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研究成果の概要（和文）：　本研究によって、TGF-β1による上皮間葉転換 (EMT)がA549などの株化培養肺胞上皮細胞
において観察されること、肺障害性薬物でもTGF-β1と類似したEMT誘発作用が認められること、薬物によるEMT誘発に
は一部TGF-β1が関与する可能性のあることが明らかとなった。本研究で変化が認められた指標を活用することで、新
規医薬品の肺障害性の有無を事前に予測するシステムの構築が可能と考えられる。

研究成果の概要（英文）： Transforming growth factor-β1 (TGF-β1) induced epithelial-mesenchymal 
transition (EMT) in cultured alveolar epithelial cell lines, RLE-6TN cells and A549 cells. Anticancer 
drugs such as bleomycin and methotrexate also induced EMT-like phenotypical changes in these cell lines. 
In addition, the involvement of TGF-β1 pathway in the EMT induced by these drugs was suggested. These 
findings would be helpful for the development of a novel strategy to predict the lung toxicity of drug 
candidates.

研究分野： 薬剤学

キーワード： 薬学　薬剤性肺障害　肺胞上皮細胞　II型ーI型分化転換　上皮間葉転換　TGF-β1
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 薬物による肺障害、特に肺線維症や間質性
肺炎は極めて重篤な障害であり時に致死的
である。これまでに抗がん薬ゲフィチニブな
ど各種の抗がん薬や抗不整脈薬アミオダロ
ンにより重篤な肺障害が誘発されることが
知られているが、個々の薬物による肺障害
誘発の詳細なメカニズムについては不明な
点が多い。また、医薬品の肺障害性の有無
を事前に予測するシステムは存在しない。 
 著者らはこれまで、ラット初代培養肺胞上
皮細胞やラットおよびヒト由来株化培養細
胞 を 用 い 、 II 型 -I 型 の 分 化 転 換
（transdifferentiation）とそれに伴う細胞の形
態、遺伝子発現プロファイル、物質輸送活性
などの変化について解明を図ってきた。立方
上皮である II 型細胞は肺胞表面の 5-10%を占
めるに過ぎないが、肺胞が障害を受けた場合、
扁平上皮である I 型細胞に分化転換し修復に
あたり、この分化転換過程は in vitro 初代培養
系でも再現できる。著者は上記研究を通じて、
薬物の肺障害と II 型-I 型分化転換過程への影
響の関連性について着目するに至った。すな
わち、分化転換過程に対し薬物が阻害的に作
用した場合、薬物による直接的な肺細胞障害
とともに、その修復過程も抑制され、上皮障
害がさらに増悪する可能性があると考えた。
逆に、II 型細胞は肺胞の呼吸機能を保つ上で
重要な肺サーファクタントを産生している
ため、薬物が II 型-I 型分化転換過程を過剰に
促進した場合には肺胞機能に障害をきたす
恐れもある。また II 型-I 型分化転換に TGF-β1
（形質転換増殖因子 , transforming growth 
factor-β1）が関与するとの報告がある一方で、
TGF-β1 は 上 皮 間 葉 転 換 （ epithelial- 
mesenchymal transition；EMT）を引き起こす
との報告もあるため、その影響について検討
したところ、TGF-β1 は主に上皮間葉転換に
働くことを示す preliminary な結果を得た。上
皮間葉転換は薬物による肺線維化と関係す
るものと想定されているため、著者はこの点
についても注目した。 
 すなわち、肺胞上皮細胞に対し薬物が上皮
間葉転換を誘発するかどうか調べることで、
薬物による肺障害発症機構解明の一助とな
るとともに、上皮間葉転換を検出する上で至
適な薬物処置条件や上皮間葉転換のマーカ
ーを探索することで肺線維化などの薬物性
肺障害を事前に予測するためのシステム開
発につながるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
薬物による肺障害、特に肺線維症や間質性

肺炎は極めて重篤な障害であり、時に致死的
である。しかしその発現機構には不明な点が
多く、また新規医薬品の肺障害性の有無を事
前に予測するシステムは存在しない。 
本研究では、薬物の肺障害性および肺障害

とⅡ型-I 型分化転換あるいは EMT との関係
性について明らかにし、肺線維化などの薬物

性肺障害の in vitro 予測システムを開発する
ことを目的としている。 

 
３．研究の方法 
(1) 肺胞上皮細胞のバイアビリティに対す

る薬物の影響（細胞障害性） 
 薬物の肺胞上皮細胞障害性の指標として、
細胞のバイアビリティに対する影響を XTT
アッセイにより解析し、薬物処置濃度・処置
期間を決定する指標とした。肺障害性薬物と
しては、肺線維症や間質性肺炎を引き起こす
ことが報告されている抗がん薬（ブレオマイ
シン、ゲフィチニブ、メトトレキサート）、
抗不整脈薬（アミオダロン）について検討し
た。株化培養細胞としては肺胞上皮 II 型細胞
の形質を比較的良く保持しているとされる
ラット由来 RLE-6TN 細胞およびヒト由来
A549 細胞を用いた。 
(2) TGF-β1 による肺胞上皮細胞の上皮間葉

転換 (EMT)の解析 
TGF-β1 によって肺胞上皮細胞の EMT が進

行することはpreliminaryな検討から確認して
いる。そこでまず株化培養細胞 RLE-6TN（ラ
ット由来）、A549（ヒト由来）を用い、TGF-β1
による上皮間葉転換を検出するための最適
処置条件およびマーカーについて検討した。
すなわち細胞の播種数、TGF-β1 処置開始時
期、処置期間等を変化させて、上皮間葉転換
過程の進行を解析した。上皮間葉転換の指標
として、細胞の形態（上皮細胞様か筋線維芽
細胞様か；位相差顕微鏡解析）、アクチンフ
ィラメントの走行（共焦点レーザー顕微鏡解
析）、上皮系細胞で高発現している mRNA
（E-cadherin (E-cad)、cytokeratin19 (CK19)、
Zonular occludens 1 (ZO-1) など）と間葉系細
胞で高発現している mRNA（α-smooth muscle 
actin (α-SMA)、vimentin (VIM)、fibronectin (FN)、
collagen-1A1 (COL1A1) 、 moesin (Msn) 、
connective tissue growth factor (CTGF) など）
の発現プロファイル（Real-time PCR 解析）を
解析した。これら指標の中で RLE-6TN と
A549 で共通の変化が観察され、また最も鋭
敏に変化した指標を薬物による上皮間葉転
換解析のためのマーカーとして用いた。 
(3) 薬物による肺胞上皮細胞の上皮間葉転

換誘発性の解析 
TGF-β1 による肺胞上皮細胞の上皮間葉転

換の検討によって得られた実験条件（細胞の
播種数、処置開始時期、処置期間）および上
皮間葉転換検出マーカーを中心に、肺障害性
薬物の影響を解析した。薬物濃度は、
RLE-6TN および A549 細胞に対する XTT 
assay の結果を参考に、直接的な細胞障害を引
き起こさない濃度で検討した。 
 以上の結果を統合的に評価することで、薬
物の肺障害性、肺障害と II 型-I 型分化転換あ
るいは上皮間葉転換との関係性について明
らかにするとともに、薬物の肺障害性予測シ
ステムの開発を行った。 

 



４．研究成果 
(1) ラット由来 RLE-6TN 細胞における検討 
① RLE-6TN 細胞のバイアビリティに対す

る各種薬物の影響（細胞障害性） 
 ブレオマイシンを0.01-0.4 µMの濃度でday 
1-7 の 144 時間処置し、XTT assay にて評価し
た結果、RLE-6TN 細胞のバイアビリティは濃
度依存的に減少し、0.4 µM 処置で約 60％ま
で減少した（Fig. 1）。さらに 0.4 µM 処置した
細胞について flow cytometry を用いて毒性評
価を行った結果、アポトーシス細胞はわずか
に増加したのみであった。従って、この処置
条件においてブレオマイシンは主に細胞の
増殖を抑制することが示唆された。 
そこで、ブレオマイシンの処置条件として

濃度は 0.4 µM、期間は 144 時間 (day 1-7)とし
た。 

  
 
 
 
 
 
 

 メトトレキサートについても検討した結
果、RLE-6TN 細胞のバイアビリティは濃度依
存的に減少した (Fig. 2)。 

 
 
 
 
 
 
 

 その他の薬物についても同様に検討した
結果、処置時間はすべて 144 時間 (day 1-7)、
処置濃度はメトトレキサート 0.03 µM、ゲフ
ィチニブ 10 µM、アミオダロン 5 µM を選択
し、上皮間葉転換について解析した。 
 
② TGF-β1 による肺胞上皮細胞の上皮間葉

転換の解析 
 EMT を誘発する重要な因子である TGF-β1
を 10 ng/mLの濃度で day 2-5の 72時間処置し
た RLE-6TN 細胞を位相差顕微鏡（PCM）、な
らびに核を Hoechst33342、F-actin をアクチン
染色が可能な BODIPY®FL phallacidin を用い
て染色後、共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）
にて観察した。その結果、TGF-β1 処置によ
って RLE-6TN 細胞の線維芽様細胞への形態
変化とアクチン骨格のリモデリングが観察
された (Fig. 3)。さらに、EMT 誘発を遺伝子

発現の側面から検討したところ、上皮系マー
カー遺伝子である CK19、E-cad、Ezrin、Zonular 
ZO-1 の mRNA 発現は減少した。また、間葉
系マーカー遺伝子である COL1A1、CTGF、
FN、Msn、α-SMA、VIM の mRNA 発現は増
加した（Fig. 4）。従って、RLE-6TN 細胞にお
いてTGF-β1によってEMTが誘発されること
が明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

③ 薬物による肺胞上皮細胞の上皮間葉転
換誘発性の解析 

  ①の検討で決定した条件で RLE-6TN 細胞
をブレオマイシン処置した結果、PCM によっ
て細胞の形態が上皮系細胞特有の敷石状か
ら間葉系細胞特有の紡錘状へと形態変化し
ていることが観察され、また CLSM によって、
アクチン骨格もリモデリングされ多数のフ
ィラメントが線維状になっている様子が観
察された（Fig. 5）。 
 また、TGF-β1 と同様に、ブレオマイシン
によって EMT 様の遺伝子発現変動が誘発さ
れるか否か検討した結果、上皮系マーカー遺
伝子である CK19、ezrin、ZO-1 の mRNA 発
現はそれぞれ有意に減少した。一方、間葉系
マーカー遺伝子に関しては Msn、α-SMA、VIM
の mRNA 発現に有意な変動が認められなか
ったが、CTGF、FN の mRNA 発現はそれぞ
れ有意に増加した（Fig. 6）。なお間葉系マー
カー遺伝子である COL1A1 の mRNA 発現が
有意に減少した原因は不明である。 

Fig. 1. RLE-6TN 細胞のバイアビリティに対す
るブレオマイシンの影響 

Fig. 2. RLE-6TN 細胞のバイアビリティに対す
るメトトレキサートの影響 

 

Fig. 3. RLE-6TN 細胞の形態に及ぼす TGF-β1
の影響 

Fig. 4. RLE-6TN 細胞の上皮系 (A) および間
葉系  (B)マーカーmRNA 発現に及ぼす
TGF-β1 の影響 

A 
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 さらに、メトトレキサートについても同様
の検討を行ったところ、RLE-6TN 細胞の形態
は EMT 様に変化し、上皮系マーカー遺伝子
の mRNA 発現は有意に減少し、間葉系マーカ
ー遺伝子に関しても FN、VIM の mRNA 発現
は有意に増加した。 
以上の結果から、TGF-β1 と同様に、

RLE-6TN 細胞においてブレオマイシン、メト
トレキサートによって EMT が誘発されるこ
とが示唆された。また、これら EMT を誘発
することが広く知られている化合物や薬物
によってEMTの誘発が認められたことから、
RLE-6TN 細胞は EMT の評価系として有用で
あることが示唆された。 
一方、ゲフィチニブやアミオダロンによっ

ては RLE-6TN 細胞の形態変化が観察されず、
EMT 様の上皮系マーカー遺伝子、間葉系マー
カー遺伝子の発現変動もゲフィチニブでは
小さく、アミオダロンは認められなかったこ
とから、この処置条件下においてゲフィチニ
ブは EMT 誘発効果が小さいこと、アミオダ
ロンは EMT を誘発しない可能性が示唆され
た。しかしながら、肺障害の中でも肺線維症
の発症頻度はブレオマイシンやメトロレキ
サートと比較して、アミオダロンは高いこと
が報告されている。本検討においてアミオダ
ロンによって EMT 誘発が認められない原因
の一つとして、アミオダロンの毒性は主に代

謝物が影響しているという報告があること
から、アミオダロンでは in-vitro における直
接的な EMT 誘発作用が認められない可能性
が考えられた。また、ブレオマイシンとメト
トレキサートはゲフィチニブと比較して肺
線維症の発症頻度が高く、EMT の誘発効果と
相関している可能性が考えられた。これらの
仮説について、さらなる検討と解析が必要で
あると考えられた。 
 
(2) ヒト由来 A549 細胞における検討 

A549 細胞を TGF-β1 (10 ng/mL, 72 hr) およ
びメトトレキサート (300 nM,. 144 hr)で処置
し、形態変化を観察したところ、それぞれの
コントロールと比較して、EMT に特有な細胞
の紡錘状への変化とアクチンフィラメント
のリモデリングが観察された (Fig. 7, 8)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Fig. 5. RLE-6TN 細胞の形質に及ぼすブレオ
マイシンの影響 

Fig. 6. RLE-6TN 細胞の上皮系 (A) および間
葉系 (B)マーカーmRNA 発現に及ぼすブレ
オマイシンの影響 

A 

B 

Fig. 7.  A549 細胞の形態に及ぼす TGF-β1 の
影響 

Fig. 8. A549細胞の形態に及ぼすメトトレキサ
ート (MTX) の影響 

Control TGF-β1 

PCM 

CLSM 

Control MTX 

PCM 

CLSM 

Fig. 9. A549 細胞の上皮系 (A) および間葉系 
(B) マーカーmRNA 発現に及ぼす TGF-β1 お
よびメトトレキサートの影響 



さらに、遺伝子発現変動に対する影響につ
いて解析した結果、TGF-β1 およびメトトレ
キサート処置によって、上皮系マーカー遺伝
子の有意な発現減少、間葉系マーカー遺伝子
の有意な発現増加が認められた (Fig. 9)。 
 従って、A549 細胞においても TGF-β1 やメ
トトレキサートによって EMT が誘発される
ことが示唆された。さらに、TGF-β レセプタ
ー阻害剤であるSB431542をTGF-β1およびメ
トトレキサートと共存させて A549 細胞を処
置した結果、EMT 様の細胞の形態変化や遺伝
子変動が抑制された。従って、メトトレキサ
ートによる EMT 誘導の一部に TGF-β を介し
たシグナル経路が関与している可能性が示
唆された。 
 以上の結果から、RLE-6TN 細胞と同様に
A549 細胞も EMT の評価系として有用である
ことが示唆された。 
  
以上、RLE-6TN 細胞や A549 細胞におい

て、TGF-β1 による EMT が観察されること、
肺障害性薬物（抗がん薬）でも TGF-β1 と類
似した EMT 誘発作用が認められること、肺
障害性薬物による EMT 誘発には一部
TGF-β1 が関与する可能性のあることが明ら
かとなった。本研究で変化が認められた指標
を活用することで、新規医薬品の肺障害性の
有無を事前に予測するシステムの構築が可
能と考えられる。 
今後は、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、
より有用性の高い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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