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研究成果の概要（和文）：経気道ルートで肺への投与が可能な抗線維化薬ピルフェニドン封入リポソームを調製し、肺
線維症の治療を指向したドラッグデリバリーシステムとして有用であるかを検討した。ピルフェニドン封入リポソーム
を肺線維芽細胞に適用したところ、高効率で細胞内に送達され、かつ優れたコラーゲン産生抑制作用が認められた。本
研究の成果は、経気道投与を基盤とするピルフェニドン封入リポソームが肺線維症治療の新戦略となることを示唆して
いる。

研究成果の概要（英文）：Liposomal pirfenidone as a anti-fibrotic drug formulation was designed and 
prepared, and its efficacy as a pulmonary drug delivery system for treatment of pulmonary fibrosis was 
evaluated. Liposomal pirfenidone was efficiently delivered to fibroblasts and it inhibited collagen 
production in fibroblasts. This study suggests that aerosol-based liposomal pirfenidone is a new 
therapeutic strategy.

研究分野：ドラッグデリバリー
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１．研究開始当初の背景 
 
 肺線維症は、肺線維芽細胞による過剰なコ
ラーゲン産生により発症し、肺組織の線維化
をきたす難病指定特定疾患である。慢性かつ
進行性の経過をたどり、予後不良であること
から、有効かつ安全な優れた治療法の構築が
望まれている。本症の治療薬としては、ピル
フェニドンが知られており、経口投与製剤が
上市されている。しかし、光線過敏症などの
重篤な副作用が高頻度で生じることが大き
な問題となっている。これは、経口投与製剤
であるがゆえに、ピルフェニドンが血液を介
して全身へ分布するために生じる全身性副
作用である。この問題を解決する新発想のド
ラッグデリバリーシステム（DDS）として、
肺に薬物を直接投与できる経気道投与製剤
を開発することを着想した。 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者は、以前より肺がんや肺感染症
の治療を指向し、経気道投与できるリポソー
ム製剤の設計・開発に従事している。この技
術蓄積を活用し、本研究では、ピルフェニド
ンをリポソームに封入して線溶機能を搭載
した製剤を設計・調製し、肺線維症の治療を
指向した経気道投与型 DDS を開発すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)製剤の設計・調製 

 肺線維芽細胞に発現している basic 
fibroblast growth factor (bFGF) レセプターに
親和性を有する truncated bFGF (tbFGF)を合
成した。この tbFGFで表面修飾したピルフェ
ニドン封入リポソームを調製した。なお、取
り込み実験の際には、リポソーム蛍光マーカ
ーとして NBD-DPPEを用いた。 
 
(2)肺線維芽細胞によるピルフェニドン封入
tbFGF修飾リポソームの取り込み実験 

 培養ヒト肺線維芽細胞（WI-38）にピルフ
ェニドン封入 tbFGF修飾リポソームを適用し、
37℃で各時間培養した。細胞内の NBD-DPPE
およびピルフェニドンを定量し、リポソーム
およびピルフェニドン取り込み量を算出し
た。また、共焦点レーザー顕微鏡を用い、適
用 4 時間後の細胞を観察した｡さらに、取り
込み機構解明のため、遊離の tbFGFを用いて、
適用 2時間後の取り込みに対する阻害実験を
行った。 
 
(3)ピルフェニドン封入 tbFGF 修飾リポソー
ムの薬効評価実験 

 WI-38に TGF-β1およびピルフェニドン封
入 tbFGF修飾リポソームを同時適用し、37℃
で 24 時間培養した。培養後、細胞を熱処理

することで細胞中コラーゲンを加水分解し
た。コラーゲンの加水分解産物であるヒドロ
キシプロリンを HPLCで定量し、コラーゲン
産生抑制効果を評価した。 
 
(4)ピルフェニドン封入 tbFGF 修飾リポソー
ムの副作用評価実験 
 WI-38にピルフェニドン封入 tbFGF修飾リ
ポソームを適用し、37℃で 24時間培養した。
培養後、WI-38の細胞数を計測した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)ピルフェニドン封入 tbFGF 修飾リポソー
ムの調製 

 粒子径が 100 nm のピルフェニドン封入
tbFGF修飾リポソーム（Table 1）を調製し、
以下の検討に供した。なお、比較のため、未
修飾リポソームも調製した。 
 
Table 1 Pirfenidone incorporated into liposome 
modified with bFGF 

liposome 
composition *  

(mol %) 
particle size 

(nm) 

non-modified 2/1/0.1/0 104 

tbFGF-modified 2/1/0.06/0.04 110 

*EPC/CH/PEG-DSPE/tbFGF-PEG-DSPE 
EPC: egg-yolk phosphatidylcholine 
CH: cholesterol 
PEG-DSPE: N-(carbonyl-methoxypolyethyleneglycol 2000)- 
1, 2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 
tbFGF-PEG-DSPE: tbFGF-modified PEG-DSPE 
 
(2)肺線維芽細胞によるピルフェニドン封入
tbFGF修飾リポソームの取り込み 

 ピルフェニドン封入 tbFGF修飾リポソーム
をWI-38に適用したときのリポソーム取り込
み量は、未修飾リポソームに比べて有意に高
い値で推移した（Fig. 1）。共焦点レーザー顕
微鏡からもこのことが視覚的に示された（Fig. 
2）。 

 
Fig. 1 Time profiles of cellular accumulation of 
tbFGF-liposome (●) and non-modified liposome (○) 
in WI-38 cells 
Each point represents the mean ± S.D. (n=5).  
*p<0.05 and **p<0.01: significantly different from 
non-modified liposome.  
 



 また、ピルフェニドン取り込み量も未修飾
リポソームおよびピルフェニドン溶液に比
べて有意に高い値で推移した（Fig. 3）。  
 取り込み阻害実験を行ったところ、ピルフ
ェニドン封入 tbFGF修飾リポソームのWI-38
細胞内取り込みが遊離 tbFGF共存下で有意に
抑制された（Fig. 4）。したがって、ピルフェ
ニドン封入 tbFGF 修飾リポソームは、bFGF
レセプターを介してWI-38細胞内に取り込ま
れることが強く示唆された。 
 

 
Fig. 2 Confocal bicroscopy images showing cellular 
distribution of tbFGF-liposome and non-modified 
liposome in WI-38 cells 
 

 
Fig. 3 Time profiles of cellular accumulation of 
pirfenidone in WI-38 cells 
Symbols: tbFGF-liposome (●), non-modified liposome 
(○), pirfenidone solution (×) 
Each point represents the mean ± S.D. (n=5).  
*p<0.05 and **p<0.01: significantly different from 
pirfenidone solution. 
 

 
Fig. 4 Effect of bFGF on cellular accumulation of 
tbFGF-liposome and non-modified liposome in 
WI-38 cells 
Each point represents the mean ± S.D. (n=5).  
*p<0.05: significantly different from non-modified 
liposome. 
 
 

(3)ピルフェニドン封入 tbFGF 修飾リポソー
ムのコラーゲン産生抑制効果 
 ピルフェニドン封入 tbFGF修飾リポソーム
は、未修飾リポソームおよびピルフェニド
ン溶液に比べて優れたコラーゲン産生抑制
作用を示した（Fig. 5）。 
 

 
Fig. 5 Effects of pirfenidone incorporated into 
liposomes on the TGF-β1-stimulated increase in 
hydroxyproline in WI-38 cells  
Each point represents the mean±S.D. (n=4).  
*p<0.05 and **p<0.01: significantly different from 
TGF-β1 alone.  
 
(4) tbFGF修飾リポソームの副作用評価 
 bFGF は肺線維芽細胞の増殖を促し、病態
の進行を促進してしまう可能性がある。しか
し、tbFGF修飾リポソームは、bFGF溶液適用
でみられたようなWI-38増殖作用を示さなか
った（Fig. 6）。 
 

 
Fig. 6 Effects of tbFGF-liposome on proliferation of 
WI-38 cells   
Each point represents the mean±S.D. (n=4).  
*p<0.01: significantly different from control. 
 
 
(5) 成果のまとめ 
 ピルフェニドン封入 tbFGF修飾リポソーム
は、肺線維症の治療を指向した経気道投与型
DDSとなりうることが示された。国内外に類
似の研究はなく、本研究の学術的意義は大き
いと考えている。現在、実験動物を用いた詳
細な検討を進めており、近くその成果を公表
できる見込みである。 
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