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研究成果の概要（和文）：ヒト肺胞上皮Ⅱ型細胞モデルとして汎用されているA549細胞から、限界希釈法によっ
て複数のクローン細胞を得た。得られたクローンの中から、Ⅰ型細胞に特異的に発現している異物排出ポンプ
P-glycoprotein (P-gp)の発現・機能の高いA549/P-gp細胞を得ることができた。A549/P-gp細胞では親細胞に比
べてP-gpのみならずⅠ型マーカー遺伝子の発現も上昇しており、Ⅰ型細胞の形質を有するものと考えられた。
A549/P-gp細胞を用いて、P-gp機能に及ぼすタバコ煙抽出物（CSE）の影響を解析し、CSEは肺胞上皮細胞のP-gp
機能を阻害することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The distal air spaces of the lungs are lined with a continuous epithelium 
comprising two types of alveolar epithelial cells, type I and type II. At present, no good cell line
 having type I cell-like phenotype is available. In alveolar epithelial cells, P-glycoprotein (P-gp)
 is selectively expressed in type I cells but not in type II cells. Using a limited dilution method,
 we successfully isolated an A549 clone (A549/P-gp) highly expressing P-gp as well as type I cell 
marker mRNAs, while P-gp expression in native A549 cells was negligible. Using A549/P-gp cells, the 
effect of cigarette smoke extract (CSE) on P-gp function in the lung alveoli was examined, and we 
found that CSE had inhibitory effect on P-gp function. A549/P-gp cells would be useful as a novel 
model of alveolar type I cells.

研究分野： 生物薬剤学

キーワード： 薬学　肺胞上皮細胞　Ⅰ型細胞　モデル細胞開発　分化転換
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１．研究開始当初の背景 
 経肺投与は、注射に代わる投与経路として
注目され、タンパク質性・ペプチド性医薬を
含め、様々な経肺投与製剤の開発が世界中で
活発に進められている。肺胞は呼吸を担う重
要な組織であり、その腔内は肺胞上皮Ⅰ型細
胞およびⅡ型細胞で覆われている。肺胞の表
面積の 90～95% を占めるのはⅠ型上皮細胞
である。一方、Ⅱ型細胞はⅠ型細胞間に点在
し、占める面積は 5～10%に過ぎない。従っ
て、肺胞腔内からの薬物吸収や呼吸機能に対
する薬物・生体異物の影響（特に毒性）を考
える上では、Ⅰ型細胞が主たるターゲットと
なる。これまで、ヒト由来の株化培養肺胞上
皮細胞として、A549 細胞や H441 細胞が汎
用されてきた。これら細胞はⅡ型細胞の特性
を保持しているとされる。一方、肺胞上皮Ⅰ
型細胞の特性を有するヒト由来株化培養細
胞は存在しない。また、初代培養細胞系を用
いればⅠ型（様）細胞の研究は可能ではある
が、培養日数とともにⅠ型の形質も変化して
いくため、薬物の毒性研究など長期処理を伴
う研究は行えない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、薬物の肺挙動・肺毒性研究の
推進のため、新たな肺胞上皮Ⅰ型細胞モデル
を開発することを目的に検討を行った。ヒト
由来の肺胞上皮Ⅰ型細胞モデルの開発は、培
養細胞の形質制御という基礎科学面のみな
らず、薬物の肺吸収や肺毒性の研究、ひいて
は経肺投与製剤の開発という応用面にも大
きく貢献しうるものである。 
 
３．研究の方法 
（１）Ⅰ型形質を示す細胞のクローニング：
株化培養細胞はヘテロな細胞の集団からな
る可能性が高い。そこで A549 細胞を限界希
釈法によって播種し、コロニー形成後、クロ
ーニングシリンダーを用いてセルクローニ
ングを行った。得られたクローンから、Ⅰ型
細胞で発現が高い mRNA の発現を指標に、よ
りⅠ型細胞に近い形質を示すクローンを選
別した。mRNA の発現解析は、Real-time PCR
法により行った。さらに、肺胞上皮において
Ⅰ型細胞においてのみ発現・機能している異
物排出ポンプ P-glycoprotein(P-gp)に焦点
を当て、P-gp の mRNA 発現レベルからクロー
ン細胞の絞り込みを行った。P-gp タンパク質
の発現レベルは、Western Blot 法により行っ
た。 
 
（２）P-gp 機能の評価：P-gp 基質であるロ
ーダミン 123（Rho123）の細胞内取り込み（蓄
積）およびそれに及ぼす P-gp 阻害剤の影響
から、P-gp 機能を評価した。 
 
（３）P-gp 機能に及ぼすタバコ煙抽出物
（CSE）の影響解析：市販のタバコ（MEVIUS）
から CSE を喫煙用フィルターで捕捉・抽出し

た。P-gp 機能を持つクローン細胞（A549/P-gp
細胞）を用い、P-gp 機能に及ぼす CSE の影響
を解析した。 
 
（４）肺胞上皮細胞のⅠ型化を推し進める因
子の探索：Ⅱ型細胞からⅠ型細胞への分化転
換を促進するとの報告がある transforming 
growth factor- β 1 (TGF- β 1) お よ び
insulin-like growth factor-I (IGF-I)の影
響について検討した。またヒストン脱アセチ
ル化酵素阻害剤であるphenylbutyrate (PBA)
の影響についても検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト由来株化培養肺胞上皮細胞 A549
のクローニング：20 種類のクローンを作製し、
Ⅰ型細胞マーカー遺伝子として caveolin-1、
Ⅱ型細胞マーカー遺伝子として ATP-binding 
cassette A3（ABCA3)の mRNA 発現を指標に、
得られたクローンのスクリーニングを行っ
た。その結果、親細胞である A549 細胞と比
較して caveolin-1 の発現が高く、ABCA3 の発
現が低い、すなわち I型細胞に近い形質を持
つと考えられる 5 つのクローン (No. 3, 5, 
16, 17, 20)が得られた。これらについてさ
らに、I型細胞マーカーである breast cancer 
resistance protein（BCRP)および P-gp、Ⅱ
型細胞マーカーである surfactant protein C
（ SP-C) お よ び  peptide transporter 2
（PEPT2）の発現を解析した。その結果、ク
ローン No. 20 では、親細胞である A549 細胞
と比較してⅡ型細胞マーカー (SP-C、PEPT2)
の mRNA 発現には有意な差は認められなかっ
たが、I型細胞マーカー (BCRP、P-gp)の mRNA
発現が亢進していることが認められた（図
１）。特に、P-gp の mRNA 発現は他のクローン
に比べても著しく高い値を示した。クローン
No. 20 では、P-gp タンパク質発現でも有意
な上昇が観察された。 
 
（２）クローン No. 20 における P-gp 機能の
解析：P-gp 基質として Rho123、P-gp 阻害剤
としてベラパミル（VRP）を用い、親細胞で
ある A549 とクローン No. 20 で P-gp 活性を



比較検討した。その結果、クローン No. 20
では VRP による Rho123 の細胞内蓄積上昇が
認められたが、A549 細胞では明確な VRP の効
果は認められなかった（図 2）。従って、A549
細胞では P-gp は機能していないが、クロー
ン No. 20 では P-gp が働いていることが明ら
かとなった。以下、クローン No. 20 を
A549/P-gp 細胞と称する。 
 
（３）肺胞上皮細胞の P-gp 機能に及ぼす CSE
の影響：肺はタバコの煙に直接暴露される器
官であり、肺における生体防御を担っている
異物排出ポンプ P-gp に対する喫煙の影響を
明らかにすることは極めて重要である。そこ
でラット初代培養肺胞上皮細胞、および本研
究で樹立した A549/P-gp 細胞を用い、P-gp 機
能に及ぼす CSE の影響について検討した。ラ
ット肺から調製した初代培養Ⅱ型細胞は培
養日数とともに I型様細胞に分化転換し、そ
れに伴って P-gp の mRNA 発現、タンパク質発
現および輸送活性が有意に上昇した。すなわ
ち、P-gp はⅠ型様細胞においてのみ発現・機
能していた。そこでまず、P-gp 機能に及ぼす
CSE の影響について I 型様細胞を用いて解析
した結果、CSE 共存によって細胞内 Rho123 蓄
積量は増加し、P-gp 活性の有意な低下を認め
た。一方、初代培養細胞はⅡ型細胞を単離後、

播種すると最初はⅡ型形質を示すが、時間の
経過に伴って I型様細胞に分化転換する。さ
らに、長時間培養するとⅠ型様細胞に交じっ
て線維芽細胞様の細胞が増えてくる。すなわ
ち、Ⅰ型形質も長期間は保持されない。従っ
て、長期間の処置を伴うような実験には適し
ていない。そこで次に、A549/P-gp 細胞を用
い、同様に P-gp 機能に及ぼす CSE の影響を
解析した。その結果、A549/P-gp 細胞におい
ても初代培養Ⅰ型様細胞と同様に、CSE の濃
度依存的に P-gp 活性は低下することが明ら
かとなった（図 3）。従って、A549/P-gp 細胞
は肺胞上皮Ⅰ型細胞の機能、特に P-gp 機能
に対する異物の影響やその制御機構の解明
に有用なモデル細胞と考えられた。 
 
（４）A549/P-gp 細胞の形質に及ぼす各種因
子の影響解析：A549/P-gp 細胞の形質をさら
にⅠ型細胞に近づけるため、各種化合物の影
響について解析した。まず、Ⅱ型細胞からⅠ
型細胞への分化転換を促進するとの報告が
ある TGF-β1および IGF-I の影響について検
討した。TGF-β1は TGF-βスーパーファミリ
ーに属するサイトカインで、幅広い生理活性
を有する。我々は既に肺胞上皮細胞を TGF-
β1 で処置することによって、上皮間葉転換
（EMT）が引き起こされることを明らかにし
ている。そこで本研究では、EMT 誘発実験に
用いた濃度（10 ng/mL）よりも低い濃度のTGF-
β1を用いて検討を行った。しかし、TGF-β1
濃度を 0.1 ng/mL まで下げても EMT が引き起
こされる可能性が示唆され、またこの濃度で
はⅠ型形質の亢進効果は明確には観察され
なかった。次に、IGF-I の影響について検討
した。肺において IGF-I は、主に肺胞上皮細
胞や肺胞マクロファージにより産生され、上
皮細胞の分化に関与することが報告されて
いる。しかし、A549/P-gp 細胞を種々の濃度
の IGF-I で処置しても、細胞形態やⅠ型マー
カー遺伝子の発現変化は見られなかった。従
って、A549/P-gp 細胞では、TGF-β1や IGF-I
処置によるⅠ型形質の亢進は起こらないも
のと考えられた。そこでさらに、PBA の影響



について検討した。我々の研究室では、ヒス
トン脱アセチル化酵素阻害剤であるPBAを別
の研究目的で用いていたが、偶然、細胞が扁
平化することを他の細胞で認めた。Ⅰ型細胞
は立方上皮のⅡ型細胞と異なり、厚さの極め
て薄い扁平上皮であり、その薄さが速やかな
ガス交換に役立っている。そこで、A549/P-gp
細胞を PBA で処置したところ、Ⅰ型細胞と類
似した扁平状の形態に変化した。さらに
caveolin-1 や RAGE など、一部のⅠ型細胞マ
ーカーの mRNA 発現が上昇した。しかしある
種のⅡ型細胞マーカーの上昇も観察された
ため、Ⅰ型形質の全般的な亢進には至らなか
った。 
 
 以上の結果を以下にまとめる。 
 A549 細胞のセルクローニングにより、Ⅰ

型形質、特に肺胞でⅠ型細胞選択的に発
現・機能している P-gp が高発現してい
る A549/P-gp 細胞を得ることができた。 

 A549/P-gp 細胞では、親細胞である A549
細胞では機能していない P-gp の活性が
認められた。 

 A549/P-gp 細胞を利用することで、ヒト
肺胞上皮細胞における P-gp 機能に対す
るCSEの阻害効果を明らかにすることが
できた。従って、A549/P-gp 細胞は、肺
胞上皮Ⅰ型細胞の機能、特に P-gp 機能
に対する異物の影響やその制御機構の
解明に有用なモデル細胞と考えられた。 

 TGF-β1 や IGF-I では A549/P-gp 細胞の
Ⅰ型形質の亢進は認められなかったが、
PBA によりⅠ型細胞と類似した扁平状の
細胞形態への変化や一部のⅠ型細胞マ
ーカーの mRNA 発現上昇が認められた。
PBA の処置条件をさらに検討することで、
さらにⅠ型細胞に近いモデル細胞が得
られる可能性が示唆された。 
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