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研究成果の概要（和文）：メトトレキサート（MTX）による肺障害に対する葉酸の有用性の評価と経肺投与製剤
としての新たな可能性を見出すことを目的として研究を行った。その結果、MTXによって誘発される肺胞上皮細
胞の上皮間葉転換（EMT）は、葉酸の共存によって顕著に抑制され、この葉酸の抑制効果には、MTXによるEMT誘
発因子の分泌過程の阻害が関与する可能性が示唆された。さらに、ddyマウスにおいて、葉酸の経肺投与によっ
て、MTXが誘発する肺の炎症が減少する傾向が認められた。これらの知見は、MTX誘発性肺障害に対する葉酸の有
用性を示すとともに、葉酸の新たな投与形態の可能性を考える上で重要な基礎的情報となるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Effect of folic acid (FA) and the intratracheal administration on 
methotrexate (MTX)-induced lung injury was examined. We have found that MTX-induced 
epithelial-mesenchymal transition (EMT), which is closely related to pulmonary fibrosis, was 
completely suppressed by the co-treatment with FA, which effect may be based on an inhibitory effect
 of FA on increase in secretion of EMT-inducing factors from MTX-treated cells. In mouse models, 
furthermore, intratracheal administration of FA tended to ameliorate MTX-induced inflammation in the
 lungs. These findings suggest high efficiency of FA in MTX-induced lung injury, and provide 
significant basic information to develop novel dosage form of FA in clinical use. 

研究分野： 生物薬剤学

キーワード： 薬剤性肺障害　メトトレキサート　葉酸製剤　上皮間葉転換　肺胞上皮細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでMTXによる肺障害に対して葉酸製剤の使用は推奨されていなかったが、本研究の成果によって、葉酸は
MTXによる肺障害に対して有効である可能性が示された。実際に臨床で用いられてこなかった理由として、MTXと
比べて葉酸が肺に移行しにくい可能性も考えられたため、新たに葉酸の経肺投与をMTX誘発性肺障害モデルマウ
スを用いて検討し、良好な結果がえられつつある。本研究の成果によって、MTX誘発性肺障害に対する葉酸の新
規経肺投与製剤が有用である可能性が示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 薬剤性肺障害は、薬物によって誘発される重篤な肺疾患であり、間質性肺炎や肺線維症へと
進展することから臨床上問題となっている。近年、肺線維症の病態形成には、障害を受けた肺
胞上皮細胞から筋線維芽細胞への形質転換である EMT（epithelial-mesenchymal transition）
の関与が示唆されているが、薬剤誘発性肺障害における EMT の関連性については十分に検討さ
れていないのが現状である。 
一方、肺障害を誘発する頻度が高いとされているメトトレキサート（MTX）は、葉酸代謝拮抗

薬として臨床で汎用される薬物である。MTX は、抗がん作用や抗リウマチ作用など幅広い薬理
効果を有するが、いくつかの重篤な副作用を誘発する。その中で、汎血球障害や消化管障害の
ような副作用に対しては、葉酸がレスキューとして用いられるが、MTX 誘発性肺障害に対する
葉酸の使用に関する情報は乏しい。葉酸のレスキュー治療は、MTX を用いた治療継続に大きく
寄与するものであるが、MTX 誘発性肺障害に対する葉酸の使用が推奨されていない詳細な理由
は不明である。 
肝臓や腎臓と比べて、肺における薬物の輸送に関する研究は大きく遅れており、MTX や葉酸

などの薬物がどのようにして肺へと移行しているのかについては十分な情報がない。MTX によ
る肺障害の誘発には、MTX の肺への移行が重要であると考えられるが、仮に投与した葉酸製剤
が肺へと十分に移行しなかった場合、MTX による肺障害を防御できないことが可能性の一つと
して考えられる。すなわち、薬物分布の観点から、MTX 誘発性肺障害に対する葉酸の効果が得
られない事象が生じている場合、直接葉酸を肺へと投与する経肺投与法が有用な手段であると
推測されるが、それらを検証した事例や先行研究は存在しない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、肺障害の頻度が比較的高いにも関わらず詳細が明らかにされていない MTX 誘発
性肺障害に対する葉酸の有用性の評価を行うことを目的に検討を行った。特に、薬剤誘発性肺
障害と EMT の関係性における情報が欠如していることから、肺胞上皮細胞における MTX 誘発性
EMT に対する葉酸の影響解析に焦点を当てた。また、MTX の肺胞上皮細胞への取り込み機構を評
価することによって、MTX が肺胞へと移行する過程について明らかにすることも目的とした。
さらに、実際に MTX 誘発性肺障害モデル動物を作出し、葉酸の経肺投与の有用性についても検
討した。葉酸の経肺投与は、MTX の全身での主効果への影響を最小限に抑えた上で、肺胞上皮
のみに生じる MTX 障害を防御できる可能性を有するため、新たな葉酸製剤の創出に大きく貢献
しうるものである。 
 
３．研究の方法 
（１）肺胞上皮細胞における MTX 誘発性 EMT の評価と葉酸の影響解析：ヒト由来培養肺胞上皮
細胞 A549 に、葉酸の共存・非共存下において MTX を処置した。EMT 様の形態変化は、位相差顕
微鏡を用いて観察した。また、EMT のマーカー遺伝子であるα-smooth muscle actin（α-SMA）
やその他 EMT 関連遺伝子の mRNA 発現は、real-time PCR や Toray 3D Gene を用いたマイクロア
レイによって解析した。さらに、α-SMA のタンパク質発現は、flow cytometry によって検出し
た。 
 
（２）MTX による EMT 誘発因子の分泌に及ぼす葉酸の影響解析：A549 細胞に葉酸の共存・非共
存下で MTX を処置後、培養上清を回収した。回収した培養上清から透析によって MTX を除去後、
凍結乾燥を経て得た粉末を再度培養液に懸濁し、サンプルとした。各処置条件下から得た
Conditioned medium（CM）を新たに用意した A549 細胞に暴露し、EMT 形質の評価を行った。 
 
（３）MTX 誘発性 EMT における葉酸代謝サイクルの影響解析：A549 細胞に MTX の薬理効果の標
的である dihydro folate reductase（DHFR）の siRNA を導入し、DHFR をノックダウンした後、
MTX を処置による EMT 形質変化について評価した。また、MTX をポリグルタミン酸化する酵素で
ある folypolyglutamate synthase（FPGS）に対する siRNA も作成し、FPGS をノックダウン後、
MTX を処置し、同様に EMT の評価を行った。 
 
（４）MTX 誘発性 EMT と細胞周期の関連解析：以下の３つの手法にて細胞周期と MTX 誘発性 EMT
の関連性について解析を行った。 
①A549 細胞に MTX を処置後、細胞を回収した後、固定・膜透過処理を行い、α-SMA の一次抗体
で抗原抗体反応を行った。その後、FITC 標識した二次抗体の反応後、核に集積する propidium 
iodide（PI）を処置した。染色後の細胞を回収し、flow cytometry を用いて PI を指標にして
細胞周期の評価を、FITC を指標にして EMT の評価を同時に解析した。 
②A549 細胞に MTX を処置後、細胞を回収し、Hoechst33342 と反応後、セルソーターを用いて、
細胞をG1、SおよびG2/M期の細胞にそれぞれ分取した。分取した細胞からtotal RNAを抽出し、
逆転写反応を経て生成した cDNA を用いて、α-SMA の mRNA 発現レベルを real-time PCR を用い
て行った。 
③A549 細胞を、チミジンを用いて S期に、ノコダゾールを用いて G2/M 期に同調後、MTX をそれ
ぞれの細胞に処置し、α-SMA の mRNA 発現レベルを real-time PCR によって解析した。 



（５）肺胞上皮細胞における MTX の取り込み機構に及ぼす葉酸の影響解析：A549 細胞およびヒ
ト由来培養肺胞上皮細胞 H441 を用いて、[3H]MTX の取り込みの評価を行った。細胞内に取り込
まれた[3H]MTX は液体シンチレーションカウンタによって検出した。また、葉酸トランスポー
ターとして知られる reduced folate carrier（RFC）に対する抗体を用いて、A549 および H441
細胞における RFC のタンパク質発現量を western blot によって解析した。さらに、H441 細胞
における RFC の局在を決定するため、H441 細胞を固定・膜透過処理後、Hochst33342 を用いて
核を、RFC 抗体および FITC 標識二次抗体を用いて RFC を染色し、共焦点レーザー顕微鏡を用い
て解析を行った。 
 
（６）MTX 誘発性肺障害モデルマウスの作出と葉酸の経肺投与の影響解析：ddy マウスに対して
10 mg/kg の MTX を５日間腹腔内投与し、最初の投与から７日目に肺を単離した。また、葉酸の
投与は、MTX 投与の初日に行い、microsprayer を用いて経肺投与を行った。単離した肺組織の
ホモジネート中の malondialdehyde（MDA）を発色させ、吸光波長 560 nm で検出・定量した。 
 
４．研究成果 
（１）A549 細胞における MTX の EMT 誘発と葉酸の防御効果 
 A549 細胞に MTX を処置したところ、EMT 様の紡錘状の形
態変化とα-SMA の mRNA およびタンパク質発現の上昇が認
められた一方、葉酸の共存によってこれら変化は顕著に抑
制された。（発表論文３）また、マイクロアレイ解析によっ
て、MTX によって発現が変動する遺伝子および葉酸によって
その変動が抑制される遺伝子の網羅的な解析を行った。そ
の結果、図１に示すように、MTX によって４倍以上変動する
遺伝子として 470 種類を特定したが、そのうち 100 遺伝子
は葉酸の共存によって、MTX による発現変動が抑制された。
これら 100 種類の遺伝子セットを用いてパスウェイ解析を
行ったところ、当該遺伝子セット中に細胞周期をアノテー
ション情報として有する遺伝子が統計的に多く含まれてい
ることが明らかになった。 
 
（２）MTX による EMT 誘発因子の分泌に及
ぼす葉酸の影響解析 
 MTX は様々な因子の分泌を促進し、その
中には IL-6 など、EMT を誘発しうるサイト
カインなども含まれている。そこで、MTX
によって分泌される種々の因子がMTX誘発
性EMTに関与するか否かについて検討を行
った。MTX を処置後、回収した培養上清か
らMTXを透析によって除去することによっ
て得た CM（CMM）を新たに用意した A549 細
胞に暴露したところ、図２に示すように
EMT 様の形態変化およびα-SMA の mRNA お
よびタンパク質発現の上昇が認められた。
従って、MTX は、何らかの EMT 誘発因子の
分泌を亢進することによってEMTを誘発し
ている可能性が示された。一方、MTX と葉
酸を共存処置した後、同様に調製した CM
（CMMF）の場合、CMM による EMT 様の形質
変化が抑制された（図２）ことから、葉酸
は MTXによる EMT誘発因子の分泌過程の阻
害を介して、MTX 誘発性 EMT を抑制してい
る可能性が示唆された。（発表論文３） 
 
（３）MTX 誘発性 EMT に対する葉酸代謝サイクルの影響解析 
 MTX 誘発性 EMT に対する葉酸の強力な阻害効果が明らかになったことから、次に MTX 誘発性
EMT に対する葉酸代謝サイクルの影響について検討を行った。まず、葉酸から葉酸代謝サイク
ルに必要なテトラヒドロ葉酸を生成する酵素である DHFR に焦点を当てた。A549 細胞に DHFR に
対する siRNA を導入し、DHFR をノックダウン後、MTX の処置を行ったところ、興味深いことに
MTX による EMT の誘発に影響は認められなかった。従って、MTX の薬理効果の標的である DHFR
は、MTX 誘発性 EMT に関与しない可能性が示唆された。一方、DHFR ノックダウン細胞において、
葉酸の MTX 誘発性 EMT に対する防御効果が減少した。また、葉酸と比べてテトラヒドロ葉酸の
方が低濃度で MTX による EMT の誘発を阻害したため、葉酸の EMT 抑制効果において DHFR が重要
な役割を担う可能性も示唆された。 



（４）MTX 誘発性 EMT に対する細胞周期の影響解析 
 MTXを処置したA549細胞におけるマイクロアレイ
およびパスウェイ解析の結果から、細胞周期が MTX
誘発性 EMT に関与するとの結果が得られたことから、
EMT の誘発と細胞周期の関連性に着目して検討を行
った。まず、MTX を処置した細胞に PI およびα-SMA
に対する一次抗体・FITC 標識二次抗体を処置し、
flow cytometry を用いて PI および FITC を同時に検
出したところ、MTX によって細胞周期は S 期に停止
したこと、および G1 期と比べて S および G2/M 期で
α-SMA のタンパク質発現が亢進していることを見
出した。次に、MTX を処置した細胞に Hochst33342
を取り込ませた後、セルソーターを用いて細胞周期
毎に細胞を分取し、それぞれの細胞群から抽出した
total RNAを用いてα-SMAの mRNA発現レベルを確認
した。その結果、flow cytometry の結果と同様に、
G1 期と比べて、S および G2/M 期におけるα-SMA の
mRNA 発現レベルが有意に高いことが明らかになっ
た（図３）。さらに、細胞周期停止薬であるチミジン
およびノコダゾールを処置することによって細胞を
S および G2/M 期に停止させた後、MTX を処置したと
ころ、両細胞周期停止薬によるα-SMA の mRNA 発現
の増加と比べて、さらなる発現レベルの上昇は認め
られなかった。これらの結果から、MTX 誘発性 EMT
は、細胞周期の停止（主に Sおよび G2/M 期）と関連
する可能性が示唆された。また、チミジンやノコダゾールでもα-SMA の mRNA 発現レベルは上
昇したことから、MTX のみならず細胞周期の停止を促す薬物であれば、EMT を誘発し、ひいては
肺障害を呈する可能性があるものと考えられる。 
 
（５）肺胞上皮細胞における MTX の取り込み機構の解析 
 ヒト由来肺胞上皮細胞である A549 および H441 細胞にお
ける MTX の取り込み機構の解析を行った。まず、A549 細胞
において、MTX の取り込みには、pH 5.5 では proton coupled 
folate transporter（PCFT）が、pH 7.4 では RFC が主に関
与することを明らかにし、生理条件を考慮した場合、肺へ
の移行には主に RFC が関与すると考え、RFC に着目した。
A549 細胞における MTX の取り込みに対する葉酸の Ki 値は
Dixon plot から 273.1 µM と算出され、RFC に対する親和性
は MTX（Km 値；1.52 µM）と比べて低い可能性が示唆された。
すなわち、RFC が MTX の肺への移行に関与する場合、葉酸と
比べてMTXは肺に移行しやすいことが推測される。そこで、
比較的高い極性を有する H441 細胞を用い、MTX 取り込みの
方向性について検討を行った。まず、transwell の insert
上に H441 細胞を播種し、13 日間培養後、十分な膜電気抵抗
値を得たことを確認し、MTX を apical 側あるいは basal 側
から暴露したところ、30 分後の細胞内取り込みは、basal
側から暴露した方が、apical 側と比べて有意に高かった（図
４A）。さらに、H441 細胞における RFC の局在について共焦
点レーザー顕微鏡を用いて確認したところ、RFC は basal
側に局在している可能性が示唆された（図４B）。これらの
ことから、MTX は basal 側に局在する RFC によって肺胞上皮
細胞へと移行し、RFC への親和性が低い葉酸は MTX と比べて
肺に移行しにくい可能性も併せて示唆された。（発表論文
１） 
 
（６）MTX 誘発性肺障害モデルマウスに対する葉酸の経肺投与の影響解析 
 MTXをddyマウスに10 mg/kgの量で５日間腹腔内投与を行い、７日目に肺を単離したところ、
炎症の指標である MDA の産生レベルの上昇が認められた。そこで、MTX の投与前に microsprayer
を用いて葉酸の経肺投与を行い、生理食塩水の経肺投与の場合と比較した。その結果、葉酸の
経肺投与によって、MTX による MDA の上昇が抑制される傾向が認められた。本結果については
更なる再現性の検討が必要であると考えているが、in vivo で葉酸の経肺投与の有効性が認め
られた初めての事例である。 
 



 
本研究で得られた結果を以下にまとめる。 
 
✓ A549細胞においてMTXが誘発するEMT様の形態変化およびEMTマーカーα-SMAの mRNAおよ
びタンパク質発現の上昇を葉酸は顕著に抑制した。 
✓ 葉酸の EMT 抑制効果には、MTX による EMT 誘発因子の分泌過程の阻害が関与し、さらに DHFR
によるテトラヒドロ葉酸への変換が重要である可能性が示唆された。 
✓ MTX 誘発性 EMT には、細胞周期の停止が関与する可能性が示唆された。 
✓ MTXは肺胞上皮細胞にRFCを介してbasal側から取り込まれる可能性が示唆された。さらに、
葉酸の RFC に対する親和性が MTX と比べて低いため、葉酸は MTX よりも肺へと移行しにくい可
能性が考えられた。 
✓ MTX 誘発性肺障害モデルマウスにおいて、葉酸の経肺投与は有用である可能性が示唆された。 
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