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研究成果の概要（和文）：マウスを用いてブレオマイシン低用量または高用量を気管内投与したところ、1週後にブレ
オマイシン低用量の投与では線維化病変が主体に形成され、高用量の投与ではびまん性肺出血の肺病変が形成され、難
治性肺疾患の動物モデルが確立された。さらに治療薬のスクリーニング検査法としてヒト肺胞上皮細胞とヒト肺線維芽
細胞を3次元で混合培養を行ったところ、血小板由来増殖因子（PDGF）刺激は線維芽細胞の増殖を選択的に促進し、こ
れがイマチニブという慢性骨髄性白血病などの治療薬により抑制され、難治性肺病態に対する分子標的療法の可能性が
開かれた。

研究成果の概要（英文）：Intratracheal injection of bleomycin 2 mg/kg (low dose) and 10 mg/kg (high dose) i
nduced fibrotic lung lesions and hemorrhagic lung lesions, respectively. Thus, mice models of rapidly prog
ressive interstitial pneumonia have been established.
Moreover, a 3-dimensional mixed culture of human lung epithelial cells and human pulmonary fibroblasts was
 used as a screening test for novel therapeutic agents for rapidly progressive interstitial pneumonia. Ima
tinib, a drug for chronic myeloid leukemia, selectively inhibited the proliferation of pulmonary fibroblas
ts stimulated by platelet-derived growth factor. 
These results elucidated the possible treatment of rapidly progressive interstitial pneumonia by targeted 
therapies.
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１．研究開始当初の背景 
 
 膠原病、特に多発性筋炎（polymyositis; PM）
/皮膚筋炎（dermatomyositis; DM）のうち筋炎
の軽微な DM（clinically amyopathic DM）に合
併する急速進行性間質性肺炎（ rapidly 
progressive interstitial pneumonia; RPIP）は副腎
皮質ステロイド薬に不応であり、免疫抑制薬
を発症早期から併用しても約半数が 2 ヶ月以
内に死亡する極めて予後不良な病態である
ことを、申請者らは報告してきた（Kameda H, 
et al. J Rheumatol 2005; Kameda H and 
Takeuchi T. Endocrine, Metabolic & Immune 
Disorders - Drug Targets 2006）。PM/DM 合併
RPIP に関しては日本からの報告が約 4 割を
占めるほど我が国に多い病態であり、海外で
の研究はあまり行われていない。 
 従って、RPIP に対しては初期治療から複数
の免疫抑制薬を併用するのみならず、生物学
的製剤や線維化抑制作用を有する薬剤など
を含めた新たな治療法の確立が急務である。
一方、有望な併用治療薬の候補として、線維
化に重要な TGF（transforming growth factor）
-βそしてPDGF（platelet-derived growth factor）
の双方のシグナル伝達を阻害しうるチロシ
ンキナーゼ阻害薬メシル酸イマチニブがあ
る（Kameda H, et al. Drug Target Insights 2007）。
イマチニブの間質性肺炎に対する部分的有
用性が動物モデルで報告されている（Aono Y, 
et al. Am J Respir Crit Care Med 2005; Azuma M, 
et al. Am J Respir Crit Care Med 2007）。このイ
マチニブをPM/DM合併RPIPの治療レジメン
に追加する意義についても本研究で検討し、
有望であれば早期の臨床応用を目指す。 
 
２．研究の目的 
 
 PM/DM合併RPIPの病態解明と新規治療
法の確立を目的として、(1) in vitro のヒト
由来の細胞培養系における検討、(2) 動物
モデルを用いた in vivoの検討を平行して進
めていくことが不可欠である。しかも、(1)
の培養細胞系における検討も、可能な限り
in vivo に近似していることが望ましい。そ
こで、申請者は昨年までの研究において、
コラーゲンゲルにおける線維芽細胞と T 細
胞の 3 次元培養という in vivo に比較的近似
した培養アッセイを確立した。この系にさ
らにⅡ型肺胞上皮細胞株を加えることによ
り、ヒト細胞を用いた in vitro での間質性肺
炎の病態モデル構築を行う。さらに、昨年
よりブレオマイシン誘発間質性肺炎のマウ
スモデルを作成して、分子レベルでの病態
解析を行うとともに、有効性の高い治療薬
や併用療法のスクリーニング、ならびに薬
剤作用機序の解明につなげることを目的と
した。 
 
３． 研究の方法 
 

(1)細胞培養系における検討 
 ヒトⅡ型肺胞上皮細胞株である A591 とヒ
ト肺線維芽細胞を 24-well プレートを用いた
Ⅰ型コラーゲンゲル中でともに 1× 105 
cells/ml で混合培養を行う。PDGF 10 ng/ml を
それぞれの well に添加する。14 日間培養後、
コラゲナーゼ処理によりゲルを可溶化し、細
胞を回収する。細胞をバッファーで洗浄後、
FACS によりアポトーシスを生じた細胞（ア
ネキシン V 陽性）と非アポトーシス細胞を
別々にカウントし、Ⅱ型肺胞上皮細胞と線維
芽細胞（抗 CD90 抗体反応性）の各々の細胞
の増殖やアポトーシスを解析する。 
 
(2)動物モデルにおける検討 
 12-15 週齢の雄性 ICR マウスを用いる。麻
酔下で day 0 にブレオマイシン 2 mg/kg また
は 10 mg/kg を気管内投与する。Day 7 に肺の
出血および炎症を肉眼的および組織学的に
検討し、出血の範囲と炎症をスコア化する。 
 
４． 研究成果 
 
(1) 細胞培養系における検討 

 
 PDGF 10 ng/ml 刺激は線維芽細胞の増殖を
選択的に促進し、これはイマチニブにより用
量依存的に抑制された。また、PDGF 刺激の
有無にかかわらず、A591 細胞の共存の有無
が線維芽細胞増殖に及ぼす明らかな影響を
認めなかった。さらに、一部の A591 細胞を
機械的に剝離する傷害モデルを作製して、そ
の線維芽細胞に及ぼす影響も検討したが明
らかには認めなかった。従って、間質性肺炎
の病態において、肺胞上皮細胞障害と線維芽
細胞増殖とは、多くの部分は非依存的に進行
していると考えられ、その治療においては肺
胞上皮細胞のアポトーシス抑制と線維芽細
胞の増殖抑制を同時に行う必要性が示唆さ
れた。 
 
(2) 動物モデルにおける検討 
 
 12-15 週齢の雄性 ICR マウスを用いて、麻
酔下で day 0 にブレオマイシン 2 mg/kg また
は 10 mg/kg を気管内投与して、Day 7 に肺の
出血および炎症や線維化を検討した。ブレオ
マイシン 2 mg/kg の投与では線維化による小
結節状の隆起性病変が主体に形成され、肺出
血はわずかであった。一方、10 mg/kg の投与
では高度のび漫性肺出血が観測された。肺出
血の程度は肺胞洗浄液のヘマトクリット値
で 10 mg/kg では 2 mg/kg の 5 倍であった。肺
の病理組織学的な検討では、ブレオマイシン
2 mg/kg の投与では線維化病変が主体に形成
され、一方、10 mg/kg の投与ではびまん性肺
出血が主体であった。従って、肺線維症と肺
出血の 2 つのモデルが投与量依存性に形成さ
れ、間質性肺炎における肺出血の位置づけが



より明らかとなった。 
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