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研究成果の概要（和文）：　薬剤性の肺線維症は極めて重篤な障害であるが、その発症機構には不明な点が多く
予防法・治療法も確立されていない。近年、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；EMT）
が肺線維化の一因として注目されている。
　本研究では薬剤誘発性EMTの優れたin vitro評価系としてRLE/ABCA3細胞を樹立し、bleomycinのEMT誘発機構の
一部にTGF-β1が関与している可能性を明らかにした。さらに、肺胞上皮細胞においてquercetinはTGF-β1およ
び薬剤誘発性のEMTを抑制し、その抑制効果にはROS産生増加の抑制やTGF-β/smad経路の阻害が関与している可
能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：    Many drugs used in clinical pharmacotherapy often induce serious injury 
of the lungs and sometimes result in lethal interstitial lung diseases. Though there is a great 
variation in the reported values about the prevalence of drug-induced lung diseases, it is high 
especially in the case of bleomycin. It is now recognized that epithelial-mesenchymal transition 
(EMT) plays an essential role in the fibrosis of various organs and is acknowledged to be one of the
 mechanisms underlying the generation of mesenchymal cells participating in tissue fibrosis.
   In this study, we have found that RLE/Abca3 cells is a good in-vitro model to study drug-induced 
EMT, and TGF-β1 would be involved in the mechanism underlying bleomycin-induced EMT. In addition, 
quercetin, a flavonoid, may be a good therapeutic agent for drug-induced lung injury, which inhibits
 the intracellular ROS production and the TGF-β/smad pathway.

研究分野： 薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
薬剤性肺障害は重篤な副作用であり、ブレ

オマイシン(BLM)、メトトレキサート(MTX)、
分子標的薬ゲフィチニブなどの抗悪性腫瘍
薬、関節リウマチ治療薬、免疫抑制薬、小柴
胡湯などの漢方薬をはじめ多種多様な薬剤
によって引き起こされる。特に肺組織の線維
化が進行した肺線維症（pulmonary fibrosis）
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。 
 近年、肺線維化の原因として、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)）が注目されるようになってきた。一
方、肺線維症の進行には、TGF-β1 が重要な
役割を担っていることが知られているが、間
質性肺炎や肺線維症を引き起こすとされる
薬物が、TGF-β1 と同様、細胞レベルで肺胞
上皮細胞の EMT を誘発するか否かに関する
情報は極めて乏しく、現在のところ不明であ
る。 
 薬剤性の間質性肺炎、肺線維症が起こった
場合の一般的な対処としては、まず原因と疑
われる薬剤の投与を速やかに中止し、症状が
重篤な場合は、ステロイド剤が投与される。
しかし細胞の障害を伴う場合には効果が乏
しく、また感染を伴う場合には増悪を招く恐
れもある。近年、ピルフェニドンが特発性肺
線維症の治療薬として導入されたが、副作用
として多くの患者で認められている光過敏
症やそれに伴う皮膚がん発症の可能性、肝機
能障害などがあり、肺線維症の治療に精通し
ている医師のもとに慎重に使用しなければ
ならない薬物である。このため、より有効
性・安全性の高い肺線維症治療薬が求められ
ているのが現状であり、EMT を介した上皮
細胞の線維化過程は、新たな治療ターゲット
として期待される。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、肺胞上皮細胞を用い、薬剤性
肺障害の原因となる EMT 誘発の分子機構を
解明することを第一の目的とする。次に、
EMT を抑制しうる化合物・薬物を探索・同
定し、薬剤性肺障害の予防法・治療法を開発
することを第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
１）使用細胞：培養肺胞上皮細胞として、ラ
ットの正常な肺由来 RLE-6TN 細胞、当研究
室で RLE-6TN に脂質トランスポーター
ABCA3 の 遺 伝 子 を 導 入 し 樹 立 し た
RLE/ABCA3 細胞、およびヒト肺腺癌由来
A549 細胞を用いた。 
２）薬物処置：細胞を播種後 1 日目から肺線
維症誘発因子である TGF-β1 (10 ng/mL) で 48
時間または 72 時間処置、あるいは肺障害性
薬物であるBLM (0.4 µM)やMTX (0.1 µM) で
72 時間または 144 時間処置した。 
３）細胞の形態観察：薬物処置した細胞を位

相差顕微鏡にて観察した。また、glass bottom 
culture dish に播種した細胞を BODIPY ®FL 
phallacidin、Hoechst33342 を用いて、それぞ
れ F-actin、核を染色し、共焦点レーザー顕微
鏡にて観察した。 
４）発現解析：細胞から total RNA を抽出し、
real-time PCR 法にて遺伝子（mRNA）発現量
を測定した。細胞を溶解し、Western blotting
法を用いてタンパク質発現を解析した。 
５）活性酸素種 (ROS) レベルの測定：
5-(and-6)-carboxy-2',7'-dichlorofluorescein 
diacetate (carboxy-DCFDA)を蛍光プローブと
して用い、フローサイトメトリーにより測定
した。 
 
４．研究成果 
１）TGF-β1 処置 (48, 72 時間) によって、各
種細胞の形態は紡錘状となり、アクチンフィ
ラメントのリモデリングも観察された。さら
に RLE/Abca3 細胞を TGF-β1 で 72 時間処置
し た と こ ろ 、 上 皮 系 マ ー カ ー で あ る
cytokeratin 19 (CK19)や zonula occludens 1 
(ZO-1) の遺伝子発現量の減少が認められた。
また、間葉系マーカーである connective 
tissue growth factor (CTGF)、 fibronectin 
(FN)、α-smooth muscle actin (α-SMA) および
vimentin (VIM)の遺伝子発現量の増加も認め
られたことから、RLE/Abca3 細胞において
TGF-β1 によって EMT が誘発されていること
が明らかとなった。(Fig.1) (発表論文 9) 

 
２）RLE/ABCA3 細胞では TGF-β1 処置によっ
て ABCA3 遺伝子の発現量が有意に減少した
ことから、ABCA3 遺伝子は EMT の新たなマ
ーカーとなる可能性が示唆された。(発表論文
9) 
 
３）RLE/ABCA3 細胞を BLM で処置したとこ
ろ、間葉系マーカーとして重要な α-SMA の
遺伝子の発現量が有意に上昇し、ABCA3 遺
伝子の発現量は有意に減少した。一方、RLE
細胞では有意な変化が認められなかった。
(Fig.2) (発表論文 9) 
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Fig.1. RLE/Abca3 細胞における上皮系マ
ーカー遺伝子および間葉系マーカー遺伝
子の発現量に及ぼす TGF-β1 の影響 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
４）RLE/ABCA3 細胞に対して、TGF-β1 と
TGF-β receptor阻害剤であるSB431542を併用
処置したところ、RLE/Abca3 細胞の形態変化
が抑制された。さらに、遺伝子発現解析にお
いても上皮系マーカー遺伝子、間葉系マーカ
ー遺伝子、および新たな EMT マーカーと考
えられるAbca3遺伝子の発現変動は有意に抑
制された。 
 
５）BLM 誘発性 EMT に対する SB431542 併
用 の 効果に つ いても 検 討した 結 果 、
RLE/Abca3細胞の形態変化や上皮系マーカー
遺伝子、Abca3 遺伝子発現減少に影響は認め
られなかったが、間葉系マーカー遺伝子の発
現上昇は全て阻害された。 
 
６）抗線維化薬である pirfenidone は、
RLE/Abca3 細胞において TGF-β1、BLM によ
って誘発された EMT は抑制しなかったが、
MTX によって誘発された EMT を一部抑制す
る可能性が示唆された。 
 
７）薬剤誘発性 EMT を抑制しうる化合物の
探 索 を 行 っ た 結 果 、 phenylbutyrate や
α-tocopherol は BLM による肺胞上皮細胞の紡
錘 状 へ の 形 態 変 化 を 抑 制 し 、
N-acetyl-L-cysteine や troglitazoneは MTXによ
る細胞の形態変化を抑制した。一方、抗酸化
剤である ascorbic acid と植物ポリフェノール
である quercetin は、TGF-β1 および BLM、
MTX による細胞の形態変化、アクチンフィ
ラメントのリモデリングおよび α-SMA の
mRNA やタンパク質発現の増加を顕著に抑
制した。従って ascorbic acid や querucetinは、
薬剤性 EMT を幅広く抑制し得る有望な化合
物である可能性が示唆された。（Fig. 3） 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
８）近年、TGF-β1 による細胞内 ROS 産生の
増加が EMT の誘発に関与しているという報
告がある。さらに、quercetin はポリフェノー
ルであり、抗酸化作用を有することが知られ
ている。そこで、RLE/Abca3 細胞を用いて、
細胞内の ROS 産生増加に及ぼす quercetin の
影響を解析した。その結果、TGF-β1、BLM、
MTX によって誘発された細胞内の ROS 産生
増加は、quercetin の共処置により有意に抑制
された。 
 
９）TGF-β/smad 経路は、以前から EMT 誘発
への関与が報告されており、当研究室におい
ても肺胞上皮細胞 A549 を TGF-β1 および
MTX で処置することにより、TGF-β/smad シ
グナル経路の活性化に重要な smad2のリン酸
化が亢進することを報告している(発表論文
8)。そこで、RLE/Abca3 細胞を用いて、smad2
のリン酸化に及ぼす BLM と quercetin の影響
を解析した。その結果、BLM 処置により
smad2 のリン酸化の亢進が認められ、そのリ
ン酸化の亢進は quercetin の共処置により有
意に抑制された。 

 
以上の結果から、当研究室で樹立した

RLE/ABCA3 細胞は薬剤誘発性の EMT を in 
vitro で評価する上で、優れたモデルであり、
BLM の EMT 誘発機構の一部に TGF-β1 が関
与する可能性が示唆された。さらに、肺胞上
皮細胞において quercetin は TGF-β1 および薬
剤誘発性の EMT を抑制しうる有用な化合物
であり、その抑制効果には ROS 産生増加の抑
制や TGF-β/smad 経路の阻害が関与している
可能性が示唆された。 
これらの知見は、臨床現場で頻発している
薬剤誘発性の肺線維症の防御法を開発する
上で有用な基礎的知見になると考える。 
 

Fig.2. RLE-6TN および RLE/Abca3 細胞
における α-SMA 遺伝子の発現量に対する
BLM の影響 
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Fig.3 TGF-β1 および BLM 処置による
RLE/Abca3 細胞の形態変化に及ぼす
quercetin の影響 
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