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研究成果の概要（和文）：新規抗線維化薬であるピルフェニドン（PFD）が骨髄由来の線維細胞 fibrocyte にどの様な
作用を有するかを肺線維症モデルマウスを用いて検証した。C57BL/6マウスにブレオマイシン(BLM)を浸透圧ポンプで投
与し、PFDを14日間経口投与する予防モデルと，10日目から21日目まで投与する治療モデルを作成した。いずれのモデ
ルでも肺内のfibrocyte  (CD45, collagen I陽性細胞と定義）のpool sizeは抑制された。この抑制にはケモカインで
あるCCL2の抑制とCCL2に対する遊走能の抑制が関与していた。以上の結果は、PFDの新規抗線維化作用の一つと考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：Bone marrow-derived fibrocytes reportedly play important roles in the pathogenesis
 of idiopathic pulmonary fibrosis. Pirfenidone (PFD) is an anti-fibrotic agent; however, its effects on fi
brocytes have not been investigated. The aim of this study was to investigate whether PFD inhibits fibrocy
te pool size in the lungs of bleomycin (BLM)-treated mice. To achieve this, C57BL/6 mice were treated with
 BLM and PFD was administered. Fibrocyte pool size in BLM-treated mice lungs was attenuated by PFD. This w
as also observed in a therapeutic setting. Increased chemokine (CC motif) ligand-2 (CCL2) and CCL12 produc
tion in BLM-treated mouse lungs was significantly attenuated by PFD. Fibrocyte migration toward CCL2 and c
hemokine (CC motif) receptor-2 expression on fibrocytes were significantly inhibited by PFD in vitro. Fibr
ocyte inhibition is considered a mechanism of anti-fibrotic action of PFD. 
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１．研究開始当初の背景 
特 発 性 肺 線 維 症 (idiopathic pulmonary 
fibrosis: IPF)は細胞外マトリックスの異常
沈着を来たし、慢性かつ進行性に高度の線維
化を来す予後不良な疾患である．IPF は病理
学的に usual interstitial pneumonia(UIP)
パターンを呈し、過剰なコラーゲン産生、
fibroblastic foci の出現などを認めるが、
その病態はまだ解明されていない．肺に沈着
する過剰な細胞外マトリクスは、肺線維芽細
胞が産生していると考えられている．これま
で、肺の線維化病態には肺内に存在する肺線
維芽細胞や、上皮間葉移行(epithelial 
mesenchymal transition: EMT)が関与すると
考えられてきたが、肺へ遊走する骨髄由来の
fibrocyte の線維化病態への寄与も想定され
ている.Fibrocyte は、fibroblast の前駆細
胞と考えられる細胞の一つで、骨髄由来間葉
系前駆細胞であり、白血球共通抗原、造血幹
細胞マーカーを発現している．IPF 患者、と
くに IPF 急性増悪患者の末梢血中では、健常
人と比較しfibrocyteが増加し予後とも関連
し て い る と い う 報 告 も あ る ．
Pirfenidone(PFD)は IPFに対して世界で初め
て承認された抗線維化薬である．その作用機
序として、TGF-β産生抑制やコラーゲン産生
抑制作用、TNF-α産生抑制作用などが報告さ
れているが、その標的分子は未だ不明であり、
明確な作用機序は解明されていない．我々は
in vivo、in vitro において、PFD の fibrocyte
に対する抑制効果を検討した． 
 
２．研究の目的 
ブレオマイシン誘発肺障害モデルマウスに
おける fibrocyte の関わりを解明すること
により、線維化の細胞資源を解明し、同時に、
新規抗線維化薬PFD治療導入後の fibrocyte 
の推移、ケモカインとの関連を検証すること． 
 
３．研究の方法 
C57BL/6 マウスをコントロール群，ブレオマ
イ シ ン (BLM) (100mg/kg) 群 ， PFD 
(300mg/kg/day) 群，BLM+PFD 併用群の 4群に
分け，浸透圧ポンプで BLM を 7日間持続的に
投与し，BLM 投与開始日から PFD を 28 日間
経口投与したマウスで，肺の線維化に対する
PFD の効果を評価した．次に，BLM 投与開始
から PFD を 14 日間投与する予防モデルと，
BLM 投与 10 日目から 21 日目まで PFD を投与
する治療モデルを作成した．予防モデルにお
いて，BLM 投与開始から 14 日目に肺を摘出し
fibrocyte (CD45, collagen I 陽性細胞と定
義)を flow cytometry で評価し，肺内の
fibrocyte を定量的に評価するため免疫蛍光

染色を行った．Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA)で肺内のケモカインの濃度を
測定し，肺内におけるケモカインの産生細胞
を評価するため免疫染色を行った．肺胞マク
ロファージに対するPFDの効果を評価するた
め，気管支肺胞洗浄液中の細胞数，細胞分画
を測定した．また，治療モデルにおいては BLM
投与開始から21日目に肺を摘出しfibrocyte
を flow cytometry で評価した．さらに，BLM
投与後 14 日目に摘出した肺を 10-14 日間培
養し，mesenchymal 細胞から fibrocyte を分
離し(magnetic beads を用いて CD45陽性細胞
を単離)，ケモカインに対する fibrocyte の
遊走能を Boyden chamber を用いて評価した．
またfibrocyteにおけるケモカインレセプタ
ーの発現に対するPFDの作用を確認するため、
定量的 PCR を行った． 
 
４．研究成果 
(1)C57BL/6マウスにおけるBLMの持続皮下投
与による線維化肺形成 
BLM投与開始後28日目に摘出した肺において，
HE 染色と Masson 染色で肺切片を評価したと
ころ，コントロール群では線維化を認めなか
ったが，BLM 群では胸膜直下有意に線維化と
肺胞構造の破壊を認め，PFD 併用群では抑制
された(図 1)．線維化を定量的に評価するた
め Ashcroft score( 図 ２ ) と collagen 
assay(図 3)を検討したところ， BLM による
線維化がPFDを併用することで有意に抑制さ
れた. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．BLM 持続皮下注射による線維化肺の比
較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. Ashcroft score の比較 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. Collagen assay の比較 
 
 
(2)予防モデルにおける PFD の fibrocyte に
対する抑制効果 
①生理食塩水群、BLM 単独群、PFD 単独群、
BLM＋PFD併用群の4群に分け、CD45、collagen 
I 陽性細胞を FACS で解析した．Fibrocyte は
生理食塩水群で 9.4%であったのに対し、BLM
単独群では 26.0%と上昇したが、PFD 併用群
で 10.4%と減少を認めた(図 4)． 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4.CD45、collagen I による FACS 解析． 
A:ブレオマイシン(BLM)単独群 
B:BLM＋pirfenidone(PFD)併用群 
 
②BLM 投与 14 日後のマウス肺では、生理食塩
水群と比較し肺の線維化が認められた．CD45
と collagen I での免疫組織染色の結果では、
BLM 群で fibrocyte の増加を認め(図 5)、
BLM+PFD 併用群では有意に fibrocyte が減少
していた(図 6)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5.CD45、collagen I による免疫組織染色 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6.CD45、collagen I 陽性細胞(fibrocyte)
数の比較 
 
(3)PFD による chemokine 抑制効果 
 ELISAによるCCL2、CCL12濃度の検討では、
生理食塩水群、PFD 単独群と比較し有意に
CCL2、CCL12 濃度が上昇していたが、PFD 併
用によって有意に減少していた(図 7,8)．
CXCL12 濃度に関しては、PFD 単独群と比較し
BLM 単独群で有意に上昇していた．BLM 単独
群と比較し BLM＋PFD 併用群では、CXCL12 濃
度に有意差は認められなかったが、減少傾向
は認められた(図 9)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. CCL2 濃度の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8. CCL12 濃度の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9. CXCL12 濃度の比較 
 
(4)CCL2 免疫組織染色 



 BLM 単独群では、肺胞領域と細気管支領域
において、特に肺胞上皮細胞、肺胞マクロフ
ァージ、細気管支上皮に発現の増強を認め、
PFD 併用により CCL2 発現は減弱していた(図
10)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10. CCL2 の免疫組織染色 
 
(5)気管支肺胞洗浄液中のマクロファージ 
PFD は気管支肺胞洗浄液中のマクロファージ
を減少させた(図 11)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 11.  気管支肺胞洗浄液中のマクロファ
ージ数の比較 
 
 
(6)治療モデルにおける PFD の fibrocyte に
対する抑制効果 
fibrocyteはコントロール群の10.1%からBLM
群の 29.9%へと増加し，PFD 併用群で 22.1%
まで減少した(図 12)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 12.CD45、collagen I による FACS 解析． 
A:ブレオマイシン(BLM)単独群 
B:BLM＋pirfenidone(PFD)併用群 
 
(7)CCL2 に対する fibrocyte の遊走能の抑制
効果 
 CCL2 100ng/ml では fibrocyte の遊走は見
られなかったが、CCL2 200ng/ml、500ng/ml

により fibroctyte の遊走が認められ、PFD 投
与により有意に抑制された(図 13)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 13.  CCL2 に対する fibrocyte の遊走能 
 
(8)Fibrocyte における CCR2 発現 
単離 fibrocyte における CCR2 の発現は，PFD
投与により有意に抑制された(図 14)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 14. Fibrocyte における CCR2 発現の比較 
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