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研究成果の概要： 
 
マウス肺線維症モデルにおける細気管支の細胞死、再生と線維化に関与する因子について検討した。マウ

スにおける細気管支障害モデルにおいて、細気管支上皮細胞の RNA を選択的に抽出し、上皮細胞特異的な

mRNA 発現を検討した。特に、細気管支上皮細胞の細胞死、老化、再生に関与する因子について解析した。

ナノスフェアに Bax siRNA を封入し、気道上皮細胞の細胞死に及ぼす効果を検討した。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・呼吸器内科学 
キーワード：肺損傷、肺線維症、細気管支、再生、アポトーシス、ナノテクノロジー 
 
１．研究開始当初の背景 (2)肺修復過程における負のスパイラル 

(1)アポトーシスと肺損傷・線維化  肺線維化の病態に肺損傷後の組織の再生過

程の異常が深く関わっていることが明らかと

なっている。線維化の過程は、肺上皮細胞損

傷に始まり、不適切な修復であるリモデリン

グの結果生じる。線維芽細胞巣が形成される

と隣接部位の再上皮化の過程が阻害され、負

のスパイラルに陥る。 

 肺線維症は、これだけ医療が高度に進歩し

た現代においても難治性でかつ予後不良な肺

疾患であり、有効な治療法の開発が急がれて

いる。これまでに我々は肺損傷・線維化にお

けるアポトーシスの重要性を明らかにしてき

た。 

  



(3)肺損傷・線維化における再生 

 喪失した細胞を補うことは修復過程にとっ

て必須である。前駆細胞（basal cell, 

neuroendocrine cell, Clara cell, alveolar 

type II cell）や、骨髄幹細胞がその役割を

果たすと考えられている。再生が障害されれ

ば正常な機能は失われ、さらに負のスパイラ

ルが増強する。 

 

(4) 細気管支病変と肺損傷 

COPDの９割は喫煙が原因であり、細気管支

病変が重要である。肺線維症においても、喫

煙は増悪因子であり、細気管支上皮はDNA傷害

が顕著である。ブレオマイシン肺臓炎モデル

は、細気管支上皮傷害が起点となる。抗Fas

抗体吸入モデルでは、最初にClara cell のア

ポトーシスに始まり、それが肺損傷・線維化

へと進行する。細気管支が、肺損傷と線維化

において重要な役割を果たすことを示してい

る。 

 

２．研究の目的 
(1)マウスにおけるブレオマイシン肺臓炎モ

デル、ナフタレンモデルを用いて、laser 

micro dissectionによって細気管支上皮細胞

のRNAを選択的に抽出し、microarrayを行い、

同時に免疫染色によって蛋白発現を検討する。

細気管支上皮細胞の損傷・修復・再生過程に

おける重要な因子の発現を解析する。 

 

(2)ブレオマイシン肺損傷モデル、ナフタレン

肺損傷モデルを用いて、重要と思われる因子

を特異的なsiRNAの経気道投与により発現を

抑制することで、肺胞領域、あるいは細気管

支の役割を修飾することによって、肺組織の

損傷・線維化に及ぼす影響を検証する。その

投与に関しては、細胞内移行、細胞内での長

時間にわたる蛋白や核酸放出能が期待される

ナノスフェアを用いる。このナノスフェアは、

粒子の大きさを変えることによって細気管支

と肺胞領域へ選択的に投与することが可能で

ある。 

 
３．研究の方法 
(1)マウス・肺損傷モデルにおける肺損傷と線

維化関連因子の検討  

ブレオマイシン肺臓炎モデルにおいて、細

気管支上皮細胞におけるRNA発現、蛋白発現

を検討する。その中でTGF-β, collagenase, 
erythropoietin, の意義、及び最近話題と

なったepithelial mesenchymal transition

の重要性について検討する。   

 

(2)マウス・肺損傷モデルにおいてlaser 

micro dissection によって選択的に採取し

た細気管支上皮細胞における再生に関わる因

子のmicroarray によるRNA発現解析 

ナフタレンモデルにおいて、laser micro  

dissection によって選択的に得られた細気

管支上皮細胞における再生に関わるRNA発現、

蛋白発現をmicroarrayによって検討する。 

 

(3)ナノスフェア封入siRNAによる遺伝子導入

のための基礎的検討 

難治性肺疾患に対する治療戦略においては、

①分子標的治療、②核酸・遺伝子治療が有用

と期待されるが、その臨床応用には細胞、臓

器への損傷性が少なく、細胞・臓器特異的で

あり、全身への影響が最小限に抑制され、核

酸・遺伝子という薬物を狙い通りに機能させ

るためのDDSが極めて有効である。そこで、

ナノスフェア封入核酸による肺疾患の治療

における基礎的検討を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 肺損傷、線維化関連因子に関する研究 

 

①ブレオマイシン肺臓炎モデルにおける

TGF-βの役割 
 ウイルスではない plasmid を用いて

TGFRII gene の in vivo gene transfer によ

って肺線維症モデルを抑制した。In vivo 
gene transfer は、マウスの大腿筋に plasmid
を遺伝子導入し、大腿筋内で可溶性 TGFRII
蛋白を発現させる。血流によって可溶性

TGFRII は肺へと運ばれ作用する。可溶性

TGFRII の有意な発現は１回の遺伝子導入に

よって２週間継続した。遺伝子導入によって

肺上皮細胞のアポトーシスおよび肺線維化

は抑制された。TGF-βは肺線維化の中心的役

割を果たし、ウイルスを用いないことによっ

てヒトへの応用が可能であり、一回の遺伝子



導入で２週間作用することから、今後の臨床

への応用が期待される。 
 
②肺損傷と線維化における erythropoietinの

意義 
 ブレオマイシン肺臓炎モデルに対して

様々な細胞に対する保護作用を有すること

が注目されている erythropoietinを投与した。

マウスの肺における erythromycin の受容体

は、気管支上皮、肺胞上皮、血管内皮細胞に

発現し、ブレオマイシンを経気管支内注入す

ると増強した。erythromycin をブレオマイ

シン投与後５日―１４日後にかけて腹腔内

投与した。その結果、肺上皮細胞のアポトー

シスと、肺損傷および線維化が抑制された。

肺組織のホモジェネートを用いた western 
blot, 組織免疫染色の結果、Akt, ERK を介す

る生存シグナル活性化による肺上皮細胞の

アポトーシス抑制がその機序と考えられた。 
 
③epithelial mesenchymal transition(EMT)
と肺線維化 

 本来、EMT は、胎生期における分化、

癌細胞の浸潤と転移において知られた現象

であったが、組織損傷における治癒過程にお

ける意義が注目されてきた。EMT の基本的

な現象は上皮細胞の特性である細胞間の接

着、細胞の極性を喪失し、間葉系細胞の特性

である遊走能を獲得することである。即ち、

肺線維化における EMT は、上皮細胞が線維

芽細胞に変化する EMT の過程を経て、線維

化へ寄与する可能性を示している。EMT を

細胞レベル、組織レベルにおいて検出するた

めには、上皮細胞に特異的な分子の発現が減

少し、間葉系細胞に特異的な分子の発現が増

加することを、上皮細胞において証明するこ

とによって通常なされている。 
 動物実験モデルにおいて、各臓器の線維化

における EMT の関与が示唆されている。胆

管結紮による肝線維化、慢性の腎障害におけ

る腎尿細管上皮細胞の EMT の存在も報告さ

れている。培養細胞においてはこの現象は

TGF-βによって強力に誘導される。肺上皮細

胞においても、TGF-βによって間葉系細胞特

異的な蛋白発現の亢進が認められ、細胞の形

態も線維芽細胞に変化する。肺線維化におい

ても EMT が関与することは十分に可能性が

あることと思われる。 
 上皮細胞に特異的にβ-galactosidase (β-gal) 
を発現させたマウスに、TGF-β を強発現させ

ることによって肺線維化モデルを作成する

と、間葉系細胞に特異的な蛋白発現と、線維

芽細胞様の形態を呈するβ-gal 陽性細胞が認

められる。従って、EMT が線維化に寄与して

いるとする報告がある。 
特発性肺線維症における報告は、免疫二重

染色によって、上皮細胞のマーカーであるサ

ーファクタント蛋白と筋線維芽細胞のマー

カーであるα-SMA が共に陽性である上皮細

胞が、実に 88%を占めると報告している。こ

れに対して、我々の同様の検討では、二重に

染まる細胞は見いだせなかった。 laser 
captured microdissection によって特発性

肺線維症の fibroblastic foci の被覆上皮を採

取し、RNAと蛋白を抽出し検討した結果は、

これらの上皮はα-SMA を発現しておらず、

EMT に関しては否定的な結果であった。 
EMT が培養上皮細胞において誘導される

ことは疑いないようであるが、in vivo での肺

線維化への寄与は、未だ明らかでない。線維

芽細胞の起源について、骨髄細胞の寄与、局

所の前駆細胞・幹細胞の寄与について解明さ

れるべき問題が残っている。 
 
(2) 細気管支上皮細胞特異的な損傷と再生

関連因子 

 

①細気管支上皮細胞の再生に関わる因子の

RNA 発現解析 

 ナフタレンモデルにおいて、laser micro  

dissection によって選択的に得られた細気管支

上皮細胞における再生に関わる RNA 発現、蛋

白発現を microarray によって解析した。正常コ

ントロールと比較して ratio10 以上の増加をしめ

ししたものは、amphiregulin (ratio28)、TIMP1 

(ratio28) 、creatine kinase, brain (ratio10)、胃粘

膜上皮から産生される成長ホルモン ghrelin 

(ratio10-30)、resistin like beta (RELM-beta) 

(ratio10)、 lectin, galactose binding, soluble 3

（galectin3） (ratio 10)などであった。ghrelin は

sepsis 急性肺損傷が抑制されるとの報告があり、

RELM は、アレルギー性炎症での気道リモデリン



グとの関連が報告されている。Galectin は細胞

間接着や基底膜との結合にかかわる蛋白であり、

上皮細胞増殖やマクロファージ、好中球の活性

化に関与している。その他、2 倍以上の上昇を

示した mRNA は約 1500 にのぼるが、上皮細胞

の再生、修復に関与する因子がその多くを占め

た。細気管支上皮が損傷の修復に深く関与し、

重要な役割を担っていることが予想された。 

 今回発現が有意に増加した因子は、その多く

の分子が様々な動物モデルや人の検体を用い

た実験によって損傷と修復に関与していることが

報告されている。今後その中でいまだ役割の明

らかでない因子を選択し、病態における役割を

ナノスフェアを用いた研究によって明らかにする

予定である。 

 
(3)ナノスフェア封入siRNAによる遺伝子導入

のための基礎的検討 

 

①ナノスフェア封入核酸による肺疾患の治

療を目的とする基礎的検討 

 エマルジョン溶媒拡散法によって調整さ

れた PLGA ナノスフェアは機能性化粧品や

育毛剤として実用化されており、生体におい

て使用実績がある点から、他の遺伝子キャリ

アよりも実用化しやすい生体内分解性高分

子材料といえる。 
 In vitro において、肺上皮細胞細胞株であ

る A549 細胞を用いた。PLGA をキトサンに

よって修飾することによって細胞内への取

り込みと封入された siRNA は徐放化され、

効果がより長時間維持される。遺伝子を封入

する場合に細胞内部に封入する必要性が明

らかとなった。 
 siRNA を PLGA ナノスフェアに封入して

用いることによって、標的とする蛋白発現は

DOTAP 複合体と比較し、効果のピークが遅

れて現れる。この点もこれまでのウイルスベ

クターと異なる特色である。ナノスフェアを

修飾することや、異なるベクターを用いるこ

とによって、初期に抑制したり持続的に抑制

するなど様々なパターンの発現制御が可能

になると考えられた。 
 In vitro におけるナノスフェア封入 siRNA
の動態に関する基礎的検討を行ってきたが、

期間内に in vivo における検討までは至らな

かった。今後は、肺損傷、肺線維化モデルマ

ウスを用いて in vivo における動態と効果を

検討する予定である。 
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