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研究成果の概要（和文）：薬剤性肺線維症は抗がん剤など多様な薬剤によって引き起こされるが、現在、その機
構解明は遅れている。本研究では、薬剤性肺線維症とマイクロRNA（miRNA）の関係性について明らかにすること
を目的に検討を行った。肺胞上皮Ⅱ型細胞の特性を持つA549/ABCA3細胞、マウスやラットの肺線維症モデル動物
を用い、肺障害性薬物（ブレオマイシン、メトトレキサートなど）の影響について解析した。その結果、
miR-34aおよびmiR-222は、薬剤誘発性肺線維症の原因でありバイオマーカーあるいは治療標的として、miR-484
はバイオマーカーとして有用である可能性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Drug-induced pulmonary fibrosis is caused by various drugs such as 
anticancer drugs, but the elucidation of its mechanism is currently delayed. The purpose of this 
study was to clarify the relationship between drug-induced pulmonary fibrosis and microRNA (miRNA). 
The effects of drugs (bleomycin, methotrexate, etc.) were analyzed using A549/ABCA3 cells having the
 characteristics of alveolar type II epithelial cells and pulmonary fibrosis model animals of mice 
and rats. As a result, it was found that miR-34a and miR-222 may be a cause of fibrosis and useful 
as a biomarker or therapeutic target of drug-induced pulmonary fibrosis, while miR-484 may be useful
 as a biomarker.

研究分野： 薬学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤性肺障害は、臨床上大きな問題であり、例えば肺線維症では5年後の死亡率が約50%にも上る。肺線維症の発
症には、筋線維芽細胞による過剰な細胞外マトリックスの産生が関与するが、筋線維芽細胞の由来として、肺胞
上皮Ⅱ型細胞の筋線維芽細胞への転換（上皮間葉転換；EMT）が注目されている。本研究において我々は、肺障
害性薬物によるⅡ型細胞のEMT誘発とマイクロRNA（miRNA）の関係について解析し、EMTや線維化の原因、あるい
はバイオマーカー、防御標的となるmiRNAを見出すことができた。これらの知見は、薬剤誘発性肺線維症の早期
発見法や防御法を開発する上で有用な基礎的知見になると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
1．研究開始当初の背景 
 薬剤性肺障害（間質性肺炎や肺線維症）は、臨床上大きな問題であり、例えば肺線維症では 5
年後の死亡率が約 50%にも上る。薬剤性肺線維症は抗がん剤など多様な薬剤によって引き起こ
されるが、現在、その機構解明は遅れている。また、肺線維症への対処として、ステロイド投与
などが行われるが、その効果は十分ではない。肺線維症は、筋線維芽細胞による過剰な細胞外マ
トリックスの産生に起因するが、近年、筋線維芽細胞の由来として、肺胞上皮Ⅱ型細胞の筋線維
芽細胞への転換（上皮間葉転換（Epithelial-mesenchymal transition；EMT））が注目されている。
我々はこれまで、肺胞上皮Ⅱ型細胞に対する肺障害性薬物（ブレオマイシン（BLM）、メトトレ
キサート（MTX）など）の影響について検討を行い、これら薬剤が EMT を引き起こすことを明
らかにしてきた。その過程で、薬剤処置による肺胞上皮細胞の形質変化にある種のマイクロ RMA
（miRNA）が関与することを示唆する知見を得た。薬剤性臓器障害と miRNA の関係性について、
比較的研究が行われているのは、薬剤による心毒性、肝毒性、および腎毒性の領域である。しか
し、肺胞上皮における薬剤誘発性 EMT と miRNA の関係については、極めて情報が乏しい。 

miRNA は 20～25 塩基長の短いノンコーディング RNA であり、mRNA と結合して翻訳過程を
阻害、あるいは mRNA を不安定化することにより、様々な機能タンパク質の発現を抑制してい
る。ヒトでは約 2000 の miRNA が同定されており、また miRNA と mRNA の相互作用は、多対
多の関係にあるため、極めて複雑な制御機構を構成している。薬剤誘発性肺線維症における
miRNA の役割に焦点を当てて解析することで、新たな観点からの薬剤性肺線維症誘発メカニズ
ムの理解、肺線維症の予測・早期発見、そして予防・治療につながることが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、薬剤性肺線維症と miRNA の関係性について明らかにすることを目的とする。す

なわち、薬剤処置による肺胞上皮Ⅱ型細胞の miRNA の発現変化と EMT 誘発の関係性、EMT と
関連する miRNA（EMT 関連 miRNA）の発現変化の普遍性（異なる薬剤間での共通性など）、EMT
関連 miRNA の肺線維症バイオマーカーとしての有用性、さらには薬剤性肺障害の予防・治療の
標的としての EMT 関連 miRNA の可能性について検討することを目的とする。 

 
３． 研究の方法 
A549/ABCA3 細胞の樹立：A549 細胞はヒト由来であり肺胞上皮Ⅱ型細胞のモデルとして汎用さ
れているが、Ⅱ型細胞に特有の細胞内オルガネラである lamellar body が未発達であるなど必ずし
もⅡ型の形質を保持していない点もある。そこで A549 細胞に lamellar body の膜上に存在し、
lamellar bodyの形成や肺サーファクタントの産生に必要なABCA3（リン脂質トランスポーター）
の遺伝子をレトロウイルスベクターによって導入し、ABCA3 を安定的に発現する A549/ABCA3
細胞を樹立した。 
共焦点レーザー顕微鏡観察：細胞内の lamellar body を LysoTracker® Red で、核を Hoechst 33342
で染色した後、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
薬物処置：A549/ABCA3 細胞を BLM、MTX、ゲフィチニブ（GEF）、パクリタキセル（PTX）、
あるいは代表的な EMT 誘発因子である Transforming growth factor (TGF)-β1で一定時間処理した。 
mRNA および miRNA の発現解析：肺胞上皮細胞あるいは肺組織から total RNA を抽出後、逆転
写反応によって cDNA を調製し、real-time PCR 法を用いて mRNA あるいは miRNA の発現量を
定量した。 
miRNA のマイクロアレイ解析：肺胞上皮細胞から miRNA を抽出し、TORAY の 3D-Gene® Human 
miRNA Oligo chip を用いて解析した。 
タンパク質の発現解析：タンパク質の発現は Western Blot 法により解析した。 
miRNA の mimic あるいは inhibitor の細胞内導入：肺胞上皮細胞内への導入は、LipofectamineTM 
2000 を用いリポフェクション法により行った。 
肺線維症モデル動物の作出：マウス（Slc DDY 雄性マウス）およびラット（Sprague-Dawley 雄性
ラット）にそれぞれ 5 mg/kg および 15 mg/kg の BLM を経口気管内投与法により単回経肺投与し
た。コントロール群には同容量の生理食塩水を投与した。一定期間経過後、肺を単離し、
Hydroxyproline Assay Kit を用いてヒドロキシプロリン量を定量し、肺線維症の指標とした。 
 
４． 研究成果 
１）A549/ABCA3 細胞の樹立： 
 ヒト由来の培養肺胞上皮細胞 A549 細胞から RNA を抽出し、ABCA3 遺伝子を 2 つのフラグメ
ントに分けて RT-PCR 法により増幅し全長をクローニングした。この遺伝子をレトロウイルスベ
クター（pMXs-Puro Retroviral Vector）に組み込み、最終的に Plat–E 細胞から放出されたウイルス
を用いて A549 細胞に ABCA3 遺伝子を導入し、A549/ABCA3 細胞を得た。A549/ABCA3 細胞で
は ABCA3 の mRNA が著しく上昇し、遺伝子導入がうまく行われていることが示された（Fig. 
1A）。また、Ⅱ型細胞、Ⅰ型細胞からなる肺胞上皮細胞において、Ⅱ型細胞にのみ発現しているペ



プチドトランスポーターPEPT2 の mRNA
発現も A549/ABCA3 細胞において上昇し
ていた（Fig. 1A）。さらに A549/ABCA3 細
胞ではⅡ型細胞に特有の細胞内オルガネラ
である lamellar body の形成も亢進していた
（Fig. 1B）。従って、ABCA3 遺伝子の導入
によって、A549 細胞のⅡ型形質が少なくと
も部分的には高まったものと考えられた。 
 
２）肺障害性薬物による A549/ABCA3 細胞
の EMT の誘発： 
 A549/ABCA3 細胞を肺障害性薬物である
BLM、MTX で処置したところ、細胞の形態
が敷石状から間葉系細胞様に変化するとと
もに、アクチンフィラメントのリモデリン
グが生じることも確認された（data not 
shown）。また BLM、MTX 処置によって間
葉系細胞（筋線維芽細胞）のマーカーであ
る α-Smooth muscle actin (α-SMA) mRNA の
発現上昇、上皮系細胞（Ⅱ型細胞）のマーカ
ーである ABCA3 mRNA の発現低下が観察
された（Fig. 2）。また α-SMA mRNA の発現上
昇は、BLM や MTX と同様に、GEF および PTX
処置によっても認められた（Fig. 2）。従って、
A549/ABCA3 細胞においては、幅広い肺障害性
薬物（抗がん剤）によって EMT が誘発される
ものと考えられた。 
 
３）マイクロアレイを用いた BLM および MTX
処置細胞の miRNA 発現の網羅的解析： 
 A549/ABCA3 細胞を BLM、MTX で処置し、
miRNA の発現に対する影響を、マイクロアレ
イを用いて網羅的に解析した（Fig. 3）。その結
果、BLM および MTX 処置の両者において有意
に 2 倍以上発現上昇する miRNA が 8 種類、有
意に 1/2 以下に発現が低下する miRNA が 10 種
類抽出された。 
 
４）肺障害性薬物による miR-34a の発現変動： 
 上記マイクロアレイ解析において、2 倍以上
発現上昇する miRNA に miR-34a が含まれてい
た。我々は以前、ラット正常肺由来培養細胞
RLE-6TN のⅡ型形質を ABCA3 遺伝子導入で高
めた RLE/Abca3 細胞を用い、BLM
や MTX 処置によって miR-34a の発
現が増加することを報告している。
そこでさらに A549/ABCA3 細胞を
用い、miR-34a の発現に及ぼす肺障
害性薬物の影響について real-time 
PCR 法を用いて解析した。その結
果、BLM、MTX、GEF および PTX
のいずれの薬物によっても、miR-
34a の発現上昇が確認された（Fig. 
4）。従って、miR-34a の発現上昇は、
複数の肺障害性薬物（抗がん剤）お
よび複数の細胞種で共通して認め
られる普遍性の高い現象と考えら
れた。 
  

Fig. 1. (A) A549 細胞への ABCA3 遺伝子導入による
ABCA3 および PEPT2 の mRNA 発現への影響 
Mean 士 S.E.M. (n=3). *p<0.05, **p<0.01 vs A549/Vector 
(B) ABCA3 遺伝子導入による lamellar body 形成への影響
（赤色：lamellar body、青色：核） 

Fig. 2. A549/ABCA3 細胞における α-Smooth muscle 
actin (α-SMA)および ABCA3 の mRNA 発現に及ぼす
肺障害性薬物の影響 
ブレオマイシン（BLM）、メトトレキサート（MTX）、
ゲフィチニブ（GEF）、パクリタキセル（PTX） 
Mean 士 S.E.M. (n=3). *p<0.05, **p<0.01 vs Control 

Fig. 3. マイクロアレイを用いた BLM および MTX 処置
細胞における miRNA 発現の網羅的解析（Volcano plot） 
青色掛けの部分はコントロールに対して 2 倍以上あるい
は 1/2 以下の発現変化を示し、かつ p<0.01 の miRNA を
含む領域 



５）A549/ABCA3 細胞への miR-34a mimic 導入による EMT
の誘発： 
 肺障害性薬物によって A549/ABCA3 細胞の miR-34a が
上昇することが明らかになったため、次に miR-34a の上昇
と EMT の関係について検討した。すなわち、A549/ABCA3
細胞に miR-34a mimic を導入することで、EMT が誘発され
るかどうか検討した。その結果、miR-34a mimic の導入によ
り、間葉系マーカーである α-SMA、COL1A1（コラーゲン）
および Fibronectin の mRNA 発現が上昇した（Fig. 5）。従
って、miR-34a の上昇は、A549/ABCA3 細胞の EMT、ひい
ては肺の線維化に直接関与する可能性が示唆された。 
 
６）肺障害性薬物による miR-34 上昇のメカニズム： 
 これまでの検討で肺障害性薬物によって肺胞上皮細胞
の miR-34a が上昇し、それによって EMT が誘発される可
能性が示唆された。そこで肺障害性薬物による miR-34 上
昇のメカニズムについて検討した。まずマイクロアレイに
よって得られたデータの中で、BLM および MTX 処置によ
って発現が有意に 2 倍以上に、あるいは 1/2 以下に変動す
る計 18 種類の miRNA の標的を TargetScan で検索した。そ
の結果、重複を除いて計 860 個の遺伝子がこれらの miRNA
が標的とする可能性のある遺伝子として抽出された。そこ
でこれら遺伝子が関与する pathway について Kyoto 
encyclopedia of genes and genomes (KEGG) の Pathway デー
タベースを用いて解析を行ったところ、p53 signaling pathway
の p 値が最も低く、それら標的遺伝子セットと関与する可
能性の高い pathway として示された。そこで、BLM や MTX
処置によって p53 の活性化（リン酸化）が起こるかどうか
A549/ABCA3 細胞を用いて検討した。その結果、BLM およ
び MTX 処置によって核画分中の p53 のリン酸化（Ser15 の
リン酸化）体が増加することが明らかとなった（Fig. 6）。リ
ン酸化された p53 は核内へ移行し、miR-34a の転写を活性化
することが報告されている。従って、肺障害性薬物は
p53/miR-34a 経路を介して EMT を誘発する可能性が示唆さ
れた。 

 
７）肺線維症モデルマウスの作成と EMT： 
 ヒドロキシプロリンはコラーゲンに含まれる主要なアミノ酸であり、線維化の指標として汎
用されている。そこでマウスに BLM を気管内投与し、14 日後、21 日後に肺組織中のヒドロキ
シプロリン含量を測定した。その結果、肺組織中のヒドロキシプロリンは、14 日後には増加傾
向、21 日後には有意な増加が認められた（Fig. 7）。また α-SMA の mRNA は 14 日後に有意に上
昇し、miR34a も増加傾向が認められた（data not shown）。従って、BLM 投与 21 日後には肺線維
症が生じるが、それに先立って 14 日後には EMT が起こり、その一部に miR34a が関与する可能
性が示唆された。 
 

  

Fig. 4. A549/ABCA3 細胞における
miR-34a の発現に及ぼす肺障害性薬
物の影響 
ブレオマイシン（BLM）、メトトレ
キサート（MTX）、ゲフィチニブ
（GEF）、パクリタキセル（PTX） 
Mean 士 S.E.M. (n=3). **p<0.01 vs 
Control 

Fig. 5. A549/ABCA3 細胞への
miR-34a mimic導入によるEMTの
誘発 
α-SMA、COL1A1 （コラーゲン）、
FibronectinのmRNA発現に及ぼす
miR-34a mimic 導入の影響 
Mean 士 S.E.M. (n=3). *p<0.05, 
**p<0.01 vs N.C. (negative control) 

Fig.6. A549/ABCA3 細胞における BLM および MTX 処置
による p53 の活性化（Ser15 のリン酸化）  
Lamin A/C（核のマーカー）、α-Tubulin（細胞質のマーカ
ー） 



８）肺線維症モデルマウスにおける miR-484 の発現
変化： 
 上記３）の A549/ABCA3 細胞を用いたマイクロア
レイ解析において、BLM および MTX 処置によって
有意に 1/2 以下に発現が低下する miRNA の一つと
して miR-484 が同定された。そこで BLM 誘発性の
肺線維症モデルマウス（BLM 投与 21 日後）を用い
肺組織中の miR-484 発現を解析した。その結果、肺
組織中の miR-484 発現はコントロールマウスと比べ
て有意に低下していた。さらに、同マウスの血漿中
の miR-484 も低下していた（Fig. 8）。一方、miR-484 
inhibitor で A549/ABCA3 細胞内の miR-484 を低下さ
せても EMT の誘発は認められなかった（data not 
shown）。従って、miR-484 の低下は BLM 誘発性 EMT
の直接的な原因ではないが、バイオマーカーとして
活用できる可能性が示唆された。 
 
９）肺線維症モデルラットの EMT と miR-222： 
上記検討ではマウス肺線維症モデルを用いたが、

肺胞上皮Ⅱ型細胞内での変化を解析するには必要量のⅡ型細
胞を単離できるラットの方が適している。そこでラットに
BLM を気管内投与し肺線維症モデルを作成した。BLM 投与
ラットでは、投与 7 日後では変化は見られなかったものの、
投与 14 日後にコラーゲンの成分であるヒドロキシプロリン
の肺組織中含量が有意に増加しており線維症の発症が確認
された（Fig. 9）。一方、BLM 投与 7 日後のラットから単離し
た肺胞上皮Ⅱ型細胞において、Ⅱ型細胞（上皮系細胞）マーカ
ーである Abca3、SP-C、Ecad の mRNA 発現の低下、間葉系
マーカーである α-SMA、Col1a1 の mRNA 発現の増加が観察
され（Fig. 10）、マウスの場合と同様に、肺の線維化に先立っ
て EMT が起こっているものと考えられた。そこで EMT 関連
miRNA として新たに miR-222 に着目し検討を進めた。miR-
222 は、以前我々がラット由来の RLE/Abca3 細胞を用い、
TGF-β1 や BLM、MTX によってその発現が上昇することを
認めている miRNA である。その結果、BLM 投与 7 日後のラ
ットの肺組織、肺胞上皮Ⅱ型細胞、血漿、気管支肺胞洗浄液
（BALF）において miR-222 が上昇することが明らかになった（data not shown）。さらに
A549/ABCA3 細胞に miR-222 mimic を導入したところ、α-SMA タンパク質の発現増加が認めら
れた（data not shown）。従って、miR-222 は BLM 誘発性肺線維症の原因、バイオマーカーおよび
治療標的となり得る可能性が示唆された。 
 

 
 
 
 
 
以上の結果から、miR-34a および miR-222 は、薬剤誘発性肺線維症の原因、バイオマーカーあ

るいは治療標的として、miR-484 はバイオマーカーとして有用である可能性が示唆された。これ
らの知見は、臨床現場で頻発している重篤な副作用である薬剤誘発性肺線維症の早期発見法や
防御法を開発する上で有用な基礎的知見になると考える。 

Fig. 7. BLM 投与マウスの肺組織中における
ヒドロキシプロリン含量 
コントロールマウス：白カラム、BLM 投与マ
ウス：黒カラム 
Mean 士 S.E.M. (n=3～4). *p<0.05 vs Control 
mouse 

Fig. 8. BLM 投与マウスの肺組
織中および血漿中の miR-484 
コントロールマウス：白カラム、
BLM 投与マウス：黒カラム 
Mean 士 S.E.M. (n=3～4). *p<0.05 
vs Control mouse 

Fig. 9. BLM 投与ラットの肺組織中におけるヒドロキ
シプロリン含量  
Mean 士 S.E.M. (n=3). **p<0.01 vs Control rats 

Fig.10.  BLM 投与ラットから単離した肺胞上
皮Ⅱ型細胞中の各種 mRNA 発現 
Ⅱ型細胞（上皮系細胞）マーカー：Abca3, SP-C, 
E-cadherin (Ecad) 
間葉系マーカー： α-SMA, Col1a1, vimentin (Vim) 
Mean 士 S.E.M. (n=3). *p<0.05 vs Control rat 
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