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研究成果の概要（和文）：初代培養ラット肺胞上皮Ⅱ型・I型細胞を用いて、アルブミンの輸送

について比較解析したところ、取り込みはⅡ型のほうが I型に比べて高く、またクラスリン介

在性エンドサイトーシスによることが明らかとなった。一方、インスリンの取り込みは両細胞

で同程度であり、クラスリンの関与は小さかった。ラット肺胞上皮Ⅱ型由来の RLE-6TN 細胞に

おいてもインスリンはエンドサイトーシスによって取り込まれ、その取り込みはカチオン性ポ

リアミノ酸によって促進された。カチオン性ポリアミノ酸の効果は、ラットを用いた in vivo

インスリン経肺投与実験でも認められた。これらの知見は新たな経肺投与製剤の開発のための

情報として重要である。 
 
研究成果の概要（英文）：The uptake of albumin by primary cultured alveolar type II cells 
was higher than that by type I cells, and was clathrin-mediated endocytosis. Insulin uptake 
rate was similar between type II and type I cells, and clathrin-mediated system would not 
be so important in both cells. Insulin was taken up by endocytosis in RLE-6TN cells, and 
the uptake was markedly stimulated by cationic polyamino acids. The stimulation of 
insulin absorption from the lung by polyamino acids was also observed in vivo. These 
results provide important information for the development of new pulmonary drug delivery 
systems. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 肺胞上皮は、形態的・機能的に異なる I

型細胞及びⅡ型細胞から構成されている。扁
平上皮の I型細胞は肺胞表面の 90%以上を覆



っているが、立方上皮のⅡ型細胞は約 10%を
覆っているに過ぎない。しかし、細胞数では
Ⅱ型細胞は I 型細胞に比べて多く存在してい
る。また、Ⅱ型細胞は I 型細胞の progenitor 
cell としての機能を有している。肺胞表面に
存在するタンパク質の中で、特にアルブミン
は肺浮腫時に肺胞腔内濃度が著しく上昇す
るため、病態からの回復にアルブミンの肺胞
腔からのクリアランスが重要であると考え
られている。さらに近年、インスリンの経肺
投与製剤をはじめとして肺はタンパク質・ペ
プチド性医薬品の投与部位として注目され
ている。しかし、アルブミンやインスリンな
どのタンパク質の肺胞腔から上皮細胞内へ
の輸送機構に関して、特に I 型細胞及びⅡ型
細胞間で比較検討した報告は乏しい。 
(2) 肺は表面積が約 100 m2と広いこと、上皮
細胞層が薄いこと、発達した脈管構造を持ち
血液供給が多いことなどから、現在、注射剤
に代わるタンパク質性医薬品の投与経路と
して注目されている。しかし、インスリンを
はじめ肺におけるタンパク質の輸送機構に
ついては不明な点が多い。また、経肺投与時
のインスリンの bioavailability は約 10～
15%と報告されており、さらなる吸収改善が
必要とされている。近年、カチオン性のペプ
チドを用いた高分子化合物の細胞内導入、吸
収改善に関する研究が活発に行われている。
カ チ オ ン 性 ポ リ ア ミ ノ 酸 で あ る
poly-L-ornithine (PLO)はgene deliveryの際
に有用とされているが、タンパク質やペプチ
ドの細胞内への移行及び循環血中への移行
に及ぼす影響については報告されていない。 
 
２．研究の目的 
(1)ラット初代培養肺胞上皮細胞を用いて、ア
ルブミン及びインスリンの輸送活性や機構
について I 型細胞及びⅡ型細胞間で比較検討
する。 
(2)ラット培養肺胞上皮細胞RLE-6TNを用い、
インスリンの輸送特性およびカチオン性ポ
リアミノ酸である poly-L-ornithine (PLO)の
影響について検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ラット肺胞上皮Ⅱ型細胞の単離と初代培
養：ラット (体重 120－200g) の肺を脱血・
洗浄後、酵素処理 (トリプシン及び DNase I) 
し、細胞懸濁液を得た。Percoll 不連続密度勾
配遠心によりⅡ型細胞を精製単離した後、
10%ウシ胎児血清、100 IU/mL penicillin、
100 g/mL streptomycin 及び 0.25 g/mL 
fungizone 含有 DMEM/F-12 中で培養した。
なお、Ⅱ型細胞の収量は約 30 x 106 cells/rat
であり、cell viability は 90%以上であること
を確認した。 
(2) RLE-6TN 細胞の培養：10%ウシ胎児血清

を含む DMEM/F-12 を用い、CO2インキュベ
ーター(37℃、5%CO2-95%air)内でコンフル
エントになるまで 6-7 日間培養した。 
(3) mRNA 発現解析：細胞から total RNA を
抽出し、各種 mRNA の発現レベルを SYBR® 
Greenを用いた real-time PCR法により解析
した。 
(4) DNA 定量：細胞を SDS により可溶化し、
DNA 含量を Hoechst 333258 を用いて定量
した。 
(5) 細胞内移行解析：FITC で標識した基質を
用い、0.1%Triton-X100 で可溶化した細胞サ
ンプル中の蛍光強度を測定することにより
細胞内取り込み量を評価した。また、タンパ
ク定量は Lowry 法により行った。 
(6) 共焦点レーザー顕微鏡解析：細胞内移行
後の基質の局在について調べるため、単離し
たⅡ型細胞を glass bottom culture dish上で
2 日間培養した。細胞を FITC で標識した基
質とインキュベーションし、洗浄後、共焦点
レーザー顕微鏡 (LSM5 Pascal) で観察した。 
(7) Pulse-chase 解析：2 日間培養したⅡ型細
胞に FITC で標識した基質を添加し 60 分イ
ンキュベーションした後、基質を含まない緩
衝液に置換後さらにインキュベーションし
たサンプルを SDS-PAGE で分離した。泳動
後のゲル中の蛍光をフルオロイメージアナ
ライザー (FLA-2000) で検出することによ
り、インタクトな基質の消失・分解について
解析した。 
(8) In vivo 経肺投与法：一晩絶食したラット
をペントバルビタール(腹腔内投与)で麻酔後、
気管支にカニュレーションを施し、呼吸に合
わせてインスリン(75 L/rat)を含む薬液を投
与した。経時的に頚静脈から 200 L ずつ採
血を行い、遠心分離(10000 rpm, 3 分)後、
Glucose CII Test Wako を用いて血漿中グル
コース濃度を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) ラット初代培養肺胞上皮細胞を用いた
検討 
①初代培養条件の最適化：まず予備実験とし
て、培養日数 (1～8 日)及び播種密度(1～8
×106 cells/35-mm culture dish) を変化さ
せてラットから単離した肺胞上皮Ⅱ型細胞
を培養し、位相差顕微鏡で細胞形態の変化を
観察した。その結果、Ⅱ型細胞を 5×106 
cells/35-mm dish で播種し、2日間培養した
細胞はⅡ型細胞の形態 (立方上皮、lamellar 
body の存在) を保持しており、また 2×106 
cells/35-mm dish で播種し、6日間培養した
細胞は I 型様細胞へと形態転換 (扁平化、
lamellar body の消失) していることが確認
された。次に、real-time PCR により、特異
的に発現しているマーカーの mRNA 発現解析
を行った。その結果、rat type I cell 40-kDa 



さらに、FITC-アルブミンのⅡ型細胞におけ
る取り込みクリアランスは、I 型様細胞に比
較して高かったのに対して、FITC-インスリ
ンでは両細胞でほぼ同程度であった。 

protein及びcaveolin-1などのI型細胞マー
カーの mRNA 発現は、培養 2 日後と比較して
培養 6 日後の細胞において著しく高く (5～
50倍)、一方、Ⅱ型細胞マーカーの surfactant 
protein B 及 び chemokine-induced 
neutrophilic chemoattractant-1 の mRNA 発
現は、培養 6日後において著しく低下してい
た (3～15% of day 2)（図 1）。以上の結果よ
り、5×106 cells/35-mm dish で播種し 2 日
間 培 養 し た 細 胞 を Ⅱ 型 細 胞 、 2 × 106 
cells/35-mm dish で播種し 6日間培養した細
胞を I型様細胞とした。 

③アルブミン輸送特性の解析：Ⅱ型細胞及び
I 型様細胞における FITC-アルブミンの取り
込みは、37℃においてインキュベーション時
間 60 分までほぼ直線的に増加し、また 37℃
での取り込みは 4℃に比べて顕著に高く、時
間及び温度依存性を示した。FITC-アルブミ
ンの温度依存的な取り込みは、共焦点レーザ
ー顕微鏡観察によっても認められた。さらに、
Ⅱ型細胞における FITC-アルブミン取り込み
の濃度依存性について検討したところ飽和
性を示し、Eadie-Hofstee plot 解析により、
親和性の異なる 2種の取り込み機構の存在が
示唆された。次に高親和性輸送の寄与率が
98%を占める50 μg/mL FITC-アルブミンのⅡ
型細胞及び I型様細胞における取り込み機構
について検討したところ、エネルギー代謝阻
害剤及びレセプター介在性エンドサイトー
シス阻害剤である bafilomycin A1 により阻
害された。従って、FITC-アルブミンは Ⅱ型
及び I型様細胞においてエネルギー依存性の
レセプター介在性エンドサイトーシスによ
って取り込まれていることが示唆された。レ
セプター介在性エンドサイトーシスは主に、
クラスリン介在性及びカベオラ介在性エン
ドサイトーシスに分類される。そこで、クラ
スリン介在性エンドサイトーシス阻害剤で
あ る chlorpromazine 及 び phenylarsine 
oxide の影響について検討したところ、Ⅱ型
及び I 型様細胞における FITC-アルブミン取
り込みは有意に阻害された。一方、カベオラ
介在性エンドサイトーシス阻害剤は、両細胞
における FITC-アルブミン取り込みに対して
阻害効果を示さなかった（図 3）。以上の結果
より、Ⅱ型細胞及び I型様細胞いずれにおい
ても、FITC-アルブミンの取り込みにクラス
リン介在性エンドサイトーシスが関与する
ことが示された。なお pulse-chase 解析によ
り、Ⅱ型細胞内に取り込まれたインタクトな
FITC-アルブミンの細胞内半減期は約 80分で
あり、経時的に消失することが明らかとなっ
た。 
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図 1．II 型細胞及び I 型様細胞における各種マー
カーの mRNA 発現量の比較 

**p<0.01 vs. II 型細胞   

②Ⅱ型細胞及び I型様細胞における各種高分
子物質の取り込み活性の比較：DNA 定量によ
りタンパク量当たりの細胞数を算出した結
果、Ⅱ型細胞は13.2×106 cells/mg protein、
I 型様細胞は 5.7×106 cells/mg protein と
算出された。この値を用いて、37℃における
細胞 1個当たりの取り込みクリアランスを比
較したところ、両細胞共に FITC-アルブミン
及び FITC-インスリンの取り込みクリアラン
スは、他の高分子（IgG、トランスフェリン、 
4 および 70 kDa デキストラン) と比較して
極めて高かったことから、アルブミンやイン
スリンの取り込み過程には何らかの特殊な
システムが関与することが示唆された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．II 型細胞及び I 型様細胞における各種高分

子物質の取り込み活性（細胞 1 個当り）の比較

*p<0.05,**p<0.01 vs. II 型細胞    

図 3．II 型細胞及び I 型様細胞における FITC-アル

ブミンのエンドサイトーシス経路の解析 
CPZ: chlorpromazine, PAO: phenylarsine oxide, IND: 

indomethacin, MCD: methyl--cyclodextrin, NYS: nystatin 
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④インスリン輸送特性の解析：Ⅱ型細胞及び
I 型様細胞における FITC-インスリンの温度
依存的な取り込み (37℃－4℃) を評価した
結果、両細胞における FITC-インスリンの取
り込みは、インキュベーション時間 60 分ま
でほぼ直線的に増加した。また濃度依存性に
ついて検討したところ飽和性を示した。さら
に両細胞における FITC-インスリンの取り込
みは、エネルギー代謝阻害剤によって阻害さ
れたが、レセプター介在性エンドサイトーシ
ス阻害剤である bafiromycin A1 の阻害効果
は、Ⅱ型細胞においてのみ観察された。また、
クラスリン及びカベオラ介在性エンドサイ
トーシス阻害剤で処置しても、両細胞におけ
る FITC-インスリン取り込みに影響は認めら
れなかった。エンドサイトーシス経路はダイ
ナミン依存性によってさらに分類されるこ
とから、その阻害剤である dynasore を用い
て検討した。その結果、dynasore は両細胞の
FITC-インスリン取り込みを阻害したが、そ
の阻害効果はⅡ型細胞において特に顕著で
あった（図 4）。従って、Ⅱ型細胞では主にダ
イナミン依存的な経路によって、I 型様細胞
ではダイナミン非依存的な経路によってエ
ンドサイトーシスされることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ラット培養肺胞上皮細胞 RLE-6TN を用
いた検討 
①FITC-インスリンの細胞内移行特性：FITC-
インスリンの RLE-6TN細胞内移行特性を解析
するにあたり、まず FITC-インスリン取り込
みの時間および温度依存性について検討を
行った。その結果、FITC-インスリンの取り
込みは、37℃においては 4℃と比較して有意
に高く、インキュベーション 60 分までほぼ
直線性が観察され、FITC-インスリンの取り
込みに時間および温度依存性が示された。こ
の結果から、阻害剤処置の実験に関しては、
37℃における取り込み量から 4℃における細
胞表面結合量を引いた値を温度依存的な取
り込みとして評価した。さらに、FITC-イン
スリンの輸送メカニズムを検討したところ、
エネルギー依存的なエンドサイトーシスが

関与すること、そのエンドサイトーシスには
カベオラやマクロピノサイトーシスは関与
せず、一部クラスリン介在性のエンドサイト
ーシスが関与することが示されたが、その寄
与は小さいものであった。 
②FITC-インスリンの細胞内取り込みに及ぼ
す PLO の影響：カチオン性のポリアミノ酸で
ある PLO は生理的 pHでは正に帯電している。
そのため、DNA など生理的 pH で負に帯電して
いる物質と静電的に結合し、複合体を形成す
ることで DNAの細胞内への導入効率を高める
ことができる化合物として注目されている。
そこで負電荷を有するインスリンに対して
も、PLO を共存させることによって細胞内移
行量を増加させることができるのではない
かと考えた。PLO 共存下では、FITC-インスリ
ンの取り込みは有意に上昇し、ポリアミノ酸
の濃度 10 g/mL 付近で細胞内取り込み量が
最大となることが示された。 
③PLO 共存下の FITC-インスリンの取り込み
メカニズム：PLO 共存下の FITC-インスリン
の取り込みに及ぼすエネルギー代謝阻害剤
(DNP、NaN3)および各種エンドサイトーシス阻
害剤の影響について検討した。その結果、PLO
共存下における FITC-インスリンの取り込み
にエネルギー依存性が示され、また PLO 非共
存下と同様にカベオラは関与せず、クラスリ
ン介在性エンドサイトーシスが一部関与す
ることが示唆された。さらに、マクロピノサ
イトーシスの特異的阻害剤である EIPA 処置
により、PLO 非共存下と異なり EIPA の濃度依
存的に FITC-インスリンの取り込み量は減少
した（図 5）。この結果から、PLO 共存によっ
て促進された FITC-インスリンの取り込みに
は、マクロピノサイトーシスが新たな取り込
みメカニズムとして関与していることが示
された。 
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図 4．II 型細胞及び I 型様細胞における FITC-イン

スリン取り込みに及ぼすダイナミン阻害剤
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図 5． PLO 共存下で促進された RLE-6TN 細胞におけ

る FITC-インスリン取り込みに及ぼす各種エンドサ

イトーシス阻害剤の影響 



 ④FITC-インスリンの細胞内移行後の局在と
分解・消失：細胞内移行後の FITC-インスリ
ンの局在について、共焦点レーザー顕微鏡を
用いて観察した。37℃において、PLO 共存下、
非共存下のいずれの場合も FITC-インスリン
は細胞内に点状に取り込まれ、リソソームマ
ーカーとの共局在も認められた。従って、PLO
共存下においても非共存下と同様に細胞内
移行後の FITC-インスリンは一部リソソーム
へ移行していることが示された。細胞内移行
後の FITC-インスリンの分解・消失について
PLO 共存下、非共存下で Pulse-chase 解析を
行った。その結果、インキュベーション時間
依存的に細胞内のインタクトな FITC-インス
リンは減少し、FITC-インスリンの分解が経
時的に進行していることが示された。片対数
プロットの結果から、インタクトな FITC-イ
ンスリンは RLE-6TN 細胞内から 1次速度過程
に従い消失することが示され、細胞内消失半
減期はポリアミノ酸非共存下で 77 分、PLO 共
存下で 143 分であった。従って、PLO 共存下
では細胞内における分解速度が低下するこ
とが示唆された。また、Transwell 上に培養
した RLE-6TN 細胞にあらかじめ FITC-インス
リンを取り込ませ、洗浄後、細胞内から basal
側への移行について検討した。その結果、
basal 側への FITC-インスリンの放出が認め
られ、apical 側から取り込まれた FITC-イン
スリンの細胞内からの消失には細胞内での
分解に加えて、一部 basal 側への放出(トラ
ンスサイトーシス)が関与することが示唆さ
れた。 

 以上の研究成果より、肺胞表面の約 10%を
覆っているに過ぎないⅡ型細胞が、タンパク
質、特にアルブミンの取り込みに重要な役割
を果たしているという、新たな知見を得るこ
とができた。さらにアルブミンの場合、Ⅱ型
細胞において取り込み活性が高くクラスリ
ン介在性エンドサイトーシスが関与するが、
インスリンの場合は両細胞で類似した取り
込み活性が見られ、クラスリン系の関与は小
さいことなど、基質となるタンパク質によっ
て挙動が大きく異なることが判明した。さら
に PLO などのカチオン性ポリアミノ酸は、in 
vitro のみならず in vivo においてもインスリ
ン吸収促進作用を示し、経肺吸収促進剤とし
ての有用性が示唆された。これらの知見は、
新たな経肺投与システムの開発において、重
要な科学的基盤を与えるものである。 
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