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研究成果の概要（和文）：　新たな肺胞上皮Ⅱ型細胞モデルの開発を目的に、Abca3遺伝子をRLE-6TN細胞に導入した。
RLE/Abca3細胞では、親細胞に比べてAbca3遺伝子の発現上昇とⅡ型に特有な細胞内小器官lamellar bodyの形成促進が
見られた。驚いたことに、Ⅱ型で高い他の遺伝子の発現やアルブミン輸送活性も亢進し、細胞形質全体がⅡ型にシフト
したものと考えられた。さらにRLE/Abca3細胞は、親細胞に比べて、肺線維症の原因となる上皮間葉転換を引き起こすT
GF-β1やブレオマイシンに優れた反応性を示し、薬剤誘発性肺線維症や間質性肺炎の解析・予測モデル系として有用と
考えられた。

研究成果の概要（英文）：   In order to develop a new alveolar type II epithelial cell model, Abca3 gene wa
s introduced into RLE-6TN cells. Compared to RLE-6TN cells, the expression of Abca3 mRNA and the formation
 of lamellar bodies, characteristic intracellular organelle in type II cells, were increased in RLE/Abca3 
cells. Surprisingly, the expression of other type II marker mRNAs and albumin uptake activity were also in
creased, indicating that introduction of Abca3 gene would direct RLE-6TN cells to more type II-like cells.
 In addition, RLE/Abca3 cells responded well to TGF-beta1 and bleomycin, compounds inducing epithelial-mes
enchymal transition in alveolar epithelial cells, than RLE-6TN cells. Thus, RLE/Abca3 cells may be a promi
sing in-vitro model system to analyze and predict drug-induced lung toxicity.
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１．研究開始当初の背景 
 著者の研究室では、ラット肺から肺胞上皮
Ⅱ型細胞を単離し、Ⅱ型細胞あるいはⅡ型細
胞から分化転換（trans-differentiation）させⅠ
型細胞として使用するための至適培養条件
（細胞密度、培養日数など）を設定し、これ
ら初代培養細胞を用いることでアルブミン
やインスリンなどのタンパク質・ペプチドの
輸送活性、輸送機構を両細胞で比較解析して
きた。その結果、肺胞腔でⅡ型細胞が占める
面積は 10%程度に過ぎないが、細胞 1 個あた
りの活性が高いため、肺胞腔からのアルブミ
ンクリアランスにおけるⅡ型細胞の寄与は
70-80%と極めて大きいことなど、新たな知見
を見出すことができた。しかしこれらの研究
を通じて、初代培養細胞系の欠点、すなわち
単離したⅡ型細胞を培養すると、日数の経過
とともにⅠ型へと分化転換が進行し、さらに
日数が経過すると線維芽様細胞が増えるな
ど、Ⅱ型細胞あるいはⅠ型細胞として用いる
ことができる期間が極めて限られているた
め薬物長期処理の影響解析などには用いら
れないこと、単離できる細胞数に限りがある
ため多くの実験動物を必要とすることなど
を実感した。 
 一方、著者は、初代培養した肺胞上皮Ⅱ型、
Ⅰ型細胞と比較しながら、ラット肺胞上皮由
来の株化細胞 RLE-6TN も活用し、タンパク
質、ペプチドの輸送研究を進めてきた。しか
し、Ⅱ型細胞のマーカー遺伝子の発現が低い
ことや、Ⅱ型細胞において特徴的に観察され
る細胞内オルガネラである lamellar body の発
達が、RLE-6TN 細胞ではⅡ型細胞に比べ不
十分であることを認めた。すなわち、
RLE-6TN 細胞は、Ⅱ型の形質をある程度保
持しているものの完全ではなく、Ⅱ型とⅠ型
の間に位置する細胞と考えられた。 
 また、ブレオマイシンやシクロホスファミ 
ドをはじめとする抗がん薬、抗不整脈薬アミ
オダロン、抗リウマチ薬ペニシラミンなど多
くの薬剤によって、薬剤性肺炎や肺線維症な
どの肺障害が起こることが知られており、臨
床上大きな問題となっている。しかし、その
メカニズムに関しては不明であり、特に細胞
レベルで解析した研究は乏しい。その原因の
一つにモデル培養細胞が、in vivo の肺胞上皮
細胞の形質を必ずしも反映していない点が
上げられる。 
 
２．研究の目的 
 研究期間内に明らかにしようとした点は、
以下の 3 点である。 
① 肺胞上皮Ⅱ型細胞に高発現している遺伝
子を培養細胞 RLE-6TN に導入することで、
より肺のⅡ型細胞に近い形態・性質を示すモ
デル細胞系を新たに作出する。 
② 肺胞上皮細胞の形質に及ぼす KGF など
の成長因子やその他の化合物の影響を探索
し、①と併せて至適モデル細胞系を構築する。 
③ 上記の検討で得られた肺胞上皮Ⅱ型細胞

モデルを用い、薬物による肺障害、特に肺線
維症に関わる障害発現の分子メカニズムや
その検出のための分子マーカーを明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
（１） Abca3 遺伝子のクローニングと
RLE-6TN 細胞への遺伝子導入：ラット Abca3
遺伝子は、肺から抽出した RNA をもとに、
RT-PCR 法により全長 cDNA をクローニン
グした。得られた cDNA を pIRESpuro2 vector 
などに組み替え、増幅後、Lipofection 法によ
って RLE-6TN 細胞に導入した。さらに導入
効率に問題があると考えられたため、レトロ
ウイルスベクター（pMXs-Puro）を用いて遺
伝子を導入した。 
 
（２）遺伝子導入細胞における mRNA 発現の
解析：各種の mRNA 発現は、Real-time PCR
法により解析した。対象遺伝子としては、
Abca3 の他に、Ⅱ型で発現の高い surfactant 
protein (SP)-A, SP-B, SP-C、トランスポーター
である Pept2, Mrp2 などを、Ⅰ型で発現の高
い IGFBP-6, Bcrp Caveolin-1, Sglt2 などとした。 
 
（３）Lamellar body の形成観察：生細胞を用
い lamellar body を LysoTracker Red および
Nile Red で、核を Hoechst 33342 で染色し、共
焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
 
（４）Albumin の取り込み活性：FITC 標識
albumin を用い、細胞と一定時間インキュベ
ー シ ョ ン 後 、 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ た
FITC-albuminを蛍光分光光度計にて定量した。 
 
（５）TGF-1 および肺障害性薬物による肺
胞上皮細胞の上皮間葉転換の解析：上皮間葉
転換の誘発の有無や程度は、位相差顕微鏡や
共焦点レーザー顕微鏡による細胞形態の観
察、上皮系や間葉系マーカー遺伝子の発現変
化から評価した。また Abca3 遺伝子の発現や
lamellar body 構造の変化についても解析した。 
 
４．研究成果 
（１）Abca3 遺伝子の導入による RLE/Abca3
細胞の作出：ラット Abca3 遺伝子を RT-PCR
によってクローニングし、ラット由来
RLE-6TN 細胞で安定発現系の構築を試みた。
この際、Lipofection 法では成功はしたものの
導入効率が悪かったため、ウイルスベクター
pMXs-Puro Retroviral Vector を用い導入した。
Abca3 遺伝子の導入後 puromycin 含有培地で
selection を行い、安定発現株を得た。得られ
たRLE/Abca3細胞におけるAbca3の遺伝子お
よびタンパク質発現および lamellar body 様構
造の形成について検討した。 
 次の図は RLE/Abca3 細胞およびベクター
導入細胞における lamellar body の形成と
Abca3 タンパク質の発現について共焦点レー
ザー顕微鏡で観察したものである。 



 
RLE/Abca3 細胞では LysoTracker Red や Nile 
Red で染色される lamellar body 様構造および
Abca3 タンパク質の発現の増加が観察された。
Abca3 は lamellar body 膜上の脂質トランスポ
ーターで lamellar body の形成に不可欠とされ
る。また Abca3 mRNA の発現はベクター導入
細胞に比べて RLE/Abca3 細胞で約 10 倍に増
加しており、安定発現細胞株が樹立できたも
のと考えられた。 
 
（２）RLE/Abca3 細胞の mRNA 発現プロファ
イルの変化：得られた RLE/Abca3 細胞につい
て、その他の変化がないか調べるため各種
mRNA の発現を解析した。 

 上の図はRLE/Abca3細胞における II型マー
カー遺伝子、I 型マーカー遺伝子の発現につ
いてベクター導入細胞と比較した結果であ
る。驚いたことに、RLE/Abca3 細胞では Abca3
遺伝子のみならず、その他の各 II 型マーカー
遺伝子の発現が上昇し、一方、I 型マーカー
遺伝子の発現は、低下、あるいは大きな変化
はなかった。そこで次に、アルブミン輸送活
性について測定した。著者らは既にアルブミ
ン輸送活性は、Ⅰ型細胞に比べⅡ型細胞で著
しく高いことを報告している。 

 左下の図から明らかなように、RLE/Abca3
細胞では、コントロール細胞やベクター導入
細胞に比べてアルブミンの取り込み活性が
優位に上昇していた。 
 以上の結果から、RLE/Abca3 細胞では
lamellar body 様構造の増加に加え II 型マーカ
ー遺伝子の発現やアルブミン輸送活性の上
昇など、その形質が全体的 II 型にシフトして
いるものと推察された。従って、RLE/Abca3
細胞は、肺胞上皮Ⅱ型細胞のモデルとして、
既存の株化培養細胞に比べ、より優れたモデ
ルと考えられる。通常、トランスポーター遺
伝子の導入では、当該トランスポーターの発
現以外変化しないとされるため、今回の知見
は極めて新規性が高く、今後の新たなモデル
細胞の開発に有用な知見と考える。なお、
KGF は、初代培養細胞系ではⅡ型形質の保持
に若干の効果が見られたが、RLE-6TN 細胞に
対しては大きな効果は示さなかった。 
 
（３）TGF-1 による RLE/Abca3 細胞の上皮
間葉転換の誘発：肺胞上皮Ⅱ型細胞の間葉系
細胞への転換は肺線維症発症の一因と考え
られている。そこでまず、RLE/Abca3 細胞を
TGF-1 で処置し上皮間葉転換が誘発される
か否かについて検討した。 

上の図は TGF-1 処置の影響について、細
胞形態、アクチンフィラメントの走行から観
察した結果である。TGF-1 処置によって細
胞は、上皮系に特有な敷石状の形状から筋線
維芽細胞と類似した紡錘状に変化し、またア
クチンフィラメントもストレスファイバー
様の構造に変化した。 
次に各種遺伝子の発現に対する TGF-1 処

置の影響について解析した。 

 上の図は、RLE/Abca3 細胞における上皮系
マーカーである CK19、ZO-1 の mRNA 発現、
間葉系マーカーである CTGF、FN、alpha-SMA、
VIM の mRNA 発現について検討した結果で



ある。TGF-1 処置によって上皮系マーカー
遺伝子の発現は減少し、一方、間葉系マーカ
ー遺伝子の発現は上昇したことから、TGF-1
は RLE/Abca3 細胞に対して上皮間葉転換を
誘発することが明らかとなった。 
 
（４）薬物による RLE/Abca3 細胞の上皮間

葉転換の誘発：副作用として間質性肺炎や肺
線維症を引き起こす可能性がある薬物（ブレ
オマイシン、メトトレキサート）について、
TGF-1 と同様、上皮間葉転換を誘発するか
否かについて検討した。その結果、ブレオマ
イシンやメトトレキサートは、TGF-1 ほど
顕著でないものの、細胞形態やアクチンフィ
ラメントのリモデリングを引き起こした。さ
らに、TGF-1 処置と同様、上皮系マーカー
遺伝子の発現減少、間葉系マーカー遺伝子の
発現上昇が観察されたことから、これら肺障
害性薬物は RLE/Abca3 細胞に対して上皮間
葉転換を誘発することが示された。 
なお、重要な点として、ブレオマイシンや

メトトレキサートによるalpha-SMAのmRNA
発現上昇は RLE/Abca3 細胞では認められた
が RLE-6TN 細胞では認められなかった。ま
たⅡ型細胞マーカーであるAbca3遺伝子の発
現についても調べたところ、RLE/Abca3 細胞
では低下が認められたが RLE-6TN 細胞では
認められなかった。従って、RLE-6TN 細胞に
比べ我々が樹立した RLE/Abca3 細胞は、薬物
誘発性肺線維症を解析・予測する上で優れた
モデル細胞となる可能性を持つことが明ら
かとなった。 
 TGF-1 とブレオマイシン、メトトレキサ
ートが、同様のメカニズムで上皮間葉転換を
誘発するのかどうかについては現在のとこ
ろ不明である。今後、上皮間葉転換に関わる
細胞内情報伝達系の key molecule に関する解
析を進め、薬剤誘発性上皮間葉転換、ひいて
は肺線維症の分子メカニズムを明らかにす
るとともに、薬剤性肺障害の予測・防御法の
開発に取り組みたいと考えている。 
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