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研究成果の概要（和文）： メトトレキサート (MTX)など臨床で用いられる薬剤の中には肺障害を誘発するもの
が多い。近年、肺線維症の主たる原因の一つとして、肺胞上皮Ⅱ型細胞が筋線維芽細胞へと形質転換する上皮間
葉転換 (EMT) の関与が注目されているが、薬剤誘発性肺線維症の発症機構を細胞・分子レベルで解析した報告
は乏しい。
 本研究ではヒト由来培養肺胞上皮細胞A549を用いて薬剤誘発性肺線維症誘発の分子機構について解析し、MTX誘
発性EMTには細胞周期の停止、TGF-βシグナル経路を介したATF3の発現上昇、PAI-1の分泌増加およびuPARとの相
互作用が関与している可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：   Several anticancer drugs including methotrexate (MTX) cause serious lung 
diseases such as pulmonary fibrosis. Although evidences showing the association of 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) with pulmonary fibrosis are increasing, the mechanism 
underlying anticancer drug-induced EMT has been poorly understood. 
   In this research, we indicated that MTX-induced EMT may be related to cell cycle arrest in human 
alveolar epithelial cell line, A549. It was also suggested that the transforming growth factor (TGF)
-β-related signaling pathway may partly be involved in MTX-induced EMT, and MTX may induce EMT via 
upregulation of ATF3 expression and increase of PAI-1 secretion followed by interaction of PAI-1 
with uPAR

研究分野： 医療薬剤学

キーワード： 薬剤誘発性肺線維症　上皮間葉転換(EMT)　肺胞上皮Ⅱ型細胞　細胞周期の停止　細胞外分泌因子(PAI-1
)　肺線維症モデル動物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　薬剤性肺障害のうち、肺線維症は非常に重篤な障害であるが、その発症機構を細胞・分子レベルで解析した報
告は乏しく、また有効な予防方法・治療方法はない。
　本研究では薬剤誘発性EMTによる肺線維症に関わる分子機構を細胞内経路、細胞外経路の両面から解明するこ
とによって、肺線維症に対する新たな予防法や治療戦略を考案し得るところに学術的・社会的意義があると考え
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、研究者個人に帰属します。



 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ブレオマイシン (BLM) やメトトレキサート (MTX)をはじめ、臨床で用いられる薬剤の中に

は肺障害を誘発するものが多い。薬剤性肺障害のうち、特に肺線維症は 5 年後の死亡率が約 50%
にも上る非常に重篤な障害である。近年、肺線維症の主たる原因の一つとして、肺胞上皮 II 型
細胞が筋線維芽細胞へと形質転換する上皮間葉転換 (Epithelial Mesenchymal Transition : EMT) の
関与が注目されているが、薬剤による EMT や肺線維症の発症機構を細胞・分子レベルで解析し
た報告は乏しく、また有効な予防方法・治療方法はない。我々はこれまで、ラット肺由来 RLE-
6TN 細胞に肺胞上皮 II 型細胞に特有なオルガネラであるラメラ体の膜上に発現している Abca3
の遺伝子を導入することによって II 型細胞の形質を高めた RLE/Abca3 細胞を樹立し、薬剤性肺
障害研究に有用であることを報告してきた。この細胞やヒト肺由来 A549 細胞を用いて、BLM や
MTX によって EMT 誘発性サイトカイン Transforming growth factor (TGF)-β1 による EMT と類似
した形質変化が誘発されることを報告している。 
また、TGF-β1 や MTX 処置によって誘発される A549 細胞の EMT 様形態変化が TGF-β 受容体

阻害剤である SB431542 (SB)で阻害されること、EMT のマーカーである α-Smooth muscle actin (α-
SMA)の mRNA 発現上昇が SB で抑制されること、リン酸化 Smad2 タンパク質（TGF-β 受容体の
下流の転写因子）の増加も SB で抑制されることから、MTX による EMT の誘発には TGF-
β1/Smad2 を介したシグナル伝達経路が関与している可能性が示唆された。一方で、MTX 処置に
よって上昇した TGF-β1 の遺伝子発現も SB によって抑制されたことから、細胞外に分泌される
TGF-β1 が EMT 誘発に関与している可能性も考えられた。しかし、SB による TGF-β 受容体の阻
害のみでは MTX 誘発性の EMT は完全には抑制されず、また TGF-β の中和抗体の添加によって
も EMT が抑制されなかったことから、薬剤性肺障害には TGF-β 経路とは異なる経路も関与して
いる可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では①薬剤処置によって変化する細胞内経路を介した EMT 誘発と②細胞外分泌因子が

関与する EMT 誘発経路（オートクリン）の両面から、肺障害性薬剤による肺線維症誘発の分子
機構について解析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
薬物処置：ヒト由来培養肺胞上皮細胞 A549 に BLM (60 µM)、TGF-β1 (10 ng/mL)、パクリタキセ
ル (PTX , 25 nM)を播種後 1 日目から 72 時間処置、あるいは MTX (0.3 µM) を播種後 1 日目から
72 または 144 時間処置し、葉酸 (FA, 300 µM) 共存の影響も検討した。また、thymidine (THY, 1 
mM)および nocodazole (NOC, 100 ng/mL) は播種後 1日目から 24時間あるいは 72時間処置した。 
mRNA 発現解析：A549 細胞から total RNA を抽出後、逆転写反応によって cDNA を調製し、real-
time PCR 法にて mRNA 発現量を定量した。さらに microarray を用いて、網羅的な遺伝子発現変
動を解析した。 
A549 細胞の cloning：A549 細胞を限界希釈法により 20 cells/100 mm dish となるように播種し、
12 日間培養後、クローニングシリンダーを用いて各コロニーを単離・培養した。 
肺線維症モデル動物の作出：マウスおよびラットにそれぞれ 5 mg/kg および 15 mg/kg の BLM を
単回経肺投与し、14 あるいは 21 日後の肺を単離後、Hydroxyproline Assay Kit (Cell Biolabs, Inc.)
を用いてヒドロキシプロリン量を定量し、線維化の指標とした。 
 
４．研究成果 
１）細胞周期と EMT の関連性： 

MTXで 144時間処置した A549
細胞 から抽出し た遺伝子を
microarray で解析した結果、未処
置群と比較して、MTX によって
発現変動比が増減を含め 4 倍以
上であった遺伝子が 470 種類見
出された。そのうち MTX antagonist である FA によ
って発現変動が未処置群のレベルまで抑制された
100 種類の遺伝子群を GO 解析および KEGG による
Pathway 解析したところ、細胞周期をアノテーショ
ン情報として含む遺伝子が最も有意に多く含まれ
ていることが明らかになった（Table 1）。 
 また、細胞周期停止薬である THYおよび NOC は、
A549 細胞をそれぞれ S 期および G2/M 期に停止さ
せ、EMT マーカーである α-smooth muscle actin (α-

Table 1. KEGG による Pathway 解析 

Fig. 1. α-SMA の mRNA 発現に及ぼす THY
および NOC の影響 ** p<0.01, vs Cont. 
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SMA)の mRNA 発現を顕著に増加させたことから（Fig. 
1）、細胞周期の停止が EMT の誘発に関与する可能性が
示された。 
  A549 細胞の細胞周期は、抗がん剤である BLM, MTX
および PTX 処置によって、それぞれ G2/M、S、および
G2/M 期に停止し、α-SMA のタンパク質発現レベルはい
ずれの薬物によっても G1 期と比べて、S および G2/M
期で有意に高くなった。また、セルソーティングによっ
て MTX 処置細胞をそれぞれ G1, S および G2/M 期の細
胞集団に分取し、各細胞集団の α-SMA の mRNA 発現レ
ベルを比較した結果、未処置群の G1 期の場合と比べて、
MTX 処置細胞の全ての細胞周期における α-SMA の
mRNA 発現レベルは有意に高かった。さらに、MTX 処
置細胞において、G1 期と比較して S および G2/M 期に
おける α-SMA の mRNA 発現が有意に高いことが明らか
になった（Fig. 2）。一方、細胞周期を停止させた細胞に
抗がん剤を処置した場合、α-SMA の発現増強作用は認められ
なかった。 
 以上の結果から、A549 細胞において、薬剤誘発性 EMT に
は細胞周期の停止が一部関与している可能性が示された。 
 
２）EMT における ATF3 の関与： 
１）の microarray 解析データを用いて、MTX 処置によって

発現が 4 倍以上増加し、(MTX+FA) / MTX < 0.25 かつ 0.5 < 
(MTX+FA) / control < 2.0 の範囲で変化した遺伝子が 17 種類抽
出された。その一つである activating transcription factor 3 (ATF3)
は、ATF/CREB ファミリー転写因子であり、ATF3 の発現レベ
ルは、ほとんどの細胞において無刺激状態では極めて低いもの
の、DNA 損傷などのストレスシグナルによって発現の誘導及
び活性化が認められ、細胞内ホメオスタシスの制御に関与して
いると考えられている。さらに、遊走性乳癌細胞 MCF10CA に
ATF3 遺伝子を導入した際に  EMT が誘導され、ATF3 を 
knockdown した際には EMT が抑制されることも報告されてい
る。そこで、A549 細胞を MTX で処置したところ、ATF3 mRNA
発現は顕著に増加し、さらに FA の共存によって発現増加抑制効
果が認められた（Fig.3）。そのメカニズムを解明するため、ER ス
トレス誘発性薬物 thapsigargin (TG：0.1 μM) を処置した結果、
ATF4 および ATF3 の mRNA 発現の増加を認めたものの、α-SMA
の mRNA 発現を有意に低下させた。また、ATF4 の mRNA 発現
に対する MTX の影響は認められなかったことから、MTX によ
る ATF3 誘導に ER ストレスは関与しない可能性が示された。 
次に、線維化誘発因子である TGF-β1 によって活性化される

SMAD 経路について検討した。SMAD 経路は、EMT の誘発と深
く関係し、当研究室でも A549 細胞における MTX 誘発性 EMT
に SMAD 経路が関与することを報告している。
また、SMAD 経路の伝達を担う転写因子 SMAD3
のリン酸化によってATF3の発現が誘導されると
の報告があることから、MTX は SMAD 経路を介
して ATF3 の mRNA 発現を増加させている可能
性が考えられた。そこで、MTX による ATF3 の
mRNA 発現の増加に対する TGF-β レセプターキ
ナーゼ阻害剤 SB431542 (SB)の影響について検討
を行った。その結果、MTX によって増加した
ATF3 mRNA は SB の共存によって発現が有意に
抑制され（Fig. 4）、MTX による ATF3 の発現誘導
に SMAD 経路が関与している可能性が示され
た。 
 
３）A549 細胞の cloning および各クローン細胞に

おける ATF3 発現と EMT の関連解析： 
ヘテロな細胞集団と考えられる A549 細胞に対

してセルクローニングを行い、20 種類のクローン

Fig. 2. MTX 処置後の各細胞周期にお
けるα-SMA の mRNA 発現 
**p<0.01, vs G1 phase in Control 
 ††p<0.01, vs G1 phase in MTX  
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Fig. 3. ATF3 mRNA の発現に
及ぼす MTX および FA の影響 
mean ± S.E. (n=3), **p<0.01, 
vs control. ††p<0.01, vs MTX. 

Fig. 4. MTX に よ る ATF3 
mRNA の発現増加に及ぼす SB
の影響 
mean ± S.E. (n=3), *p<0.05, 
**p<0.01, vs control. †p<0.05, 
vs MTX. 

Fig. 5. 各クローン細胞における MTX による ATF3
と α-SMA の mRNA 発現の増加率の相関図 
各プロットは一つのクローン細胞を、網掛け部分は

95%信頼区間を示す。 

 



細胞を得た。各クローン細胞において、MTX
による ATF3 および α-SMA の mRNA 発現の

増加率（%）を算出し、ATF3 の増加率を横軸

に、α-SMA の増加率を縦軸にプロットし、二

変量解析を行った。その結果、ATF3 と α-SMA
の発現変動には比較的高い相関関係が認めら

れることが明らかになった（Fig. 5）。従って、

MTX による ATF3 の発現誘導が、MTX によ

る EMT の誘発に関連している可能性が強く

示唆された。 
 
４）EMT 誘発における細胞外分泌因子の関

与： 
 次に、MTX 誘発性 EMT に関与する細胞外

分泌因子を探索するため、１）の microarray 解

析データを用いて、MTX 処置によって発現変動比が 8 倍以上増加した 65 種類の遺伝子につい

て、GO term に”extracellular region”並びに”extracellular space”を持つ遺

伝子を検索した。その結果、24 遺伝子が候補として挙げられ、serine-
type endopeptidase inhibitor activity や fibrinolysis pathway な ど

plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) の活性に関わるアノテーション情

報を持った遺伝子が統計学的に有意に多いことが明らかとなり、PAI-
1 が MTX 誘発性 EMT に関与している細胞外分泌因子である可能性

が見出された。 
Fig. 6 に示すように、細胞内の PAI-1 の mRNA およびタンパク質発

現は MTX の処置によって有意に上昇したが、SB の共存によってそ

れら発現上昇は有意に抑制された。さらに、細胞外への PAI-1 分泌量

も、MTX によって有意な上昇が認められた (Fig. 7)。従って、PAI-1 が MTX
誘発性 EMT に関与する分泌因子であり、その分泌には TGF-β シグナル経

路が関与している可能性が示唆された。 
  PAI-1 の発現と EMT の指標である α-SMA の mRNA 発現との相関関係について解析するた

め、ヘテロな細胞集団の A549 細胞に対してセルクローニングを行い、30 種類の新たなクローン

細胞を得た。各クローン細胞において MTX による PAI-1 及び α-SMA の mRNA 発現の増加率(%)
を算出し、二変量解析を行ったところ、PAI-1 と α-SMA の発現変動には比較的強い正の相関関

係が認められた (Fig. 8)。 
 さらに、MTX 誘発性 EMT に対する PAI−１の阻害剤である tiplaxtinin の影響について検討を

行った結果、MTX によって増加した EMT マーカーである α-SMA の mRNA 発現は、tiplaxtinin
の共存によって有意に抑制された (Fig. 9)。 
以上の結果から、MTX による PAI-1 の発現増加が MTX による EMT の誘発に関与している可

能性が示唆された。 
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Fig. 8. Relationship between mRNA expression level of 
PAI-1 and α-SMA induced by MTX in cloned A549 cells 

Fig. 9. Effect of tiplaxtinin on MTX-
induced increase in mRNA expression 
of α-SMA. 
**p<0.01, vs Cont., ††p<0.01, vs 
MTX. 
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細胞外へと分泌された PAI−1 は urokinase-type plasminogen activator receptor (uPAR)と相互作用

し、細胞内シグナル伝達経路を活性化し、EMT の誘発に関与していることが報告されている。

そこで、MTX 誘発性 EMT に対する uPAR のノックダウンの影響について検討を行った結果、si 
uPAR の導入による uPAR の mRNA およびタンパク質発現に有意な低下が認められ (Fig. 10a, b)、
さらに MTX によって増加した α-SMA の mRNA 発現は uPAR のノックダウンによって有意に抑

制された (Fig. 10 c)。 
従って、MTX によって細胞外に分泌された PAI−1 は uPAR との相互作用を介して EMT の誘

発に関与している可能性が示唆された。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
５）肺線維症モデル動物での検討： 
マウスおよびラットにそれぞれ 5 mg/kg および 15 mg/kg の BLM を単回経肺投与し、14 ある

いは 21 日後の肺を単離後、ヒドロキシプロリン量を定量した結果、いずれにおいても control 群
と比較して BLM 投与群で有意なヒドロキシプロリン量の増加が認められた。さらに、BLM 投

与後のマウス肺から単離した初代培養肺胞上皮 II 型細胞において、投与 14 日後には α-SMA 
mRNA の有意な増加が認められ、投与 21 日後には線維化の原因である細胞外マトリックスの主

成分であるコラーゲン (col1A1)の mRNA の発現が有意に増加した。また、BLM 投与後のラッ

ト肺から単離した初代培養肺胞上皮 II 型細胞における α-SMA および col1A1 の mRNA 発現は、

投与 7 日後には変化が認められなかったが、投与 14 日後においては有意に増加した。当研究室

では in vitro 培養細胞実験においてⅡ型肺胞上皮細胞のマーカーである Abca3 の mRNA 発現が

EMT 誘発に伴って有意に減少していることを報告していることから、BLM 投与後 14 日のラッ

ト肺から単離した初代培養肺胞上皮 II 型細胞の Abca3 を免疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡で

観察した結果、Abca3 の発現がタンパク質レベルで低下していることが確認された。 
従って、マウスおよびラットにそれぞれ 5 mg/kg および 15 mg/kg の BLM を単回経肺投与する

ことによって肺線維症モデル動物の作出に成功したと考えられる。今後はこれらのモデル動物

を用いて in vivo においても in vitro と同様なメカニズムで EMT が誘発されるかなどについて検

討する予定である。 
 
以上の結果から、ヒト由来培養肺胞上皮細胞 A549 において、MTX 誘発性 EMT には細胞周期

の停止や、細胞内因子として ATF3、細胞外因子として TGF-β シグナル経路を介した PAI-1 の分

泌、および uPAR との相互作用が関与している可能性が示された。これらの知見は、臨床現場で

頻発している薬剤誘発性肺線維症の発症メカニズムの一部を解明するものであり、肺線維症の

防御法や治療法を開発する上で有用な基礎的知見になると考える。 
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Fig. 10. Effect of knockdown of uPAR on uPAR mRNA (a) and protein (b) expression and MTX-
induced increase in mRNA expression of α-SMA (c). 
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