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研究成果の概要（和文）：薬物の肺障害性について、重篤な肺の線維化と深く関係する肺胞上皮細胞の上皮間葉
転換（EMT）の観点から研究を行った。その結果、メトトレキサートなどの肺障害性薬物は、肺胞上皮細胞に直
接作用しEMTを引き起こすこと、EMTの誘発にはSmad2のリン酸化、細胞外分泌因子、マイクロRNAなど様々な因子
が関与すること、サプリメントとしても使用されているケルセチンはEMT抑制効果を持つことなどを明らかにし
た。これらの知見は、薬剤性肺障害の分子機構の理解や肺障害防御法の開発に有用と考える。

研究成果の概要（英文）：Mechanisms underlying drug-induced pulmonary injury were investigated from 
the viewpoint of epithelial-mesenchymal transition (EMT) of alveolar epithelial cells deeply related
 to pulmonary fibrosis. We have found that (1) drugs such as methotrexate act directly on alveolar 
epithelial cells to cause EMT, (2) various factors such as Smad2 phosphorylation, extracellular 
secretion factor, and microRNA are involved in the induction of EMT by drugs, (3) quercetin which is
 used as a supplement in Japan has been shown to have EMT inhibitory effect. These findings would be
 useful for understanding the molecular mechanisms of drug-induced lung injury and developing 
strategies for preventing pulmonary disorders.

研究分野： 生物薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
間質性肺炎などの薬剤性の肺障害は重篤

な副作用であり、特に病態の進行によって肺
組織が線維化した肺線維症は5年後の死亡率
が約 50%にも上るなど、その予後は著しく不
良である。間質性肺炎や肺線維症は、ブレオ
マイシン（BLM）、ニトロソウレア系、さらに
は分子標的薬ゲフィチニブなどの各種抗が
ん剤や抗てんかん剤など多種多様な薬剤に
よって引き起こされるが、障害発症機構には
不明な点が多い。また、肺線維症の治療には
一般にステロイドが使用されるが、その効果
は十分ではない。筋線維芽細胞は、肺の線維
化に中心的な役割を果たしているが、近年、
その由来として肺胞上皮 II 型細胞の筋線維
芽細胞への転換（上皮間葉転換; Epithelial- 
Mesenchymal Transition (EMT)）が注目され
ている。一方、特発性肺線維症（Idiopathic 
Pulmonary Fibrosis）の進行には、TGF-β1
が重要な役割を担っていることが知られて
いる。こうした経緯から、培養肺胞上皮細胞
を用いて TGF-β1による EMTの誘発に関する
研究が開始された。現在、複数の研究グルー
プが、TGF-β1 処置によって細胞形態の変化
や遺伝子発現の変化が生じること、これら変
化はEMTと関連する可能性があることを報告
しつつあるが、薬剤性肺障害と EMT の関係は
明らかではない。 
 

２．研究の目的 
本研究では、肺胞上皮細胞を用い、薬物に

よるEMTの誘発やその分子機構について細胞
レベル・分子レベルで解析するとともに、EMT
を検出するためのバイオマーカーを明らか
にすることを第一の目的とする。次に、治療
薬・予防薬の開発に向け、EMT を抑制しうる
化合物・薬物を探索・同定することを第二の
目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）TGF-β1 や肺障害性薬物による上皮細
胞の EMT 様形態変化の観察：培養肺胞上皮細
胞を TGF-β1や BLM、メトトレキサート（MTX）
などの肺障害性薬物で処置し、上皮細胞から
間葉系細胞（筋線維芽細胞）への形態変化を
位相差顕微鏡で観察した。また、EMT が生じ
るとアクチンフィラメントのリモデリング
が起こるので、BODIPY FL phallcidin でアク
チンフィラメントを染色し共焦点レーザー
顕微鏡で観察した。 
 
（２）TGF-β1 や肺障害性薬物による肺胞上
皮細胞の遺伝子（mRNA およびマイクロ RNA）
発現変化の解析：（１）で細胞形態に変化が
見られた処置条件を用い、各種 mRNA 発現に
ついて real-time PCR によって解析した。対
象とする mRNA は、上皮細胞及び II 型細胞マ
ーカーとして Cytokeratin 19、E-cadherin、
Zonula occludens 1、ABCA3 など、筋線維芽
細胞マーカー遺伝子としてα-Smooth muscle 

actin、Collagen type Iα1、Connective 
tissue growth factor など、TGF 関連遺伝子
として TGF-β1、TGF receptor などを細胞に
応じて適宜選択した。また、マイクロ RNA の
発現変化についてもマイクロアレイや
real-time PCR によって解析した。 
 
（３）TGF や肺障害性薬物による Smad のリン
酸化変化の解析：TGF-β1 による EMT には、
Smad 経路が関係するとされるため、肺胞上皮
細胞を TGF や肺障害性薬物で処置し、Smad の
リン酸化変化について Western blot 法によ
り解析した。 
 
（４）薬物誘発性 EMT を抑制する化合物の探
索・同定：N-アセチルシステイン(NAC)、ア
スコルビン酸、ケルセチン、ピルフェニドン
など、これまでの情報からTGF-β1誘発性EMT
を抑制する可能性のある化合物を選択し、薬
物誘発性 EMT に対する防御効果を解析した。
まず、細胞形態変化に対する防御効果でスク
リーニングし、効果の得られた化合物につい
てさらに mRNA 発現や Smad のリン酸化に対す
る影響を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）RLE/Abca3 細胞の形質に及ぼす TGF-β
1 および肺障害性薬物の影響：ラット由来の
RLE-6TN 細胞から我々が樹立した RLE/Abca3
細胞（Abca3 遺伝子導入によって全体的に II
型形質が高まった細胞）を用い、TGF-β1 に
よる EMTの誘発について解析した。その結果、
TGF-β1 によって RLE/Abca3 細胞の形態が紡
錘状の線維芽細胞様に変化し、またアクチン
フィラメントの走行も線維状に変化した。さ
らに上皮系マーカー遺伝子の発現低下、間葉
系マーカー遺伝子の発現上昇が認められ、
TGF-β1 によって EMT が誘発されていること
が示された。次に、抗がん剤 BLM および MTX
を用いて RLE/Abca3 細胞を処置し、同様の検
討を行った。その結果、これら抗がん剤も、
TGF-β1 による EMT と類似した変化を引き起
こすことが明らかとなった。なお、TGF-β1
による EMTに対する特発性肺線維症治療薬ピ
ルフェニドンの影響について検討したが、ピ
ルフェニドンは TGF-β1による EMTの抑制効
果を示さなかった。従って、ピルフェニドン
の抗線維化作用は、肺胞上皮細胞の EMT に対
する直接作用ではないものと考えられた。
（発表論文 8） 
 
（２）A549 細胞におけるメトトレキサート誘
発性 EMT とその分子機構：ヒト由来肺胞上皮
A549 細胞を MTX で処置したところ、EMT 様変
化が誘発され、TGF-β1 処置の場合と同様、
Smad2 のリン酸化が亢進した。さらに、TGF-
β1 のシグナル伝達を阻害する SB431542 を
MTX と併用したところ、細胞形態や mRNA 発現
から見た EMT様変化や Smad2 のリン酸化が抑
制された。しかし、TGF-β1 の中和抗体を培



養液中に添加しても MTXによる EMT誘発には
影響を与えなかった。従って、MTX による EMT
誘発には、TGF-β1 処置と類似したシグナル
伝達経路が関与するが、TGF-β1 のオートク
リンは関与しないものと考えられた。そこで
さらに細胞外分泌因子の関与について検討
するため、A549 細胞を MTX で処置し、その培
養上清を透析してMTXを除去し、Conditioned 
Medium (CM-MTX)を調製した。A549 細胞を
CM-MTX で処置したところ、EMT 様の変化が観
察された。従って、MTX による EMT 誘発には
上清中に分泌される何らかの因子の関与が
示唆された。さらに、細胞を MTX で処置する
際に葉酸を併用したところ、CM による EMT 誘
発は観察されなかった。また、CM-MTX による
EMT 誘発効果も葉酸により抑制された。従っ
て、葉酸は MTX 誘発性肺障害の防御に有用で
ある可能性が示唆された。（発表論文 7） 
 
（３）TGF-β1 や肺障害性薬物による肺胞上
皮細胞の EMT誘発におけるマイクロ RNAの関
与：RLE/Abca3 細胞を TGF-β1 や BLM で処置
しマイクロアレイで解析したところ、
miR-34a の発現上昇が認められた。real-time 
PCR で検証したところ、TGF-β1、BLM、MTX
による miR-34a の発現上昇が確認された。ま
た、miR-34a の標的遺伝子で細胞間接着に関
与する Nectin-1 や II型細胞マーカーである
ABCA3のmRNAおよびタンパク質発現の減少が
観察された。そこでさらに、miR34-a の mimic
を細胞に導入し直接的な効果を検討した。そ
の結果、miR34-a の mimic 導入によって、
Nectin-1 および ABCA3 の mRNA 発現が減少す
ることを認めた。従って、miR-34a が EMT に
関与する可能性、および EMT の新たなバイオ
マーカーとなる可能性が示唆された。（発表
論文 1） 
 
（４）RLE/Abca3細胞を用いた薬物誘発性EMT
を抑制する化合物の検討：RLE/Abca3 細胞を
用いて細胞形態の変化抑制を指標にスクリ
ーニングを行ったところ、アスコルビン酸お
よびケルセチンは、TGF-β1、MTX、BLM によ
る EMT様の細胞形態変化を顕著に抑制したこ
とから、肺線維症抑制物質として有望と考え
られた（図 1）。そこでケルセチンに焦点を当
ててさらに検討を行ったところ、ケルセチン
は TGF-β1、MTX、BLM による間葉系マーカー
α-SMA の mRNA およびタンパク質の発現上昇
抑制効果を持つことが明らかとなり、EMT マ
ーカー発現の面からもケルセチンのEMT抑制
効果が示された。さらに、ケルセチンはリン
酸化 Smad2 の上昇を抑制すること、また EMT
抑制効果との関係は現在のところ明確でな
いが、TGF-β1、BLM による ROS 産生も抑制す
ることを見出した。従ってケルセチンは、薬
剤性肺障害の防御に有用な化合物である可
能性が示唆された。 
 
 

  
これらの結果は、薬剤性肺障害、特に肺線

維症発症の分子機構について新たな知見を
提供するものであり、関連領域の研究推進に
対する貢献は大きい。さらに今後ケルセチン
による薬剤性肺障害防御作用を in vivo でも
検証できれば、臨床への応用も期待できるた
め、医療上も価値のある成果と考えている、 
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