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研究成果の概要（和文）： 

間質性肺炎／肺線維症組織において、エストロゲンが組織中で産生されていることを初めて明
らかにした。そのエストロゲン産生には、肺胞上皮細胞に発現するアロマターゼが関与してい
ると考えられた。マウスを用いた検討では、アンドロゲン依存性にホスホジエステラーゼ
mRNA が増加し、肺の循環動態に影響をおよぼしていると考えられた。以上、間質性肺炎／肺
線維症組織に対し、性ステロイドホルモンが病態形成に重要な役割を担っていることが示唆さ
れた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

This is the first study to demonstrate tissue concentration of estrogen in human interstitial 

pneumonia (IP) / lung fibrosis tissues. Results from this study suggest that estradiol concentration 

in IP tissue is increased by aromatase, which is located in alveolar epithelial cells. In the result of 

mice model, expression level of phosphodiesterase mRNA in lung tissue was increased through the 

androgen signal. These results all suggest that sex steroid hormones, estrogen and androgen may play 

an important role in the development of IP. 
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１．研究開始当初の背景 

 性ステロイドホルモンであるエストロゲ
ンとアンドロゲンは、男女の生殖器に作用す
るだけではなく、多くのヒト疾患に関与して
いることが明らかとなってきた。乳癌では抗

エストロゲン剤が治療薬として役立てられ
ており、高い奏効性が認められている。近年
我々は、aromatase が主に乳癌細胞の周囲の間
質細胞（線維芽細胞）に優位に発現すること
を報告し (Miki Y, et al., J Steroid Biochem Mol 
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Biol. 2007; Miki Y, et al., Cancer Res. 2007)、間
質細胞がエストロゲンシグナルに重要な役
割を担っていることを示した。このことから、
癌組織中のエストロゲン環境を知る上では、
その組織を構成細胞：線維芽細胞や炎症細胞
との関係を明らかにすることが重要である
と考えられる。一方、肺の非腫瘍性疾患であ
る間質性肺炎 (IP: interstitial pneumonia) ／肺
線維症は、炎症細胞の浸潤や線維芽細胞の増
生を特徴とし、各々の構成細胞の相互・総合
作用が病態形成につながるのではと考えら
れている。 

 乳癌患者を対象に、乳癌細胞に対して抗エ
ストロゲン作用を有するタモキシフェンが、
放射線療法による肺線維症のリスクを高め
ることが報告された（Bentzen SM. et al., J Natl 

Cancer Inst. 1996; Koc M. et al., Radiother 

Oncol. 2002）。肺線維症マウスの解析では、そ
の病態生成は雌より雄のほうが有意である
ことが報告された（Voltz JW. et al., Am J 

Respir Cell Mol Biol. 2008）。さらに、卵巣摘出
マウスは対照マウスに比して、有意にブレオ
マイシン投与による肺線維症を誘発するこ
とが報告された（Tofovic SP. et al., Vasc 

Pharmacol. 2009）。以上のことから、肺線維症
の形成にはホルモンが関与すると考えられ
るが、そのシグナルを発揮するたのホルモン
受容体の存在を含めた詳細な作用機序は明
らかではない。 

 

２．研究の目的 

 「IP／肺線維症組織を構成している細胞に
対し、その病態形成にエストロゲンおよびア
ンドロゲンが関与するのか？」この課題につ
いて病理組織標本および動物モデルを用い
て解明する。本課題では IP／肺線維症の発生
と形成におけるホルモンの関与を明らかに
し、 新たな薬物療法としての（抗）エスト
ロゲン／アンドロゲン療法の可能性を探る
ことを目的とした。 

 

3．研究の方法 

(1) ヒト肺組織： 

東北大学病院病理部にて保存している肺

組織を使用した。IP 組織は 10％ホルマリン固

定・パラフィン包埋（FFPE）組織 26 症例お

よび未固定凍結組織 10 症例をそれぞれ用い

た。また、比較対象として、非 IP 肺炎（FFPE 

23 症例）を用い、また、肺癌の腫瘍を含まな

い組織を正常肺（FFPE 21 症例、凍結組織 10

症例）として使用した。本研究計画書は東北

大学医学部・医学系研究科倫理委員会の承認

を得ている。 

(2) 免疫組織化学 

FFPE ヒト肺組織を対象に、ヒストファイ

ンキット（ニチレイ、東京）を用いた免疫組

織化学にて aromatase と ERの発現を検討し

た。免疫組織化学に使用した一次抗体は次の

とおりである。Aromatase：mouse monoclonal 

#677 [Novartis Pharmaceutical より供与 ]、

ER：mouse monoclonal 14C8 (GeneTex, San 

Antonio, USA)。 

Aromatase の発現については、その発現の

有無によって aromatase 陽性例と陰性例とし

た。ERの発現については、肺胞上皮細胞も

しくは細気管支上皮細胞それぞれ 500 細胞に

おける陽性細胞数を計測し、その割合（LI: 

Labeling Index）で評価した。 

(3) ステロイドホルモン濃度測定 

凍結ヒト肺組織を対象に、液体クロマトグ

ラ フ ィ ー 質 量 分 析 (LC-MS/MS: Liquid 

Chromatography-tandem Mass Spectrometry) に

て estrone、estradiol、testosterone の組織中濃

度を測定した。LC-MS/MS 解析はあすか製薬

メディカル（川崎市）に委託した。 

(4) マウス肺組織 

卵巣もしくは精巣を摘出した C57BL/6 マ

ウスを各 3 頭、対象として同系統のシャム手

術マウスを各 3 頭それぞれ入手し、安楽致死

後、肺組織を摘出した（ユニーテック、柏市）。

摘出した肺組織は、凍結後、-80℃にて保存し

た。 

(5) 定量的 PCR 

マウス凍結組織をホモジナイズし、RNA を

抽出した。Quantitect Reverse Transcription Kit 

(QIAGEN Hilden, Germany) にて cDNA を作

成 し 、 LightCycler (Roche Diagnostics, 

Manngeim, Germany) を用い、アンドロゲン受

容体（AR: androgen receptor）およびホスホジ

エ ス テ ラ ー ゼ ･ タ イ プ 5 (PDE5: 

phosphodiesterase type5）の定量的 PCR を行っ

た。AR および PDE5 の発現量は同組織にお

ける Internal Control である RPL13A の発現に

対する割合として評価した。 

(6) 統計解析 

統計解析は StatView 5.0 J software (SAS 

Institute, Cary, USA) を用い、ウィルコクソ
ン検定、ピアソンのカイ二乗検定を行った。 

 



 

 

図 1 正常肺、IP および non-IP（肺炎）

組織における aromataseの免疫組織化学 

４．研究成果 

(1) 正常肺、IP および non-IP 組織における
aromatase および ER の発現 

① aromatase（図 1） 

 正常肺組織では細気管支上皮細胞におい
て aromatase の発現が認められたが、その発
強度は低かった。一方、正常肺の肺胞上皮細
胞では aromataseの発現は認められなかった。
一方、IP 組織では、細気管支上皮細胞および
肺胞上皮細胞ともに強い aromatase の発現を
認めた。また、non-IP 組織では、正常肺と同
様の aromatase の発現パターンを示した。 

 

② ER（図 2） 

 正常肺、IP および non-IP 組織においても
ERの発現を認めた。スコア化した ERの発
現を各組織間で比較すると、肺胞上皮細胞で
は IP 組織での ERの発現が non-IP や正常肺
に比べると、有意に高い値を示した。一方、
細気管支上皮細胞では、各組織間での ERの
発現に有意な差は認められなかった。 

(2) IP 組織における estrone、estradiol および
testosterone 濃度（図 3） 

 IP 組織における estradiol 濃度は、正常肺と
比較して有意に高値を示した。一方、estrone

濃度については、両組織において有意な差は
認められなかった。 Testosterone 濃度は
estradiol とは逆に、正常肺組織に比べて IP 組
織で有意に低値を示した。Aromatase 活性を
現す estradiol／testosterone 比では、IP 組織に
おいて正常肺と比較して有意に高値を示し
た。各ホルモン濃度の値は表にまとめた。 

 Aromatase 免疫組織化学陽性例では陰性例
に比べ、組織中の estradiol 濃度が有意に高か
った。Estradiol の濃度は次のとおりである 

[median (minimum-maximum)]：Aromatase 陽性
例：134 (53-954) pg/g、Aromatase 陰性例：28 

(4-741) pg/g。 

(3) マウス肺組織におけるPDE5の発現（図4） 

雄では、精巣摘出によって PDE5 mRNA の

発現が有意に低下した。一方、メスでは逆に、

卵巣摘出によって PDE5 mRNA の発現が有意

に増加した 

図 2 正常肺、IP および non-IP（肺炎）

組織における ERの免疫組織化学 

表 IP および正常肺組織におけるホルモン濃度 

図3 IPおよび正常肺組織におけるホル

モン濃度の比較 



 

 

正常肺においてエストロゲンはその機能

と疾患に対して重要な役割を担っているこ

とが知られている (Verma M, et al, J Steroid 

Biochem Mol Biol, 2011)。ER 欠損マウスを用

いた解析では、雌マウスでは肺胞形成にエス

トロゲンシグナルが必要であることが明ら

かにされている  (Massaro D, et al, Am J 

Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2004 and 2006)。

また、アレルゲンを投与した雌マウスでは、

気管支炎が雄マウスより著しく、卵巣の摘出

によってその気管支炎は雄マウスレベルに

まで抑えることができる (Hayashi T, et al, 

Scand J Immunol. 2003)。IP ではまず始めに肺

胞上皮細胞の損傷と活性が生じると考えら

れており、活性化された肺胞上皮細胞からは

transforming growth factor- (TGF-) 、

platelet-derived growth factor (PDGF) 、

endothelin-1 (ET-1)、tumour necrosis factor- 

(TNF-) epidermal growth factor (EGF)などの

線維芽細胞増殖に関与するサイトカインが

放出される（Selman M, et al, Proc Am Thorac 

Soc. 2006; Willis BC, et al, Proc Am Thorac Soc. 

2006; Strieter RM, et al, Chest. 2009）。これらの

サイトカインとエストロゲンシグナルの関

係については多くの組織・臓器での検討が行

われているが、組織・臓器特異性のために統

一した見解は得られていない。たとえば

TGF-は ERシグナルによって抑制されるこ

とが乳腺組織で報告されているが(Band AM, 

Laiho M. J Mammary Gland Biol Neoplasia. 

2011)、一方、ドパミンの作用を抑制したマウ

スにエストロゲンを投与すると著しいTGF-

の活性が認められる (Recouvreux MV, et al, 

Endocrinology. 2011)。肺組織におけるこれら

のサイトカインとエストロゲンシグナル、特

にERを介した肺線維化との関係について明

らかにすることが今後の課題である。 

 本研究では、精巣摘出マウスでは肺組織中
の PDE5 が著しく減少することを確認した。
また、逆に卵巣摘出によって PDE5 の発現は
増加した。PDE5 は肺動脈平滑筋に発現し、
その阻害が肺動脈性肺高血圧症の経口治療
薬として用いられている（肺高血圧症治療ガ
イドライン）。PDE5 は cGMP を分解すること
によって平滑筋の弛緩を妨げるが、PDE5 を
阻害することによって、肺動脈平滑筋が弛緩
し、肺動脈圧及び肺血管抵抗が低下する。今
回の結果から PDE5 は肺組織においてはアン
ドロゲン依存性に発現することが示唆され
た。PDE は 11のサブタイプが知られて折り、
PDE 阻害作用を有する薬剤は、心不全や高血
圧症、気管支喘息や慢性閉塞性肺疾患、さら
には間質性肺炎の治療薬として期待されて
いる。PDE5 と間質性肺炎や肺線維化との関
連は明らかにされていないが、本研究結果か
ら、性ステロイドホルモンと PDE の関係が新
たな肺線維化のメカニズムとして関与する
可能性が示唆される。 
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