
大阪市立大学・大学院医学研究科・登録医

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４４０２

若手研究(B)

2019～2017

マクロファージ活性化制御による肺線維化抑制の新規治療法の確立

Establishment of new treatment for suppression of lung fibrosis through 
regurating macrophage activation

７０７６９８３５研究者番号：

戸田　道仁（Michihito, Toda）

研究期間：

１７Ｋ１６６１４

年 月 日現在  ２   ６ ２３

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：in vitroにおいてピルフェニドン(PFD)はM1マクロファージ(MΦ)分極に影響を及ぼさ
ず、M2MΦの分極及びMΦからのTGF-β1産生を抑制する。PFDMΦ培養上清の添加で線維芽細胞増殖・Col1A1,  
heat shock protein 47発現を抑制する。in vivoにおいてPFDはの連日経口投与で肺組織中のM2MΦ分極を抑制す
る。
BleomycinとLipopolysaccharideを併用投与することで呼吸不全が惹起されていることが判明し、ラットにおけ
る特発性間質性肺炎の急性増悪病態を模倣するモデルを確立させた。

研究成果の概要（英文）： In vitro, Pifenidone (PFD) significantly reduced the expression of M2 
macrophage (MΦ) markers but had no effect on the expression of M1 MΦ markers. PFD significantly 
reduced TGF-β1 levels in MΦ culture supernatants.  The expression of  Col1a1 and  heat shock 
protein 47 mRNAs was only significantly suppressed when rat lung fibroblasts were cultured with 
conditioned medium from MΦ cells treated with PFD. In vivo, PFD suppressed M2MΦ polarization in 
lung tissue by daily oral administration.
Respiratory failure was exacerbated in Bleomycin-treated rats by Lipopolysaccharide. This model 
could mimic the pathophysiological changes of acute exacerbation of pulmonary fibrosis in humans. 

研究分野： 呼吸器外科学

キーワード： マクロファージ分極制御

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ピルフェニドンが慢性肺線維化に関わるM2マクロファージの分極抑制効果を持つことが判明した。一方で急性炎
症病態に関わるM1マクロファージの分極抑制効果は認めず、今後急性炎症病態（間質性肺炎急性増悪）抑制のた
めにはM1マクロファージを抑制する他剤との併用を行う必要がある。ラットの間質性肺炎急性増悪モデルを確立
したことで今後さらに有効な実験系を計画することが可能となった。
また、M2マクロファージは肺組織における発癌とも関係があるとされ、ピルフェニドンのマクロファージ分極制
御機構により線維化肺の発癌抑制効果についても期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景 

肺線維症治療薬はピルフェニドンとニンデタニブが上市されているが、その作用機序には未だ

不明な部分も多く、抗線維化機序の解明とともにさらなる臨床効果の高い治療薬の開発が急務

である。慢性炎症、特に肺線維症においては組織が繰り返し損傷を受けたり、TGF-β産生調節

の欠如により、TGF-βおよび細胞外基質の産生が継続して行われ、組織の線維化を招くことが

報告されている(N Engl J Med 331:1286, 1994)。さらに、その産生源は肺胞マクロファージ(M

Φ)で高発現していることが判明している(PNAS 88:6642, 1991)。動物実験においても抗癌剤ブ

レオマイシン(BLM)による線維化モデルを作成すると、数日で血中の TGF-β1は高値となり、肺

においては肺胞 MΦに高発現し、この MΦの TGF-β高発現は、副腎皮質ステロイドでは抑制さ

れない(J Clin Invest 92:1812, 1993)。従って、TGF-βの過剰産生を抑制し、本サイトカイン

ネットワークを断ち切る目的から MΦの活性化を制御することが重要である。  MΦは急性炎症

等に見られる M1 型、組織修復、癌等に見られる M2型、さらに肺胞、肝、脾、脂肪組織等に常

在する組織常在型等に分けられ、線維化病態は M2>M1 に分極バランスが傾いていることが知ら

れている(Hum.Mol.Genet. 20:790, 2011)。従って、肺線維症における MΦの活性化制御は有効

な治療戦略となる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

(1)すでに実臨床において抗線維化薬の一種であるピルフェニドン(PFD)は実際の臨床量での血

漿中濃度 Vitro の報告での有効濃度の間には乖離があり、PFD は線維芽細胞に直接作用するの

ではなく、他の機序を介して効果を示すのではないかと考えられた。我々は線維化との関係が

報告されている MΦに注目し、線維化が起こる過程の中で PFD は M1MΦへの分極を制御すること

で炎症そのものを抑制したり、あるいは M2MΦへの分極を制御し線維化病態を抑制するのでは

ないかと推測した。またその作用が生体内の代謝を介したものか否かを検討するため、ラット

肺胞 MΦ細胞株である NR8383 を用いてサイトカインの刺激により M1, M2 に活性化した MΦに

対する PFD の作用とその機序を検討した。  

(2) また、その際の MΦを介した線維化制御に関しても検討した。M2MΦから産生される培養上

清中の TGF-β1 や、その培養上清を添加した際の線維芽細胞の増殖能・mRNA 発現に対する影響

を検討し、さらに線維芽細胞から産生されるコラーゲン蛋白・HSP47 蛋白発現への影響も検討

した。 

(3) vivo でも BLM 誘発肺線維化モデルを用いて PFD の肺組織中 MΦへの影響を検討した。本研

究室ではラットを用いた BLM 気管内注入による肺線維化モデルを確立している。本モデルにお

いて既存の肺線維症治療薬であるピルフェニドンによるラット肺線維化及び肺組織中の MΦ分

極に与える影響について検討した。 

(4）さらに上記の肺線維化モデルにおいて、すでに臨床で使用されている PFD と MΦ抑制効果

が報告されている Liposome clodronate(CLO)(AJRCCM. 184(5): 569-81. June 2011.) を併用

投与することで、それぞれ M2MΦ及び肺線維化抑制が増強されるかどうかを検討し、治療の相

乗効果を提唱することができるかどうかを検討した。 

(5) BLM 気管内注入肺線維化モデルに対して間質性肺炎急性増悪を模倣するモデルを作成した。

間質性肺炎急性増悪は原因が未だ不明であるが、なんらかの刺激(感染、手術など)を契機にお

こることが知られており、肺炎の原因となる endotoxin はその原因のひとつであると考えられ

ている。そのため、Lipopolysaccharide (LPS)を追加投与することで間質性肺炎急性増悪の模

倣ができるかを検討した。 



 

３．研究の方法 

(1) ①NR8383 細胞株 12well プレートに播種し、その 24 時間後に PFD の有機溶媒である DMSO

もしくは DMSO に溶解させた PFD をそれぞれ濃度毎(1,10,100μg/ml)に添加した。そのさらに

24時間後にサイトカイン刺激(ControlにはPBSを、M1型を増加させるのにLPSおよびIFNγを、

M2 型を増加させるのに IL-4・IL-13 をそれぞれ添加した。細胞・上清を継時的に回収し Western 

blot(WB)法にて M1 マーカー蛋白の発現を検討した。②NR8383 に PFD を各濃度

(0.1,1,10,100μg/ml)で添加、24時間後に IL-4+IL13 刺激により M2MΦに分極させ、24時間後

に WB 法にて M2 マーカー蛋白の発現を検討した。③このときのマクロファージ培養上清中の

TGF-β1産生を ELISA 法にて評価した。 

(2)(1)の conditioned medium を線維芽細胞に添加した影響を検討することとした。ラット肺線

維芽細胞株を播種し 24 時間後に MΦの 10%の Conditioned medium、および元々の Medium 内の

サイトカインをキャンセルアウトする目的で Cell free medium にも同様の刺激・PFD それぞれ

加えたものを線維芽細胞に添加し 24時間後に細胞増殖試験を行った。 

(3) 7 週♂Winstar ラットを用いて sham 群には気管内に Saline を投与し、BLM および PFD 投与

群には 3 ㎎/㎏で BLM 気管内投与を行い、肺線維化モデルを作成した。Sham,BLM 群は連日 0.5% 

calboxymethyl cellulose(CMC)を経口投与、PFD 群では各濃度(10 or 100 mg/kg/day)で経口投

与した。14日後に Sacrifice し、肺組織を摘出し肺組織中の Hydroxyproline 量及び M2MΦマー

カーの発現を検討した。 

(4)(3)の肺線維化ラットモデルに対して Sham,Vehicle 群は連日 0.5% CMC を経口投与、PFD，

PFD+CLO群では100 mg/kg/dayで経口投与した。さらにCLO，PDF+CLO群では7日後にCLO 28mg/kg

を経静脈投与を行った。14 日後に Sacrifice し、肺組織を摘出し肺組織中の Hydroxyproline

量及び M2MΦマーカーの発現を検討した。 

(5) BLM を気管内投与し、肺線維症をおこしたラットに 7日目に LPS を設定量(BLM 投与群では

0.3mg 以上の LPS を投与した群で高度に生存率が低下したため本研究で使用する LPS の濃度は

0.05 と 0.15 とした)気管内投与、その 24 時間後、7 日後、14 日後に Sacrifice し、肺の組織

学的線維化及び血液ガス、血漿中 NOX 発現を確認した。 

 

４．研究成果 

(1)① LPS + IFN-γ刺激により有意に M1 marker

蛋白の発現が増加した。PFD を各濃度で添加した

が、Vehicle 群と比較して M1 marker 発現は有意

差を認めず、PFD は急性炎症病態の M1MΦの分極に

影響を及ぼさないことが分かった。 

 

 

②IL-4・IL-13 による刺激により、各 M2マーカー

発現蛋白が増強した。PFD を添加することで濃度

依存的に M2 マーカー発現は抑制され、特に CD206

やTransferrin receptorでは低濃度から有意に抑

制した。PFD は線維化病態の M2MΦの分極に低濃度

から制御することが分かった。 



③Control群と比較してIL4/13単独群で有意に

TGF-β1産生が上昇し、PFD10,100µg/ml を添加

した群では有意に TGF-β1産生を抑制した。 

 

 

 

(2) LPS+IFN-γ刺激下では線維芽細胞に Cell 

free medium でも NR8383conditioned medium を

添加しても増殖能に影響を及ぼさなかった。PFD

が M1MΦの分極に影響を与えなかった結果と一

致した。IL4+IL13 刺激下では線維芽細胞は Cell 

free medium を添加すると増殖能が増強する。

これは既知の報告でも確認されているがそこに

PFD を添加しても増殖能は抑制されなかった。 

 

conditioned mediumを添加するとやはりIL4+IL13

刺激群で増殖能は増強した。PFD10,100µg/ml上清

群を添加すると増殖能が有意に抑制された。さら

にこのときの線維芽細胞での mRNA 発現を検討す

ると、cell free medium 中に PFD を加えて添加し

てもこれまでの報告通りこの濃度では mRNA 発現

に有意な影響は見られない。conditioned medium

を添加すると、Control 群と比較して IL-4+IL13

群では有意に mRNA 発現が増強し、PFD100 上清群

で Col1A1 も HSP47 もともに発現が抑制されていた。HSP47 蛋白マーカー発現でも同様で、cell 

free medium 中に PFD を加えて添加しても有意な影響は見られなかったが、conditioned medium

を添加すると、Control 群と比較して IL-4+IL13 群では有意に HSP47 蛋白マーカー発現が増強

し、PFD10 以上の上清群で発現が抑制された。線維芽細胞から産生されるコラーゲン関連蛋白

発現への影響も検討した。cell free medium中にPFDを加えて添加してもこの濃度ではCollagen 

type1蛋白マーカー発現に有意な影響は見られない。conditioned mediumを添加すると、Control

群と比較して IL-4+IL13 群では有意に Collagen type1 蛋白マーカー発現が増強し、PFD10 以上

の上清群で発現が抑制された。 

 

(3) 肺組織中の M2 マーカー(manR)発現を検討すると

は sham と比較して BLM 群で有意に M2 マーカー発現が

増加したが、PFD10 ㎎/㎏～（Cmax 3µg/ml）の群では

増加を抑制することが分かった。 

 

 

 

 

 



(4) BLM 投与によってラット肺組織中の線維化及び

M2MΦのマーカー発現が上昇した。PFD 投与群，CLO

投与群，PFD+CLO用群ともHydroxyproline及びTotal 

MΦ、M2MΦマーカー発現を抑制したが、PFD と CLO

併用による相乗効果は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

(5)LPS 投与 24 時間後の肺組織像では BLM 投与群では

顕著な線維化の進展を認めた。 

LPS 単独投与では若干の炎症細胞の浸潤がみられるの

みであった。BLM、LPS 併用群では同量の LPS でも著名

な炎症細胞の浸潤と肺胞間距離の拡大が認められた。 

 

 

 

血液ガスは BLM を投与していない群では本モデルの LPS

の濃度ではほぼ変化がみられなかった。 

BLM 投与群では総じて pO2 が低く pCO2 が高く、pH が低く

アシドーシスとなっており、BLM 単独群より BLMLPS 併用

群でさらに pO2 の増悪を認めた。 

血漿中の Nox の量は BLM を投与していない群では変化な

く、BLM と LPS を併用した群で有意に上昇していた。 

 

血漿中のNoxの発生源を検索するため肺のINOSを測定した

ところ、24時間後では BLM のみでは上昇していないが、LPS

投与群では高度に上昇を認めた。LPS 単独群でも上昇が認め

られた。 

 

 

 

 

BLM投与、LPS0.15のラットの肺を免疫染色で検索すると、iNOS

はマクロファージに染色され、肺組織中の iNOS の発生源は主

に肺胞マクロファージ であることが推察された。 
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