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研究成果の概要：肺線維症は、不可逆的な肺へのコラーゲン性組織の過形成による肺胞構造の

破壊に帰する重篤な呼吸器疾患である。本疾患からの正常組織再構築には、コラーゲン性組織

形成の抑制のみならず、組織の線維化の解除が必要であると考えられてきた。そこで、本研究

では、２つの異なる薬物キャリア構造を化学結合した、微粒子型、ならびに分子型の複合化薬

物キャリアを開発し、コラーゲン性細胞外マトリックスの酵素分解と組織線維化抑制に機能す

る細胞増殖因子・遺伝子の局所徐放を併用した、新規な線維症治療方法の開発を試みた。 
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１．研究開始当初の背景 
 コラーゲンの合成を伴う、線維芽細胞の増
殖は、生体中のどこの損傷組織においても修
復のため生じる生物学的反応である。しかし、
過度のコラーゲン合成が時折生じ、臓器や生
体組織の生物学的機能を損なう症状が様々
な生体組織において知られ、これらはその特
徴から線維症と総称されている。こうした線
維症は、肝硬変、腎硬化症、結節性多発動脈
炎、肺炎といった多くの疾患に関わっている。
これらの中で、特に重篤な肺における線維症
は慢性間質性肺炎、ウィルス感染や抗癌剤ゲ

フィニチブやブレオマイシンといった薬物
による肺炎、および特発性間質性肺炎などに
より引き起こされる。特発性間質性肺炎は原
因が明らかでないいくつかの間質性肺炎を
総称したものであるが、中でも特発性肺線維
症は、徐々にだが不可逆的に進行し、症状発
症から５年以内の予後とされる難治性の肺
疾患であった。肺胞壁の炎症から線維化の進
行により肺胞構造の破壊に至るとされてい
るが、未だに病因の解明は不十分であり、明
らかに有効な治療法は開発されていなかっ
た。 
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 肺線維症の根元的病因は未解明であった
が、遺伝的背景や現在は未知の何らかの刺激
による組織障害が断続的に繰り返され、その
後に続発する創傷治癒メカニズムが不適切
に持続することにより、結果として過度の線
維芽細胞の増殖とコラーゲン性細胞外マト
リックス産生による組織の線維化を生じ、そ
の組織本来の生体機能の損傷に至るとされ
ていた(Scheme 1)。それ故、線維症の進行に
は、本来は正常な組織修復に働く、トランス
フォーミング増殖因子 ß1(TGF-ß1)や結合織
増殖因子(CTGF)を中心とした複数のサイト
カインが関与していることが報告されてい
た。 
 こうした肺線維症の病状と機序の解明を
受け、初期の炎症を抑えるステロイドや抗イ
ンターロイキン(IL)-4 抗体や核因子(NF)-κ
B アンチセンスオリゴ DNA、線維化の中核
となる TGF-ß1の作用を抑制するインターフ
ェロンγやデコリン、肺胞上皮の再生を促す
肝細胞増殖因子(HGF)[1]やケラチノサイト
増殖因子(KGF)、線維芽細胞の細胞死を誘導
するスタチン、細胞外マトリックスの代謝回
転を促進するレラキシン投与など、国内及び
海外で様々な治療が試みられていた。申請者
の所属していた研究室では、コラーゲンを分
解するマトリックスメタロプロテアーゼ
(MMP)蛋白質ならびに MMP 遺伝子プラス
ミドを収着したゼラチン粒子を用い、腎臓の
線維化の解除を試みていた[2]。線維化の進行
抑制についても、siRNA を用いた TGF-ß1
信号の阻害による腎線維症進行の阻害につ
いて報告していた[3]。これらはそれぞれ一定
の改善効果を疾患モデル動物や臨床で示し
ているものの、進行した線維症の正常化には
ほど遠く、予後をいくらか延長するに留まっ
ていた。 
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２．研究の目的 
 本研究の目的は、コラーゲン性細胞外マト
リックスの酵素分解と血管新生・組織線維化
抑制・細胞死抑制に機能する細胞増殖因子・
遺伝子・薬物の局所徐放・伝達を併用した、
新規な線維症治療方法を開発することであ
った。 
 これを実現する上で、本研究の独創的着想
として、過度に発達したコラーゲン性マトリ
ックスを分解（スクラップ）して組織線維化
を解除すると同時に、再線維化を抑制しつつ、
本来の生体組織の再構築（ビルト）を促し、
正常組織の再生を方向付ける、スクラップア
ンドビルトのコンセプトを考案した(Scheme 
1)。このようなスクラップアンドビルトの各
過程を組み合わせた研究・治療の報告はこれ
まで皆無であった。本研究では、異なる過程
に働く複数の因子を複合化するドラッグデ
リバリーシステム(DDS)を開発することで、
スクラップアンドビルト進行を促進させ、線
維化した肺からの正常組織再生を試みた。 
 これを実現するため、まず、複数の異なる
因子を複合化できる薬物キャリアの開発を
試みた。特に、細胞増殖因子や siRNA などは
生体内で速やかに分解されてしまうため、肺
組織に到達するまで分解から保護するため
に DDS は不可欠であると考えられた。また、
MMP は正常組織の消化や炎症を誘導する可能
性があるため、標的とする部位に作用を限定
するためにも、DDS は不可欠であると考えら
れた。 
 
線維症の進行機序線維症の進行機序線維症の進行機序線維症の進行機序    
    
 繰り返す刺激   ③ 細胞増殖因子に 
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Scheme 1. Scheme 1. Scheme 1. Scheme 1.     
線維症進行機序とスクラップアンドビルト
による正常化機序 
 
３．研究の方法 
(1)  開発した複合体の例を以下に挙げる。
線維症で蓄積するのは、タイプ Iコラーゲン



 

 

なので、線維化の解除にはタイプ I コラーゲ
ン分解酵素である MMP-1（コラゲナーゼ）の
利用を試みた。MMP-1 遺伝子プラスミド DNA
を結合し、体内でそこから徐放できるカチオ
ン化ゼラチン微粒子に、HGF の収着を促進す
る酸性高分子を導入した（Scheme 1. ①+③：
スクラップアンドビルトの複合化）。なお、
微粒子を肺の広範囲に均一に分散可能とす
るためには、その粒径は肺胞の直径（100〜
200 µm）より十分小さくなければならない。
この観点からしても、上述したゼラチン粒子
への酸性分子導入は、微粒子の水性環境下で
の分散安定化のためにも有効であった。次に、
スタチンを結合できるポリ乳酸分子に、TGFR 
siRNA 結合構造であるカチオン化ゼラチン分
子を導入した複合体分子を開発した（Scheme 
1. ②＋③：再線維化抑制とビルト過程の複
合化）。こうした複合材料を用い、肺の気管
からのインジェクションで投与可能とする
ため、これらの分散液を調製した。微粒子か
らの薬物放出プロフィールおよび薬物の生
体内分布は、放射性同位体(RI)標識薬物を用
い、マウス皮下に投与して測定した。こうし
て、キャリア分子や薬物結合法の最適化を行
った。 
(2)  市販の MMP-1 タンパク質による肺線維
化組織の酵素分解性を、コラゲナーゼ / リ
ンゲル液内で行った。治療実験には、肺線維
症のモデルとして、ブレオマイシン水溶液の
気管内投与により間質性肺炎を誘導したラ
ットを作成し、治療実験を行った。無処置群
をコントロールにとり、複合化薬剤の使用に
よって、正常組織の再構築へと方向付けが行
われるかを検討した。薬物は前述の通り、経
気管的に投与して行った。治療効果は、肺の
組織学的評価・コラーゲン定量などによって
評価した。 
 
４．研究成果 
(1) カチオン化ゼラチン微粒子の微細化は、
まず、ゼラチン水溶液への有機溶媒混合によ
る再沈殿によって試みた。有機溶媒の混合は
氷冷撹拌下、徐々に行った。粒子の架橋は、
水/有機溶媒混合溶液（反応溶液）内へのグ
ルタルアルデヒド添加による化学架橋、ある
いは凍結乾燥の後、減圧下での熱脱水架橋反
応により行った。得られた微粒子は長辺が
100 µm 以下の不均一なフレーク状であった。
また、本粒子は、反応溶液内での分散性が高
く、遠心法での精製において収率が非常に低
く、乾燥後の再分散も困難であった。 
 そこで、油中水溶液(oil-in-water)懸濁法
に変更し、ポリ乳酸を導入し両親媒性を賦与
した酸性高分子誘導体を共存させたところ、
再分散性のよい、粒径約 6 µm のゼラチン微
粒子が調製できた(Figure. 1)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 1 両親媒性高分子誘導体（ポリ乳
酸導入セリシン）を混合して調製したゼラチ
ン微粒子の再分散実験。図中の黒線は10 µm。 
 
 ポリ乳酸導入ゼラチン複合型分子への疎
水性薬物の内包率は、同様に疎水性のインヂ
ゴをモデル薬物として使用し、吸光測定によ
り最適化した。 
 肺胞組織の細胞の生存性を改善するため
に、ファスジル酸を徐放するポリ乳酸微粒子
の 開 発 も 試 み た 。 微 粒 子 は 通 常 の
water-in-oil-in-water 懸濁法により調製し
た。しかし、薬物内包率が約 1 %と低く、ラ
ットの骨再生実験に用いた結果、組織再生や
周辺の細胞生着性は改善されず、炎症性を示
したため、以下の治療実験には使用できなか
った。 
 
(2)  肺線維症モデルの作製は、先ず異なる
薬量のブレオマイシンの静脈内投与により
試みたが、均一な症状の個体を得ることがで
きなかったため、気管内への溶液投与に変更
し、肺線維症モデルラットを得た。 
 次に、同モデルの肺線維化の解除を試みる
ため、異なる薬量のコラゲナーゼ溶液を同様
に投与した。結果、急性期には炎症による組
織の傷害が認められたが、投与後一週間の組
織学的観察では部分的なコラーゲンの減少
と上皮細胞の脱落が見られた。 
 MMP-1 遺伝子や TGFR siRNA による治療の可
能性を検討するため、初年度に開発した複合
型ゼラチン微粒子にレポーター遺伝子を収
着させ、経気管的にモデル動物の肺に投与し
た。また、再生を促すビルド過程の試みとし
て、肝細胞増殖因子(HGF) 、あるいは血管内
皮細胞増殖因子(VEGF)を収着したゼラチン
粒子の投与を行った。結果、線維化に伴った
上皮細胞の損傷・炎症などにより、有意な遺
伝子の導入、あるいは肺組織の再生は得られ
なかった。 
 本研究の結果では、肺組織の線維化のみな



 

 

らず、酵素処理や薬剤複合体投与に伴う炎症
によって、有意な治療効果が見られなかった。
そのため、MMP-1 による肺線維化の解除には、
より低侵襲な投与法の開発と炎症の制御が
不可欠であり、水溶性キャリア分子の開発や
ビルフェニドンなどの抗炎症剤との複合化
がより効果的であると考えられた。また、疾
患モデル動物個体間での状態差が大きく、比
較が困難であったことから、同一個体内で片
側ずつ処置を行い、一方をコントロールに用
いることができるよう、手技とモデル系の改
良が必要であると考えられた。 
 
(3) 複数の治療過程を複合化するという、
本研究のコンセプトが、他の組織の再生にお
いて有効であるかを検討した。用いた治療系
は、以前より生体組織再生の検討に使用し、
実験系として確立してきたラット骨再生モ
デルである。VEGF と BMP-2 をそれぞれ収着し
た２種類のゼラチン微粒子を複合化した場
合、単一因子による治療と比較して有意な組
織再生の促進効果を示した。この結果から、
治療過程の組み合わせや投与系の最適化が
必要ではあるが、複数の治療過程を複合化し
た DDS 薬剤による治療は、他組織の疾患治療
にも幅広い応用性があると期待できた。 
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