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第 1 章 序論 

 

mammalian target of rapamycin（mTOR）阻害薬は、細胞の生存・成長・増殖を調節す

る mTOR の活性を阻害し、細胞周期の進行及び血管新生を抑制することにより腫瘍細胞の

増殖を抑制する(1)。mTOR 阻害薬であるシロリムスとエベロリムスは、臓器移植後の免疫

抑制剤や冠動脈ステントの再狭窄防止剤として用いられている。もう一つの mTOR 阻害薬

であるテムシロリムスは、それまで薬物治療を受けていない進行性腎細胞癌症例を対象とし

た海外第 3 相臨床試験によって、有効性と安全性が示されている(2)。また、エベロリムスは、

前治療中に進行した転移性腎細胞癌症例を対象に実施した第 3 相試験によって有

効性と安全性が示されている (3)。日本では、2010 年 1 月より進行性腎細胞癌の治

療薬としてエベロリムスの使用が可能となり、2010 年 9 月より同疾患に対するテム

シロリムスの使用が可能となった。エベロリムスは、進行性乳癌、進行性膵神経内分泌腫

瘍、結節性硬化症による上衣下巨細胞性星細胞腫や腎血管筋脂肪腫に対しても、有効性と安

全性が第 3 相試験で検討され、日本や欧米で適応が拡大されてきている(4–7)。このように、

mTOR 阻害薬は進行性腎細胞癌を含む多くの症例に使用されるようになってきている。 

これまでの国内外の臨床試験によって、mTOR 阻害薬投与により、高頻度に間質性肺疾

患が発現することが報告されている。日本も参加した腎細胞癌を対象とした国際共同第 2

相臨床試験では、テムシロリムスによる間質性肺疾患が 82 例中 14 例（17.1％）に認めら

れ、前述の海外第 3 相臨床試験では、エベロリムスを投与された 274 例中 37 例（13.5％）

が間質性肺疾患と診断された(1, 2)。 

mTOR 阻害薬による間質性肺疾患の病理学的所見としては、bronchiolitis obliterans 

organizing pneumonia (BOOP) 、リンパ球性間質性肺炎、肉芽腫性肺疾患、肺胞出血など

さまざまなパターンが報告されているが、中でも BOOP の報告が多い(8–11)。また、気管支

肺胞洗浄液の所見としては、ヘルパーT 細胞の増加が多く報告されている(10, 12)。mTOR 阻

害薬による間質性肺疾患の臨床病理学的所見やグルココルチコイドへの良好な反応性より、

その発症に免疫学的機序の関与が示唆される(1)。また、BOOP の病理学的所見の特徴は、肺

胞や間質への泡沫状マクロファージや単核球の浸潤を伴う細気管支における肉芽形成であ

るが、泡沫状マクロファージはリポイド肺炎や肉芽腫性肺疾患でも認められる所見であり、

肺における脂質代謝障害や phagocyte の機能異常も mTOR 阻害薬による間質性肺疾患の発

症に関与している可能性がある(13–15)。しかし、mTOR 阻害薬による間質性肺疾患の発症機



 

4 

 

序は未だ明らかではなく、機序解明を目的とした動物実験や培養細胞実験の報告もほとんど

ない。 

本研究では、テムシロリムスを反復腹腔内投与することにより肺障害モデルマウスを作製

し、このモデルマウスを用いて間質性肺疾患の発症機序を検討した。さらに、その詳細な機

序を解明するため、培養細胞を用いた検討を行った。 
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第 2 章 実験材料および方法 

 

第１節 試薬調製 

テムシロリムスは、Pfizer 社より提供された原末を使用した。テムシロリムス原末を

100％エタノールで 30 mg/mL の濃度となるよう溶解し、テムシロリムス保存溶液とし、使

用まで－20℃で保存した。実験動物にテムシロリムスを投与する時には、テムシロリムス

保存溶液を 5% Tween 80＋5% polyethylene glycol の溶媒で 0.1 mg/mL および 1 mg/mL

の濃度に希釈し、使用した。 

 

第 2 節 実験動物 

6 週齢の雄性 ICR マウスを、日本エスエルシー株式会社より購入した。実験動物は 12 時

間の明暗周期下（明期：7 時～19 時、暗期：19 時～7 時、SPF 環境下）にて標準固形資料

（CE-2：日本クレア）・滅菌水道水を自由摂食・自由飲水させ飼育した。1 週間の馴化飼

育後、自治医科大学動物実験指針に従って実験に使用した。 

 

第 3 節 肺障害モデルマウスの作製 

7 週齢の ICR マウスにテムシロリムス 1 mg/kg/日（低用量群）、10 mg/kg/日（高用量群）、

もしくは、vehicle を週 3 回腹腔内投与し、4、8 もしくは 12 週間継続した。この動物モデ

ルにおけるテムシロリムスの投与量は、腎癌患者において推奨されるテムシロリムスの投与

量（25 mg/body・静脈内投与・1 回／週）よりも多いが、これは次の事項を参考にして決定

した：①マウスを用いた動物実験において、テムシロリムスは 3～100 mg/kg/日の投与量で

抗腫瘍効果や血液毒性を発揮する(16, 17)。②Pfizer 社の社内データを参照すると、マウスに

テムシロリムス 1 mg/kg を単回静脈内投与すると血漿中のテムシロリムスおよびシロリム

スの areas under curves （AUC）が、1460 ng・h/mL および 2470 ng・h/mL となり、こ

れは腎癌患者において推奨されている投与量であるテムシロリムス 25mg を静脈内投与し

た際のテムシロリムスおよびシロリムスの AUC（1349 ng・h/mL および 3793 ng・h/mL）
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と近似している。薬物投与終了時には、実験動物をペントバルビタール（120 mg/kg）腹腔

内投与による麻酔後に失血死させ、サンプルを摘出した。 

第 4 節：気管支肺胞洗浄 

22 ゲージのサーフロ針（テルモ社）にて頭側から気管を穿刺し、1 mL の PBS を注入後

に吸引し、気管支肺胞洗浄液を採取した。これを計 5 回同様に繰り返した。採取した洗浄液

から 1mL を細胞数および細胞分画の検討に用いた。細胞数の算出は、trypan blue 染色液

を用いて 1：1 で混合・懸濁後、血球計算盤で施行した。また、細胞分画の算出のために、

洗浄液を遠心塗沫器にてスライドグラスに展開後、Diff-Quick 染色液（Sysmex 社）で染色

した。また、遠心塗沫器にて展開された気管支肺胞洗浄細胞を Oil-red O 染色し、細胞内の

neutral lipid 蓄積の有無を検討した。それぞれのスライドあたり 200 個以上の細胞を検鏡・

評価し、細胞分画および Oil-red O 染色陽性細胞の割合を算出した。また、洗浄液の一部を

4℃、1500 回転で 10 分間遠心分離し、上清を抽出後－80℃で保存した。上清中の総タンパ

ク濃度を BCA protein assay kits（Thermo Scientific 社）を用いて測定した。 

 

第 5 節：EBD 肺血管透過性実験 

Evans blue dye（EBD）を用いて肺血管透過性を評価した。EBD 20 mg/kg を尾静脈よ

り静脈内投与した。1 時間後、実験動物を麻酔後に失血死させ、右心房より 3 mL の PBS

を注入し、肺血管中の EBD を除去した。肺を摘出し、液体窒素で凍結した。凍結した肺に

2 mL の PBS を添加後ホモジェネートし、そこに 4 mL の formamide を添加し、撹拌後に

70℃で 24 時間静置した。その後、5000 g で 30 分間遠心分離し、上清を採取した。上清の

吸光度（620 nm、740 nm）を測定した。肺組織中のヘム色素のコンタミネーションを補正

し、適切な光学密度（補正 E620）を算出するために下記計算式を用いた。補正 E620 ＝ E620 

－（1.426 × E740 ＋ 0.030）。肺組織中の EBD 量は、補正 E620を EBD 投与量で割り算出

した。 

 

第 6 節：組織学的評価 

22 ゲージのサーフロ針（テルモ社）で頭側から気管を穿刺し、気管内に 1.5 mL の 10%

中性緩衝ホルマリン液を注入し、肺を摘出した。10%中性緩衝ホルマリン液中で肺組織を

http://ejje.weblio.jp/content/%E3%83%9B%E3%83%A2%E3%82%B8%E3%82%A7%E3%83%8D%E3%83%BC%E3%83%88
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24 時間固定した後に、パラフィン包埋を行った。パラフィン包埋された肺組織を 5 μm 厚

にスライスし、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を施行した。また、肺組織の F4/80

免疫染色も施行した。5 μm 厚にスライスされた組織を脱パラフィン化し、20 μg/mL のプ

ロテイナーゼ K で 3 分間抗原賦活化し、0.3％H2O2、avidin/biotin blocking solution、

serum-free protein block（DAKO 社）を用いて、内因性ペルオキシダーゼ活性を除去した。

1 次抗体の F4/80 抗体（Serotec 社、1：50）を添加して、室温で一晩静置し、翌日、0.1% tween 

20を含むPBSで 3回洗浄した後に 2次抗体の biotinilated rabbit anti-rat IgG（Vector社、

1：100）を添加して、30 分間室温で静置した。avidin-biotin immunoperoxidase 法と

3,3′-diaminobenzidine を用いて発色し、methyl green（3%）で対比染色した。 

 

第 7 節：脂質の抽出と分析 

気管支肺胞洗浄細胞および気管支肺胞洗浄液上清より総脂質を抽出した。気管支肺胞洗浄

細胞および 1.5 mL 気管支肺胞洗浄液上清にクロロフォルム・メタノール・1M 塩化ナトリ

ウム溶液（2：1：1.25、 vol/vol/vol）をそれぞれ 425 μL および 3.2 mL 混和・撹拌し、1500

回転で５分遠心分離後、有機層を抽出した。10% triton X 含有クロロフォルムを添加し、窒

素ガスで有機液を揮発除去し、H2O を添加し懸濁した。懸濁液中の総コレステロール・リ

ン脂質・中性脂肪をそれぞれの測定キット（シスメックス社・和光社・清水メディカル社）

を用いて測定した。 

 

第 8 節：RNA の抽出と real-time quantitative PCR 法 

肺組織および気管支肺胞洗浄細胞より RNA を RNeasy Mini Kit（Qiagen 社）を用いて

プロトコールに従って抽出した。抽出 RNA 濃度は分光光度計 NanoDrop 1000（Thermo 

Scientific 社）を用いて測定した。逆転写は PrimeScript RT Reagent Kit（タカラバイオ社）

を用いて施行した。RNA 50–500 μg/5 μL に対して、PrimeScript Buffer 2 μL、PrimeScript 

RT enzyme Mix I 0.5 μL、Oligo dT primer 0.5 μL、Random hexamer 2 μL を添加し、37℃

で 15 分反応させた。その後 85℃で 5 秒静置し逆転写反応を停止させ、使用まで－20℃で

保存した。Applied Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR system と TaqMan Gene 

Expression Assays（Life Technologies 社）を用いて real-time quantitative PCR を施行し

た。合成した cDNA を 1.6 μg/μL となるように希釈した。希釈した cDNA 9 μL に Gene 
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Expression Assay 1 μL と PCR master mix（Life Technologies 社）10 μL を混和し、Applied 

Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR system で real-time quantitative PCR を施行し

た。内因性コントロールとして GAPDH もしくは β-actin を用い、comparative threshold 

cycle 法でデータ分析した。今回の検討で使用した TaqMan Gene Expression Assays の

GenBank accession numbers と assay identifications は下記の通りである。 

 colony stimulating factor (CSF)-1, NM_001113529.1・Mm00432686_m1 

 chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2), NM_011333.3・Mm00441242_m1 

 TNF-α, NM_013693.2・Mm00443258_m1 

 IL-6, NM_031168.1・Mm00446190_m1 

 CSF-2, NM_009969.4・Mm01290062_m1 

 IL-1B, NM_008361.3・Mm01336189_m1 

 CD36, NM_001159555.1・Mm01135198_m1 

 SRA, NM_001168318.1・Mm00512269_m1  

 ABCG1, NM_009593.2・Mm00437390_m1 

 ABCA1, NM_013454.3・Mm00442646_m1 

 ApoE, NM_009696.3・Mm00437573_m1 

 GAPDH, NM_008084.2・Mm99999915_g1 

 β-actin, NM_031491.1・Mm00607939_s1 

 

第 9 節：肺粗抽出液の抽出と ELISA 法 

実験動物から摘出した肺 50 mg に対してプロテアーゼインヒビターを含む CelLytic MT

（Sigma-Aldrich 社）を 2 mL 注入し、氷上でホモジェナイザーにて破砕した。これを 4℃、

12000 回転で 10 分間遠心分離し、上清を－80℃で保存した。肺粗抽出液中の IL-1β、

MCP-1/CCL2、IL-6 濃度は ELISA 測定キット（R&D Systems 社）を用いてプロトコール

に従って測定した。それぞれの ELISA 測定キットには、monoclonal anti IL-1β mouse 

antibody、monoclonal anti MCP-1 mouse antibody、monoclonal anti IL-6 mouse antibody

が固相化されている。肺粗抽出液およびスタンダード溶液をプロトコールに応じて希釈後に

添加し、2 時間室温で静置した。5 回洗浄を行った後にそれぞれのタンパクに応じた

conjugate を添加し、2 時間室温で静置した。5 回洗浄を行った後に substrate solution を

添加し、30 分間室温で静置した。Stop solution を添加後、吸光度を測定した。肺粗出液中

http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=NM_001113529.1&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Mm00432686_m1&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=NM_011333.3&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Mm00441242_m1&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=NM_013693.2&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Mm00443258_m1&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=NM_031168.1&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Mm00446190_m1&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=NM_009969.4&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Mm01290062_m1&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=NM_008361.3&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Mm01336189_m1&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=NM_008084.2&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Mm99999915_g1&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=NM_031491.1&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
http://ajplung.physiology.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Mm00607939_s1&atom=%2Fajplung%2F306%2F12%2FL1117.atom
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のそれぞれのタンパク濃度はスタンダード曲線用いて算出後に総タンパク濃度で補正し、

pg/mg protein で表示した。 

 

第 10 節：肺胞マクロファージの分離 

無治療の実験動物（ICR マウス、8–12 週齢）に第 2 章・第 4 節（気管支肺胞洗浄）と同

様の方法を用いて気管支肺胞洗浄液を採取した。ただし、洗浄液には、Dulbecco's Modified 

Eagle Medium（DMEM、Life Technologies 社）を使用した。気管支肺胞洗浄液を遠心塗

沫器でスライドグラス上に展開し、Diff-Quick 染色後に検鏡し、マクロファージの割合が

95％以上であることを確認した。また、trypan blue 染色により細胞の生存率が 98%以上で

あることも確認した。洗浄液を 15℃・2500 回転で遠心分離し、得られた気管支肺胞洗浄細

胞に 10%ウシ胎児血清（FBS）およびペニシリン（100 U/mL）・ストレプトマイシン（100 

μg/mL）含有 DMEM を混和し懸濁させた。懸濁液を 48 ウェルプレートもしくは 4 ウェル

カルチャースライド（BD 社）にそれぞれ 2 × 105 cells/well、4 × 105 cells/well となるよう

に滴下し、37℃、5% CO2濃度のインキュベーター内で 2 時間培養し、肺胞マクロファージ

を接着させた。PBS で 2 回洗浄し、浮遊細胞を除去した。その後同じ培養液で一晩培養し

た。 

 

第 11 節：培養細胞実験 

<第 1 項：培養細胞> 

培養細胞実験では、①第 2 章・第 10 節で分離した肺胞マクロファージ、②RAW264.7 細

胞、③ヒト肺胞上皮細胞、④A549 細胞を使用した。RAW264.7 細胞、ヒト肺胞上皮細胞、

A549 細胞は、それぞれ American Type Culture Collection、ScienCell 社、Japanese Cancer 

Research Resources より購入した。肺胞マクロファージとヒト肺胞上皮細胞は細胞死の検

討または TUNEL アッセイに用い、RAW264.7 細胞と A549 細胞は細胞増殖アッセイに用

いた。各種培養細胞はすべて、37℃、5% CO2濃度のインキュベーター内で培養した。 

 

<第 2 項：テムシロリムスへの曝露> 
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前述（第 2 章・第 10 節）のとおり 48 ウェルプレートで培養された肺胞マクロファージ

を、各種濃度のテムシロリムスもしくは vehicle を含有した培地で 24 時間培養した後に細

胞死の検討を行った。また、ヒト肺胞上皮細胞を、poly-L-lysine coated 48 ウェルプレート

に 1 × 104 cells/well で撒き、2% FBS ・epithelial cell growth supplement・ペニシリン・

ストレプトマイシン含有の alveolar epithelial cell medium（ScienCell 社）で 3 日間培養

し、70%コンフルーエントとなるのを確認した。肺胞マクロファージと同様、各種濃度のテ

ムシロリムスもしくは vehicle を含有した培地で 24 時間培養した後に細胞死の検討を行っ

た。また、4 ウェルカルチャースライドで培養された肺胞マクロファージは、各種濃度のテ

ムシロリムスもしくは vehicle を含有した培地で 24 時間培養した後に TUNEL アッセイを

施行した。細胞死の検討および TUNEL アッセイの陽性対照薬として、ブレオマイシンを

用いた。 

RAW264.7 細胞および A549 細胞を、96 ウェルプレートに 3 × 103 cells/well で撒き、肺

胞マクロファージの培養液と同じ培養液で一晩培養した。各種濃度のテムシロリムスもしく

は vehicle を含有した培地（100 μL/ well）で 24 時間培養した後に細胞増殖アッセイを施行

した。 

<第 3 項：細胞増殖アッセイ> 

前述（第 2 章・第 11 節・第 2 項）のとおりに薬物を曝露された RAW264.7 細胞および

A549 細胞に WST-1 reagent（Roche 社）を 10 μL/well で混和し、1 時間培養した。ホルマ

ザン産物の吸光度波長 450 nm を測定し、対照波長は 650 nm とした。算出した[450 nm の

吸光度 ― 650nm の吸光度]を細胞数の指標とした。 

<第4項：細胞死の検討> 

第2章・第11節・第2項のとおりに薬物を曝露された肺胞マクロファージとヒト肺胞上皮

細胞に、propidium iodide（PI、BD社）およびHoechst 33342（Dojindo社）をそれぞれ8.6 

μMおよび10 μg/mLとなるように添加し、細胞核をIX71倒立型リサーチ顕微鏡（Olympus

社）で観察した。Hoechst 33342はWU励起フィルターを用いて観察し、PIはWIG励起フィ

ルターを用いて観察した。死細胞の核はPI（赤色）により観察され、すべての細胞の核は

Hoechst 33342（青色もしくはピンク色）により観察された。それぞれのウェルで最低200

個の細胞を評価し、死細胞の割合（％）を、[PI陽性細胞数／Hoechst 33342陽性細胞数 × 

100 ]の計算式で算出した。 

 

<第 5 項：TUNEL アッセイ> 
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第 2 章・第 11 節・第 2 項の通りに培養された肺胞マクロファージを、DeadEnd™ 

Fluorometric TUNEL System（Promega 社）を用いて TUNEL アッセイした。培養細胞

を 10%中性緩衝ホルマリン液で固定し、PBSでリンスした後に 0.2% Triton X-100含有PBS

で 5 分間浸透化した。rTdT バッファーでプレインキュベーションし、rTdT- / FITC-labeled 

dUT 含有の rTdT バッファーを添加し、37℃で 60 分間静置した。10mM EDTA 添加後 15

分間静置し、反応を終了させた。PBS で洗浄した後に、1 μg/mL の PI で対比染色し、細胞

核を IX71 倒立型リサーチ顕微鏡で観察した。FITC は GFP 励起フィルターで観察し、PI

はWIG励起フィルターを用いて観察した。それぞれのウェルで最低 200個の細胞を評価し、

アポトーシス細胞の割合（%）は、[FITC 陽性細胞数／PI 陽性細胞数 × 100 ]の計算式で算

出した。 

 

第 12 節：統計解析 

すべての数値は平均値±標準誤差で表記している。統計解析には GraphPad Prism

（version 5.0d）ソフトウェアを使用した。記載がない限りは、多群間の比較には

Kruskal-Wallis test／Dunn's post hoc comparison test もしくは two-way ANOVA／

Bonferroni multiple post hoc comparison test を用いた。 
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第 3 章 実験結果 

 

第 1 節：肺の組織学的変化の検討 

コントロールマウスと比較して、テムシロリムスを投与したマウスでは肺胞腔内や肺胞隔

壁への炎症細胞の浸潤や肺胞腔内での泡沫状マクロファージの部分的集簇が認められた

（Fig. 1）。テムシロリムスを 2 週間もしくは 4 週間投与したマウスの肺の組織学的所見は

同様であったが、テムシロリムスを 8 週間投与したマウスでは、上記所見がより顕著となり、

肺胞腔内に fibrinous exudate の出現も認められた。しかし、肺の構造が破壊された像は認

められなかった。 

 

 

Fig. 1 肺の組織学的変化 

テムシロリムス高用量群および vehicle 群の肺組織学的所見を示す（scale bar: 50 μm）。

テムシロリムス高用量投与群では、fibrinous exudate (＊)や泡沫状マクロファージ （矢頭）、

炎症細胞浸潤（矢印）が認められる。 
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第 2 節：肺血管透過性の変化と炎症細胞浸潤の検討 

肺血管透過性を評価するために、気管支肺胞洗浄液上清中のタンパク濃度と肺の EBD 量

を検討した。Fig. 2A・B に示すように、気管支肺胞洗浄液上清中のタンパク濃度および肺

の EBD 量はテムシロリムスを投与した群で、用量依存的に増加した。次に、肺胞腔内への

炎症細胞浸潤を評価するために、気管支肺胞洗浄細胞の分画を検討した。Fig. 2C に示すよ

うに、テムシロリムスを投与した群で、用量依存的に好中球・リンパ球・単球・好酸球が増

加した。好中球と単球の増加は 2 週間投与時に顕著であったが、リンパ球は投与期間に依存

して増加した。 

  

 

Fig. 2 肺血管透過性と炎症細胞浸潤 

気管支肺胞洗浄液上清中のタンパク濃度（A：2／4 週投与群、n=4）および肺の EBD 量

（B：2 週投与群、n=6―7）、気管支肺胞洗浄液における総細胞数および各種細胞数（C：2

／4／8 週投与群、n=6）。Mean ± SEM、* p<0.05、** p<0.01、*** p<0.01、**** p<0.0001 

versus vehicle。 

BALF：気管支肺胞洗浄液 



 

14 

 

第 3 節：肺胞腔内および肺胞マクロファージ内への脂質蓄積の検討 

Diff-Quick で染色された気管支肺胞洗浄細胞を検鏡すると、テムシロリムスを投与した群

では肺胞マクロファージが泡沫化していた（Fig. 3A・B）。肺胞マクロファージの泡沫化は、

細胞内への脂質蓄積を示唆する。そこで neutral lipids 蓄積の有無を評価するべく気管支肺

胞洗浄細胞の Oil-red O 染色を行った。Oil-red O で染色される肺胞マクロファージは、テ

ムシロリムス投与群で用量依存的に増加した（Fig. 3C―E）。 

次に、肺胞腔の細胞内および細胞外に蓄積している脂質の成分を評価するために、気管支

肺胞洗浄細胞・気管支肺胞洗浄液上清それぞれの脂質量を測定した。Fig. 3F・G に示すよ

うに、気管支肺胞洗浄細胞・気管支肺胞洗浄液上清それぞれの総コレステロール量およびリ

ン脂質量が、テムシロリムス投与群で用量依存的に増加した。一方で、中性脂肪量は群間で

有意差を認めなかった。 
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Fig. 3 肺における脂質蓄積の検討 

気管支肺胞洗浄細胞の Diff-Quick 染色像を示す（A：vehicle 4 週投与群、B：高用量テム

シロリムス 4 週投与群）。高用量テムシロリムス投与群では、泡沫状マクロファージ（矢頭）、

好中球（黄色矢印）、リンパ球（赤色矢印）が認められる（scale bar: 100 μm）。気管支肺

胞洗浄細胞の Oil-red O 染色像（C：vehicle 4 週投与群、D：高用量テムシロリムス 4 週投

与群、scale bar: 100 μm）および Oil-red O 陽性細胞の割合（E：2／4 週投与群、n=3―4）

を示す。高用量テムシロリムス投与群では、Oil-red O 陽性細胞が多く認められる。気管支

肺胞洗浄細胞（F：2／4 週投与群、n=3―4）・気管支肺胞洗浄液上清（G：2／4 週投与群、

n=3―4）中の総コレステロール量、リン脂質量、中性脂肪量を示す。Mean ± SEM、* p<0.05、

** p<0.01、**** p<0.0001 versus vehicle。 

BALF：気管支肺胞洗浄液 BAL cells：気管支肺胞洗浄細胞 
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第 4 節：肺組織および気管支肺胞洗浄細胞における炎症性サイトカイン発現の検討 

肺組織および気管支肺胞洗浄細胞における炎症性サイトカインの mRNA 発現を検討した。

肺組織においては、vehicle 投与群で GM-CSF、TNF-α の mRNA 発現が投与期間に依存し

て増加した（Fig. 4A）。テムシロリムス投与群では、vehicle 投与群と比較して、IL-6、

CCL2/MCP-1、GM-CSF、TNF-α、IL-1β の mRNA 発現が増加した（Fig. 4A）。気管支肺

胞洗浄細胞においては、テムシロリムス投与群で、IL-6、CCL2/MCP-1、GM-CSF、M-CSF

の mRNA 発現が増加した（Fig. 4B）。 

次に、8 週投与群において、肺粗抽出液中の CCL2/MCP-1、IL-1β および IL-6 のタンパ

ク濃度を測定した。IL-6 の濃度は群間で同等であったが、CCL2/MCP-1 と IL-1β の濃度は

テムシロリムス投与群で増加した（Fig. 4C）。 
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Fig .4 肺組織および気管支肺胞洗浄細胞における炎症性サイトカイン発現 

肺組織（A：2／4／8 週投与群、n=4）および気管支肺胞洗浄細胞（B：8 週投与群、n=2 

sets from three mice）における炎症性サイトカインの mRNA 発現を示す。肺粗抽出液中の

CCL2/MCP-1、IL-1β、IL-6 のタンパク量（C：8 週投与群、n=7）を示す。Mean ± SEM、

* p<0.05、** p<0.01 versus vehicle。 
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第 5 節：血清中の脂質成分の検討  

肺への脂質蓄積の機序を検討した。mTOR 阻害薬の有害反応としては、脂質異常症が知

られている(3)。このモデルマウスにおいても、脂質異常症が肺における脂質蓄積に寄与して

いる可能性があるため、血清中の脂質成分を測定した。しかし、Table 1 に示すように、血

清中のコレステロールおよび中性脂肪に有意な群間差は認められなかった。これらの結果よ

り、少なくともこのモデルマウスにおいては、肺への脂質蓄積に脂質異常症は寄与していな

いことが示された。 

 

 

 

Table 1 血清中の脂質成分 

血清中の脂質成分を示す（2 週投与群、n=4）。血清中のコレステロールおよび中性脂肪に

有意な群間差は認められなかった。Mean ± SEM。 

 Temsiro：テムシロリムス、HDL：high density lipoprotein 
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第 6 節：マクロファージの脂質代謝機能に及ぼす影響の検討 

肺胞マクロファージの機能障害によって、肺サーファクタントが蓄積することが報告され

ている(18)。そこで、気管支肺胞洗浄細胞より RNA を抽出し、脂質の取り込みに寄与する

cluster of differentiation 36（CD36）と scavenger receptor class A（SRA）、脂質の逆輸

送に寄与する ATP-binding cassette sub-family A member 1（ABCA1）、ATP-binding 

cassette sub-family G member 1（ABCG1）、apolipoprotein E（ApoE）の mRNA 発現を

検討した。これらの mRNA 発現はテムシロリムス投与群で増加もしくは著変なしであった

（Fig. 5）。 

 

 

 

 

 

Fig. 5 気管支肺胞洗浄細胞における脂質代謝に関与する遺伝子のmRNA発現 

気管支肺胞洗浄細胞（2 週投与群、n=6）における脂質代謝に関与する遺伝子の mRNA

発現を示す。Mean ± SEM、* p<0.05、** p<0.01 versus vehicle。 
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第 7 節：テムシロリムスの肺胞マクロファージ数に及ぼす影響の検討 

肺胞マクロファージの減少によって、肺サーファクタントが増加することがラットを用い

た検討により示されている(19)。また、mTOR 阻害薬が血中のマクロファージや単球を減少

させることも示されている(20–22)。そこで、テムシロリムスが肺胞マクロファージを減少さ

せるか否かを検討した。Fig. 2C に示すように、気管支肺胞洗浄液中の肺胞マクロファージ

はテムシロリムス投与群で減少した。次に、マクロファージの表面抗原である F4/80 の免

疫染色を行い、組織学的に肺胞マクロファージの数を検討した。Fig. 6 A–C に示すように、

テムシロリムス投与群で肺胞マクロファージが減少した。 

 

 

  

 

Fig. 6 肺組織中の F4/80 陽性細胞 

肺組織中の F4/80 免疫染色像（A：vehicle 2 週投与群、B：高用量テムシロリムス 2 週投

与群）を示す（scale bar: 100 μm）。1 視野あたりの F4/80 陽性細胞数（C：2 週投与群、

n=3–4）を示す。Mean ± SEM、** p<0.01 versus vehicle。 
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第 8 節：肺胞マクロファージと肺胞上皮細胞に対するテムシロリムスの細胞傷害性の検討 

培養細胞実験において、テムシロリムスが肺胞マクロファージに対する細胞傷害性を有す

る否かを検討した。Fig. 7A に示すように、テムシロリムスはマクロファージの細胞株であ

る RAW264.7 の細胞増殖を濃度依存的に抑制した。初代培養した肺胞マクロファージにお

いて、テムシロリムスは濃度依存的に細胞死を増加させた（Fig. 7B・C）。次に、テムシロ

リムスがアポトーシスを誘導するか否かに関しても検討した。陽性対照薬であるブレオマイ

シンではアポトーシスを示す TUNEL 陽性細胞が増加したが、テムシロリムスではほとん

ど TUNEL 陽性細胞は増加しなかった（Fig. 7D）。 

次に、テムシロリムスが肺胞上皮細胞に対する細胞傷害性を有するか否かを検討した。

Fig. 8A－C に示すように、テムシロリムスは、肺胞上皮細胞の細胞死を増加させ、細胞増

殖を抑制した。 
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Fig. 7 テムシロリムスの肺胞マクロファージに対する細胞傷害性の検討 

RAW264.7 を用いた細胞増殖アッセイの結果（A：n=12）を示す。テムシロリムスは濃

度依存的に RAW264.7 の細胞増殖を抑制した（Mean、* p<0.05 versus vehicle、one-way 

ANOVA with a Dunnett’s post-hoc comparison test）。各種薬物を投与された肺胞マクロフ

ァージの Hoechst33342 染色および PI 染色像（B：vehicle／テムシロリムス 10 μM／ブレ

オマイシン 500 μg/mL、scale bar: 50 μm）を示す。各種薬物を投与された肺胞マクロファ

ージにおける死細胞の割合（C：n=6）を示す。各種薬物を投与された肺胞マクロファージ

における TUNEL 陽性細胞の割合（D：n=6）を示す。Mean ± SEM、* p<0.05、*** p<0.001 

versus vehicle。 

Temsiro：テムシロリムス、BLM：ブレオマイシン、PI：Propidium iodide 
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Fig. 8 テムシロリムスの肺胞上皮細胞に対する細胞傷害性の検討 

各種薬物を投与されたヒト肺胞上皮細胞の Hoechst33342 染色および PI 染色像（A：

vehicle／テムシロリムス 10 μM／ブレオマイシン 100 μg/mL、scale bar: 100 μm）を示す。

各種薬物を投与された肺胞マクロファージにおける死細胞の割合（B：n=6）を示す。Mean 

± SEM、** p<0.01、*** p<0.001 versus vehicle。A549 を用いた細胞増殖アッセイの結果

（C：n=12）を示す。テムシロリムスの濃度依存的に A549 の細胞増殖を抑制した（Mean、

* p<0.01 versus vehicle、one-way ANOVA with a Dunnett’s post-hoc comparison test）。 

Temsiro：テムシロリムス、BLM：ブレオマイシン、PI：Propidium iodide 
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第４章 考察 

 

肺胞上皮や肺血管内皮の傷害は肺の間質や肺胞腔内への炎症細胞の浸潤を引き起こし、こ

れらが間質性肺炎やBOOPを含む間質性肺疾患発症の最初の機序とされる(23–26)。肺胞上皮

や血管内皮の傷害は、肺血管透過性の亢進を引き起こし、血漿中タンパクの肺胞腔内漏出や

肺胞腔内へのフィブリン形成を促進させる。申請者らは、本研究において、テムシロリムス

を投与したマウスでは、気管支肺胞洗浄液のタンパク濃度と肺内EBD量が増加することを

見出し、肺血管透過性が亢進することが示唆された（Fig. 2A・B）。さらに、気管支肺胞洗

浄液の細胞分画や肺の組織学的変化の検討により、テムシロリムスが肺胞腔内への炎症細胞

浸潤やfibrinous exudateの形成を引き起こすことを見出した（Fig. 1、2C）。これらの結果

より、テムシロリムスが肺胞上皮や血管内皮の傷害を引き起こしているものと考えられる。 

次に、テムシロリムスが肺胞上皮細胞に対して細胞傷害性や細胞増殖抑制効果を有するか

否かを検討するために、ヒト肺胞上皮細胞（プライマリーカルチャー）とヒト肺胞上皮細胞

の細胞株である A549 を用いて培養細胞実験を行った。テムシロリムスは、1 μM 以上の濃

度で細胞傷害性を発揮し、0.1 μM 以上の濃度で細胞増殖抑制効果を発揮した（Fig. 8A–C）。

既報では、mTOR 阻害薬（テムシロリムスやラパマイシン）は、ヒト臍帯静脈内皮細胞や

ヒト肺微小血管内皮細胞に対して、比較的低濃度（0.1–100 nM）で細胞傷害性や細胞増殖

抑制効果を発揮することが示されている(27–30)。動物実験においても、ラパマイシンが急性

肺障害モデルマウス（ブレオマイシン誘発性やリポポリサッカライド誘発性）における肺障

害を増悪させることが示されている(31, 32)。臨床症例においては、肺胞上皮傷害や肺血管透

過性亢進で高値を示すとされる間質性肺疾患のバイオマーカーである血清 Krebs von den

 Lungen 6（KL-6）が、エベロリムスによる間質性肺疾患でも高値となることが示されて

いる(33, 34)。これらの結果から、mTOR 阻害薬は肺胞上皮や肺血管内皮の傷害を引き起こす

ことにより肺障害を発症または増悪させていることが示唆される（Fig.9：左側の経路）。 

肺サーファクタントの異常は、急性呼吸促迫症候群や肺サルコイドーシス、気管支喘息、

肺胞蛋白症を含む多くの肺疾患を引き起こす(35–37)。肺サーファクタントは、II型肺胞上皮

細胞によって産生され、二つの経路により分解・除去される。ひとつは、II型肺胞上皮細胞

が肺サーファクタントをendocytosisし、recycleを行い、新たな肺サーファクタントとする

経路である。もうひとつは、肺胞マクロファージによる貪食・分解の経路であり、この経路

が肺サーファクタントの除去・異化の中心的な役割を果たすとされる(38)。肺胞マクロファ

ージは肺サーファクタントのクリアランスに中心的な役割を果たすため、肺胞マクロファー

http://catalog.takara-bio.co.jp/product/basic_info.php?unitid=U100007840
http://catalog.takara-bio.co.jp/product/basic_info.php?unitid=U100007884
http://merckmanuals.jp/home/%E8%82%BA%E3%81%A8%E6%B0%97%E9%81%93%E3%81%AE%E7%97%85%E6%B0%97/%E5%91%BC%E5%90%B8%E4%B8%8D%E5%85%A8%E3%81%A8%E6%80%A5%E6%80%A7%E5%91%BC%E5%90%B8%E4%BF%83%E8%BF%AB%E7%97%87%E5%80%99%E7%BE%A4/%E6%80%A5%E6%80%A7%E5%91%BC%E5%90%B8%E4%BF%83%E8%BF%AB%E7%97%87%E5%80%99%E7%BE%A4%EF%BC%88ards%EF%BC%89.html
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E8%82%BA%E8%83%9E%E8%9B%8B%E7%99%BD%E7%97%87
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ジの減少は肺サーファクタントの蓄積につながる可能性がある。実際、ラットを用いた研究

では、dichloromethylene diphosphonic acidが肺胞マクロファージの減少および肺サーファ

クタントの蓄積を引き起こすことが示されている(19)。本研究においても、テムシロリムス

が肺胞マクロファージの減少と肺サーファクタント脂質蓄積を引き起こすことを見出した

（Fig. 2C、3A–G、6C）。肺サーファクタント脂質の増加は、肺胞マクロファージの減少が

原因と考えられる。肺サーファクタント脂質の蓄積を引き起こすその他の機序として、次な

ようなことが考えられる。ひとつの可能性として、肺胞マクロファージの機能障害、つまり、

細胞内への取り込みや血管への逆輸送の障害が考えられる。しかし、本研究では、気管支肺

胞洗浄細胞において、脂質の取り込みに寄与するCD36、SRAのmRNA発現、および、脂質

の逆輸送に寄与するABCA1、ABCG1、ApoEのmRNA発現は増加もしくは著変なしであり、

肺胞マクロファージの機能障害による肺サーファクタント脂質蓄積の可能性は低いことが

示唆された（Fig. 5）。もう一つの可能性として、II型肺胞上皮細胞による脂質の取り込みや

分解機能の障害も考えられる。 

mTOR 阻害薬の単球やマクロファージに対する細胞傷害性もしくは増殖抑制効果を示す

研究結果がいくつか報告されている。テムシロリムスは K-rasLA1マウスにおいて、alveolar 

epithelial neoplasia 内のマクロファージを減少させる(39)。また、臨床症例においては、エ

ベロリムスの投与は気管支肺胞洗浄液中の肺胞マクロファージが減少させる(40, 41)。さらに、

臨床研究や動物実験において、mTOR 阻害薬が白血球減少症を引き起こすことも示されて

いる(2, 3, 16)。既報の培養細胞実験においては、ラパマイシンが単球やマクロファージの細胞

増殖を抑制し、オートファジーやアポトーシスを介して細胞死を誘導することが示されてい

る(20–22, 42)。申請者らは、本研究においても、動物実験においてテムシロリムスが肺胞マク

ロファージ数を減少させることを見出し、また、培養細胞実験においては、低濃度のテムシ

ロリムス（≧0.1 nM）でマクロファージの細胞増殖を抑制し、高濃度のテムシロリムス（≧

3 μM）では肺胞マクロファージの細胞死を誘導することを見出した（Fig. 7A–C）。また、

ブレオマイシンでは TUNEL 陽性細胞が増加したのに対して、テムシロリムスでは TUNEL

陽性細胞がほとんど認められなかったこと（Fig. 7D）より、テムシロリムスによる細胞死

はアポトーシスよりもネクローシスを介して引き起こされていることが示唆される。本研究

の動物モデルにおいて、テムシロリムスが肺胞マクロファージを減少させることを見出した

が、他臓器のマクロファージや単球に対する影響は検討しておらず、今後の課題と考えられ

た。 

泡沫状マクロファージは BOOP、肉芽腫性間質性肺炎、リポイド肺炎など様々な肺疾患

で認められる(13–15)。泡沫状マクロファージは、mTOR 阻害薬による間質性肺疾患を含む薬
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物誘発性間質性肺疾患においても認められる(43–45)。泡沫状マクロファージの形成がどのよ

うにこれらの肺疾患の発症に関与しているのかは不明であるが、肺における脂質代謝障害が

泡沫状マクロファージの形成と肺の炎症を引き起こすことが、いくつかの動物実験で示され

ている(18, 46, 47)。また、肺胞上皮の傷害も肺の炎症を引き起こすことも示されている(24)。申

請者らは、本研究において、テムシロリムスが肺の泡沫状マクロファージ形成や肺サーファ

クタント脂質蓄積、肺胞上皮傷害を引き起こすことを示した。そこで、肺や気管支肺胞洗浄

細胞における炎症性サイトカインの発現についても検討した。テムシロリムスは、肺および

気管支肺胞洗浄細胞の両方で炎症性サイトカインの発現を亢進させ（Fig. 4A–C）、さらに、

気管支肺胞洗浄液中のリンパ球も増加させた（Fig. 2C）。また、これらの肺の炎症所見は治

療期間に依存して増悪した。これらの結果から、この動物モデルにおいて、テムシロリムス

が肺の炎症を惹起することが明らかとなり、この肺の炎症は肺への脂質蓄積や肺胞上皮傷害

と関連があると考えられた（Fig. 9）。 

 

Fig. 9 mTOR 阻害薬による肺の炎症惹起の推定機序 
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mTOR 阻害薬は炎症反応に対して多様な効果を発揮する(48)。mTOR は T 細胞の G1 期か

ら S 期への移行を調節しており、mTOR 阻害薬は CD4 陽性 T 細胞の増殖を抑制する。ま

た、mTOR 阻害薬は IL-6 を含むいくつかの炎症性サイトカインの発現を抑制し、MCP-1

により刺激された細胞の遊走能も抑制する(49, 50)。これらはいずれも mTOR 阻害薬の免疫抑

制効果である。一方で、mTOR 阻害薬は炎症を促進させる特性も有する。mTOR の阻害は、

ヒトやマウスのマクロファージにおいて、リポポリサッカライドや結核菌の刺激による

IL-12 や IL-23 の発現を亢進させる(48)。また、mTOR 阻害薬は、血管内皮細胞における

nuclear factor-кB の活性化を促進させることにより、トロンビンによる intercellular 

adhesion molecule-1（ICAM-1）の発現を亢進させる。ICAM-1 の発現亢進により、白血球

の血管内皮への接着が誘導され、血管内皮細胞間隙遊走が促進される。mTOR 阻害薬のこ

れらの多様な特性は、本研究における肺の炎症に対しても様々な影響を及ぼしている可能性

がある。 

肺胞マクロファージは、病原体の肺への侵入時に宿主が防御機構を開始・遂行する際に中

心的な役割を果たす。しかし、肺胞マクロファージは、肺の炎症を修復させる際にも重要な

役割を果たすことが示されてきている(51–53)。肺炎球菌による肺炎モデルにおいて、肺胞マ

クロファージを減少させた群では、コントロール群と比較して、肺の炎症性サイトカイン発

現亢進と活性化した好中球の増加が認められたのみならず、アポトーシスや細胞死を来した

好中球の増加も認められた(53)。さらに、肺胞マクロファージを減少させた群でのみ、肺組

織の破壊像が認められた。肺胞マクロファージの減少は、肺サーファクタントの増加のみな

らず、炎症の修復障害にも寄与する可能性がある。 

本研究にはいくつかのlimitationがある。ひとつは、mTOR阻害薬による間質性肺疾患症

例で認められる器質化肺炎や肉芽腫などの組織像が、本研究におけるテムシロリムス投与マ

ウスにおいて認められなかったことである。さらに、テムシロリムス投与マウスにおける肺

への炎症細胞浸潤の程度も、mTOR阻害薬による間質性肺疾患症例の所見と比較して、軽度

であった。この原因としては、種の違いや癌患者と正常マウス間の治療前の炎症状態の差な

どが考えられる。もうひとつのlimitationとして、1種類のマウスでしか検討を行っていな

いため、テムシロリムスによるこれらの反応がその種に特異的な効果である可能性が挙げら

れる。しかし、申請者らはC57BL/6を用いてテムシロリムス投与実験を行っており、ICRマ

ウスにおける肺組織像と同様の組織像が得られている。 
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第5章 総括 

本研究により、テムシロリムスは肺胞上皮傷害や肺胞マクロファージの減少を引き起こす

ことが明らかとなった。肺胞上皮傷害は肺血管透過性や炎症細胞浸潤を増加させ、肺胞マク

ロファージの減少は肺サーファクタント脂質を蓄積させる。これらが、テムシロリムスによ

る肺の炎症を引き起こす機序と考えられた。今後、この動物モデルの有用性をさらに検討す

る必要がある。 
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