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研究成果の概要（和文）：本研究では、ボルテゾミブ（BTZ）によるBTZ誘発性肺障害の発症機序の解明に取り組
んだ。ヒト肺胞毛細血管内皮細胞（HPMEC）の単層培養を用いたin vitro実験系により、BTZによる血管透過性亢
進には、Claudin-5やOccludin、VE-cadherinといった血管内皮細胞間の接着を制御する分子の発現減少が関与す
ることが示唆された。また、BTZ誘発性肺障害モデルマウスを用いたin vivo実験系により、BTZによる肺障害
は、病態が経時的に変化し、BTZ投与初期には肺胞間質の炎症と伴う間質性肺疾患が起こり、その後、肺実質の
破壊を伴う閉塞性肺疾患が出現すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to elucidate the pathogenesis of bortezomib 
(BTZ)-induced lung injury. In vitro experiments using monolayer cultures of human alveolar capillary
 endothelial cells (HPMECs) suggested that BTZ-induced vascular permeability was associated with 
decreased expression of molecules that control adhesion between vascular endothelial cells, such as 
Claudin-5, Occludin, and VE-cadherin. In vivo experiments using BTZ-induced lung injury model mice 
showed that the pathology of BTZ-induced lung injury changed over time, with interstitial lung 
disease accompanied by inflammation of the alveolar interstitium occurring early after BTZ 
administration, followed by obstructive lung disease accompanied by destruction of the lung 
parenchyma.

研究分野：薬剤性肺障害

キーワード： 薬剤性肺障害　ボルテゾミブ　細胞間接着因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から、BTZによる血管透過性亢進が起点となり、病態が経時的に変化し、BTZ投与初期には肺胞間質の炎症
と伴う間質性肺疾患が起こり、その後、肺実質の破壊を伴う閉塞性肺疾患が出現することが示唆された。したが
って、BTZ誘発性肺障害の治療または予防には、BTZによる血管透過性亢進の抑制が重要であると考えられた。
BTZによる細胞間接着因子発現抑制作用の詳細なメカニズム解明により、BTZ誘発性肺障害の治療または予防の新
規標的分子の同定につながると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
（1）BTZは多発性骨髄腫の治療成績を劇的に改善した革新的な薬剤である。その一方で様々な
副作用を引き起こし、中でも肺障害は、死亡例が多数報告されている最も注意すべき副作用であ
る。BTZ投与中に肺障害を発症した場合、BTZの投与は中止しなければならず、その後の治療
において BTZを使用できなくなることで治療の選択肢が著しく狭まる。こうしたことから、BTZ
誘発性肺障害に対して確実に奏効する特有の治療法もしくは予防法の確立が望まれているが、
この副作用の発症機序は解明されていない。 
 
（2）BTZ 肺障害を発症した患者の胸部 CT 画像ではすりガラス様の陰影が認められ、発熱や
CRP上昇が見られる（Pitini V et al., Leuk Res. 2007）。また、当該患者では IL-6や TNF-α、
IFN-γ などの炎症性サイトカインの血中濃度が上昇する（Maruyama et al., Int J Hematol. 
2008）。これらのことから、BTZ誘発性肺障害には肺胞組織での炎症が関与すると推察される。
その炎症発現機序として、Liらは（Li et al., Oncol Lett. 2016）、BTZにより肺胞上皮が傷害さ
れ炎症が起こると提唱しているが実証されていない。 
 
（3）また、Dunらは（Dun X et al., Hematol Oncol. 2010）、BTZ投与終了後、BTZによるNF-
κB抑制作用が消失した反動で肺胞上皮からの炎症性サイトカイン分泌が急増することが炎症の
原因であると提案している。しかし、BTZ の血中濃度は投与後 3 日間に渡って治療域に維持さ
れているため、離脱反応が起こるとは考えにくい。 
 
（4）このように、BTZがどのようにして肺組織に炎症を惹起するかは依然として不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
申請者は本研究課題開始当初、BTZ は血管内皮細胞の直接作用して血管透過性を亢進するとい
う新しい知見を得ていた。この知見から、「血管透過性亢進は血液成分の漏出や炎症細胞の浸潤
を引き起こし、炎症の引き金となることから、BTZ による血管透過性亢進が起点となり、肺胞
間質への血漿タンパク質の漏出や炎症細胞の浸潤が生じ、炎症を惹起した結果、肺障害が発現す
るのではないか？」という問いが生じた。 
 
そこで、この問いに解を得るために、本研究では次の 3点を
明らかにすることを目的とした。 
（1）BTZは肺胞毛細血管の透過性を亢進し炎症を引き起こ
すのか？ 
（2）BTZが肺胞血管透過性を亢進する分子メカニズム 
（3）BTZによる血管透過性亢進を抑制することで炎症を抑
えられるか？ 
 
３．研究の方法 
 
（1）ヒト肺胞血管内皮細胞（HPMEC）の単層培養系を用
いて、BTZが HPMEC単層培養の物質透過性や細胞間接着
因子発現に与える影響を検討した。 
 
（2）C57BL/6マウスに対して BTZを継続投与し、BTZ肺
障害モデルマウスを作製した。経時的に肺を摘出し、凍結薄
切標本を作製し、肺胞径の間質の厚さを測定した。 
 
４．研究成果 
 
４－１．BTZがHPMEC単層培養のバリア機能に及ぼす影
響 
 
（1）HPMECをトランスウェルインサート上に播種し、コ
ンフルエント培養することで血管内皮を模倣した単層を形
成させた。そこへ様々な濃度の BTZ を添加し、3 日間培養
した。そこへさらに、HPMECの物質透過性を検討するため
に、低分子物質モデルとしてフッ化ナトリウム（NaF）を、



高分子物質モデルとしてエバンスブルー結合血清アルブミン
（EBA）を添加し、トランスウェルの下層に漏出した NaFも
しくは EBAを測定した。その結果、NaFと EBAの両分子と
もに、BTZ 処理濃度依存的な漏出量の増加が観察された（図
1）。高分子物質モデルの EBAと比較して、低分子モデルとし
て使用したNaFの方が、より低濃度の BTZ処理時に漏出量が
増加していることからも、BTZ濃度に依存して HPMECの物
質透過性が徐々に亢進すると考えられる（図 1）。 
 
（2）HPMECの細胞間接着因子発現に対する BTZの影響 
 
肺胞血管内皮細胞同士の接着には、タイトジャンクション
を形成する Claudin-5 や Occludin、ZO-1 に加えて、アド
ヘレンスジャンクションを形成する VE-cadherin や β-
cateninが関与する。そこで、これらの細胞間接着因子発現
に対する BTZの作用を検討した。その結果、BTZは ZO-1
や β-catenin のタンパク質発現レベルに影響を与えなかっ
た一方で、BTZは Claudin-5や Occuludin、
VE-cadherin のタンパク質発現を濃度依存
的に抑制していた（図 2）。その発現制御メ
カニズムを検討するために、BTZ が上記 5
分子の遺伝子発現レベルに与える影響を検
討した。その結果、BTZは 5分子全ての遺
伝子発現を濃度依存的に抑制していた（図
3）。BTZがこれら 5遺伝子の発現を減少さ
せるメカニズムは現在検討中であるが、
BTZ による NF-κB 抑制作用が関与すると
推察している。その根拠として、上記 5 遺
伝子の5’隣接領域にNF-κBの結合部位が複
数存在することを確認している。 
 
４－１．ボルテゾミブ（BTZ）が肺の形態に及
ぼす影響 
 
（1）BTZによる肺胞組織の変化 
 
C57BL/6Jマウス計 18匹を 6匹ずつ 3つのグループに分け、各グループにそれぞれ 1週間、2
週間、4週間の BTZ投与期間を設定した。また、各グループ内で 2群に分け、各群に対してそ
れぞれ 0、もしくは 600 µg/kgの BTZを、1週間に 3回（月、水、金曜日）、腹腔内投与した。
投与期間を終えたマウスから肺を摘出し、凍結薄切標本を作製後、ヘマトキシリン・エオジン染
色を行い、肺胞の形態の観察及び画像処理ソフトウェア Adaptive Vision Studio 5.1による肺胞
径の測定を行った（図 4A, B）。その結果、BTZ投与 1週間後では、BTZ投与群は Vehicle群と
比較して肺胞径が縮小する傾向が見られた。 BTZ 投与 2 週間後では、BTZ 投与群の肺胞径は
Vehicle群と同等であった。BTZ投与 4週間後では、BTZ投与群は Vehicle群と比較して肺胞径
が拡大する傾向が見られた。 
 
（2）BTZによる肺胞組織面積の変化 
 
C57BL/6Jマウス計 18匹を 6匹ずつ 3つのグループに分け、各グループにそれぞれ 1週間、2
週間、4週間の BTZ投与期間を設定した。また、各グループ内で 2群に分け、各群にそれぞれ
0、もしくは 600 µg/kgの BTZを、1週間に 3回（月、水、金曜日）、腹腔内投与した。投与期
間を終えたマウスから肺を摘出し、凍結薄切標本を作製後、ヘマトキシリン・エオジン染色を行
い、肺胞の形態の観察及び画像処理ソフトウェア ImageJ による肺胞組織面積の測定を行った
（図 4A, C）。その結果、BTZ 投与 1 週間では、BTZ投与群の肺胞組織面積は Vehicle群と比
較して増加傾向を示した。投与 2 週間では、BTZ投与群の肺胞組織面積は Vehicle群と同等で
あった。BTZ投与 4 週間では、BTZ投与群の肺胞組織面積は Vehicle群と比べて減少傾向を示
した。 
 
以上（1）と（2）の結果から、BTZ 投与 1 週間後では、BTZ投与群は Vehicle 群と比較して
肺胞径が縮小する傾向が見られ、肺胞組織面積が増加傾向を示したことから、肺胞組織の炎症に



より間質が肥厚したことが考えら
れる。投与 4 週間後では、BTZ投
与群は Vehicle 群と比較して肺
胞径が拡大する傾向が見られ、肺
胞組織面積が減少傾向を示したこ
とから、肺胞組織の障害により肺
胞壁が薄くなっていることが考え
られた。 
 
 
４－３．考察 
 
（1）本研究の結果から、BTZ に
よる肺障害発症には、①初期に惹
起される間質の炎症、②BTZ継続
投与による肺胞組織の傷害の 2つ
のフェーズが関与することを示唆
している。①の過程には、PMEC
の単層培養による in vitro実験系
での検討から明らかになった肺胞
血管内皮細胞の細胞間接着因子の
発現減少を介した血管透過性の亢
進が関与している可能性がある。
病態は経時的に変化し、BTZ 投与
初期には肺胞間質の炎症を伴う拘
束性肺疾患が起こり、 投与後期に
は肺胞組織の障害を伴う閉塞性肺
疾患が出現すると考えれらた。ま
た、BTZ投与中期は、肺胞組織の
形態・肺胞径・肺胞組織面積のいずれも Vehicle群と同等であったが、投与初期・後期と異なり
このような組織像を示した機序として、投与初期に炎症を起こして肥厚した間質が BTZの継続
投与に伴い障害を受け、徐々に肺胞壁が薄くなっていくことに伴う組織像の変化であると考え
られ、BTZ投与中期は、投与初期から後期へのフェーズの転換期にあたるのかもしれない。 
 
（2）本研究の結果から BTZ による血管透過性亢進を起点として、肺組織が経時的に変化する
可能性を明らかにした。今後は、in vitro実験で明らかにした、肺胞血管内皮における細胞間接
着因子発現減少や血管透過性亢進を in vivoでも観察されるか検討が要求される。また、本研究
期間内に、HPMECにおいて BTZが細胞間接着因子発現を減少させる詳細なメカニズムの解明
にまで至らなかった。そのメカニズムの解明は BTZ誘発性肺障害の治療ならびに治療に貢献で
きると考えらえる。 
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