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要 旨
特発性肺線維症は，慢性かつ進行性の経過をとり，高度の線維化と肺胞構築の改変から不可

逆的な蜂巣肺形成に進行する原因不明の疾患である．現在まで有効な治療法は確立されておら
ず，自覚症状出現後の生存期間は平均約３年とされる難治性肺疾患である．これまでの報告で
は，問質性肺炎・肺線維症での肺局所でレーン・アンギオテンシン系の活性化が起きているこ
とが確認され，アンギオテンシン受容体桔抗薬による肺線維症モデルの改善効果が認められて
いる．一方で近年，アンギオテンシン受容体桔抗薬において，受容体非依存性の新たな作用を呈
するドラッグエフェクトが注目されている．イルベサルタンにおいては,  PPARγの部分活性を
有することも報告されている．これまでもPPARγリガンドによる肺線維症モデルの改善効果
が報告されていることから、レーン・アンギオテンシン系に対する作用に加えPPARγ部分活
性作用を持つイルベサルタンの肺線維化抑制効果について検討した．８週齢のICRマウスにブ
レオマイシンを気管内に単回投与し‘ブレオマイシン肺線維症モデルを作成した．イルベサル
タンはBLM投与の５日前から連日, BLM投与14日後まで胃ゾンデによる経口投与を行い
GW9662はイルベサルタン投与の１時間前に連日腹腔内投与した. 14日目に，気管支肺胞洗
浄・肺組織を含めたサンプリングを行った．イルベサルタン投与群，およびイルベサルタンに
PPARγアンタゴニストであるGW9662を加えた群を．ブレオマイシン単独投与群と比較した
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イルベサルタンの前投与により，ブレオマイシン投与後１４日目の体重減少，肺湿乾重量差の＃
加，ハイドロキシプロリン量の増加，肺組織所見における肺線維化スコアが全て有意に抑制さ
れた．またBALF中の総細胞数，マクロファージ数の増加, TGF-B1, MCP-1濃度の上昇が不
意に抑制された. PPARγアンタゴニストGW9662は，上記の結果に対して部分的に抑制効果０
減弱を示した．以上より，イルベサルタンはアンギオテンシン受容体桔抗薬としての作用だI、
でなく, PPARγ活性化作用を介して，ブレオマイシンによる肺線維化を抑制する可能性が示吻
された．

キーワード：肺線維症，アンギオテンシン受容体, PPARy, MCP-1

という報告などから. RASを介する線維化促進機
構が存在するものと考えられている５)-７)．また
アンジオテンシン受容体桔抗薬(angiotensin
receptor blocker ; ARB)による肺線維症モデル
の改善効果が報告されている'１)-１６)．一方で近年，
ARBにおいて、ATI受容体非依存性の新たな作
用を呈するドラッグエフェクトが注目されてい
る．イルベサルタンにおいては，炎症細胞浸潤や
活性化に重要なmonocyte chemoattractant pro -
tein (MCP)-lの分泌を抑制し17)さらにその受
容体であるCCR2bにも結合し，その活性化を抑
制している可能性が指摘されている’8)．また，
NF - k B (nuclear factor - kappa B)の活性抑制作
用を有しており'9)，インスリン抵抗性改善作用を示
すPPAR 7   (peroxisome proliferator - activated r℃cep-
tor/)の部分活性を有することも指摘されている釦')
これまで肺線維症モデルにおいて, PPARγリガ
ンドによる改善効果が報告されている２１)．その
ため，イルベサルタンにおいて, ARBとしての
ATI受容体桔抗作用に加え，ドラッグエフェクト
としての効果が．相加的に線維化の抑制効果を示
すか否か，特にPPARγ部分活‘性による相加効果
についてBLM肺線維症モデルを用いて検討.した．

緒 目

難治性間質性肺炎の代表的な疾患の一つとし
て，特発性肺線維症(idiopathic pulmonary fibro -
sis; IPF)が挙げられる. IPFは慢性かつ進行性の
経過をとり，高度の線維化と肺胞構築の改変を呈
し，不可逆的な蜂巣肺を形成する．羅患率は10万
人に対して，１４．０～42.7人程度と報告される１)．
原因は不明で，有効な治療法は乏しく，自覚症状
出現後の生存期間は平均３年と言われている２)．
また慢性経過中に急速に呼吸不全が進行する病態
は急性増悪と呼ばれ，治療抵抗性で死亡率は極め
て高い3)4)．
これまでの報告では，問質性肺炎・肺線維症の

肺局所でレーン・アンギオテンシン系(renin-
angiotensin system; RAS)の活性化が起きている
ことが確認されている５)-７)．アンギオテンシン
II   (angiotensin II ;ANG-n)は強力な昇圧作用
をもち，体内の血圧調節，体液調整を司るペプチ
ドである．ANG-Ⅱのレセプターは現在のところ，
Ｉ型(ATI )とⅡ型(AT2)の２つがクローニン
グされ, ATI, AT2はともに広く全身に存在してお
り，肺においても発現が確認されている８)9)．
ANG-Ⅱは, ATIを介して従来の血圧調節作用の
ほかに線維化促進作用をもつことが循環器領域に
おいて明らかにされている10)また肺において
もIPFの気管支肺胞洗浄液のACE活性冗進，放
射線肺線維症モデルでの肺組織中のACE活性の
冗進, ANG-Ⅱの増加，またBLM (bleomycin)肺線
維症モデルにおいてATI発現が顕著に増加する

研究対象，方法

１．動物
８週齢ICR雄マウスは日本SLCから購入した．

平均体重は40 gで，無作為に各群に割り当てた．
この研究は新潟大学動物実験倫理委員会の承認を
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細胞標本にギムザ染色を行い，算定した．各群の
BALF上清液を用い. ELISAkitを用いてBALF中
のTGF-/n (R&D社）とMCP-1 (R&D社）
濃度を検討した．各群において，同様の実験を２
回繰り返して行った．また，別検体を病理組織学
的検査用として１０％中性緩衝ホルマリンで拡張
固定後，パラフィン包埋し，３～４〆ｍの厚さに
薄切した．肺組織切片からHE (hematoxylin-
eosin)染色標本を作製した．肺線維化の程度は
Ashcroftらの方法22)を一部改変したRalf-Hartc
Hubnerらの方法23)で, 2人の病理医と１人の臨
床医によってスコア化した．

得て行った

２．薬剤
BLM (日本化薬株式会社製）は生理食塩水
(生食）に溶解し, 2mg/kgになるように調整し
た．１０％ペントバルビタール(Abbo仕社製)  100
w/gを腹腔内投与にて麻酔をかけ，気管切開下
に50 u¥を気管内に単回投与した．イルベサルタ
ンは大日本住友製薬より原末の提供を受けた．イ
ルベサルタン20 mg/kg (O.lml/mouseに調整）
をゾンデにて１日１回連日強制経口投与した．ま
たPPARγアンタゴニストであるGW9662 (Sigma
社製）は, DMSO原液(Sigma社製）に溶解し，
2mg/kg (O.lml/mouseに調整）を腹腔内投与し
た．

5.  BAL
マウス右主気管支内に18Gカテーテルを留置

固定し，洗浄液として生食0.5 mlを注入後回収す
る作業を４回行った．回収率は８０-９０％の範囲
で，各群で差はなかった．

３．BLM肺線維症モデル作製投与スケジュール
コントロール群, GW9662単独群. BLM群，イ

ルベサルタン併用群(BLM +イルベサルタン）
群，イルベサルタン+ GW9662併用群(BLM +
イルベサルタン+ GW9662)の５群に対し. Day
Ｏに，コントロール群では生食，他の群ではBLM
を経気道的に単回投与した. BLM投与前５日
(Day-5)から犠牲死までにコントロール群と
BLM単独群では生理食塩水を，イルベサルタン
投与群でイルベサルタン懸濁液をそれぞれ１日１
回連日経口投与した．またイルベサルタン十
GW9662併用群にはGW9662懸濁液を，それを除
く全ての群にDMSO原液を, 1日１回イルベサル
タン投与１時間前に0.1ml腹腔内投与を行った．

６．統計学的解析
BLM投与14日後のマウス体重，肺湿乾重量差

ハイドロキシプロリン量，肺線維化スコア，およ
t>*BALF中の細胞数．サイトカインについては名
群で平均値および標準誤差で示した．なお統計陣
析はJMP8.0.2を用いて行い, P < 0.05を統計学
的に有意差ありと判定し, Tukey- Kramer試験Iこ
より有意差検定を行った．

結 果

１．マウスの体重変化，肺湿乾重量差および肺淵
織中のハイドロキシプロリンの定量（表1)

BLM投与14日目でのマウス体重は, BLMf
でコントロール群と比較して有意に低下した. I
かし，イルベサルタン併用投与を行うことで，ニ
ントロール群と比較して有意差は生じず, BLハ
群と比較して，有意に体重減少が抑制された.   L
かしPPARγアンタゴニストGW9662投与するこ
とで，その効果は消失した．またBLMにより’
症反応が惹起され肺水腫をきたすため，肺湿乾冒
量差は炎症反応の程度を示す指標である．コンＩ

４．実験プロセス
BLM投与後14日目に体重測定の上，麻酔下に
て脱血犠牲死させた．左肺主気管支結紫後に左肺
組織を取り出し,  -80℃にて保存し，肺重量．ハ
イドロキシプロリン量の測定に使用した（株式会
社SRLへ外部委託).その後，右肺で気管支肺舵
洗浄(BAL: bronchoalveolar lavage)を行った
回収した気管支肺胞洗浄液(BALF: bronchoalve -
olar lavage fluid)の総細胞数は，血球計算板でカ
ウントし，細胞分画はサイトスピン法で作製した
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表1   BLM投与14日目のマウス体重,肺重量，ハイドロキシプロリンの比聴

肺湿乾重量差ハイドロキシプロリン量
(mg) (llg/左肺）

体重(g)

コントロール群 ４３．６±１．５ ４８．８±４．０４ ８５．５±７．０

GW9662単独群 44.2±０．９１ ５１．２±３．９０ 90.4±９．６

BLM単独群 １２６．４±１６．８92.0±１７．８36.6±４．７１

BLM+イルベサルタン群 99.4±１２．１★ツ４１．０±３．３１*＊ ６８．９±７．２１

BLM+イルベサルタン+GW9662群37 .4±4 .16 ７７．７±１１．４＊ 116.7±７．６０

☆P<0.05、☆*P<0.01   BLM単独投与群との比較
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図1    BUⅥ投与14日目の線維化スコアの比較
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図2   BLM投与14日目のBALF中の総細胞数および細胞分画の比較

ロール群と比較してBLM群で有意に高値を示し
たが, BLM群と比較してイルベサルタン群では
有意に低下し. GW9662投与によっても影響はな
かったまた肺の線維化の指標にあたる左肺のハ
イドロキシプロリン量を比較では，イルベサルタ
ン群において改善効果が認められた．しかし
GW9662の追加により，その効果は減弱した．

3.   BALFの検討（図2,図3)
BALF中ではBLM投与群において総細胞数の

増加が認められたが，イルベサルタン併用群では
総細胞数の増加が有意に抑制された．同様に，マク
ロファージ数の増加が有意に抑制された（図２)．
しかし↑イルベサルタン+ GW9662を併用投与し
たことによりBLM群と比較して有意差が認め
られず､抑制効果が消失される傾向が認められた．
また，ＴＧＦ-β１，ＭＣＰ-１の濃度を検討したとこ
ろ、BLM投与により、有意に上昇していた．イル
ベサルタン併用群は, TGF-/31, MCP-1ともに
濃度上昇を抑制していたが，イルベサルタン十
GW9662併用群では有意差は認められなかった
(図３)．

２．線維化スコア（図1)
HE所見では. BLM投与後14日目で肺胞構造

の破壊を伴う著明な細胞浸潤を伴う胞隔炎，また
一部に線維化の出現，気腔の消失，および蜂嵩肺

様の所見も認められた．一方でイルベサルタン併
用群では，細胞浸潤の所見を一部に呈しているが．
大部分で正常構造を残していた．線維化スコアで
は，イルベサルタン併用群は, BLM群より有意に
低値を示したが，イルベサルタン+ GW9662併用
群では有意差は認められなかった．

考 察

BLM肺線維症モデルにおけるイルベサルタン
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図3   BLM投与14日目のBALF中サイトカインの比噸

を除く上記項目に対して抑制効果の減弱を示し
た．これらの結果より, ARBであるイルベサルタ
ン投与により，肺水腫の程度やBALF中に含まれ
る炎症性細胞の増加を抑制する効果を認めるとと
もに，線維化を促進するTGF-81を抑制する効
果が認められ，結果として肺組織において線維化
抑制効果が認められた．したがって，これまでの
既報の他のATI桔抗薬と同様の結果11)- 16)が確
認されて, ANG-Ⅱは肺線維化において重要な役
割をきたす因子であることを明確に示した結果と
考えられた．
一方でイルベサルタンは. ATI受容体遮断作用

の他に. PPARγの部分活性作用, CCR2bへの親
和性が強く. MCP-1によるシグナル伝達を抑制
し，濃度依存性に単球からのMCP-1分泌を抑制
する作用が報告されている（図4). PPARγが活
性化すると.  NF-kBやAP - 1  (activator pro -
tein-1)などの他の転写因子機能を阻害し，サイ

の効果を検討した. BLM肺線維症モデルにおい
て, BLMによって産生される活性酸素が肺胞上
皮に傷害を与え，それに引き続き炎症細胞浸潤や
組織学的に肺水腫を生じ，遷延化することで肺の
線維化に至ると考えられている24)．本モデルに
おいて，炎症期は７日目が極期とされ，また線維
化期は１４日目から出現し，２１-２８日目が極期と
されている．今回，その両者に対する薬剤の効果
をみるため，炎症期と線維化期が重なるBLM投
与後１４日目に評価を行った．
BLM投与後14日目において、ATI桔抗薬であ
るイルベサルタンの経口投与によって，体重減少，
炎症に伴う肺水腫の指標としての肺湿乾重量差の
増加，ハイドロキシプロリン量の上昇，肺線維化
スコアは有意に軽減された．またBALF中の総細
胞数、マクロファージ数の増加.  TGF-S l ,
MCP-1濃度の上昇が有意に抑制された. PPAR
γアンタゴニストGW9662は，肺湿乾重量差増加
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皿 ｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌＩｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌｌ

淡
(MCP-1など） ＝→細胞増殖 ･ 遊走

Fujino M, et al. Hypertension research 2010;33:1044-52.̂ )より図改変
図４イルベサルタンの作用メカニズム（仮説

トカインの発現誘導などを抑制することで抗炎症
作用を示すことが知られている25)．今回，イルベ
サルタンにPPARγの桔抗薬であるGW9662を加
えることにより, BLM肺線維化モデルの改善効
果を一部減弱させることが明らかになった．さら
にPPARγ作用を有するピオグリタゾンにおいて
は，培養平滑筋細胞でATI受容体の発現を抑制
し, GW9662を投与することでその効果が阻害さ
れ, RAS系を介した経路に関しての抗炎症作用に
も相加されると報告されている２６)．これまでの
報告ではPPARγ作用を持たないARBでも肺傷
害の抑制効果が認められていたが，今回GW9662
を加えたことで肺湿乾重量差を除いて肺傷害の改
善効果が認められなくなった．このことは，図４
で示すようにPPARγ作用を抑制すると同時に，
RAS系を含めた抗炎症作用が抑制されたことが
考えられ，イルベサルタンにおいて. ARBとして
の効果だけではなく，ドラッグエフェクトである

PPARγ活性化作用が線維化抑制には重要な役割
を担っていることが示唆された．
またこれまで線維化を促進する中心的な因子と
してTGF-Slが考えられていたが, IPFの病態
において, MCP-1が注目されている．これまて
の報告では．IPF患者での肺組織中での気管上皮
細胞においてのMCP-1の強い発現27), BALFヰ
のMCP-1の上昇28)が指摘されており，また
MCP-1は線維芽細胞を活性化することも報告さ
れており，これにはMCP - 1受容体である
CCR2bが重要と考えられている29) _イルベサル
タンは, CCR2bへの親和性が強く, MCP-1によ
るシグナル伝達を抑制し，濃度依存性に単球から
のMCP-1分泌を抑制することが報告されてしｉ
る30) _今回の検討では, BLM投与によるBALI
中のMCP-1の上昇が，イルベサルタン投与によ
り抑制されたGW9662投与で, BALF中のマク
ロファージ数. MCP-1上昇の抑制効果の阻害を
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認め, PPARγがMCP-1産生に関連している可
能性が示唆される一方, MCP-1産生の抑制効果
また肺炎症・線維化の改善効果も一部に留まった
ものと考える．以上よりMCP-1が炎症細胞を通
じて，肺傷害を来たし，肺線維化を抑制している
重要な因子であることが示唆された近年，急性
肺障害に関与していると考えられている
HMGB - 1  ( high - mobility group protein 1)と
MCP-1との関与も報告されており31)今回の紀
果に矛盾しないものと考えられた．
今回の検討より，肺線維化の過程で, ANG-fl
が肺線維化において重要な因子であることが再確
認された．さらに，最近報告されているドラッグ
エフェクトで示されているように, ARBでも作斥
に差異があり，炎症性疾患である病態においては
PPARγ作用, MCP-1阻害作用を有するイルベ
サルタンの効果が強く期待できるものと考えられ
た．すでに降圧薬として頻用されているイルベサ
ルタンによる問質性肺炎・肺線維症の進行の予防
や治療への寄与が期待される．
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