学的チップの複製。対応のない両側t検定。��d48hpiでの肺胞チップの⾎管流出液における
サイトカイン産⽣を⽰すグラフ。データは平均±SDを表します。��n=4つの⽣物学的チップの複製。対応のない両側t検定。ソースデータは、ソースデータファイルとして提供されます。
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リガンド3）、CCL20（CCモチーフケモカインリガンド20）、IL1A（イン
ターロイキン-1アルファ）、CXCL1（CXCモチーフケモカインリガンド
1）、およびCXCL5（図5h）。これらの結果は、内⽪細胞が上⽪細胞より
も上昇した機械的ひずみに対してより敏感である可能性があることを⽰
唆している。⼀緒に、これらの結果は、呼吸中に経験したものと同様の周
期的な機械的⼒を⽰しています

肺では、静的条件下で同じチップで培養された細胞と⽐較して、肺胞上
⽪細胞と肺微⼩⾎管内⽪細胞の両⽅でより⾼いレベルの抗ウイルス⾃然
免疫を維持します。これは、機械的に歪んだ肺胞チップでウイルス感染効
率が低下する理由を説明するのに役⽴ちます。

記事
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図5機械的ひずみは、感染していないチップの肺胞チップの⾃然免疫応答を可逆的に調節します。��4⽇間の静的または5％ひずみ培養条件下での肺胞チップからの上⽪細胞を⽐較するDEGの⽕⼭
プロット。倍率変化>1.5（または<-1.5）のDEG��（Padj��<��0.05）は⾚で⽰されます。
⾃然免疫経路に属するDEGの名前がラベル付けされています。��bドットプロットは、aからの肺胞チップにおける5％ひずみ対静的培養条件によって活性化または抑制された⽣物学的プロセスを⽰
しています。��c、dオンチップの上⽪細胞に対する2⽇間の5％ひずみから静的への切り替えの効果を⽰すDEGの⽕⼭プロット（c）オンチップの上⽪細胞に対する2⽇間の5％ひずみから10％ひずみ
への増加の効果（d）。��eさまざまな⼤きさの機械的ひずみの下で、上⽪細胞で差次的に発現する⾃然免疫遺伝⼦を⽰すヒートマップ。��f、gオンチップの内⽪細胞で2⽇間5％ひずみを静的に切り
替えた効果とオンチップの内⽪細胞で2⽇間5％ひずみを10％ひずみに増加させた効果を⽰すDEGの⽕⼭プロット（g）。��hさまざまな⼤きさの機械的ひずみの下で内⽪細胞で差次的に発現する⾃
然免疫遺伝⼦を⽰すヒートマップ。��P値は、a〜d、f、およびgの多重⽐較のためにボンフェローニ補正を使⽤して調整されました。

機械的ひずみは肺胞上⽪細胞および内⽪細胞の細胞内Ca2+を増加させる
ことが報告されており43、機械感受性TRPV4イオンチャネルを介したカル
シウムフラックスの薬理学的または遺伝的調節が肺胞チップの肺バリア機
能を調節することがわかった5,12。実際、RNA-seq分析により、肺胞チップ
で培養された両⽅の細胞型が、⾼レベルのTRPV4と、ピエゾ型の⼩導電性
イオンチャネル成分1（PIEZO1およびPIEZO2（補⾜図10）などの他の
MSC）を発現することが確認されました。

RAGEとTRPV4が⾃然免疫に対する機械的ひずみの影響を媒介するか
どうかを判断するために、RAGE阻害剤アゼリラゴンまたはTRPV4阻害剤
GSK2193874を⾮毒性⽤量（補⾜図11）で肺胞チップの⾎管チャネルに
感染前48時間灌流しました。��5％の機械的ひずみを加えながらH3N2を使
⽤します（図7a）。これらの研究により、チップを20または100��nMのアゼ
リラゴンで前処理することによるRAGEの予防的阻害により、サイトカイン
産⽣の増加が防⽌されることが確認されました（図7b）�。レベル）感染の
48時間後に分析した場合（図7c）。興味深いことに、TRPV4阻害剤による
前処理もサイトカインを減少させましたが、ウイルスのmRNAレベルを減
少させました（図7b、c）。ウイルス量応答のこの違いは、TRPV4が複数の
シグナル伝達経路で並⾏して作⽤している可能性が⾼く、少なくとも1つが
異なるメカニズムを介してウイルス感染に対する宿主応答に寄与すること
を⽰唆しています。実際、以前の研究では、TRPV4は、核ウイルスの輸出と翻
訳を促進するタンパク質であるDEAD-Boxヘリカーゼ3��X-Linked（DDX3X）
の核転座を誘発することにより、ウイルス感染に影響を与える可能性があ
ることが⽰されています44。

⼩導電性イオンチャネルTRPV4はS100A7の上流にあります。細胞は、イン
テグリン、Gタンパク質共役型受容体、成⻑因⼦受容体、機械感受性イオン
チャネル（MSC）など、細胞表⾯の多様な機械感受性分⼦を介して機械的
刺激を感知できます41。最も迅速な応答は、膜の変形に応答してイオン流
束を⽣成し、それによって⽣来の免疫を含む多種多様な細胞プロセスを調
節するMSCによって媒介されます42。

GSK2193874は、肺胞-⽑細⾎管界⾯を0.25��Hzで48時間10％の機械的ひ
ずみにさらしながら、肺胞チップの⾎管チャネルを介して、両⽅の内⽪細胞
でPCRによって測定されるように、S100A7およびCXCL10のアップレギュ
レーションが抑制されました（図6g）および内⽪細胞（図6h）、およびこ
れは、⾎管流出物中の炎症性サイトカインIL-6、IL-8、GM-CSF、およびMCP-1
（単球化学誘引物質タンパク質-1）のレベルの低下を伴った。��（図6i）。

RAGE阻害剤は、ウイルス感染によって誘発される炎症反応を抑制します。
興味深いことに、S100A7遺伝⼦発現とタンパク質分泌は、H3N2インフル
エンザウイルスによる肺胞チップの感染に応答して、上⽪細胞と内⽪細胞
の両⽅でアップレギュレーションされ、これには、S100A8、S100A9、および
S100A9を含む他のS100ファミリーメンバーのアップレギュレーションが
伴います。��S100A12（図3b、d、および8a）は、炎症をさらに増強する可能
性があります。��S100A7およびS100ファミリーの他のメンバーがRAGE45
を介して信号を送るので、次に、治療モード（感染後2時間）で薬剤を投与し
た場合に、RAGE阻害剤を使⽤して肺胞チップのウイルス感染中の宿主炎
症反応を抑制することができるかどうかを調べました。ヒトOrganChipsの
利点の1つは、⾎管系で発⽣するように、臨床的に適切な⽤量の薬物（たと
えば、最⼤⾎中濃度またはCmax）を⾎流中の⾎管チャネルを通して灌流で
きるようにすることで、より臨床的に関連する薬理学的設定での薬物検査を
可能にすることです。⽣体器官の分析46��（図8b）。アルツハイマー病と糖
尿病の2000⼈以上の患者を対象とした第III相臨床試験で安全性を⽰した
が有効性を⽰さなかったRAGE阻害剤であるアゼリラゴン

S100A7は、肺の⾃然免疫に対する機械的ひずみの影響を仲介します。次
に、このOrgan��Chipアプローチを活⽤して、RNA-seqデータセットを調べ
ることにより、これらの影響の原因となる根本的なメカニズムを調査しまし
た。この分析により、S100ファミリーのalarminsタンパク質のメンバーと
RAGEのリガンドをコードするS100カルシウム結合タンパク質A7（S100A7）
が、すべての実験で周期的ひずみの適⽤に応答して差次的に発現する上位
遺伝⼦の1つであることが明らかになりました（図1fおよび5a、c、e、および
補⾜図9a）、およびオンチップの静的培養またはトランスウェルで誘導さ
れなかった細胞（図6aおよび補⾜図9a）。��10⽇⽬から14⽇⽬まで⽣理学
的5％ひずみ下で培養されたチップは、細胞が静的条件下で培養された場
合よりも、上⽪と内⽪の両⽅で有意に⾼いS100A7のmRNAレベルを⽰しま
す（図6b）。機械的刺激に応答したS100A7遺伝⼦発現のこの増加は、酵
素結合免疫吸着測定法（ELISA）を使⽤してヒト肺胞チップからの頂端洗
浄液中のそのレベルを定量化することによって決定されるように、S100A7
タンパク質分泌の有意な増加とも関連しています（図6c�）。さらに、
S100A7の過剰発現は、オンチップの肺肺胞上⽪細胞（図5d）、従来の単
培養（補⾜図9b）、および同様にA549肺細胞において、抗ウイルスサイト
カインIFNβ1およびIFNλ1の有意なアップレギュレーションを誘導しま
す。��RAGEでS100A7の過剰発現とインフルエンザH1N1ウイルス感染の
減少の両⽅を⽰す

重要なのは、TRPV4阻害剤を灌流したとき、

依存的な⽅法（補⾜図9c、d）。遺伝⼦転写ネットワークに対するS100A7
の効果を直接調べるために、ヒトS100A7を発現するプラスミドのトランス
フェクション後にオンチップの肺胞上⽪細胞のRNA-seq分析を⾏いまし
た。差次的遺伝⼦発現分析により、S100A7の発現増加は、IFNL1、CCL5（CC
モチーフケモカインリガンド5）、IFI6（インターフェロンα誘導性タンパク
質6）、IL6などの⾃然免疫応答に関与する多くの遺伝⼦を実際にアップレ
ギュレートすることが明らかになりました（図6e�、f）。したがって、呼吸運
動によって誘発されるS100A7は、宿主の⾃然免疫応答を促進することがで
きます。

まとめると、これらの結果は、TRPV4が、肺胞上⽪および内⽪に加えられた
機械的ひずみがS100A7�/��RAGE経路の活性化をもたらし、それによって⾃
然免疫応答を促進するメカノトランスダクションプロセスを仲介するプレ
ーヤーの1つであることを確認します。
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周期的な⽣理学的（5％）株にさらされている間のインフルエンザウイルス、
（図8d）、これは予防的に投与された場合（図7c）とは対照的で
す。アゼリラゴンと

それは、以下を含む複数のサイトカインの誘導を有意にブロックしました

インフルエンザA（図8e）、SARS-CoV-2、SARS-CoV、MERS��CoV、
およびEbola48,49を含むと、この組み合わせにより、

腎症は、��100nM47のCmaxで灌流されました。

強⼒なリボヌクレオシド類似体、モルヌピラビル、
IL-6、IL-8、IP-10、RANTES（図8c）、および同様の効果は さまざまなRNAウイルスに対する広範囲の抗ウイルス活性、

（補⾜図12a）。興味深いことに、100nMでの治療
別のRAGE阻害薬（FPS-ZM1）を使⽤して製造

H3N2に感染したヒト肺胞チップの⾎管チャネル
アゼリラゴンは、これらの条件下でウイルス量に影響を与えませんでした

ネイチャーコミュニケーションズ|��（2022）13：1928��|��https://doi.org/10.1038/s41467-022-29562-4��|��www.nature.com/naturecommunications
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宿主の⾃然免疫応答を活性化することによるヒト肺胞のウイルス感染。⽣理学的呼
吸運動（5％ひずみ;��15変形/分）に関連する周期的な機械的⼿がかりへの曝露は、
肺胞上⽪および内⽪による中程度のレベルのS100A7タンパク質の産⽣および分
泌を維持し、RAGEに結合し、ウイルス感染に対して、呼吸運動がない場合、S100A7
レベルは低く、ウイルス感染は⼤きくなります。

討論
ここでは、⼈間の臓器チップ技術の使⽤が、⽣理学的呼吸運動が抑制する新しい機
械免疫学的制御メカニズムの発⾒をどのように可能にしたかを説明します

H3N2感染後の炎症性サイトカイン産⽣の相乗的阻害（図8fお
よび補⾜図12b）に対して、ウイルス感染に対する追加の効果は
ありませんでした（図8dおよび補⾜図12c）。まとめると、これら
のデータは、単独で、または直接抗ウイルス薬と組み合わせて使
⽤した場合のウイルス感染に対する宿主に損傷を与える炎症反
応の抑制剤として、アゼリラゴンなどのRAGE阻害剤の治療可能
性を裏付けています。

私たちのデータはまた、RAGEシグナル伝達の薬理学的阻害剤がイ
ンフルエンザ感染中の炎症を抑制することを⽰しており、RAGE阻
害剤は、単独で、または抗ウイルス療法と組み合わせて使⽤して、遠
位気道の⽣命を脅かす炎症を抑制する可能性のある新規アジュバ
ントを表す可能性があります。インフルエンザAウイルスによって引
き起こされます。重要なのは、

図7RAGEは、感染時に機械的ひずみによって誘発される⾃然免疫の活性化を仲介します。ヒト肺胞チップのウイルス感染前の48時間のシグナル伝達阻害剤による予防的治療を含む実験プロトコ
ルの図解。��bチップ上のサイトカインレベルを⽰すグラフ。��cオンチップで⽰された⽤量のアゼリラゴンまたはGSK2193874で処理された上⽪細胞におけるH3N2NPのmRNAレベルを⽰すグラ
フ。��b、cのデータは平均±SEMを表します。��n=3つの⽣物学的チップの複製。ダネットの多重⽐較補正を使⽤した⼀元配置分散分析。ソースデータは、ソースデータファイルとして提供されます。

図6機械的ひずみによって誘発されたS100A7は、⾃然免疫を増加させます。��RNA-seqによって測定された、培養のさまざまな時点での肺胞チップの上⽪細胞におけるS100A7��mRNAのレベル
（100万あたりの転写物）を⽰すグラフ。データは平均±SDを表します。��n=3つの⽣物学的チップの複製。⼀元配置分散分析とボンフェローニ多重⽐較検定。��b��5％株または静的条件下で4⽇間
（10〜14⽇⽬）オンチップで培養した場合の上⽪細胞または内⽪細胞におけるS100A7のmRNAレベルを⽰すグラフ。データは平均±SDとして⽰されています。��n=3つの⽣物学的チップの複製。
対応のない両側t検定。��cひずみまたは静的条件下での肺胞チップの頂端洗浄液中のS100A7のタンパク質レベルを⽰すグラフ。ELISAで測定。データは平均±SEMとして⽰されています。��n=2つ
の独⽴した実験からの5つの⽣物学的チップ複製。対応のない両側t検定。��dヒトS100A7発現プラスミドまたはベクターコントロール（Con）を48時間トランスフェクトした肺胞チップの上⽪細胞
におけるS100A7、IFNβ1、およびIFNλ1のmRNAレベルの変化倍率を⽰すグラフ。データは平均±SDとして⽰されています。��n=4つの⽣物学的チップの複製。対応のない両側t検定。��eコントロー
ルとして空のプラスミドを使⽤してS100A7発現プラスミドを2⽇間トランスフェクトした肺胞チップの上⽪細胞におけるトランスクリプトームに対するS100A7過剰発現の影響を⽰すDEGの⽕⼭プ
ロット（Ctrl）。��P値は、多重⽐較のためにボンフェローニ補正を使⽤して調整されました。��fヒートマップは、S100A7が肺胞チップの上⽪細胞の⾃然免疫応答に関与する多くの遺伝⼦の発現を
アップレギュレートすることを⽰しています。��n=3つの⽣物学的チップの複製。上⽪細胞（g）および内⽪細胞（h）におけるS100A7およびCXCL10のmRNAレベルと、静的条件下（0％株）、5％株、
10％株、および10％株を灌流したチップ上のサイトカインレベルを⽰すグラフまたは1µMのTRPV4阻害剤GSK2193874なしで48時間（i）。��g‒iのデータは、平均±SEMを表します。��n=3つの⽣
物学的チップの複製。ボンフェローニ多重⽐較補正を使⽤した⼀元配置分散分析。ソースデータは、ソースデータファイルとして提供されます。

ネイチャーコミュニケーションズ|��https://doi.org/10.1038/s41467-022-29562-4

11ネイチャーコミュニケーションズ|��（2022）13：1928��|��https://doi.org/10.1038/s41467-022-29562-4��|��www.nature.com/naturecommunications

Machine Translated by Google

www.nature.com/naturecommunications
www.nature.com/naturecommunications


ネイチャーコミュニケーションズ|��（2022）13：1928��|��https://doi.org/10.1038/s41467-022-29562-4��|��www.nature.com/naturecommunications

記事

それらはまた、異常に⾼レベルのS100ファミリータンパク質産⽣
をもたらすCOVID-19などの状態に関連する増強された炎症反応
を抑制するのに役⽴つかもしれません50,51。

肺の発達に影響を与える2,52,53、界⾯活性剤の産⽣53,54、およ
び組織バリアの完全性4。機械的な⼒もまた、肺の免疫細胞を活性
化するために⽰唆されています55、特に催眠術に関連する病理学
的ストレスに応答して7,56。しかし、ウイルスに応答した宿主の⾃
然免疫に対する呼吸関連の周期的機械的ひずみの影響について
はほとんど知られていない

肺胞は呼吸のたびに動的な機械的ストレスにさらされ、これら
の物理的変形は次のように知られています。

12

図8RAGE阻害剤アゼリラゴンは、感染の2時間後に投与されると、ウイルス宿主の炎症反応を抑制し、モルヌピラビルとの相乗効果を⽣み出します。��5％株の存在下でHK�/��68（H3N2）ウイルス（MOI��=��1）を⽤いた48��
hpiでの肺胞チップの⾎管流出液中のS100A7（左）およびS100A8�/��A9（右）のタンパク質レベルを⽰すグラフ。データは平均±SDを表します。��n=3つの⽣物学的チップの複製。対応のない両側t検定。��bヒト肺胞チ
ップに関する薬物研究の図。��c��100��nMアゼリラゴン（Aze）の存在下または⾮存在下で、感染していない（Ctrl）、またはHK�/��68（H3N2）（MOI��=��1）に感染した肺胞チップの⾎管流出液中のサイトカインのレベルを
⽰すグラフ。データは平均±SDとして⽰されています。��n=3つの⽣物学的チップの複製。ダネットの多重⽐較検定を使⽤した⼀元配置分散分析。��dアゼリラゴン（100��nM）は、感染の2時間後に投与した場合にウイ
ルス量に影響を与えなかったことを⽰すグラフ。データは平均±SEMとして⽰されています。��n=6つの⽣物学的チップの複製。対応のない両側t検定。��eヒト肺胞トランスウェルで測定されたH3N2ウイルス量に対す
るさまざまな濃度のモルヌピラビルの効果を⽰すプロット。データは平均±SDとして⽰されています。��n=2の⽣物学的複製。��EC50（最⼤有効濃度の半分）は、4つのパラメーターを使⽤した可変勾配フィッティング
によって決定されました。��fアゼリラゴン（100��nM）とモルヌピラビル（500��nM）の併⽤により、H3N2ウイルスに感染した肺胞チップの⾎管流出液中のサイトカインレベルが相乗的に低下することを⽰すグラフ。デー
タは平均±SEMとして⽰されています。��n=3つの⽣物学的チップの複製。ダネットの多重⽐較検定を使⽤した⼀元配置分散分析。

ソースデータは、ソースデータファイルとして提供されます。
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S100A7は、抗菌および抗真菌活性を⽰すことも⽰されています61,62。
抗ウイルス宿主応答におけるS100A7の役割はこれまで報告されてい
ません。しかし、��RAGE63,64に関連する炎症に結合することにより免
疫調節効果を発揮することが⽰されているため、私たちの関⼼を引き付
けました。

我 が々⽰した阻害剤（FPS-ZM1）は、インフルエンザウイルス感染に
応答してサイトカイン産⽣を抑制し、ウイルス感染の前後に投与した場
合、動物の⽣存率を⼤幅に⾼め、疾患の病因を制限します75。したがっ
て、ＲＡＧＥ阻害は、ウイルス性肺炎において臨床的に関連する治療標
的となり得、ＲＡＧＥ阻害剤は、呼吸器ウイルスによる感染の状況におい
て安全に使⽤され得る。それにもかかわらず、ウイルス感染症の患者に
RAGEおよびTRPV4阻害剤を使⽤するための最適な治療ウィンドウを
定義するために、将来の研究も実施する必要があります。

この研究は、S100A7タンパク質の産⽣とRAGEへのその結合が、肺胞
チップで観察された⾃然免疫の機械的誘導を媒介するという発⾒につ
ながりました。

ただし、最近の研究では、SARS-CoV-2に感染したマウスをRAGEで治
療することが⽰されていることに注意することが重要です。

組織実質内の感染症。私たちの研究は、物理的な⼒が⾮免疫細胞や組
織、特に肺胞上⽪や微⼩⾎管内⽪の⾃然免疫を制御していることを⽰す
最初の証拠を提供します。適応免疫システムがまだ未成熟である間、肺
は幼少期に多数の空中抗原にさらされるため、これは肺にとって重要で
す57。これらの発⾒は、肺胞上⽪の最近の単⼀細胞RNA-seq研究によっ
ても裏付けられており、マウスとヒトの両⽅で出⽣時の⾃然免疫の増加
が⽰されています21,22。さらに、超⽣理学的変形ストレス（10％ひず
み）が、特に内⽪細胞において、宿主の炎症反応の増強につながるという
我 の々発⾒は、臨床所⾒と共鳴します。通常の⼀回換気量戦略の使⽤よ
りも炎症性サイトカインの⾎漿レベルが低い58,59;重要なことに、これ
はARDS60の患者に⼤きな利益をもたらします。⼈間の肺胞チップは、
さまざまな振幅と周波数でひずみ変形を適⽤した場合の影響を研究す
るために使⽤できるため、将来、これらのパラメータと肺の⾃然免疫との
関係を調査するために使⽤できる可能性があります。⼈⼯呼吸器関連
肺損傷を軽減するための治療戦略を最適化します。

最後に、インフルエンザウイルス感染が肺胞チップでS100A7、
S100A8、S100A9、およびS100A12の発現も誘導することを⽰しまし
た。これは、SARS-CoVによる後期肺感染を⽰すCOVID-19患者からの
最近の臨床観察と⼀致しています。��-2ウイルス29,50,51,71‒73。��
S100アラーミンによって媒介される⾃然免疫応答は、初期感染との闘
いに有益である可能性がありますが、アラーミンの持続的な発現と調節
不全は、機械的換気を必要とする重度の疾患の患者が遭遇するように、
不可逆的な組織損傷を引き起こす⾼炎症反応を引き起こす可能性があ
ります74。重要なことに、肺胞チップに臨床関連の投与戦略を使⽤して
（つまり、臨床Cmaxで薬物を灌流することにより）、アゼリラゴンや
FPS-ZM1などのRAGE阻害薬の投与がウイルス誘発性の炎症性サイト
カインを単独で使⽤すると、これらの効果は、アゼリラゴンを抗ウイルス
薬モルヌピラビルと組み合わせて治療的に（感染後2時間）投与すると
増幅されます。アゼリラゴンは第III相試験で忍容性が⾼いことがわかっ
たため、肺炎またはARDS患者のウイルス感染および/または⼈⼯呼吸
器による異常な宿主免疫応答を軽減するための魅⼒的な治療オプショ
ンとなります。しかし、⾼⽤量アゼリラゴンによる予防的治療によって⽰
唆されるように、肺感染症の初期段階でRAGE活性を阻害すると、宿主の
抗ウイルス反応が遮断され、ウイルスクリアランスが延⻑する可能性が
あるため、投与のタイミングは注意して検討する必要があります（図
7c）�。�。

肺の細胞7,55,56。��RAGEの阻害とは対照的に、TRPV4阻害剤による
肺胞チップの前処理は、予測どおりサイトカインの減少にもかかわらず
ウイルス量を減少させました。これは、ウイルスのインポートに直接影
響するDDX3Xタンパク質に対するTRPV4シグナル伝達の別個のより直
接的な効果による可能性があります。核への移⾏とその後の翻訳44。し
たがって、ウイルス量に対するTRPV4阻害の最終的な効果は、これらの
相反する活動間の相対的なバランスに依存します。ただし、DDX3Xシグ
ナリングは、私たちの実験条件下で⽀配的であるように⾒えます。これら
の遺伝⼦が⽋損しているiPS細胞由来の肺胞上⽪細胞を使⽤した将来
の研究は、メカニズムの詳細を引き出すためのより良い解決策を提供す
る可能性があります。それにもかかわらず、我 の々データは、TRPV4阻害
剤がDDX3Xシグナル伝達を介してウイルス量を抑制し、S100A7�/��
RAGE経路を介して関連する炎症反応を弱める可能性があるため、ウイ
ルス性肺炎の魅⼒的な治療法となる可能性があることを⽰唆していま
す。

また、TRPV4を阻害すると、肺胞および内⽪細胞の機械的ひずみによ
って引き起こされるS100A7および下流の⾃然免疫応答経路の誘導が
抑制されることもわかりました。��TRPV4も免疫内の⾃然免疫の調節に
おいて同様の役割を果たしているように⾒えるため、これは興味深いも
のです。

重要なことに、RAGE⽋損症は、動物モデルのウイルス感染に対する感
受性を⾼め65�、密接に関連するS100A8およびS100A9タンパク質は、⾃
然免疫プログラミングを誘発し、新⽣児を敗⾎症から保護することが
⽰されています66。しかし、これらのS100タンパク質は感染症の解決に
役⽴ちますが、異常に発現すると重度の炎症や組織損傷を引き起こす可
能性があります67。たとえば、⾎中のS100A8、S100A9、およびS100A12
レベルは、SARSCoV-250,51に感染したCOVID-19患者の疾患重症度
と相関することが最近⽰されています。��S100A7は、MAPKおよびNFκB
シグナル伝達経路のRAGE依存性活性化を介して免疫調節機能を発揮
することが以前に⽰されています64。興味深いことに、RAGEはベースラ
インで他のどの細胞型よりも肺ATI細胞でより⾼度に発現され、その多く
はRAGE発現をほとんどまたはまったく⽰さず68、COVID-1968,69を含
むさまざまな疾患の肺炎症に主要な役割を果たしているようです。�。��
S100A7の発現が肺胞で機械的に制御されているという我 の々発⾒は、
それがヒトの⻭髄細胞の機械的ストレスによっても誘発されるという観
察結果とも⼀致しています70。��S100A7-RAGE経路の活性化は、新⽣
児の宿主の⾃然免疫の発達にも不可⽋である可能性があります。これ
は、⼤量の周産期アラーミンS100A8およびS100A9が⾃然免疫プログ
ラミングを誘発し、新⽣児を敗⾎症から保護することが報告されている
ためです66。私たちの結果は、S100A7がインターフェロンを介した⾃然
免疫を誘導するのに⼗分であることを⽰していますが、⾃然免疫とRAGE
経路の両⽅が他の⽅法で活性化される可能性があるため、機械的変形
の他の効果を説明するのに⼗分ではない可能性があります（たとえば、
多くの刺激性および抑制性RAGEリガンドの種類）。これらのメカニズ
ムは、さらに調査する必要があります。

私たちの研究にも複数の制限があります。まず、in��vitroモデルとし
て、ヒト肺胞チップは動物感染モデルに取って代わり、IAVによる体重
減少または死亡率に対する新しい治療法の影響を評価することはでき
ません。ただし、これらのグローバルな症状の根底にある細胞および分
⼦の特徴は、バリア喪失、細胞アポトーシス、⾃然免疫応答および適応
免疫応答の活性化など、私たちのモデルを使⽤して簡単に調べることが
できます。第⼆に、現在のモデルには肺胞マクロファージが含まれてお
らず、これも抗ウイルス免疫応答に⼤きく寄与する可能性があります。し
かし、肺胞チップのモジュール機能により、最近実証されたように、⼀次
肺胞または単球由来のマクロファージをチップの上⽪チャネルに統合
することができます。
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マウス肺オンチップモデル76。このアプローチは、例えば、周期
的な機械的変形がマクロファージの活性化および将来の他の
炎症活動にどのように影響するかを決定するために使⽤するこ
とができます。さらに、空気チャネルは20％の酸素濃度でイン
キュベーターにアクセス可能であり、PDMSは空気を透過する
ため、酸素濃度はすべての実験設定で⼀定に保たれます。結果
として、私たちの現在のモデルは、⾃然免疫とウイルス感染に対
する酸素濃度の影響の調査を排除しています。また、チップ内
の肺胞と⽑細⾎管の境界⾯に平⾏な細胞と組織の横⽅向の変
形のみをモデル化し、PDMS膜は組織よりもかなり硬いため、界
⾯活性剤に関連する表⾯張⼒の変化の影響を簡単に調べるこ
とはできません。現在のモデルでは、換気に関連する経上⽪圧
の変化と異⽅性染⾊が⾒られます77。異なるヒトドナーからの
上⽪細胞によって裏打ちされた肺胞チップを使⽤した我 の々研
究では、アゼリラゴンがすべてのドナーで同じレベルまですべ
てのサイトカインをブロックしなかったことにも注意する必要
があります（例えば、図8f対8cのRANTES効果）。ただし、炎症
性サイトカインの抑制を誘発する全体的な傾向は、複数のドナ
ー間で⼀貫していた。

現在のCOVID-19パンデミックによって⽰されているように、
インフルエンザAウイルスを含む潜在的なパンデミックウイル
スは、公衆衛⽣に⼤きな脅威をもたらします。遠位肺の実験モ
デルの⽋如は、既存の薬剤を再利⽤し、病気の病理を理解し、新
しい治療法を開発するという私たちの努⼒を⼤きく妨げてきま
した。例としてインフルエンザAウイルスを使⽤して、肺胞チッ
プがウイルス受容体の発現、菌株依存性感染性、および肺胞上
⽪、内⽪、および肺胞を標的とするウイルスによる感染中の免疫
細胞。これらの機能は、細胞株や動物モデルを使⽤した以前の
インフルエンザ研究では⾒過ごされてきましたが、疾患の病因
をよりよく理解し、より予測的なバイオマーカーと効果的な治療
標的を特定するために不可⽋です。したがって、この形態の⾃然
免疫の根底にあるメカノケミカルメカニズムへのより深い洞察
を得るためのモデルシステムとして機能することに加えて、そ
れは遠位の疾患に対する新しくより効果的な抗ウイルス治療の
同定と最適化のための有⽤な前臨床モデルとして役⽴つかもし
れません肺胞炎とARDSにつながる気道。これに関連して、この
原稿のデータが、⼊院中のCOVID-19患者のウイルス性肺炎の
治療のためのヒト臨床試験へのアゼリラゴンの参⼊を要求す
るFDAへの治験薬（IND）申請に最近含まれたことに注⽬する
のは興味深いことです。
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15⽇⽬。��2c‒g、��3h、および8d、e、肺胞上⽪細胞は、前述のように代替ドナーソースから分離され
ました78。��The

チップ上のPBMC研究。感染後23時間で、接着研究のためにPBMCを準備しました。��PBMC
（StemCell、＃70025.1）を解凍し、10％FBSおよび1％ペニシリンストレプトマイシンを含む
10mlDMEMに再懸濁しました。��10��µMの最終濃度の10��µlセルトラッカーグリーン（Invitrogen、
＃C7025）を使⽤して、37°Cで20分間細胞を標識しました。次に、細胞を遠⼼分離し、5×��107/mlに
再懸濁しました。感染後24時間で、チップをポッドから取り外し、25��µlの標識PBMCを下部チャネ
ルに追加しました。チップを裏返し、チップクレードルに置いた。��PBMCを37°Cで2時間付着させ
た後、裏返し、100��µlのフローメディアで洗浄して付着していない細胞を洗い流しました。チップは
すぐに蛍光顕微鏡で画像化されました。

RNA-seqおよびバイオインフォマティクス分析。��RNA-seqは、150bpのペアエンドリードを備え
たイルミナHiSeqでのpolyA選択とシーケンスを含む標準のRNA-seqパッケージを使⽤して
Genewizによって実⾏されました。��Trimmomatic��v.0.36を使⽤して、シーケンスリードをトリミ
ングし、品質の低い可能性のあるアダプターシーケンスとヌクレオチドを削除しました。トリミング
されたリードは、STARアライナv.2.5.2bを使⽤してHomosapiensGRCh38リファレンスゲノムに
マッピングされました。ユニークな遺伝⼦ヒットカウントは、Subreadパッケージv.1.5.2の機能カ
ウントとそれに続くDESeq2を使⽤した差次的発現分析を使⽤して計算されました。遺伝⼦オント
ロジー分析は、注釈、視覚化、統合ディスカバリー⽤データベース（DAVID、バージョン6.8）81およ
びEnrichplot��Rパッケージ（バージョン1.14.2）を使⽤して実⾏されました。⽕⼭プロットは、
EnhancedVolcano��Rパッケージ（バージョン1.6.0）を使⽤して⽣成されました。

チップ上のウイルス感染。チップとポッドをZOEから取り外し、バイオセーフティキャビネット
（BSC）に⼊れました。チップをポッドから切り離し、40��µlのウイルス接種物を上部チャネル⼊
⼝に追加して肺胞上⽪細胞に感染させました。次に、チップをポッドに戻し、37°Cで静⽌状態に保
ちました。��2時間後、ポッドからチップを取り除き、上部チャネルを100��µlのDPBS（-/-）で洗浄し
ました。チップを再プライミングし、ポッドに接続し、60��µL�/��hおよび5％の機械的ひずみで流動を
続けました。

⽅法肺胞チッ
プ培養。マイクロ流体2チャンネルOrganChipデバイスおよびそれらの培養に使⽤される⾃動
化されたZOE機器は、Emulate��Inc（ボストン、マサチューセッツ、⽶国）から購⼊しました。製造
元の指⽰に従ってER1/ER2試薬を使⽤してチップを活性化した後、両⽅のチャネルに200��µg�/��
mlコラーゲンIV（5022-5MG、Advanced��Biomatrix）および15��µg�/��mlラミニン（L4544-100��
UL、Sigma）を37°Cで播種しました。⼀晩。翌⽇（1⽇⽬）、初代ヒト肺微⼩⾎管内⽪細胞（Lonza、
CC-2527;��P3で取得し、使⽤前に製造元の指⽰に従ってP5に増殖）および初代ヒト肺胞上⽪細胞
（Cell��Biologics、P1、H-��6053、ロット番号F101517Y72;さらなる拡張なしで解凍後に使⽤）は、静
的条件下で、それぞれ8×106および1.6×106細胞/mlの密度でチップの下部および上部チャネル
に順次シードされました。��2⽇⽬に、チップをポッド（Emulate��Inc.）に挿⼊し、ZOE機器内に配置
し、頂端チャネルと基底チャネルをそれぞれ上⽪増殖培地（Cell��Biologics、H6621）と内⽪増殖で
灌流（60��µL�/��h）しました。ミディアム（ロンザ、CC-3202）。��5⽇⽬に、バリア機能を強化するた
めに、1��µMのdexアメタゾンを頂端培地に添加しました。��7⽇⽬に、上⽪チャネルからのすべての
培地が空になるまで、1000μL/��hで5分間流すことにより、上⽪チャネルに気液界⾯（ALI）が確⽴さ
れました。チップは下部⾎管チャネルを介して供給され、この培地は9⽇⽬に0.5％FBSを含むEGM��
2MVに変更されました。2⽇後、ZOE機器を使⽤して、⼈⼯肺胞に周期的（0.25��Hz）5％の機械的ひ
ずみを加えました。オンチップの肺呼吸を模倣する⽑細⾎管インターフェース。チップは実験に使
⽤されました

RNA-seq⽤のチップからのRNA抽出。��RNA抽出のために、チップをポッドから取り外しま
した。空の200µLのろ過されたチップをトップチャネルの出⼝に挿⼊し、100��µLのDPBS（+�/��+）で
トップチャネルの⼊⼝に洗浄して、頂端チャネルを洗浄しました。トップチャネル洗浄液を収集し
た後、新しい空の200��µLフィルターチップをトップチャネル出⼝に挿⼊し、100��µlのRNaseイージ
ーリシスバッファー（Qiagen、＃74034）を使⽤して、マイクロピペットプランジャーを3回すばやく
押して放し、上⽪細胞を溶解しました。ライセートをきれいにラベル付けされた1.5mlチューブに収
集し、RNA-seq分析のために-80°Cで保存しました。続いて、内⽪細胞溶解物を同様の⽅法で収集
した。

ウイルス株。この研究で使⽤されたインフルエンザウイルス株には、A�/��WSN�/��33（H1N1）、A/⾹
港/8/68�/（H3N2）、およびA/⾹港/156/1997（H5N1）が含まれます。すべてのウイルスは、⽶国
疾病予防管理センター（CDC）から⼊⼿したか、Drsによって親切に共有されました。��P.��Palese、
RAM��Fouchier、およびA.Carcia-Sastre。インフルエンザウイルス株はMDCK.2cell79で増殖しま
した。��OC43コロナウイルス（VR-1558）はATCCから⼊⼿し、前述のようにHCT-8細胞（ATCC、＃
HRT-18）で増殖させました80。

RT-qPCR。��RNeasy��MiniplusKitまたはRNeasyMicroplus��Kit（Qiagen）を使⽤してトータル
RNAを単離しました。分光測光によりRNA濃度を測定した後、50〜500ngのトータルRNAをcDNA
合成に使⽤しました。逆転写は、Omniscript��RT��Kit（Qiagen）またはSensi��script��RTキット
（Qiagen）を使⽤して実施しました。定量的リアルタイムPCRは、SsoAdvanced-Universal��SYBR��
Green��Supermix（Biorad）を使⽤して実⾏されました。プライマーの特異性は、融解曲線分析と
ゲル電気泳動によって確認されました。��qPCRは、CFX��ConnectリアルタイムPCR検出システム
（Biorad）で実⾏されました。��ΔΔCt法82を使⽤して相対RNAレベルを定量し、特に指定がない
限り、内因性コントロールGAPDHに対して正規化しました。すべてのプライマーはIDTから購⼊し
ました（補⾜表1）。

ドナー組織は、International��Institute��for��the��Advancement��of��Medicine（IIAM）から⼊⼿し、
IIAMの規制に従って使⽤しました。⼈間の素材のすべての使⽤は、ハーバードロングウッドキャンパ
ス研究所審査委員会によって承認されています。

チップ上に動員されたさまざまなタイプの免疫細胞の相対的な割合を決定するための実
験では、ハーバード⼤学の施設審査委員会の承認を得て、ブリガムアンドウィメンズ病院から
アフェレーシスカラー（⾎⼩板分離の副産物）を⼊⼿しました。��PBMCは、Lymphoprep
（StemCell��Technologies、＃07801）を使⽤した密度遠⼼分離によって分離され、バルクB細胞の
ネガティブセレクションには磁気ビーズが使⽤されました。

ヒートマップと散布図は、ggplot2��Rパッケージ（バージョン3.3.2）を使⽤して⽣成されました。短
い時系列発現マイナー（STEM、バージョン1.3.13）17を適⽤して、差次的に発現する遺伝⼦の発現
プロファイルを使⽤して有意な時間的パターンを特定しました。��5つの有意なパターンがp値
<0.01およびクラスターサイズ>300遺伝⼦で特定されました。
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データの可⽤性RNAシー
ケンスデータは、アクセッションコードGSE177862でGene��Expression��Omnibus（GEO）デー
タベースに登録されています。��GSE178266、およびGSE178382。フローサイトメトリーデータ
は、アクセッションIDFRFCM-Z52Cでフローリポジトリに保管されています。追加のデータは補⾜
資料に記載されています。現在の作業では、データの可⽤性に制限はありません。ソースデータは、こ
のペーパーで提供されます。

レポートの概要。研究デザインの詳細については、この記事にリンクされているNature��
ResearchReportingSummaryを参照してください。
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（StemCell��Technologies、＃19054）、T細胞（＃17951）および単球（＃19058）。次に、B細胞を
CellTracker��Deep��Red（C34565）で、T細胞をCellTracker��Green��CMFDA（C7025）で、単球を
CellTracker��Violet��BMQC（C10094）で染⾊し、その後1：3：6の⽐率で混合しました（B細胞：T細胞：
単球）。次に、バルクPBMC実験で説明したように、混合物を基底チャネルに添加しました。��ImageJの
CellCounterプラグインを使⽤して細胞をカウントしました。

4.��Huh、D.etal。チップ上で臓器レベルの肺機能を再構成します。科学328、

ヒト肺胞チップのトランスフェクション。��TransIT-X2試薬（Mirus��Bio）を使⽤して、ヒト肺胞チップ
にプラスミドDNAをトランスフェクトしました。全部で、3μgのプラスミドDNAと6μlのTransIT-X2試薬
を300μlのOPT-MEMで構成した後、3mlのチップフロー培地に添加しました。次に、1.5mlの溶液を頂端お
よび基底⼊⼝リザーバーに加え、60μl/hで24時間⾶⾏させた。次に、ALIを再確⽴するために頂端チャネル
が空になりました。��qPCR分析の前に、基礎チャネルをさらに24時間通常のフロー培地に変更しました。

1662‒1668（2010）。

8.��Kalil、AC＆Thomas、PGインフルエンザウイルス関連の重⼤な病気：病態⽣理学と疫学。
クリティカル。ケア23、258（2019）。

3.��Lopez-Alonso、I.etal。肺胞細胞の核膜による機械的感覚の喪失を防ぐことで、機械的⼈⼯呼吸中の
マウスの肺損傷を軽減します。科学翻訳Med。��https://doi.org/10.1126/scitranslmed.aam7598��
（2018）。

ヒト初代肺胞上⽪細胞の培養とトランスフェクション。初代ヒト肺胞上⽪細胞（Cell��Biologics、H-6053）
を、製造元の指⽰に従って、0.1％ゼラチンコーティングされた12ウェルプレートに播種しました。到達し
たとき

サイトカイン分析。カスタムProcartaPlexアッセイキット（Invitrogen）を使⽤して、肺胞チップから
の⾎管流出液を収集し、IL-6、IL-8、IP-10、TNF、RANTES、S100A8�/��A9、GM-CSFなどのサイトカインと
ケモカインのパネルについて分析しました。�。分析対象物の濃度は、Luminex��XPONENTソフトウェア
（Luminex、⽶国、バージョン4.2）と組み合わせたLuminex100�/200Flexmap3D機器を使⽤して決定
しました。��S100A7は、ELISAキット（Aviva��Systems��Biology）を使⽤して、製造元の指⽰に従って測
定しました。

70％コンフルエントな細胞に、TransIT-X2��Dynamic��Delivery��System（Mirus）を使⽤してpCMV6-XL5空
プラスミドまたはS100A7プラスミドをトランスフェクトしました。

免疫染⾊および共焦点顕微鏡。細胞をPBS（-/-）でリンスし、4％パラホルムアルデヒド（Alfa��Aesar）
で室温で20分間固定し、0.1％Triton��X-100（Sigma-Aldrich）を含むPBS（PBSX）で10分間透過処
理し、ブロックしました。��PBSX中の5％ヤギ⾎清（Life��Technologies、＃50062Z）と室温で1時間、ブロ
ッキングバッファー（PBSX中の5％ヤギ⾎清）で希釈した抗体と4°Cで⼀晩インキュベートした後、蛍光標
識⼆次抗体とインキュベートします室温で1時間の抗体;⼆次抗体染⾊後、核をDAPI（Invitrogen）で染⾊
した。細胞アポトーシス/壊死アッセイキット（Abcam、＃ab176749）を使⽤して、製造元の指⽰に従って
細胞死を定量化しました。��Ki67（Abcam、＃ab15580）の免疫染⾊を使⽤して、細胞増殖を測定しまし
た。共焦点レーザー⾛査顕微鏡（SP5��X��MP��DMI-6000、ドイツ）を使⽤して蛍光イメージングを実施し、
ImageJソフトウェア（バージョン2.1.0）を使⽤して画像処理を実施しました。��DAPI（4'、6-Dia��
midino-2-Phenylindole、Dihydrochloride）はInvitrogen（＃D1306）から購⼊しました。免疫染⾊に
使⽤される抗体のリストは、抗体リスト（補⾜表2）にあります。

統計学。各実験は少なくとも3回繰り返され、各データポイントに対して少なくとも3回の⽣物学的複製が
⾏われました。図の凡例に特に明記されていない限り、データは平均値±標準偏差（SD）として表⽰され
ます。データのグラフ化と統計的⽐較は、Prism��9.2.0（GraphPad��Software）とExcel��v16.53（Microsoft）
を使⽤して実⾏されました。特に断りのない限り、両側スチューデントのt検定を使⽤して、2グループの⽐
較を評価しました。��3つ以上のグループの⽐較は、ペアワイズ⽐較のためのボンフェローニ複数⽐較と単
⼀の対照グループを含む⽐較のためのダネット検定を使⽤した⼀元配置分散分析によって分析されまし
た。画像は、図1および2に⽰す免疫蛍光画像の少なくとも2つの独⽴した実験を表しています。��1b、d、hお
よび2a、b;補⾜イチジク。��1bおよび6e。��P値<0.05は、統計的に有意であると⾒なされました。正確なp値
は、各図にラベル付けされています。

オンチップの薬物治療。アゼリラゴン（TTP-488）とFPS-ZM1は、それぞれMedChemExpress（＃
HY-50682）とSigma（＃553030）から購⼊しました。��Molnu��piravir（EIDD-1931）は、Cayman��
Chemical（＃9002958）から購⼊しました。��TRPV4阻害剤GSK2193874はTocrisBioscience（＃No。
5106）から購⼊しました。最終DMSO濃度が0.5％の肺胞チップフローメディアを使⽤して薬物を希釈し、
各図に⽰されている時点と⽤量で予防的または治療的に⾎管チャネルを介して30��µl/hで灌流しました。

A549細胞の培養とトランスフェクション。��A549細胞（ATCC��CCL-185）は、10％ウシ胎児⾎清（FBS）
（Life��Technologies）とペニシリンストレプトマイシン（Life��Technologies）を添加したダルベッコ改
変イーグル培地（DMEM）（Life��Technologies）で培養しました。すべてのセルは、加湿インキュベータ
ー内で37°Cおよび5％CO2に維持されました。トランスフェクションは、TransIT-X2��Dynamic��Delivery��
System（Mirus）を使⽤して、製造元の指⽰に従って実⾏されました。��pCMV6-XL5空のプラスミド
（PCMV6XL5）およびS100A7プラスミドはOrigene（＃SC122639）から購⼊しました。��RAGEプラスミ
ドはSinoBiological（HG11629-ACG）から購⼊しました。エンドトキシンフリーのプラスミド精製は、
Genewizによって実施されました。
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