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研究成果の概要（和文）：上皮－間葉転換(EMT）は、傷害された上皮細胞が筋線維芽細胞に転換する現象で、線維化の
増悪に係る。尿細管、胆管、毛嚢について、それぞれ腎線維化、胆管線維化、皮膚線維化のラットモデルを作製し、解
析した。不完全再生尿細管は筋線維芽細胞の特性を獲得し、このEMTは、PGE2やNGALにより抑制され、オステオポンチ
ンにより促進された。後腎芽体には筋線維芽細胞の特徴があり、よって尿細管のEMTは後腎芽体への遡及現象として捉
えられる。胆管線維化での胆管と皮膚線維化での毛嚢では、EMTは掴めなかった。筋線維芽細胞は未分化幹細胞に由来
する可能性が示された。EMT理論の構築と難治性線維化の治療法の開発に資する。

研究成果の概要（英文）：Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a phenomenon in which injured epithelia
 acquire myofibroblastic properties, leading to progressive fibrosis. EMT was analyzed in renal epithelia,
 bile duct epithelia and follicular epithelia in renal fibrosis, peribiliary fibrosis and cutaneous fibros
is, respectively. The acquisition of myofibroblastic properties of incomplete renal regeneration in renal 
fibrosis was demonstrated; this EMT was inhibited by PGE2 and NGAL, but promoted by osteopontin.  Since ne
phric blastema showed myofibroblastic properties, suggesting that renal EMT is a retroactive phenomenon to
wards renal blastema.  Evident EMT was not shown in the bile duct epithelia in peribiliary fibrosis or fol
licular epithelia in cutaneous fibrosis. Myofibroblasts may be derived from the mesenchymal stem cells suc
h as pericytes and bone-marrow stem cells. The present study gives a novel concept (EMT theory), which wou
ld open clues of possible therapies for intractable fibrosis.  
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科学研究費助成事業 研究成果報告書 
１．研究開始当初の背景 
「上皮－間葉転換」(EMT)は、傷害後の再生
尿細管上皮が筋線維芽細胞に転換すること
で腎線維化の増悪に関わる現象として見出
された。しかし、尿細管上皮にみられる EMT
の病理学的な意義、さらには、尿細管上皮に
加え、肝線維化（胆管周囲線維化）での胆管
上皮や創傷治癒後の皮膚線維化での毛嚢上
皮にも EMT が生じると考えられるが、その特
性については十分には解明されていない。
EMT は、上皮細胞が膠原線維を産生する筋線
維芽細胞へと転換することから、EMT の形成
機序を解明し、その起源細胞を同定すること
は、臨床学的にEMTに起因する病的線維化（萎
縮腎、胆管線維症、難治性皮膚肉芽組織など）
のユニークな治療法・改善法の開発に繋がる
と考える。また、従前の病理学では、上皮細
胞が間葉系細胞に変わることは否定されて
いたことから、この研究の遂行は、既存の学
説を打破する新たな生命現象を提起すると
考えている。本研究の遂行は、難治性線維化
の治療法の開発にも資する。 
２．研究の目的 
難治性線維化（萎縮腎、肝硬変/胆管周囲線
維症、皮膚の肉芽組織など）は進行すると
組織の機能障害を導く。異常分化現象「上
皮-間葉転換(EMT)」は筋線維芽細胞を誘導
し、線維化の増悪に係る。しかし、その病
理発生機序と臨床学的意義の全貌は解明さ
れていない。本研究では、肝、腎、皮膚の
ラット線維化モデルを作出し、EMT の形成機
序を病理学的に解明するとともに、EMT は上
皮の遡及現象と捉えていることから、幹細
胞マーカーを用いてその起源細胞を体性幹
細胞の観点から追究する。 
３．研究の方法 
上皮-間葉転換(EMT)の発生機序と臨床学的
意義を解明するために、以下の臓器毎に生じ
る線維化の EMT を、筋線維芽細胞の特徴であ
る細胞骨格の発現と上皮細胞マーカーを指
標に、主に免疫組織化学的・分子病理学的手
法を用いて解析する。 
３－１．腎線維化：腎毒性を有するシスプラ
チンをラットに投与することで腎線維化モ
デルを作出した。この研究では、筋線維芽細
胞が有する細胞骨格（ビメンチン、デスミン、
α-平滑筋アクチン）、Thy-1、カルポニンの
発現に加え、細胞代謝・活性化物質（PGE2、

オステオポンチン、NGAL など）の関与につ
いても in vivoと in vitroで解析を加えた。 
３－２．肝硬変と胆管周囲線維化：ラットに
チ オ ア セ ト ア ミ ド あ る い は
α-Naphthylisothiocyanate を投与し、それ
ぞれ肝硬変での偽胆管形成とグリソン鞘に
おける胆管周囲線維化の病態を作出し、 
EMTに焦点を置いて解析した。この解析では、
筋線維芽細胞に変換する肝星細胞に発現す
る GFAP と幹細胞が有するネスチンの発現に
焦点を置いた。 
３－３．皮膚線維化：ラットに皮膚パンチ創
傷、あるいはブレオマイシン投与による皮膚
硬化症モデルを作製し、毛包の病態を EMT の
観点から解析した。 
４．研究成果 
（１）腎線維化における尿細管上皮の EMT 現
象の解析 
１－１．細胞骨格発現を指標にしたEMT解析： 
筋線維芽細胞は、ビメンチン、デスミン、α
-平滑筋アクチンなどの様々な細胞骨格を発
現する。特に、α-平滑筋アクチンの発現は、
高度に分化した筋線維芽細胞の重要なマー
カーと考えている。そこで、シスプラチン誘
発ラット腎線維化病変に生じる傷害尿細管
上皮におけるこれらの細胞骨格の発現を解
析した。その結果、傷害後の再生尿細管は、
ビメンチンを発現したが、デスミンとα-平
滑筋アクチンの発現はみられなかった。ビメ
ンチンのみを発現する尿細管上皮は、再生過
程にある上皮で、EMT 現象とは必ずしも捉え
られないとされる。そこで、高度な線維化部
位における不規則な形態を示す異常な尿細
管でより詳細に解析を行ったところ、尿細管
上皮の一部にα-平滑筋アクチンの発現がみ
られた。このような尿細管は、大小のサイズ
で著しく拡張した腔を有する特徴や、あるい
は基底膜が著しく肥厚し萎縮する特徴があ
った。このような異常な尿細管を内張りする
上皮は小型立方状あるいは扁平状で、異常な
再生過程にある尿細管と考えられた。このよ
うな不完全再生の尿細管上皮にEMTが生じる
可能性が示された。 
１－２．尿細管上皮由来培養細胞での EMT 解
析： 
ラット尿細管上皮細胞株NRK-52Eと豚尿細管
上皮細胞株 LLC-PK1 を用い、線維原性因子で
ある TGF-1 に対する影響を筋線維芽細胞に



特徴的な細胞骨格であるα-平滑筋アクチン
を指標に検討した。その結果、どちらの細胞
株においてもTGF-1の添加でα-平滑筋アク
チンの発現が増加した。さらに、NRK-52E に
おいては上皮細胞の特性であるカドヘリン
の発現が低下した。また、LLC-PK1 では、
TGF-1 と PDGF-BB の同時添加で、α-平滑筋
アクチン発現が相乗的に増加した。In vitro
での尿細管上皮の EMT 現象が確認された。 
１－３．Thy-1 発現を指標にした EMT の解析： 
近年、線維化との関連でThy-1の役割が注目さ
れている。すなわち、Thy-1を発現する既存の
線維芽細胞が筋線維芽細胞に分化するとされ
る。Thy-1は、また未熟な間葉系細胞にも発現
することから、そこで、ラット腎発生過程に
おけるThy-1発現細胞の動態を解析した。その
結果、後腎芽体由来の未熟な間葉系細胞は
Thy-1を発現し、このThy-1発現細胞の多くは
ビメンチンを共発現し、さらに一部の細胞は
α-平滑筋アクチンも共発現していることが
分かった。シスプラチン誘発腎線維化におけ
る筋線維芽細胞には、Thy-1、ビメンチン、α
-平滑筋アクチンの発現がみられることから、
後腎芽体由来の未熟な間葉系細胞には筋線維
芽細胞と類似の性格があることが示された。
後腎芽体細胞は、発生過程で尿細管上皮と間
質細胞に分化することから、腎線維化部位に
おける筋線維芽細胞は、「尿細管上皮の傷害⇒
不完全再生⇒後腎芽体間葉系細胞へと脱分化
（未熟化）⇒α-平滑筋アクチン発現の間質細
胞」の過程を辿る一種の遡及現象と考えられ
た。また、この実験では、腎線維化部位のThy-1
発現の筋線維芽細胞は、形成初期の未熟型で、
一方、α-平滑筋アクチンを発現する筋線維芽
細胞は高分化型と考えられる成果を得た。 
１－４．カルポニン発現を指標にしたEMTの解
析： 
α-平滑筋アクチンを発現する一部の細胞に
カルポニンの発現がみられ、かつ異常な再生
過程にある尿細管の内張り細胞にもカルポニ
ンが発現していた。カルポニンを指標にEMT
現象が観察された。 
１－５．PGE2とPGE2の産生に関与する酵素とレ
セプターとEMTとの係わり： 
シスプラチン誘発腎線維化において、病変部
位で COX-1 の発現上昇と、microsomal PGES-1
（mPGES-1）の発現増加、さらに PGE2 レセプ
ターのうち特にEP4が増加することが分かっ
た。すなわち、腎線維化部位において、COX-1

を介した PGE2の産生と、PGE2の EP4 を介した
作用が存在することが示された。また、ラッ
ト尿細管上皮細胞株（NRK-52E）に PGE2 ある
いは EP4 アゴニスト（11-deoxy-PGE1）を添加
するとアポトーシスとEMT現象が抑制された。
以上より、産生された PGE2は EP4 を介してア
ポトーシスの抑制による細胞の保護とEMTに
よる線維化の抑制をもたらすことが示され
た。 
１－６．好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン
（NGAL）とオステオポンチンの EMT への係わ
り： 
シスプラチン誘発腎線維化病変における
NGAL とオステオポンチンの発現を解析した。
その結果、NGAL 発現は、良好に再生しつつあ
る尿細管上皮に認められ、一方、オステオポ
ンチンの発現は、拡張あるいは萎縮など異常
な形態を示す尿細管上皮にみられた。さらに、
オステオポンチンの発現は線維化の進行と
関連する TGF-1 や筋線維芽細胞数と正の相
関を示した。また、ラット尿細管上皮細胞株
NRK-52E に TGF-1 を添加すると、EMT 現象下
で、NGAL の発現が低下し、オステオポンチン
の発現が増加した。すなわち、NGAL は、良好
な尿細管の再生に、一方、オステオポンチン
はEMTによる線維化の形成に関与することが
示された。 
（２）胆管周囲線維化における胆管上皮の
EMT 現象の解析 
グリア線維性酸性タンパク質（GFAP）は通常
は脳のアストロサイトに発現する細胞骨格
であるが、近年、肝星細胞にも発現すること
が見出された。また、肝線維化では、肝星細
胞が筋線維芽細胞に変換することが知られ
ている。そこで、GFAP 発現を指標として胆管
上皮の EMT 現象を解析した。 
ラットにチオアセトアミド (TAA)を連回

投与することで、肝硬変モデルを作製し、形
成される偽胆管の特徴を、GFAP 発現細胞との
関連で、EMT の観点から解析した。その結果、
正常な肝組織には GFAP 陽性の肝星細胞が存
在し、線維化の進行に伴い偽小葉の周囲の線
維架橋部位に、多くの GFAP 陽性細胞が出現
することが分かった。その部位における GFAP
陽性細胞は、ビメンチン、デスミン、α-平
滑筋アクチンを共発現したことから、GFAP 陽
性の肝星細胞が筋線維芽細胞に変換するこ
とが示された。一方、偽胆管上皮は、胆管上
皮に特異的なサイトケラチンCK19を発現し、



さらに一部は GFAP 陽性を示した。この現象
は EMT の可能性を示唆するが、しかし、正常
な胆管上皮においても GFAP 陽性所見がみら
れること、またα-平滑筋アクチンを発現す
る胆管上皮細胞はみられなかったことから、
GFAP と CK19 共陽性の偽胆管上皮の反応は、
EMT 現象とは捉えることはできないと判断し
た。 
また、α-Naphthylisothiocyanate による

胆管周囲線維化における小葉間胆管上皮の
細胞骨格の変化を観察したが、上皮にはビメ
ンチンの発現はみられたが、α-平滑筋アク
チンの発現はみられなかった。胆管上皮での
明らかな EMT 現象は掴めなかった。興味ある
所見として、胆管周囲線維化での再生胆管上
皮の一部と周囲の筋線維芽細胞にネスチン
の発現がみられた。ネスチンは未分化細胞を
認識することから、ネスチンの発現を指標と
した EMT 解析（未分化細胞の上皮と筋線維芽
細胞への双方への分化の可能性）を今後検討
する必要がある。また、胆管周囲線維化では、
一部の筋線維芽細胞は幹細胞の特徴を示す
ことが分かった。 
（３）皮膚線維化部位における毛包上皮の
EMT 現象の解析 
皮膚の創傷時の線維化において毛包上皮が
EMT 現象により筋線維芽細胞に変化する可能
性がある。そこで、パンチ創傷を作製し、そ
の後に形成される皮膚の線維化部位におけ
る毛包の変化を観察した。その結果、毛根周
囲の毛包鞘細胞からα-平滑筋アクチン陽性
の筋線維芽細胞が形成されている現象を掴
まえることができた。この細胞は、コラーゲ
ン IV の基底膜で分断される毛包鞘細胞のビ
メンチン陽性の間葉系細胞で、毛根上皮細胞
とは異なった。すなわち、毛包上皮の明らか
な EMT 現象は掴まえることができなかった。 
（４）腎線維化、胆管周囲線維化、毛包周囲
皮膚線維化での筋線維芽細胞の起源に関す
る解析 
筋線維芽細胞は、未分化間葉系細胞（血管周
皮細胞や骨髄幹細胞など）に由来することが
幹細胞マーカーを用いた解析で示された。 
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