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研究成果の概要（和文）： 

ピルフェニドンの標的分子を同定するために、アフィニティー精製を行った。RAW264.7、PC-9、
A549 細胞を大量培養し、その細胞質タンパク質画分、核タンパク質画分を得てアフィニティー
精製を行った。RAW246.7 細胞を用いた実験で、ピルフェニドン結合タンパク質の候補を銀染色
で確認することはできたが、再現性が得られなかった。PC-9 細胞を用いた実験では、候補タン
パク質の質量分析を行ったが、量が不足し同定には至らなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To identify the pirfenidone targeting molecule, I conducted the affinity purification 
from culture cell lysates.  RAW246.7, PC-9 and A549 culture cells were cultured to obtain 
the cytosolic and nuclear protein fractions.  The affinity purification from RAW246.7 
lysate and subsequent SDS-PAGE and silver stain showed the candidates of the pirfenidone 
binding protein.  But the repetitive experiment did not present the identical candidate 
proteins.  The affinity purification from PC-9 lysate revealed the candidate of the 
pirfenidone binding protein.  The pirfenidone targeting molecule could not be identified 
by the mass spectrometry due to the insufficiency of the amount of the candidate protein. 
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１．研究開始当初の背景 

特発性肺線維症（IPF）は原因不明の間質性

肺炎（IIPｓ）のなかの一つで、約５０－６

０％と大多数を占める。その多くは喫煙者と

高齢者に発症し、慢性進行性に肺組織の線維

化を認め、咳嗽、労作時呼吸困難などの症状

が出現し、最終的には呼吸不全に至る疾患で

ある。臨床症状出現後約５年以内にその多く

の患者が死亡する極めて予後不良の致死的

疾患であるにもかかわらず、これまで IPF の

発症メカニズムは解明されておらず不明の

ままである。治療法もステロイドと免疫抑制

剤が使用されるものの、呼吸機能低下抑制効

果や増悪抑制効果を示したエビデンスは存

在せず、経験的に使用されているにすぎない。

このような治療は抗炎症作用に重きを置い

た治療法であり、一部の患者には効果を認め

るものの、期待する効果が得られないことが

多く、IPF の本態である線維化に重点を置い

た治療薬、すなわち抗線維化作用をもつ薬剤

の臨床開発が期待されてきた。 

ピルフェニドンは約４０年前に抗炎症作用
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をもつ低分子有機化合物として開発された

が、動物実験で抗炎症作用よりも抗線維化作

用が認められた。その後 IPF に対して抗線維

化作用を期待して臨床試験が行われ、肺活量

低下抑制作用、IPF 増悪抑制作用を認め、2008

年 10 月に IPF に対して初めてエビデンスの

ある薬剤と IPF 患者の胸部 CT 像して日本で

承認に至った（Eur Respir J 35: 812, 2010）。
その薬理作用は、動物実験において、炎症性

サイトカイン（TNF-α等）の産生抑制、抗炎

症サイトカイン（IL-10）の産生亢進、線維

化形成に関する増殖因子（TGF-β等）の産生

抑制を示し、複合的な作用により抗線維化作

用を示すとされている。このサイトカインの

産生をコントロールするとう事実からは、ピ

ルフェニドンは細胞内で特定の分子、タンパ

ク質と結合して、サイトカインの転写、翻訳、

分泌などの過程に関与していることが予想

されるものの、これまでにピルフェニドンの

標的細胞、標的分子に言及した報告はなく、

生体内での薬理作用の詳細なメカニズムは

不明のままである。従って、この具体的かつ

明確なエビデンスをもつピルフェニドンの

標的細胞、標的分子を同定することは、ピル

フェニドンの薬理作用解明のみならず、線維

化をきたす難治性疾患であるIPFの分子病態

解明や、更なる治療方法、新規薬剤の開発に

も寄与する可能性があると考えられる。 

一方近年の薬剤開発は、各疾患の分子生物学

的な病態解明とともに、病態に関与する分子

（酵素、受容体、リガンドなど）を標的とし

た分子標的薬（酵素阻害薬、受容体阻害薬、

抗体薬など）が主流となっている。すなわち

標的細胞、標的分子が創薬の段階から決まっ

ているものがほとんどで、今後も主流となっ

ていくものと考えられる。ピルフェニドンの

ように約４０年前に発見され、臨床試験でエ

ビデンスが確立されたにも関わらず、標的細

胞や標的分子が不明な薬剤は現在では少な

い。これまでの基礎研究ではピルフェニドン

の標的分子は同定されておらず、従来の方法

では今後も標的分子の同定は困難であるこ

とが予想される。しかしピルフェニドンと同

様に、過去数十年にわたり標的分子が同定さ

れていなかった低分子有機化合物であるサ

リドマイドの結合タンパク質が最近同定さ

れ報告された（Science 327; 1345, 2010）。
この論文ではアフィニティー精製法により

結合タンパク質を同定するという極めて基

本的、古典的な方法論により、サリドマイド

の結合タンパク質を同定しているが、その最

大の特徴はサリドマイドの構造に側鎖を導

入した誘導体を合成し、それをナノ磁性微粒

子（アフィニティー微粒子）に固定すること

である。この特徴的な方法により、サリドマ

イドの固相化を可能にし、また新規磁性微粒

子を用いて、非特異的に結合するタンパク質

を極力排することに成功して、従来の方法で

は同定が困難であった、サリドマイド結合タ

ンパク質を同定している。ピルフェニドンは

サリドマイド同様低分子有機化合物であり、

この方法に従いピルフェニドンの標的分子

が同定し得ると考えられる。さらに研究代表

者はこれまで主に SLPI 結合タンパク質の同

定、Hot tub lung の原因抗原の同定など、結

合タンパク質の同定やタンパク質スクリー

ニングなどの研究に従事しており上記実験

方法に精通している。 
以上より本研究ではピルフェニドンの標的
分子をナノ磁気微粒子を用いたアフ 
ィニティー精製法により同定することを目
的とし、さらに標的分子の細胞内で 
の機能解析、ピルフェニドンの薬理作用の解
明、IPF の病態解明も目的とする。 
 
２．研究の目的 
ピルフェニドンは抗線維化作用をもつ薬剤
で、動物実験、臨床試験ではそれぞれ抗線維
化作用、肺活量低下抑制効果を示している。
しかし生体内での標的細胞、標的分子は未だ
に同定されておらず、その薬理学的作用の詳
細なメカニズムは不明のままである。本研究
ではアフィニティー精製法を用いてピルフ
ェニドンの標的分子（タンパク質）の同定を
主な目的とし、さらには標的分子の機能解析、
ピルフェニドンの薬理作用機序の解明、特発
性肺線維症の病態解明も目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)ピルフェニドン誘導体の合成 
ピルフェニドンに-COOH 末端を持つ側鎖を導
入して、その誘導体合成を行った。合成自体
は住化テクノサービス株式会社に依頼した。 
(2)アフィニティービーズの作製 
(1)で合成したピルフェニドン誘導体
(pirfenidone derivative, PD)を NH2 末端を
もつアームを有するナノ磁性微粒子(NH2 ビ
ーズ)に共有結合させビーズを作成した。ま
ずピルフェニドン誘導体、スクシイミド
(HOSu)と 1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプ
ロピル)カルボジイミド(EDC)をジメチルホ
ルムアミド（DMF）に溶解する。上記ピルフ
ェニドン誘導体、HOSu、EDC を室温で２時間
混合する。この混合液をNH2ビーズと混合し、
室温で１６時間混合する。混合後、NH2 ビー
ズを遠心分離し、DMF で洗浄。これを３回繰
り返したのち、再度遠心分離を行う。その後
50%メタノールで洗浄し、最終的に 50%メタノ
ール溶液中に NH2 ビーズを拡散させ、アフィ

（図３）ピルフェ 
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ニティービーズを作成する。 
(3)細胞培養とタンパク質溶液の調整 

RAW264.7、PC-9、A549 細胞は１０％の胎児ウ
シ血清、抗生物質添加したＲＰＭＩメディウ
ムまたはＤＭＥＭを用い、３７度の CO2 恒温
槽で培養した。TGF-β1を添加した実験では、
最終濃度が１ng/ml になるように TGF-β1 を
加えて培養した。タンパク質の調整は以下の
方法で行った。培養細胞を４℃のリン酸緩衝
バッファー（ＰＢＳ）で３回洗浄。その後セ
ルスクレイパーで細胞を剥がし、遠心分離機
で細胞を回収。細胞塊をＰＢＳに分散させ、
再度遠心分離を行った。この操作を２回行い、
細胞塊に細胞溶解バッファーを加え、氷上で
５分間静置させた。その後遠心分離を行い、
その上清を細胞質画分とした。その沈殿物に
ＰＩＰＡバッファーを加え拡散させ、氷上で
５分間静置させた。その後遠分離を行い、そ
の上清を核タンパク質画分とした。 
(4)アフィニティー精製とタンパク質銀染色 

(3)で得たタンパク質溶液に１００ｍＭＫＣ
ｌを加え１ｍｇ/ｍｌに調整する。このタン
パク質溶液と(2)で作製したアフィニティー
ビーズを加え、４℃で４時間インキュベーシ
ョンした。競合実験を行うときは、この４時
間のインキュベーション前に、フリーのピル
フェニドンをタンパク質溶液に加え、２時間
インキュベーションした。その後磁気により
ビーズを分離し、そのビーズを１００ｍＭＫ
Ｃｌで洗浄。その後再度磁気によりビーズを
分離した。この操作を３回繰り返した後に、
１ＭＫＣｌを加え氷上で５分間静置した。そ
の後磁気によりビーズを分離しその上清を
破棄。残ったビーズにＳＤＳ－ＰＡＧＥサン
プルバッファーを加え９８度５分間煮沸し、
その後磁気によりビーズを分離し、この上清
をサンプルとした。このサンプルをＳＤＳ-
ＰＡＧＥによる分離したのちに、銀染色キッ
トを用い、タンパク質を可視化した。 
 
４．研究成果 
(1)ピルフェニドン誘導体の合成 
ピルフェニドン誘導体合成し、３つの誘導体
を得た。それぞれ pirfenidone derivertives 
(PD) -1, -2, -3 とした。 
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(2)アフィニティー精製法によるピルフェニ
ドン結合タンパク質の候補の同定 
①RAW246.7 細胞を用いた実験 
RAW264.7 細胞から得た、細胞質タンパク質画
分、核タンパク質画分を用いて、PD-1, -2, -3
の各々についてアフィニティー精製を行っ
た。その結果細胞質タンパク質画分を用いた
実験では、PD-1でその結合タンパク質の候補
を、また核タンパク質画分を用いた実験では、
PD-1, -2 で候補を確認した。（図１，２，３） 

 
図１ 
PD-1 
細胞質タン
パク質を用
いて２つの
バンド（矢
印）を確認 
 
 
 
図２ 
PD-1 
核タンパ
ク質を用
いて１つ
のバンド
（矢印）
を確認 

 
 
図３ 
PD-2 
核タンパ
ク質を用
いて１つ
のバンド
（矢印）
を確認 
 

 
これらの実験で確認されたバンドは、ピルフ
ェニドン結合タンパク質の候補であるが、質
量分析でそのタンパク質を同定するには、繰
り返しの実験で、同様のバンドを確認しなけ
ればいけないが、繰り返し実験において再現
性を確認することはできなかった。 
②PC-9 細胞を用いた実験 
RAW246.7 細胞を用いた実験では、ピルフェニ
ドン結合タンパク質の候補の同定までには
至らなかったため、細胞を替えて、上皮系培
養細胞である PC-9 を用いて実験を行った。



 

 

その結果 PD-1 でその結合タンパク質の候補
が同定された。さらにフリーのピルフェニド
ンを用いた実験で、この候補タンパク質と
PD-1 との結合が拮抗され、真のピルフェニド
ン結合タンパク質の候補である可能性が示
唆された。（図４） 

図４ 
矢印のバンドはフリーのピルフェニドンを
加えると、PD-1 との結合が阻害された。 
 
このバンドを切り出し、質量分析を行い、そ
のタンパク質の同定を試みたが、タンパク質
の量（mol 数）が足りず、同定には至らなか
った。 
③A549 細胞を用いた実験 
発表された先行論文のなかに、ピルフェニド
ンが上皮間葉転換(EMT)をおこした細胞に作
用して、その効果を発揮したとの報告があっ
たため、A549 細胞に、EMT を誘導する TGF-
βを加え、そのタンパク質溶液を得た。この
タンパク質溶液を使用して、上記 PD-1, -2, 
-3 についてアフィニティー精製を行ったが、
ピルフェニドン結合タンパク質の候補の同
定には至らなかった。 
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