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研究成果の概要（和文）：薬剤性肺障害は程度によっては重篤な予後不良の病態であり、その重症化のメカニズ
ムに上皮間葉転換(EMT)が関与している可能性が示唆されている。我々はEMTに着目し、EMT抑制効果のある薬剤
の肺障害抑制効果を検証した。肺胞上皮細胞へTGFβ1により刺激してEMTを誘導した系を用いてEMTを抑制・ない
し弱体化する薬剤を抽出した。特にTGFβ/SMAD系を抑制しうる薬剤について、ブレオマイシンを用いたin vivo
肺障害評価系の肺障害抑制効果を検証した。結果、抽出した薬剤はBLMにより誘導された肺障害を抑制すること
が判明した。今後は肺生検組織での評価や、有効である薬剤については臨床試験の検討も行う。

研究成果の概要（英文）：Drug-induced lung injury is known to be a severe disease. The mechanism of 
severe disease progression may associate with epithelial mesenchymal transition (EMT). First, we 
focused on TGFβ-induced EMT on lung epithelial cell, and we evaluated that whether several drug 
attenuated EMT. Then, the effect of the drug which attenuated EMT for the acute lung injury in vivo 
model. The drug A attenuated TGFβ-induced EMT suppressed on TGFβ/SMAD pathway. In addition, the 
drug inhibited bleomycin-induced lung injury in mice. We will evaluate the mechanism in detail using
 by human biopsy samples and plan the clinical trial using the extracted drug for the prevention of 
lung injury.

研究分野： 間質性肺疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤性肺障害は時に重篤な薬剤投与における合併症である。特に癌患者における抗癌剤の薬剤性肺障害発症は、
今後の癌治療が困難になるため、発症には厳重に注意を要する。また2000年代初頭には抗癌剤Gefitinibによる
薬剤性肺障害が社会問題化した。これらの社会背景からも、薬剤性肺障害の発症を予防する、ないし発症後にも
有効な治療薬、治療方法があれば、癌治療を含む多くの治療にも有効になると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

薬剤性肺障害は抗癌剤などの特殊性の強い薬剤から、誰もが手にすることのできる市販薬ま
で、幅広く多くの薬剤によって生じるとされている。発症には多くのメカニズムやパターンがあ
るとされ、時に重篤かつ致死的になり得る重大な薬剤治療における合併症である。特に悪性腫瘍
患者の化学療法施行中に薬剤性肺障害を発症した場合、生命の危険や化学療法継続困難による
原病の増悪を招く可能性が高く、本邦では特に多いとされる。2000 年代初頭の原発性肺癌に対
する上皮成長因子受容体に対するチロシンキナーゼ阻害薬である Gefitinib による薬剤性肺障害
発症は、有効性や忍容性に転ではかなり期待された薬剤であった反面、市販後に内服開始後急性
肺障害を生じて亡くなる症例が散見され、その後訴訟に発展するなど社会問題化となった。 

薬剤性肺障害の病型は過敏性肺炎、器質化肺炎、慢性間質性肺炎、及びびまん性肺胞障害
(diffuse alveolar damage: DAD) などに分類される。その中でも特に DAD を発症すると呼吸不
全も強く、より重篤であり治療の反応が悪いことも多い。さらに、本疾患は原因とされる被疑薬
の断定はできず、どのような薬剤でも理論上は起きうるため、肺障害を誘発するメカニズムを特
定することは困難とされる。昨今、抗癌剤である Gefitinib、Bleomycin (BLM)及び Methotrexate 
(MTX)に関しては機序が明らかになりつつあり、特に BLM や MTX による薬剤性障害の発症
に上皮間葉転換(Epithelial mesenchymal transition: EMT) が関与している可能性が示唆された
(J Toxicol Sci. 2014;39:319-30)。特に DAD の場合、炎症期から線維化期への移行という病態も
判明しており、これらの過程で EMT により誘導された間葉系細胞からの細胞外マトリクス分
泌亢進の重要性が示唆されている。(BMC Pulm Med. 2014;14:67) 従って、EMT を抑制ないし
弱体化する薬剤を見つけることで、薬剤性肺障害の発症を予防、あるいは重篤化を回避すること
が期待できるのではないかという仮説を立てた。特に進行肺癌患者における化学療法での薬剤
性肺障害の発症予防に繋がれば、癌治療において多大なメリットがあると考えられる。 
２．研究の目的 

本研究では、薬剤性肺障害におけるメカニズムのひとつに肺胞上皮障害への EMT の関与を仮
説として、いくつか選定した EMT を抑制効果の可能性がある薬剤の探索、および薬理確定な検
証を In vitro 実験で行い、In vivo 実験で代表的な薬剤性肺障害モデルであるブレオマイシン投
与マウスで肺障害抑制効果を実証、さらには臨床試験への準備を行うことを目的とした。 
３．研究の方法 
In vitro EMT 評価系 

ヒト肺胞上皮由来細胞株である A549 細胞を TGFβ1 刺激により EMT を誘導し、上皮系お
よび間葉系マーカーの発現を mRNA(定量的 PCR 法)、蛋白レベル(Western blot 法)で確認す
る。上皮系マーカーは E-cadherin を用い、間葉系マーカーは Fibronectin や I 型ないし IV 型コ
ラーゲンの評価を行う。また、TGFβ1 下流のシグナル経路の阻害効果を確認するために、
SMAD2, SMAD3 など TGFβ1-SMAD 経路などの各転写因子の発現とそのリン酸化の確認を
Western blot 法にて行う。これらは TGFβ1 とともに候補薬剤を共刺激することで、TGFβ1 単
独との因子発現やリン酸化抑制の程度の比較を行う。 

現在まで数種類の EMT 抑制効果がある薬剤を選定しているが、より効果のある薬剤を探索
すべく、これらの薬剤の上記検証を行い、スクリーニングを行う。 

細胞の遊走能に関しても評価を行う。EMT により細胞間接着が減少しすることで遊走能が増
進すると言われ、創傷治癒にも関連していると言われる。A549 細胞を播種した 48 時間後にマ



 

 

イクロピペットで傷をつけ、TGFβ1 と薬剤を共刺激することにより TGFβ1 のみの場合との
細胞の傷への進出の違いを検証する(Wound healing assay)。 

また我々は既にヒト肺胞上皮細胞株の TGFβ1 誘導性 EMT に伴う遺伝子発現変化をマイク
ロアレイで解析し、TGFβ1 刺激後の時間経過による発現の変化を確認、TGFβ1 刺激後 24 時
間程度での遺伝子発現が亢進しているものを評価対象とした。候補薬剤においてマイクロアレ
イによる遺伝子発現解析において、これらの評価対象マーカーの候補薬投与による改善効果に
関して検証する。 
In vivo 肺障害モデル 

肺障害のマウスモデルとしては、BLM を経静脈・および経気道的に投与することにより、マ
ウスに急性肺障害、および線維化を誘導する In vivo モデルが知られている。BLM 投与後の評
価の時期により評価対象(肺障害または肺線維化)が異なり、BLM 投与開始後 7-14 日間程度の
早期にサクリファイスし評価を行うことで肺障害の検証が可能である。BLM は元来薬剤性肺障
害を生じやすい薬剤として知られており、薬剤性肺障害のモデルとしては最適である。BLM の
気管内投与は day1 のみ、経静脈投与は 5 日間連続と投与日数も異なる。更に、候補薬剤を BLM
気管内または静脈内投与開始後より経口投与にて行うことで、肺障害抑制効果の有無を検証す
る。評価は 4 群に分けて行い、BLM＋溶媒群、BLM＋候補薬剤群、リン酸緩衝生理食塩水(PBS)
＋溶媒群、PBS+候補薬剤群に分け、各群間で比較検討を行う。 

サクリファイス後は肺組織の病理学的検討、気管支肺胞洗浄を行い、洗浄液の総細胞数、細胞
分画、TGFβ1 発現の確認を行う。肺組織の病理学的な評価は、染色に関してはヘマトキシリン・
エオジン染色とマッソン・トリクロム染色で行う。線維化に関してはマッソン・トリクロム染色
の方が有用であるが、今回は炎症細胞浸潤などの評価が重要であるため、よりヘマトキシリン・
エオジン染色に重きを置き評価を行う。本来は線維化病変の評価で用いる Ashcroft スコアを、
今回は肺障害の評価にも応用して用い、各群間の比較を行う。気管支肺胞洗浄液では、総細胞数、
好中球数、リンパ球数、好酸球数、そして肺胞大食細胞数の個数を各マウスごとで行い、各群間
で比較検討を行う。免疫染色による評価も併せて行う。 
Human material による検証 

薬剤性肺障害の発症に EMT が関与していること、 薬剤性肺障害の抑制に EMT の抑制が有
効であることを検証するためには、実際に薬剤性肺障害を発症した症例の肺組織の病理検体を
収集し、免疫組織染色により EMT マーカーの発現を確認することが理想であるが、疾患の特性
上、薬剤性肺障害発症時の組織検体の収集は気管支鏡および外科的肺生検が状態悪化の一因と
なってしまう可能性が高く、重症例ではほぼ不可能であるため、計症例での収集、ならびに薬剤
性肺障害発症後死亡例での剖検検体の標本に関して評価を行うこととする。 
４．研究成果 
 本研究では事前評価を行い、EMT 抑制効果が期待されるいくつかの候補薬剤を抽出し、まず
それぞれの薬剤における EMT 抑制効果を In vitro 実験により検証した。その結果、数種類の薬
剤に関して着目し、In vitro および In vivo 実験を行った。 

まず In vitro 実験であるが、A549 細胞を TGFβ1(5ng/µg)で刺激を行い EMT を誘導すると、
もともと敷石状であった A549 細胞の細胞形態が紡錘状に変形（形質転換）し、細胞間の接着が
減少し遊走能が増す。刺激後 48～72 時間で細胞を回収し、定量的 PCR や Western blot 法にお
いて上皮系マーカー（E-cadherin）や間葉系マーカー（Fibronectin, Vimentin, Type I collagen, 
Type IV collagen）の発現を確認したところ、上皮系マーカーの発現低下、間葉系マーカーの発



 

 

現亢進を認めた。また、SMAD2, SMAD3 は TGFβによりリン酸化されることも Western blot
法により確認された。以上より EMT 評価系が本研究の実証に用いることができることを確認し
た。 
 本研究ではあらかじめ数薬剤を候補として抽出しており、それぞれの薬剤を TGFβと共に細
胞に播種することで上記マーカー発現及び TGFβによる発現の変化を確認したところ、複数の
候補薬剤において、上皮系マーカーの発現の回復、間葉系マーカーの発現減少を認めた。またこ
れらの候補薬剤では SMAD2, SMAD3 リン酸化も抑制されており、EMT 阻害ないし弱体化の効
果を認めた。 
 さらに遊走能の評価として行った Wound healing assay でも、本薬剤投与により遊走能が抑制
されることを確認した。 

In vivo モデルに関しては、再度評価系の確認および薬剤の有効性を確認する系の構築に時間
を費やした。BLM の投与方法は、当科では元来肺線維症モデルとして ICR マウスへ BLM の経
静脈投与(10mg/kg/day)を行っていたが、この手法では 5 日間連続投与するため、モデルの構築
のみならいいが、薬剤の評価系となるとサクリファイスまでの BLM 投与の日数が少なく、BLM
投与期間中より薬剤の投与を始めないといけないため、薬剤による肺障害抑制効果と言い切れ
るかは判断が難しかった。そのため本評価系においては BLM 投与を気管内投与(1.5mg/kg/day)
に切り替え、投与日を 1 日のみに変更した。また、マウスの種も、BLM を気管内投与を行う場
合は、通常よく肺線維症や肺障害の評価で用いられる C57B6J マウスの方がより一般的であるた
め変更とした。サクリファイスの日時も再検討し、BLM 経気管内投与後 8、15 日で評価を行っ
たところ、よりリンパ球、好中球などの炎症細胞浸潤を認め急性肺障害のモデルとして適してい
るのは BLM 気管内投与後 7 日であった。以上より、C57B6J マウスへの BLM(1.5mg/kg/day)
気管内投与、8 日目にサクリファイスという系を確立した。 
 その後抽出薬剤による有効性の評価法の確立に着手し、BLM を投与した翌日よりサクリファ
イス前日までの薬剤投与により評価を行うこととした。 
 前述の In vitro 評価系で有効であった数種類の薬剤に関して本 In vivo 評価系でも有効性を確
認する検討を行った。その結果、薬剤 A に関して肺障害を有効に抑制できることが肺組織のヘ
マトキシリン・エオジン染色により判明した。また、総細胞数や各細胞分画についても計測し評
価を行ったところ、総細胞数、リンパ球数、好中球数で BLM 投与による上昇を、薬剤 A 投与に
より有意に減少することができた。血球に関してはそれぞれの血球に応じた表面マーカーなど
での免疫染色を行うことも試みたが、施行した検体ではうまく評価ができず、今後も評価方法の
検討を行うが、本検討では細胞数の計測のみでの十分な結果が得られており、敢えて本実験を追
加で行う意義は乏しいと考えられた。 
 実際のヒト肺組織を用いた検討は、想定していた通り、研究期間内では検体の収集が非常に困
難であった。過去も含めた数少ない検体の中で、組織的に肺胞上皮細胞への障害を認めるケース
も多いが、組織所見として間葉系細胞が増加しているかの判断は現時点の症例数では難しい。肺
障害発生後に線維化を残す症例も多く、これらは線維芽細胞などの間葉系細胞から分泌される
Fibronectin や Collagen などの細胞外マトリクスが増加、沈着するからと考えられる。肺障害を
発症してから組織を採取する時間、および重症度も重要と思われ、本件は今後も組織採取を行っ
た際に発症から検体採取までの期間や重症度なども検討に加え、評価を行う予定である。 
 現在、薬剤性肺障害への治療では経験的にステロイドや免疫抑制薬投与を行っている。しかし
重症例では上記治療では救命に至らない事例も多く、新たな治療法が待たれている。更に、特に
ステロイドは有害事象も多く、有害事象のより少ない有効な薬剤が見つかれば非常に有効であ
る。今後の追加検討も行い、さらなる有効性や薬理学的な検証を進める予定である。 
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