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研究成果の概要（和文）：培養 BEAS2B 細胞にて，TGF-βにより上皮間葉移行の誘導を行っ

た．この誘導は TLRligand 添加下において増強した．上皮間葉移行の研究を遂行すべく，COPD
患者からヒト iPS 細胞を作成し，Ⅱ型肺胞上皮細胞の誘導を試みている． 
 
研究成果の概要（英文）：By adding appropriate concentration of TGF-β to cultured BEAS-2B 
cell, the cells exhibited epithelial-mesenchymal transition, which were enhanced by addint 
TLR-ligands. To perform further experiments on EMT, induced pluripotent stem cells were 
established from patients with COPD and inducing type II pneumocytes from iPS cells is 
being tried. 
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１．研究開始当初の背景 
 
慢性閉塞性肺疾患(COPD)の社会的重要性と

気道リモデリングの意義  

COPD は喫煙が主たる原因で、進行性かつ

非可逆性の気道狭窄により呼吸不全を呈す

る疾患である。COPD は世界の死亡原因の第

4 位であり (WHO, World Health Report 
2000)、今後 20 年間は有病率、死亡率ともに

上昇し、2020 年には死亡数第 3 位になると

予想されている(Murray CJ, Science 1996)。

日本においても、近年の全国調査の結果では

40 歳以上の成人男性の 13.1%、女性の 8.5%

で肺機能検査において一秒率が 70％以下で
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あり、530 万人が本疾患に罹患していると推

測されている(Fukuchi Y, Respirology 2004)。

病理学的には細気管支領域の炎症と線維化、

肺胞領域の気腫化が特徴であるが、病態には

不明の点が多い。閉塞性肺疾患（COPD や気

管支喘息）では、気道の収縮と狭小化が気流

制限を生じる。軽症喘息では気道閉塞に可逆

性がみられるが、難治性喘息や COPD では非

可逆性が観察される。気道の病理学的変化は

気道リモデリングと総称され、疾患の難治性

に関与する事から、特に気管支喘息において

世界的に注目されてきた。また、COPD にお

いてもその存在意義が改めて注目されてい

る(Hogg JC, N Engl J Med 2004)。 

上 皮 間 葉 移 行 (epitherial-mesenchymal 

transition, EMT)について 

EMT とは、上皮細胞がその表現型に柔軟

性をもった結果である。通常、上皮細胞は細

胞極性を持ち、密な細胞間結合によって系統

的に配列し、基底膜などの間質に固定されて

いる。上皮細胞に EMT が起こると、細胞極

性を失い、細胞間の結合や細胞と結合組織間

の結合が失われ、細胞骨格に変化がみられる。

細胞は線維芽細胞様の形態へと変化し、細胞

外結合組織の産生と分解能を活発化させ、自

身は結合組織間を浸潤・移動できるようにな

る。この EMT の概念は古くから胎生発生学

の分野で提唱されており、EMT の誘導因子

として TGF-βが主要な役割を持つことが判

明している。 

線維化疾患における EMT の関与についての

従来の研究 

様々な疾患を難治化、重症化させる要因とし

て病変部位の線維化がある。線維化疾患にお

ける EMT では、成熟した上皮細胞の退化、

線維芽細胞・筋線維芽細胞の浸潤および結合

組織の異常な沈着がみられ、腎臓、肝臓、心

臓、眼および肺などの線維化疾患で EMT が

起こっていることが示されている(Iwano M, 

J Clin Invest 2002; Saika S, Am J Pathol 
2004)。病変局所の線維芽細胞は骨髄系細胞

由来と EMT 由来の両方が考えられているが、

その実態はまだ不明な点が多い(Neilson MG, 

Nat Med 2005)。肺における気道上皮細胞の

形質変化や TGF-βの関わりについては最近

報告されたばかりである。閉塞性細気管支炎

のリスクであるアログラフト肺移植レシピ

エントにおける気管支上皮で S100 陽性細胞

がみられ，EMT の徴候が観察された(Ward C, 

Thorax 2005)ほか、ブレオマイシン肺モデル

で，気管支や終末細気管支の上皮細胞に

EMT がみられた(Wu Z, Respir Res 2007)。 
 
２．研究の目的 
慢性閉塞性肺疾患（COPD）における EMT

の関与についての仮説 

COPD は進行性の気流制限により呼吸不全

を呈する予後不良の疾患であり、病態につい

ては不明の点が多い。末梢気道の線維化に焦

点をあてた研究自体が少なく、特に EMT と

の関連を追及した報告は見られない。今回、

末梢気道を被覆する上皮細胞において EMT

が起こり、筋線維芽細胞の重要な供給源とな

り、気道周囲の線維化が進行するという仮説

を立てた。 

研究目的と解明したい事項－In vivo の検討 

COPD の外科的肺切除組織において、EMT

が実際に in vivo で起こっていることを示す

ことを目的とする。 

研究目的と解明したい事項－In vitro の検討 

培養細胞レベルで肺胞上皮細胞に EMT が起

こることを示し、次に EMT における転写抑

制因子 Snail/Slug 発現に至る転写経路

(Smad2/3, ERK pathway)を明らかにし、こ

れ ら の 経 路 が EMT 後 の 細 胞 機 能

(migration/invasion)に及ぼす影響を調べる

ことを目的とする。具体的には、Cell line 



 

 

(BEAS-2B 細胞)と組織から分離した気道上

皮細胞を材料として、TGF-β慢性刺激下での

上記のマーカーの発現変化を遺伝子レベル、

蛋白レベルで検討する。 

３．研究の方法 

ヒト気道上皮細胞 cell line (BEAS-2B 細胞)

および，tissue bank 肺組織から分離したヒ

ト気道上皮 (NHBE)細胞を材料として、

TGF-β1慢性刺激下(3 日間から 2 週間)で

EMT によって増加または減少するマーカー

分子の発現変化を遺伝子レベル、蛋白レベル

で検討する。方法としては、遺伝子発現は

real-time RT-PCR で経時的に検討する。蛋

白発現は、構造蛋白については蛍光免疫染色

で、転写因子の活性化は Western-blot 法また

は immunoblot 法で検討する。 

2007 年 11 月に，ヒト線維芽細胞に４つの遺

伝子(Oct-3/4, c-Myc, Sox2, KLF4)を導入し

て初期化することによって多能性幹細胞を

作製する手法が確立した(ヒト iPS 細胞)．ま

た，この頃から，ES 細胞，次いで iPS 細胞

において分化，形態変化に上皮間葉移行が関

与するという報告が相次いだ．このため，患

者皮膚もしくは肺細胞から採取した線維芽

細胞を用いてヒト iPS 細胞を作成し，ここか

ら肺の上皮もしくは間葉系細胞を作成し，上

皮間葉移行の関与を検討する方向とした． 

４．研究成果 

BEAS-2B 細胞を TGF-βにて刺激した．刺激

時のコンフルエンシーや刺激濃度，刺激時間

を種々設定して行った．ウェスタンブロット

で検出した蛋白は，E-cadherin, Cytokeratin, 

Fibronectin などである．その結果，約70％

コンフルエンシーにて，また濃度は5ng/ml

にて良好なΕΜΤ効果がみられ，効果は刺激

1, 2, 3, 7, 14日と日数を経るごとに強まった．

この効果は，一部の Toll-like receptor リガン

ドと TGF-β1の共刺激としてやることで，増

強した． 

COPD を合併する肺癌患者の摘出肺から肺

線維芽細胞を，また手術時の皮膚から皮膚線

維芽細胞を分離し，ヒト iPS 細胞を４因子ま

たは３因子で作成した．同様のことを胸腔鏡

下肺生検を施行した間質性肺疾患患者から

も行った． 

ヒト iPS 細胞から，まずⅡ型肺胞上皮細胞を

誘導する実験を試みた．方法は，既報に則っ

て肺胞上皮細胞で特異的に産生されるサー

ファクタントプロテイン C(SPC)のプロモー

タ遺伝子とレポーターを組み合わせたベク

ターを作成し，エレクトロポレーション法に

て iPS 細胞に遺伝子導入し，これを分化させ

るものである．ベクターをコントロールの

MLE12 細胞に導入した結果，ベクターが機

能していることが判明したため，iPS 細胞に

導入し，分化誘導を手掛けているところであ

る．今後は，誘導Ⅱ型肺胞上皮細胞の確立，

そこから間葉系細胞の誘導，その過程での上

皮間葉移行の役割を解明したい． 
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