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Ａ．研究目的 

架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物（cross-
linked water-soluble acrylic acid polymer: CWAAP）粉

体の吸入性粉じんとしての職業曝露により、労働者

に肺線維化を主体とする呼吸器疾患が発生し、国内

では労災認定事例として報告されている。これまで

の動物実験および病理学的解析により、CWAAP が

肺に線維性病変を誘発することが示されており、

CWAAP および類縁増粘性高分子化合物の肺毒性を

評価することは、労働者の健康障害防止および職業

性呼吸器疾患のリスク評価の観点から重要である。

一方、増粘作用を有する高分子化合物は、医薬品、

化粧品、食品、工業製品など幅広い分野で使用され

ているものの、その物理化学的特性、特にレオロジ

研究要旨 
架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物（CWAAP）の職業曝露による急進的な呼吸器疾患（ポリマ

ー肺）は、ヒト特有の「広義間質（小葉間隔壁や軸位間質）」を主座とする線維化が特徴であり、当該

構造の発達が乏しい従来の齧歯類モデルでは病態再現が困難であった。 
R7 年度は、食品業界で多用される増粘剤のレオロジーデータの網羅的な取得、日本人肺由来の新規不

死化肺細胞を用いた in vitro 評価、およびブタへの単回肺内投与による病態解析を実施し、以下の成果

を得た。 
1. 安全性の高い増粘剤の同定と有害性因子の解明: 家畜ブタを用いた実験により、食品・医薬品・化粧品

グレードの天然由来増粘剤は、CWAAPを凌駕する高粘度条件下での投与においても肺障害を誘発せ
ず、呼吸器に対する健康影響リスクが極めて低い増粘剤を複数種見出すことに成功した。一方で、アクリ

ル酸ポリマーは架橋の有無を問わず顕著な線維性病変を誘発し、特に架橋度と粘性が高い物質ほど病

変が重篤化することを確認した。これらの対比により、肺障害の本質は物理的な「粘性」の強さと、特定の

「化学構造」とそれに伴う細胞応答の両方が重要である事が示唆された。 
2. 高感度な代替評価系の確立: 新たに樹立した日本人肺由来不死化細胞（HLCs2N-K4DT）が、従来の

A549細胞と比較してアクリル酸ポリマーに対し 2倍以上の高い毒性検出感度を有することを実証し、動
物実験を補完・代替する高精度なスクリーニング手法を確立した。 

3. 線維化を主導する「病的ニッチ」の同定: 空間オミクス解析（Stereo-seq OMNI）結果を検討し、広義間質
の線維化部位に集積・動員される外膜由来線維芽細胞系譜（PI16陽性等）を特定した。これらが病変形
成の核心となる「病的ニッチ」として機能していることを空間的に実証し、広義間質の肺疾患の機序解明に

繋がる重要な知見を得た。 
以上の成果は、レオロジー特性と化学構造に基づいた増粘剤のカテゴリー評価系構築のための強固な

科学的基盤となるものであり、将来的な労働衛生上のリスク管理および呼吸器疾患の予防・診断技術の

向上に大きく寄与することが期待される。 
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ー特性と呼吸器有害性との関連については十分に解

明されていない。 
そこで本研究では、多角的なアプローチから新規

の有害性を有する増粘剤を探索すると共に、増粘性

を有する高分子化合物が引き起こす呼吸器疾患の機

序解明を目的とする。 
R7 年度は、比較的安全性が高い可能性が考えら

れる食品及び化粧品業界で使用されている天然由来

増粘剤を中心に被検物質を選定し、各種増粘剤のレ

オロジー特性（粘度・流動性）を測定した。加え

て、家畜ブタ及びマイクロミニピッグを用いて、肺

内に直接投与し、病理組織学的検討を行った。加え

て、新規肺上皮の培養細胞開発及びそれらを用いた

in	vitro毒性評価を行った。最後に、CWAAP で誘

発したブタ肺疾患材料を用いた空間オミクス解析を

駆使し、線維化病変を形成しうる、疾患関連線維芽

細胞の探索を行った。 
 

Ｂ．研究方法 

１．レオロジ―測定 

被験物質 

日本の災害事案に関連するアクリル酸ポリマー

（Cas RN:9003-01-4）および、食品用途で広く使用

されている増粘剤を選定した。 

アクリル酸ポリマーについては、非架橋型

（PAH）および架橋度の異なる 4種類（1CLPAH、

10CLPAH、20CLPAH、100CLPAH）を用いた。 

食品系増粘剤としては、キサンタンガム（Cas 

RN: 11138-66-2）、グアーガム（Cas RN: 9000-30-

0）、κ-カラギーナン（Cas RN: 11114-20-8）、 

λ-カラギーナン（Cas RN: 9064-57-7）、カルボキ

シメチルセルロースナトリウム（CMC-Na, Cas 

RN:9004-32-4）、メチルセルロース 4,000

（MC4000, Cas RN:9004-67-5）、メチルセルロース 

15（MC15, CasRN:9004-67-5）、ヒドロキシプロピ

ルメチルセルロース（HPMC, Cas RN:9004-65-3）、

およびペクチン（CasRN:9000-69-5）を対象とし

た。 

 

レオロジ―測定前の検討 

レオロジー特性評価では、各物質について溶解限

界を考慮した濃度条件を設定（グアーガム、キサン

タンガム、κカラギーナンおよびλカラギーナンは

2 mg/mL、その他は 10 mg/mL）した。なお、当初は

毒性比較の観点から、すべての被験物質を同一濃度

（10 mg/mL）で投与する条件を想定し、予備検討を

実施した。その結果、キサンタンガムおよびグアー

ガム等のガム系増粘剤、ならびにκ-カラギーナン

およびλ-カラギーナンについては、10 mg/mLでは

ゲル化し流動性を失うため、均一な懸濁液として調

製することが困難であり、ブタ肺への投与には適さ

ないことが確認された（図１）。一方、これらの物

質は 2 mg/mLでは流動性を保持し、投与可能な状態

で調製できることが確認された。他の物質について

は 10 mg/mLにおいても投与可能な状態を維持し

た。 

 

 
図１:	高濃度条件における増粘剤の状態	
キサンタンガム（10	mg/mL）の例を示す。本条件で
はゲル化により流動性を失い、均一な懸濁液として調
製することが困難であり、肺内投与には適さない状態
であった。 
 

 以上の結果を踏まえ、本研究では各物質の溶解

性および投与可能性を考慮し、ガム系およびカラギ

ーナン類は 2 mg/mL、その他は 10 mg/mLの条件で

評価を行うこととした。 

 

レオロジ―測定方法 

高性能回転型粘弾性測定装置 ARES-G2 レオメータ

ーを用いて粘度測定を 3回以上反復で実施した。計

測ジグには直径 50mmのコーン-プレートを用い、せ

ん断速度を 0.1 から 100s-1 まで掃引することによ

り粘度計測を実施した。コーン-プレートを用いる

ことにより、試料には均一なせん断流動を与えるこ

とが可能となる。図 2 はレオメーターを用いた粘度

計測の様子である。各種被験物質は適量をスポイト

でとり、温度 37℃に保たれた平面ステージ(プレー

ト)上に垂らした。被験物質を上からコーンで挟

み、その後、温度が安定になるのを待ってから粘度

計測を開始した。 
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図２: 高性能回転型粘弾性測定装置 

ARES-G2 レオメーター 

 

 

２. 家畜ブタを用いた肺内投与実験 

 

使用動物と投与物質 
家畜ブタは株式会社シムコ（千葉）より導入し

た。馴致期間を経てたのち，実験を実施した。 
投与被験物質として、災害事案に関連するアクリ

ル酸ポリマー（Cas RN:9003-01-4）および食品用途

で広く使用されている増粘剤を選定した。アクリル

酸ポリマーについては、非架橋型（PAH）および架

橋度の異なる 3種類（1CLPAH、10CLPAH、

100CLPAH）を用い、食品系増粘剤としては、キサ

ンタンガム、グアーガム、κカラギーナン、λカラ
ギーナン、CMC-Na、MC4000、MC15、ペクチンを

対象とした。 
レオロジー特性評価では、各物質について溶解限

界を考慮した濃度条件を設定（グアーガム、キサン

タンガム、κカラギーナンおよび λカラギーナンは

2 mg/ml、その他は 10 mg/ml）し、レオメーターを

用いて粘度測定をした。それぞれの投与候補物質の

レオメーターによる粘度測定結果から、家畜ブタを

用いた肺内単回投与実験を実施した。12種類の増

粘剤について、1 物質 1濃度とし、左右肺に異なる

物質を投与することで、個体数を最小限に抑えつつ

広範な影響評価を行った。なお、粘度の高い物質を

同一個体の両肺に投与することで、状態の悪化を招

く可能性を考慮して表１に示す組み合わせで投与し

た。 
 
投与方法 
対象動物にブトルファノール（明治アニマルヘル

ス，熊本），メデトミジン塩酸塩（共立製薬，東

京）およびミダゾラム（日医工，富山）による三種

混合麻酔薬(MMB)を 0.1ml/kg頸部筋肉注射にて投

与したのち、チアミラールナトリウムを耳静脈より

投与して意識消失を確認後、開口し気管支鏡で右お

よび左中後葉の１次気管支を確認しながら、ブロッ

カーチューブを留置し、対象物質を投与した。被検

物質の逆流を防ぐ為、投与後約 3 分留置を維持し、

逆流がないことを内視鏡で確認後カテーテルを抜去

した。 
 
安楽死 

1 か月の観察の後、麻布大学における当該委員会

で承認された方法で動物を安楽死させた。家畜ブタ

は株式会社シムコ（千葉）より導入し、メデトミジ

ン+ミダゾラム+ブトルファノールによる三種混合麻

酔薬(MMB)の頸部筋肉内投与（0.1ml/kg）で鎮静

後、耳介静脈よりチアミラールナトリウム 
（100mg/kg）を 21G 翼状針で投与し、意識消失を

確認し、直ちに CT撮影後、腋窩動脈より放血殺し

た。 
 
CT撮像 
被験物質投与 1 か月（解剖前安楽殺後）に胸部

CTイメージを取得した。 
撮影の当日は絶食とした。ブトルファノール（明

治アニマルヘルス，熊本），メデトミジン塩酸塩

（共立製薬，東京）およびミダゾラム（日医工，富

山）による三種混合麻酔薬(MMB)の筋肉内投与

（0.1ml/kg）で鎮静後，チアミラールナトリウム

100mg/kg を耳介静脈から注入し、呼吸停止を確認

後ただちに Aquilion Exceed LB 80列 CT（Canon 
Medical Systems）で 胸部 CTイメージを獲得した。 

 
解剖およびサンプリング 
全身臓器の状態を肉眼的に観察したのち、投与部

位の肺後葉を摘出した。摘出した肺は 10%中性緩衝

ホルマリン液を気道より注入し、その後浸漬固定し

た。加えて、肉眼的に変化の見られた臓器も 10%中
性緩衝ホルマリン液にて浸漬固定した、検索に供し

た。 
 

病理組織解析方法 
固定した肺は、カセットに入るサイズ（約 2.5 cm
×2 cm または、4 cm×5.5 cm）に再度切り出しを行

い、ホルマリン後固定を実施し、パラフィン包埋工

程へと進めた。 
パラフィン包埋工程としては、後固定終了後軽く水

洗し、70%エタノールに 6時間浸漬後、密閉式自動

固定包埋装置（サクラファインテックジャパン

（株）製 VIP-6AI）を用いて 100％エタノールⅠ～

Ⅶ、キシレンⅠ～Ⅲ、パラフィンⅠ～Ⅳを各２時間

にて処理し、パラフィン包埋ブロックを作製した。 
パラフィン包埋ブロックは、薄切機（リトラトーム 
REM-710, 大和光機株式会社）にて約 3～4 µm厚で

薄切して FFPE 病理切片を作製した。スライドガラ
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スは松浪 FINE FROST（松浪硝子工業株式会社）、

カバーガラスは武藤化学株式会社製を使用した。 
H&E染色は脱パラフィン、水洗後 2倍のカラッ

チヘマトキシリンにて室温 10 分間染色し、0.5％塩
酸/70％アルコール溶液にて分別後、流水にて約 10
分間色出しを実施した。エオジンはエオジン Y を

用いたエオジン水溶液にて室温で 3 分間染色し、エ

タノールにて分別・脱水、キシレンにて透徹後マリ

ノール（武藤化学株式会社）を用いて封入した。 

 

３. マイクロミニピッグを用いた肺内投与実験 

 

使用動物と投与物質 
マイクロミニピッグを用いた肺内投与実験のう

ち、投与および飼育管理については、富士マイクラ

株式会社（静岡）で実施した。 
マイクロミニピッグ（体重 8-10 ㎏）は富士マイ

クラ株式会社（静岡）より 2頭（個体番号 5143、
5161）導入した。 
本研究では、家畜ブタを用いた単回肺内投与試験

の結果を踏まえ、対象物質として、特徴的な肺病変

を示した非架橋型アクリル酸ポリマー（PAH）およ

び架橋型アクリル酸ポリマー（100CLPAH）を選定

した。投与量は、家畜ブタ試験において重篤な全身

状態悪化は認められなかったものの、肺内に比較的

多量の被験物質残存が観察されたことを考慮し、長

期観察時の過度な局所負荷を避ける目的で、家畜ブ

タ試験の半量に相当する 5 mg/kg BW に設定した。 

 
図３. 獣医師らによるマイクロミニピッグへの増粘

剤肺内投与の様子 
 
投与方法および解剖 
対象動物にブトルファノール（明治アニマルヘル

ス，熊本），メデトミジン塩酸塩（共立製薬，東

京）およびミダゾラム（日医工，富山）による三種

混合麻酔薬(MMB)を 0.1ml/kg頸部筋肉注射にて投

与したのち、2～2.5％イソフルランを吸入させて意

識消失を確認後、開口し気管支鏡で右および左後葉

の１次気管支を確認しながら、気管支ブロッカーチ

ューブを留置し、対象物質を投与した（図３）。被

検物質の逆流を防ぐ為、投与後 5 分間留置を維持

し、逆流がないことを内視鏡で確認後気管支ブロッ

カーチューブを抜去した。 
投与は右後葉に 100CLPAH、左後葉に PAH をそ

れぞれ 10 ml投与した。 
 

 
CT撮像 
被被験物質投与 1 か月（解剖直前）に胸部 CTイ
メージを取得した。 
 

 
図４.マイクロミニピッグの胸部 CT撮影 
 
撮影の当日は絶食とした。ブトルファノール（明

治アニマルヘルス，熊本），メデトミジン塩酸塩

（共立製薬，東京）およびミダゾラム（日医工，富

山）による三種混合麻酔薬(MMB)の筋肉内投与

（0.1ml/kg）で鎮静後，チアミラールナトリウム

100mg/kg を耳介静脈から注入し、呼吸停止を確認

後ただちに Aquilion Exceed LB 80列 CT（Canon 
Medical Systems）で 胸部 CTイメージを獲得した。 
 
解剖およびサンプリング 

3ヶ月の観察の後、麻布大学における当該委員会

で承認された方法で動物を安楽死させた。メデトミ

ジン、ミダゾラム、ブトルファノールを 0.1ml/kg 
頸部筋肉注射（21G・1 1/2 針）により鎮静したの

ち、耳介静脈よりチアミラールナトリウム 
（100mg/kg）を 21G 翼状針で投与し、意識消失を

確認し腋窩動脈より放血殺した。 
全身臓器の状態を肉眼的に観察したのち、投与部

位の肺後葉を摘出した。摘出した肺は 10%中性緩衝

ホルマリン液にて 48−72 時間浸漬固定した。 
 
病理組織解析方法 
固定した肺は、カセットに入るサイズ（約 2.5 cm
×2 cm または、4 cm×5.5 cm）に再度切り出しを行

い、ホルマリン後固定を実施し、パラフィン包埋工

程へと進めた。 
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パラフィン包埋工程としては、後固定終了後軽く水

洗し、70%エタノールに 6時間浸漬後、密閉式自動

固定包埋装置（サクラファインテックジャパン

（株）製 VIP-6AI）を用いて 100％エタノールⅠ～

Ⅶ、キシレンⅠ～Ⅲ、パラフィンⅠ～Ⅳを各２時間

にて処理し、パラフィン包埋ブロックを作製した。 
パラフィン包埋ブロックは、薄切機（リトラトーム 
REM-710, 大和光機株式会社）にて約 3～4 µm厚で

薄切して FFPE 病理切片を作製した。スライドガラ

スは松浪 FINE FROST（松浪硝子工業株式会社）、

カバーガラスは武藤化学株式会社製を使用した。 
H&E染色およびエラスチカ・ワンギーソン染色を

実施した。 
H&E染色は脱パラフィン、水洗後 2倍のカラッ

チヘマトキシリンにて室温 10 分間染色し、0.5％塩
酸/70％アルコール溶液にて分別後、流水にて約 10
分間色出しを実施した。エオジンはエオジン Y を

用いたエオジン水溶液にて室温で 3 分間染色し、エ

タノールにて分別・脱水、キシレンにて透徹後マリ

ノール（武藤化学株式会社）を用いて封入した。 
エラスチカ・ワンギーソン染色は脱パラフィンお

よび水洗後、前田変法レゾルシン・フクシン染色液

（武藤化学株式会社，Part No. 40321）にて室温で 30
分間染色した。その後、100％エタノールにて過剰染

色を除去し、流水で洗浄した。続いて、ワイゲルト

鉄ヘマトキシリン溶液にて室温で 10 分間染色し、流

水にて約 10 分間洗浄した。さらに、1％シリウスレ

ッドを用いたワンギーソン溶液にて室温で 3～5 分

間染色し、100％エタノールにて脱水、キシレンにて

透徹後、封入した。 
 

４. 培養細胞を用いた実験 

 

ヒト肺由来不死化細胞株の樹立 
日本人肺由来細胞を用いた増粘剤毒性評価系を構

築するため、ヒト肺由来細胞 HLCs2N に対して、

hTERT、CDK4R24C、Cyclin D1 などを導入し、不

死化細胞株およびその亜株を樹立した。作製した細

胞株は、TERT を導入した HLCs2N-T、TERT、
CDK4R24C および Cyclin D1 を導入した HLCs2N-
K4DT、TERT および CDK4R24C を導入した 
HLCs2N-K4T、TERT に加えて EpCAM promoter-
TetOff システムにより CDK4R24C および Cyclin 
D1 を発現する HLCs2N-Tet-K4DT、ならびに 
TERT に加えて EpCAM promoter-TetOff システム

により CDK4R24C を発現する HLCs2N-Tet-K4T 
である。樹立した各細胞株について、増殖能および

肺由来細胞としての性質を確認し、その後の毒性評

価に用いる細胞株を選定した。 
 

Western blot 法による細胞特性の解析 
樹立したヒト肺由来不死化細胞株について、肺細

胞としての特徴および導入遺伝子の発現を確認する

ため、Western blot 法を実施した。解析対象とし

て、Cyclin D1、CDK4、基底細胞マーカーである 
p63、肺上皮 lineage マーカーである TTF-1、細胞

周期制御因子である p16/INK4a を用いた。また、

内部対照として Vinculin を用いた。一次抗体とし

て、Cyclin D1 は Cell Signaling Technology 社製 
2922S、rabbit monoclonal antibody を 1:1000 希釈で

用いた。CDK4（D9G3E）は Cell Signaling 
Technology 社製 12790S、rabbit monoclonal antibody 
を 1:1000 希釈で用いた。p63（EPR5701）は 
Abcam 社製 ab124762、rabbit monoclonal antibody 
を 1:1000 希釈で用いた。TTF-1/NKX2-1（SPT24）
は Leica/Novocastra 社製 NCL-L-TTF-1、mouse 
monoclonal antibody を 1:500 希釈で用いた。

p16/INK4a（G175-405）は BD Biosciences 社製

BDB550834、mouse monoclonal antibody を 1:1000 
希釈で用いた。Vinculin は Sigma-Aldrich 社製 
V9264、mouse monoclonal antibody を 1:1000 希釈
で用いた。 

Western blot の結果に基づき、p63 および TTF-1
の発現を含む肺由来細胞としての特徴、ならびに 
CDK4R24C および Cyclin D1 の発現を確認した。

これらの結果を踏まえ、以後の増粘剤毒性評価には 
HLCs2N-K4DT 細胞を用いた。 

 
A549 細胞および HLCs2N-K4DT 細胞を用いた 
Neutral Red Uptake（NRU）アッセイ 
ヒト肺由来細胞に対する増粘剤の直接的な細胞毒

性を評価するため、A549 細胞および HLCs2N-
K4DT 細胞を用いて、Neutral Red Uptake（NRU）

アッセイを実施した。被験物質として、PAH、

1CLPAH、10CLPAH、20CLPAH および 100CLPAH 
の 5 物質（Fujifilm, Japan）を用いた (Table 1)。 

Day 0 に、6 well プレートへ A549 細胞を 2 × 
10^5 cells/well、HLCs2N-K4DT 細胞を 1 × 10^5 
cells/well の密度で播種した。Day 1 に、各被験物

質を基礎培地で 15 mL チューブ内に調製し、

vortex により約 5 秒間混和した。あらかじめ培養

しておいた A549 細胞および HLCs2N-K4DT 細胞

から培地を除去し、PBS で 1 回洗浄した後、調製

した被験物質含有培地を添加した。その後、37℃、

5% CO₂ 条件下で 15 分間インキュベーションし

た。 
細胞毒性は Neutral red の細胞内取込みを指標と

して評価した。被験物質処理後、顕微鏡観察を行

い、被験物質含有培地を除去した。細胞を PBS で 
2 回洗浄した後、Neutral red 含有 RPMI 培地を添

加し、37℃、5% CO₂ 条件下で 3 時間インキュベ

ーションした。インキュベーション後、培地を除去

し、PBS で 2 回洗浄した。続いて、酢酸–エタノ
ール溶液（50% エタノール、49% Milli-Q 水、1% 
氷酢酸）を各 well に 1 mL 添加し、振盪により細

胞内に取り込まれた Neutral red を溶出させた。得
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られた溶出液を 96 well プレートに 180 µL ずつ分

注し、吸光度計を用いて 540 nm における吸光度を

測定した。 
 

LC50 の算出 
NRU アッセイにより得られた吸光度データを用い

て、各被験物質の細胞毒性を解析した。解析には 
GraphPad Prism 10（GraphPad Software）を使用し

た。各被験物質について、投与濃度を対数変換した

値を用い、非線形回帰解析（log[agonist] vs. 
normalized response – variable slope）により濃度反応

曲線を作成した。得られた近似曲線から、細胞生存

率が 50% となる濃度を LC50 として算出した。

A549 細胞および HLCs2N-K4DT 細胞で得られた 
LC50 を比較し、新規ヒト肺由来不死化細胞株の毒

性検出感度を評価した。 

 

５. ブタ肺における疾患関連線維芽細胞の探索 

 

実験動物および CWAAP誘発病変モデルの作製 

実験動物には、ヒトへの外挿性が高く、広義間質

の発達が著しいマイクロミニピッグ

（MicroMiniPig, 富士マイクラ株式会社, 静岡県, 

日本）を用いた。正常肺アトラス構築用に健常雄性

個体（n=3）を使用し、疾患モデルには CWAAP（40 

mg/m3相当懸濁液）を気管内単回投与し、3ヶ月間

の回復期間を経て重篤な広義間質病変を形成させた

個体（n=2）を用いた。組織採取に際しては、肺の

中枢から末梢に至る解剖学的勾配を反映させるた

め、末梢領域（胸膜含有：Group A、非含有：Group 

B）および中枢気道・大血管領域（Group C）の 3部

位から厳密なサンプリングを実施した。 

 

TAS-Seq法による高感度シングルセル RNA シークエ

ンシング 

なお、本報告書のうち正常マイクロミニピッグ肺

の TAS-Seq 解析（別紙３図 1〜7、および結果 5-0

〜5-5）に用いた基盤データは、令和 7 年度労災疾

病臨床研究事業費補助金（課題番号：240202-02）

における分担研究（石綿関連疾患研究）と共通のリ

ファレンスアトラスとして構築・使用しているもの

である。 

摘出した肺組織を、肺解離キット（Multi Tissue 

Dissociation Kit 1, Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Germany）を用い、37℃の恒温槽内で機

械的・酵素的に消化し、シングルセル懸濁液を調製

した。そその後、死細胞除去および CD31+/CD45+細

胞のソーティング（内皮・免疫系）と CD31-/CD45-

細胞（間葉系・上皮系）を 1:1 でソーティング

（FACS Aria III, BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ, USA）を行い、間葉系細胞を高純度に濃

縮した。 

細胞捕捉およびライブラリ調製には、BD 

Rhapsody Express システム（BD Biosciences）を

用い、TAS-Seq法（Shichino et al., 2021）に従

い、逆転写反応および cDNA増幅を実施した。TAS-

Seq法は従来の全トランスクリプトーム解析と比較

し、転写産物の捕捉感度が極めて高く低発現な転写

因子やシグナル分子の検出に優れている。調整した

ライブラリは、NovaSeq 6000（Illumina, San 

Diego, CA, USA）を用いシークエンシングを行っ

た。 

 

データ解析パイプライン 

得られた Rawデータに対し、SAW（STOmics 

Analysis Workflow）および Seurat（v4.4.0, R 

v4.3.2）を用いて解析した。低品質な細胞（Mito < 

5%, nFeature < 200）を除去後、合計 25,305 細胞

を統合した。さらに、間葉系細胞の核心部を抽出す

るため、COL1A1陽性細胞（7,643 細胞）に対してサ

ブクラスタリングを実施し、Harmonyアルゴリズム

によるバッチ補正を経て、13 の独立した間葉系サ

ブセットを同定した。 

 

空間オミクス解析（Stereo-Seq OMNI） 

CWAAP誘発肺病変の FFPE（ホルマリン固定パラフ

ィン包埋）ブロックから 10μm厚の切片を作成し、

脱パラフィン、親水化、脱架橋（Decrosslinking）

および透過処理（Permeabilization）の前処理を行

った後、Stereo-Seq OMNI V2チップ

（BGI/STOmics, Shenzhen, China）上にレジストレ

ーションした。 

Stereo-Seq（Spatio-Temporal Enhanced 

REsolution Omics-sequencing）は、DNB（DNA 

Nanoball）技術を基盤とした高密度パターニングア

レイを用いることで、プローブ間隔 500nmというナ

ノスケールの解像度を実現しており、1細胞あたり

数百のキャプチャスポットを確保することで、真の

シングルセルおよびサブセルラー解像度での空間的

遺伝子発現情報の捕捉を可能とする技術である。 

特に、本研究で用いた OMNIプロトコル（Li et 

al., 2025）は、FFPE組織における RNAの断片化や

ホルマリン架橋といった解析上の重大な課題を克服

するために開発された手法である。従来の空間オミ

クスで主流であった Poly-A配列を標的とする mRNA

キャプチャとは異なり、ランダムプライマーを用い

た in situでの Total RNA キャプチャ（Random 

primed in situ total RNA capturing）を採用して

いる（別紙３図 8）。これにより、ホルマリン固定

によって断片化した RNAであっても高効率かつ網羅

的に捕捉し、組織切片上で cDNA合成とチップへの

ライゲーションを完結させることが可能となった。 

キャプチャした RNA 由来のライブラリは、

DNBSEQ-G400（MGI Tech, China）にてシークエンシ

ングを実施した。取得された空間座標データと発現
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データは、Stereomap v4.0（STOmics）を用いて解

析を行い、高精細な細胞セグメンテーションを実施

した。これにより、エラスティカ・ヴァンギーソン

染色等で確認された病理組織学的な小葉間隔壁肥厚

部位と、特定遺伝子シグネチャーの局在を 1細胞レ

ベルで正確に照合した。 

 

 

(倫理面への配慮) 

本実験は、科学的正当性と信頼性（研究不正の防

止に関する教育の受講、再現性の確保や透明性の担

保）及び社会的責任と安全・環境への配慮、化学物

質管理法、労働安全衛生法、など、関係する法律や

規制を遵守して行われた。 

ブタを持ちた実験は、麻布大学動物実験委員会で承

認された方法で実施された（家畜ブタ：承認番号

250807-6、マイクロミニピッグ承認番号 250616-
1）。ヒト肺由来不死化細胞株の樹立については施

設の倫理委員会の承認を得ている。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 

１．レオロジ―測定 

各投与候補物質のレオメーターによる粘度測定結

果を図５および別紙 1 に示す。いずれの物質におい

ても、流れやすさに関係する条件（せん断速度）の

増加に伴い粘度が低下する傾向が認められた。すな

わち、力が加わると流れやすくなる性質を有する

（非ニュートン流体としての挙動を示す）ことを確

認した。 

なお、各物質の投与濃度については、事前検討の

結果に基づき設定した。ガム系増粘剤およびカラギ

ーナン類は 10 mg/mLではゲル化し流動性を失うた

め投与が困難であったが、2 mg/mLでは投与可能な

状態であった。一方、その他の物質は 10 mg/mLに

おいても流動性を維持していた。 

物質間の比較では、メチルセルロース（MC4000、

MC15）およびガム系（キサンタンガム、グアーガ

ム）が全体として高い粘度を示した。一方、アクリ

ル酸ポリマー群はこれらと比較して相対的に低粘度

であったが、架橋度の違いに応じた明確な差が認め

られた。アクリル酸ポリマーにおける粘度の順位

は、100CLPAH > 20CLPAH > 10CLPAH > 1CLPAH > 

PAHであり、架橋度の増加に伴い粘度が上昇する傾

向が一貫して確認された。非架橋型である PAHは最

も低い粘度を示した。 

 

なお、本研究では各物質の溶解限界を考慮し、ガ

ム系およびカラギーナン類は 2 mg/mL、その他は 10 

mg/mLの条件で測定を行った。このため絶対値の単

純比較には制約があるものの、実際の投与条件を想

定した場合の流動特性の相対比較として有用な結果

が得られた（表１）。 

 

 

 
	

図５:	各増粘剤の粘度測定結果（平均値）	
各物質について、溶解限界を考慮した濃度条件（ガム
系・カラギーナン類：2	mg/mL、その他：10	
mg/mL）で測定した。横軸はせん断速度（流れに加わ
る力の指標）、縦軸は粘度を示す。多くの物質で、応
力が加わるほど粘度が低下し、流れやすくなる傾向が
認められた。また、物質間で粘度に明確な差がみられ
た。 
 

 

表１. 投与候補物質の増粘性順位付け

 
 

 

 

 

1.00E-04

1.00E-03

1.00E-02

1.00E-01

1.00E+00

1.00E+01

1 10 100 1000

Vi
sc

os
ity

 (P
a.

s)

Shear rate (1/s)

MC4000

Xantan Gum

MC15

100CLPAH

Guar Gam

CMC-Na

20CLPAH

HPMC

Pectin

λ-Carrageenan

κ-Carrageenan

10CLPAH

1CLPAH

PAH

Water

増粘剤
濃度

(mg/ml)
1 メチルセルロース 4,000  10
2 キサンタンガム 2
3 メチルセルロース 15  10
4 100CLPAH 10
5 グアーガム 2
6 カルボキシメチルセルロースナトリウム 10
7 20CLPAH 10
8 ヒドロキシプロピルメチルセルロース  10
9 ペクチン 10
10 λ-カラジーナン 2
11 κ-カラジーナン 2
12 10CLPAH 10
13 1CLPAH 10
14 PAH 10

CLPAH: Cross-Linked Polyacrylic Acid
PAH: Polyacrylic Acid
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２. 家畜ブタを用いた肺内投与実験 

 

2-2. 状態観察 
投与したブタは、気管支内投与後の個別体調管理

および、発咳などで投与基剤が気管支から胃内へ逆

流し、糞に残留する可能性を考慮し、投与後 1週間

は個室管理にて糞尿の完全回収を行った。１週間

後、体調に問題が無い場合は、その後群飼育へと移

行した。実験中に呼吸困難で死亡した個体はいなか

った。No.8 は投与後 Day3 に発咳、No.6 は投与後

Day1～6 で活力の低下および食欲不振が見られた

が、その後回復した。各個体の体重の推移は図６の

とおり。参考値として示した、当大学で飼育した肺

内未投与ブタのデータと比較しても、健康な未投与

ブタと遜色なく発育していることが確認された。 
 

 
 

図６. 実験中の体重推移 
 
2-3. HRCT画像診断 
アクリル酸ポリマー投与（PAH, 1CLPAH 

10CLPAH, 100CLPAH）肺では、HRCT 上で投与部

位に一致したコンソリデーションが認められた。代

表的な画像を図７に示す。1CLPAHを投与した家畜

ブタの肺では、広範囲なコンソリデーション、隔壁

の肥厚、一部網状影を認めた。投与した 1CLPAHに

よる重篤な肺障害が示唆され、網状影から、小葉間

隔壁・肺胞隔壁の肥厚を伴う線維化への移行が疑わ

れた。 

一方で、キサンタンガム、グアーガム、κカラギ
ーナン、λカラギーナン、カルボキシメチルセルロ

ースナトリウム、メチルセルロース 4,000、メチル

セルロース 15、ペクチンを投与した肺では、著変

を認めなかった。 
 
2-4. 解剖 
病理解剖時の肺の肉眼的観察からは、非架橋型ア

クリル酸ポリマー（PAH）および架橋型アクリル酸

ポリマー（100 CLPAH、10 CLPAH、1 CLPAH）を

投与した肺に変形や表面の陥没がみられた（図８及

び４の左上段）。肺葉はいずれの動物も CT の横断

像と対比しやすい方向に切り出し、その割面を観察

した。非架橋型および架橋型アクリル酸ポリマーを

投与した肺の割面に白色斑が確認された（図８及び

９の右上段）。一方、食品系増粘剤を投与した肺は

CT 観察時同様に、全て剖検時においても切り出し

時の観察においても著変は認められなかった。 
 

 
図７. 1CLPAH（左肺）を投与した家畜ブタ胸部

HRCT画像 
左肺に広範囲なコンソリデーションを認める（＊）。
周囲の隔壁は肥厚し（黄矢印）、網状影を認める（赤
矢頭）。 
 

 
図８. 家畜ブタの肺肉眼像と HE ルーペ像 
左上段：肺全体肉眼像、左肺後葉は変形し、陥没も見
られる（矢印）。左下段：PAH を投与した左肺後葉の
切り出し写真。右上段：切り出された肺の拡大。右下
段：No4-①の HE 標本ルーペ像。 
 
なお、病理解剖を実施した家畜ブタ 6頭につい

て、肺以外の臓器を観察したところ、動物番号

No.6、No.9 および No.13 において心臓の心外膜お

＊

No.5-Left

PAH
MC4000

No 4-①

Polyacrylic Acid（PAH）

1 2 3 4

5 6 7 8

①

②

病理病理
（免染）

病理
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よび心内膜に出血が認められた（図１０）。その他

の臓器には肉眼的著変は認められなかった。 
 

 
図９. 家畜ブタの肺肉眼像と HE ルーペ像 
左上段：肺全体肉眼像、右肺後葉は大きく変形してい
る。左下段：100 CLPAH を投与した右肺後葉の切り出
し写真。右上段：切り出された肺の拡大。右下段：
No.5 の病理組織標本ルーペ像。 
 
心臓については、以下の手順で切り出しおよび記

録を行った（図１０）。まず、心臓外観を撮影した

後、縦断切開を加えて内部構造を撮影した。次い

で、心腔内の血餅を除去した後に再固定を行い、再

度縦断面を撮影した。その後、心尖部から約 3～3.5 
cm 上方の位置で横断切開を実施した。 
さらに、出血が認められた個体については、肺動

脈から房室間溝近傍にかけて右心室を一部縦断し、

病変部の観察を行った。また、右心房および左心房

については、それぞれ心房端を切断したうえで撮

影・記録を行った。 
 

 
図１０. 家畜ブタ（No.9）の心臓肉眼像 
左：心臓全体の肉眼像。主として右心室の心外膜に出
血が認められる。右上段：心臓縦断後の肉眼像。心腔
内に著変は認められない。右下段：右心室切開後の肉
眼像。左図では心内膜および心外膜に出血が認められ

る。右図では横断面において右心室心外膜の出血が認
められる。 
 
2-5. 病理組織学的解析 

肺における病理組織学的変化として、PAH、

1CLPAH、10CLPAH の 3種における結節病変に共

通して、肺胞構造の破壊的リモデリング、異型腺管

上皮の出現と腔内に被検物質及び貪食細胞の集簇

（図１１, １３, １５）、および周囲の小葉間隔壁

の線維性肥厚（図１２, １４, １６）を共通して認

めた。 
 

 
図１１．PAH を投与した家畜ブタの肺，低倍増 
Bar=1mm、HE 染色 
 

 
 
図１２．PAH を投与した家畜ブタの肺，高倍増 
矢印: マクロファージ、矢頭: 投与物質、
Bar=250µm、HE 染色 
 
一方で、100CLPAH においては、上記 3種のポリ

マーと比較しても明らかに強い膠原線維の増加（図

１７）を認め、小葉構造の中心-辺縁を問わず、

100um以上の厚みを持った線維束が錯走して認めら

れた（図１８）。以上の結果より、アクリル酸ポリ

マーでは、架橋の有無や強度に関わらず、被検物質

が投与された肺末梢領域に対して、強い組織損傷が

生じ、その後の修復反応として線維性リモデリング

が生じていることが観察された。さらに、その組織

反応の強度では、PAH/1CLPAH/10CLPAH と

100CLPAH の間で違いが見られることが明らかとな

った。 

1 2 3 4 5 6 7

8 9 10 11 12

①

②

100 Cross-Linked Polyacrylic 
Acid（100CLPAH）

Histopathology: No2, 5, 7

No 5

No.10-Right

κCarrageenan100CLPAH
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図１３．1 CLPAH を投与した家畜ブタの肺，低倍

増 
IS: 小葉間隔壁、Bar=1mm、HE染色 
 

 
図１４．1 CLPAH を投与した家畜ブタの肺，高倍

増 
IS: 小葉間隔壁、矢印: マクロファージ、矢頭: 投
与物質、Bar=100µm、HE染色 
 

 
図１５．10 CLPAH を投与した家畜ブタの肺, 
低倍増 
IS: 小葉間隔壁、Bar=1mm、HE染色 
 
一方で、キサンタンガム、グアーガム、κカラギー

ナン、λカラギーナン、カルボキシメチルセルロー

スナトリウム、メチルセルロース 4,000、メチルセ

ルロース 15、ペクチンを投与した肺では、投与さ

れた肺領域において顕著な組織反応を認めず、非投

与部位と同様に正常の肺胞、気道、そして繊細な小

葉間隔壁に胸膜が観察された。 

 

 
図１６．10 CLPAH を投与した家畜ブタの肺 
矢頭: 投与物質、Bar=250µm、HE染色 
 

 
図１７．100 CLPAH を投与した家畜ブタの肺、低

倍率 
Bar=500µm、HE染色 
 

 
図１８．100 CLPAH を投与した家畜ブタの肺、高

倍率 
気道周囲の軸位間質とは無関係に錯走する膠原線維
束. Bar=100µm、HE染色 
 
 
なお、解剖時に肉眼的に変化が見られた No.6、

No.9 および No.13 の心臓組織標本では、右心室の

心外膜、心内膜ならびに心筋線維間に出血が認めら

れた（図１９）。一方、心筋実質に著変は認められ

ず、冠状動脈および冠微小血管にも明らかな病変は

認められなかった。 
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図１９. 家畜ブタ（No.9）の心臓病理組織像 

右心室心外膜および心筋線維間の出血 HE 染色 
 
３. マイクロミニピッグを用いた肺内投与実験 

 
3-1. 状態観察 
個体番号 5161 の動物に発咳が確認されたが、

Day7 までには消失し、その後は活力、食欲ともに

問題無く実験終了まで経過した。 
定期的に体重測定を実施した結果、図２０に示すと

おり、どちらも問題無く成長している様子が見られ

た。 

 
 

図２０. マイクロミニピッグの体重推移 
 
 
3-2. HRCT画像診断 
 PAH を投与したマイクロミニピッグの肺では、

広範囲なコンソリデーション、隔壁の肥厚、一部網

状影を認めた（図２１）。投与した PAH による重

篤な肺障害が示唆され、特に 100CLPAH を投与し

た右肺後葉では、顕著な網状影が観察され、小葉間

隔壁の肥厚を伴う線維化への移行が疑われた。 
 
 
 

 
図２１. PAH（左肺）100CLPAH（右肺）を投与し

たマイクロミニピッグ胸部 HRCT画像 
投与した両肺後葉に広範囲なコンソリデーションを
認める（＊）。周囲の隔壁は肥厚し（黄矢印）、特
に 100CLPAH を投与した右肺後葉において網状影
を認める（赤矢頭）。 
 
3-3. 病理解剖 
病理解剖時の肺の肉眼的変化では、非架橋型アク

リル酸ポリマー（PAH）および架橋型アクリル酸ポ

リマー（100 CLPAH）を投与した肺の後葉は暗赤色

調を呈し、表面の陥没など投与部位は変形していた

（写真２２及び２３の右上段）。肺後葉は CT の横

断像と対比しやすい方向に切り出し、その割面を観

察した。 
 

 
図２２. マイクロミニピッグ（5161）の肺肉眼像 
左上段：肺全体肉眼像、左右とも肺後葉表面は陥没し
変形している。右上段： PAH を投与した左肺後葉の
ホルマリン固定後における切り出し写真。下段：肺割
面の拡大像、白色斑（＊）と小葉間隔壁の肥厚（矢
印）を認める。 

100CLPAH PAH
病理⽤

左肺 PAH

＊



 12 

非架橋型および架橋型アクリル酸ポリマーを投与

した肺共に、CT画像でコンソリデーションを認め

た部位に白色斑が観察された。また、肉眼観察から

も小葉間隔壁の肥厚が確認された（写真２２及び２

３の下段）。 
 

 
図２３. マイクロミニピッグ（5143）の肺肉眼像 
左上段：肺全体肉眼像、左右とも肺後葉表面は陥没
し変形している。右上段： 100CLPAH を投与した
左肺後葉の切り出し写真（ホルマリン未固定時）。
下段：肺割面の拡大像、白色斑（＊）と小葉間隔壁
の肥厚（矢印）を認める。 
 
 
 なお、病理解剖を実施したマイクロミニピッグ 2
頭について、肺以外の臓器を観察したところ、その

他の臓器には肉眼的著変は認められなかった 
（図２４）。 
 

 
図２４. マイクロミニピッグ（5143）の開胸、開腹

後の臓器肉眼像 
肺以外の体腔臓器に著変は認められなかった。 
 
3-4. 病理組織学的解析 
肺は肉眼的変化のみられた部位（CT画像で所見

の見られた部位に一致）を病理組織解析用に採材し

た。非架橋型（PAH）および架橋型（100CLPAH）

アクリル酸ポリマーのいずれの肺においても投与部

位に線維化病変が認められた。 
PAH を投与した左肺後葉の EVG ルーペ像を 
図２５に示す。小葉間隔壁の肥厚はコラーゲン線維

（赤色）の増加であることが確認され、投与部位を

中心に広範囲に認められた。また、小葉間隔壁の線

維化に加え、小葉間隔壁及び軸位間質をつなぐ架橋

線維化も認められた（図２６）。さらに、肉眼的に

白色斑を認めた部位はその表面が陥没した部位にあ

たり、EVG ルーペ像において黒色調を呈する領域

として確認された（図２５）。当該部位の拡大像か

らは、通常観察される肺胞構造が確認されず、肺胞

領域はエラスチン線維（黒紫色）の増加が顕著であ

り、加えてコラーゲン線維（赤色）も認められた

（図２７）。 
 

 
 

図２５. PAH を投与したマイクロミニピッグ

（5161）の左肺病理組織像 
Bar=10mm、EVG染色 
 
 

 
 

図２６. PAH を投与したマイクロミニピッグ

（5161）図２５の青枠拡大像 
IS: 小葉間隔壁、矢印: 軸位間質、矢頭: 小葉間隔
壁及び軸位間質をつなぐ架橋線維化。Bar=1mm、
EVG染色 
 

100CLPAH を投与した肺でも、小葉間隔壁の肥厚

はコラーゲン線維（赤色）の増加として確認され、

当該線維化病変は広範囲に認められた（図２８）。 

100CLPAH PAH

病理⽤

右肺100CLPAH

＊
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肉眼的に白色斑を認めた部位は、周囲組織に認め

るような肺胞による気腔の形成が認められず（図２

９）、肺胞領域はエラスチン線維（黒紫色）とコラ

ーゲン線維（赤色）で埋められていた（図３０）。 
 

 
 

図２７. PAH を投与したマイクロミニピッグ

（5161）図２５の緑枠拡大像 
Bar=250µm、EVG染色 
 

 
 

図２８. 100CLPAH を投与したマイクロミニピッグ

（5143）の右肺病理組織像 
Bar=10mm、EVG 染色 
 
 

図２９. 100CL PAH を投与したマイクロミニピッグ

（5143）図２８の黒枠拡大像 
肉眼的に白色斑としてみられた部位（写真右側）と
その周囲組織（写真左側）。周囲組織には肺胞構造
として気腔が存在するが、左側には存在しない。
IS: 小葉間隔壁、矢印: 軸位間質、矢頭: 小葉間隔
壁及び軸位間質をつなぐ架橋線維化。Bar=1mm、
EVG染色 

一部では、肺胞構造をわずかに認め、肺胞壁が肥厚

しておりエラスチン線維（黒紫色）とコラーゲン線

維（赤色）の増加が認められた（図３１）。 
上記白色斑を認めた病変の周囲では広範囲の小葉

間隔壁の線維化や、小葉間隔壁及び軸位間質をつな

ぐ架橋線維化も認められた（図２９）。 
 

 
 

図３０. 100CL PAH を投与したマイクロミニピッグ

（5143）図２９の青枠拡大像 
Bar=250µm、EVG 染色 
 

 
 

図３１. 100CLPAH を投与したマイクロミニピッグ

（5143）図２９の緑枠拡大像 
矢頭: 肺胞壁肥厚。 Bar=100µm、EVG 染色 
 

以上の結果から、非架橋型 PAH 架橋型

100CLPAH共にアクリル酸ポリマーによる肺障害で

は、広義間質を主体とした線維化病変が示された。

また、一部の領域ではエラスチン線維の増加も認め

られた。 
なお、肺以外の全身諸臓器において認められた組

織学的変化はいずれも軽度であり、被験物質投与と

の明確な関連を示唆する所見は認められなかった。 
 

 

４. 培養細胞を用いた実験 

 

4-1. ヒト肺由来不死化細胞株の樹立および特徴解

析 
正常初代培養ヒト肺細胞 HLCs2N を用いて、

TERT、CDK4R24C および Cyclin D1 を組み合わせ



 14 

て導入し、複数のヒト肺由来不死化細胞株を樹立し

た。樹立した各細胞株における導入遺伝子の発現お

よび肺上皮細胞としての特徴を確認するため、

Western blot 法により Cyclin D1、CDK4、p63、TTF-
1、p16INK4a および Vinculin の発現を解析した。そ

の結果、導入した各遺伝子の発現が確認され、目的

とする不死化細胞株が樹立されたことが示された

(別紙２Figure 1)。 
まず、HLCs2N、HLCs2N-K4DT および HLCs2N-

K4T のいずれにおいても、気道上皮基底細胞マーカ

ーである p63 の発現が認められた。このことから、

樹立した HLCs2N由来不死化細胞株は、肺上皮由来

細胞としての性質を一定程度保持していることが示

唆された。 
次に、各細胞株の増殖速度を比較したところ、

HLCs2N-K4DT および HLCs2N-K4T が同程度に高

く、HLCs2N-T が最も低かった。この結果から、

HLCs2N-K4DT および HLCs2N-K4T は、毒性評価に

必要な細胞数の確保および実験再現性の面で有用な

細胞株であると考えられた。 
さらに、TTF-1 および p16INK4a の発現はいずれ

の細胞株においても認められたが、HLCs2N-K4DT
では、HLCs2N および HLCs2N-K4T と比較して、こ

れらの発現が相対的に高い傾向がみられた。TTF-1
は肺上皮細胞の分化形質に関連するマーカーである

ことから、HLCs2N-K4DT は肺上皮細胞としての特

徴を比較的よく保持している可能性が考えられた。

また、p16INK4a は細胞周期抑制因子であり、細胞

老化やストレス応答に伴って発現が上昇することも

知られている。そのため、HLCs2N-K4DT における

p16INK4a 発現は、細胞周期制御やストレス応答に

関連する性質が完全には消失していない可能性を示

すものと考えられた。 
以上より、HLCs2N-K4DT は、肺上皮細胞として

の特徴を一定程度保持し、毒性評価に必要な安定し

た増殖能を有するとともに、TTF-1 および

p16INK4a の発現も比較的明瞭であったことから、

本研究では CWAAP の in vitro 肺細胞毒性評価に用

いる代表的なヒト肺由来不死化細胞株として選択し

た。 
 
4-2. PAH および CLPAH の in vitro 毒性 

PAH および架橋度の異なる CLPAH 系列につい

て、A549 細胞および HLCs2N-K4DT 細胞を用いて

細胞毒性を評価した (別紙２-Table1, Figure 2)。
A549 細胞における PAH、1CLPAH、10CLPAH およ

び 20CLPAH の LC50 は、それぞれ 7.70、7.01、6.94
および 6.25 mg/mL であり、概ね同程度の値を示し

た。一方、HLCs2N-K4DT 細胞では、それぞれ

3.09、2.72、2.73 および 2.76 mg/mL であり、

HLCs2N-K4DT 細胞内では概ね同程度であったもの

の、A549 細胞と比較して低値を示した。これらの

結果から、本実験条件下では、HLCs2N-K4DT 細胞

は A549 細胞よりも PAH および CLPAH に対して高

い感受性を示すことが示唆された。100CLPAH につ

いては、A549 細胞および HLCs2N-K4DT 細胞のい

ずれにおいても、最高濃度である 2.5 mg/mL で明ら

かな細胞毒性は認められず、LC50 は 2.5 mg/mL を

超えると判断された。なお、100CLPAH では、2.5 
mg/mL を超える濃度でゲル状となり、均一な調製

および細胞への添加が困難であったため、本試験で

は 2.5 mg/mL を最高濃度とした。  
以上より、PAH、1CLPAH、10CLPAH および

20CLPAH では、架橋度の違いによる急性の直接細

胞毒性の差は限定的であった一方、使用する細胞株

によって感受性が異なることが示された。 
 

 

５. ブタ肺における疾患関連線維芽細胞の探索 

 

5-0. 正常ブタ肺全細胞景観および系統特定（別紙３

図1, 2） 

TAS-Seq解析の結果、正常ブタ肺から得られた

25,305細胞（図1B）は、44の独立したクラスターとし

て分離された。系統マーカーの検討（図1D, E）によ

り、EPCAM（上皮系）、COL1A1（間葉系）、CLDN5
（内皮系）、PTPRC（免疫系）の発現を確認し、間

葉系細胞及び上皮の境界を特定した。 
 
5-1. 肺間葉系細胞における13サブクラスターの定

義（別紙３図2, 3, 4） 

本解析では、COL1A1陽性細胞を対象とした高解

像度サブクラスター解析により、計7,643個の間葉系

細胞を同定した。特筆すべき点として、マウスのシ

ングルセル解析では肺胞領域由来のAlveolar_Fibが
圧倒的多数を占めることが一般的であるが、本解析

の結果では、最多のDuctal_MyoF（1,453個）および2
位のAdventitial_Fib（1,111個）がいずれもAlveolar_Fib
（805個）を大きく上回る数で同定された。これは、

ブタがヒトと同様に極めて発達した広義間質（大血

管や胸膜、気道周囲の鞘状組織）を保持しているこ

とを定量的に裏付けていた。 
また、サンプリング領域（領域A: 胸膜側、領域B: 実
質末梢、領域C: 中枢側）を分けた実験デザインによ

り、共通の系譜に属しながら局在を異にする解剖学

的亜種が明確に分離された。各クラスターの機能的

定義および分布特性を以下に記す。 
 
1. Ductal_MyoF（1,453個）: 肺胞管入口部の括約筋

的な構造を支える細胞であり、領域B（実質末梢）

において最も優位に認められた。 
2. Adventitial_Fib (AdvF)（1,111個）: 血管および気

道の外膜を包む鞘細胞であり、領域AおよびB
（末梢側）に広く分布し、弾性線維のアセンブ

リを担っていた。 
3. Bronchial_MyoF（960個）: 気道平滑筋束に隣接
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して分布する物理負荷適応型の細胞であり、主

に領域Bにおいて同定された。 
4. Alveolar_Fib (AlvF)（805個）: 肺胞壁に常在し上

皮支持を担うニッチ細胞（MANC）であり、領

域AおよびBの実質領域に集積していた。 
5. Chondrocyte（786個）: 肺の骨格を成す軟骨細胞

であり、発達した腺組織を伴う領域C（中枢側）

にのみ特異的に認められた。 
6. Inflam_Fib (InflamF)（550個）: Adventitial_Fibと

多くのマーカー（PI16, DPT等）を共有する系譜

であるが、領域Cに優位に認められた。UMAP上
でもAdventitial_Fibと近接しており、中枢側にお

ける炎症応答型亜種として定義された。 
7. ASM（449個）: 気道周囲を螺旋状に取り囲む平

滑筋細胞であり、領域AおよびBの気道沿いに分

布していた。 
8. Axial_MyoF（422個）: 肺門部の気管支に特異的

な筋線維芽細胞であり、免疫制御機能を備え、

領域Cに極めて優位に局在した。 
9. Pericyte（409個）: 毛細血管の内皮を裏打ちする

周細胞であり、中枢側の血管系を含む領域Cに
おいて高い割合で認められた。 

10. Vascular_Fib (VascF)（283個）: Alveolar_Fibと同
じ系譜（NPNT, FGFR4陽性）に属するが、肺胞

と小葉間隔壁や細動脈の接触部位という特殊な

ニッチに局在し、領域AおよびBにおいて同定さ

れた。 
11. Arterial_SMC（229個）: 肺動脈中膜を構成する

高度な収縮ユニットであり、領域Bを中心に末

梢血管系において広く認められた。 
12. VSM（104個）: 血管壁を構成する平滑筋細胞で

あり、今回の解析では領域A（胸膜側）において

最もdominantに認められた。 
13. Schwann_cell（82個）: 末梢神経を絶縁する神経

随伴細胞であり、領域CおよびBの中枢寄り領域

に局在していた。 
 

5-2. 外膜系譜（PI16陽性）：弾性線維形成と免疫制

御ハブの分業（別紙３図4-6） 

外膜系譜に属する AdvFとInflamF は、共通して 
PI16, LOX, HTRA3, ECM1, C4A, MFAP5 といった強

力な遺伝子シグネチャーを共有しており、同一の細

胞系統に属する「解剖学的亜種」であることが示唆

された。しかし、詳細な発現プロファイルの比較に

より、両者の間には以下の通り明確な機能的分業が

認められた。 
AdvFにおいては、弾性線維の主要構成成分である 

FBLN2 や、組織の機械的特性を維持する ASPN が
優位に発現していた。特に MFAP5 と FBLN2 は弾
性線維のアセンブリ（組み立て）に必須の糖タンパ

ク質であり、これに加え、組織の硬化（架橋）を直接

担う LOX (Lysyl Oxidase) ファミリーや、細胞外マ

トリックス（ECM）の品質管理を司る HTRA3 や 

ASPN が集積していた。これは、AdvFが物理的な「鞘」

として、大血管や気道の外膜構造を強固に構築・維

持する役割に特化していることを裏付けていた。 
対照的に、中枢側に優位に局在した InflamFにお

いては、ブタにおいて極めて鋭敏な新規指標である 
CRABP1 （レチノイン酸結合タンパク質）や 
RARRES1 を獲得していた。機能面では、補体系の活

性化因子である CFB, C2, C3, C4A や、免疫細胞の強

力な遊走因子である CXCL12, CCL2 を高発現して

おり、単なる支持細胞を超えた免疫制御ハブとして、

初期の炎症応答や免疫細胞の動員を司る特殊な機能

を獲得した亜種であることが判明した。 
外膜系譜に属するAdvFおよび InflamFは、先行研

究において全身の多様な組織に普遍的に存在し、組

織傷害時のリザーバーとして機能する「Universal 
fibroblast」に相当する遺伝子シグネチャーを提示し

た。本解析において、AdvFおよびInflamFはいずれも 
PI16, DPT, CD34 を高発現しており、これら幹細胞性

に関連する共通マーカーを保持していることが認め

られた。特に DPTや CD34 は、ヒトの多様な臓器に

おいて線維芽細胞の前駆状態を定義する指標として

知られており、ブタの肺外膜系譜が「未分化なリザ

ーバー細胞」としてのポテンシャルを有しているこ

とが分子レベルで裏付けられた。 
一方で、マウスの PI16+ 線維芽細胞において主要

な指標とされる IL33, CCL11, ADH7, DPP4 の発現

を詳細 に検討したと ころ、本解 析 のブタ 
AdvF/InflamF クラスターにおいては、これらの遺伝

子は完全に陰性あるいは極めて微弱な発現に留まっ

ていることが判明した（図6B）。マウスを用いた先

行研究では、外膜系細胞は IL33 等を介した 2型免
疫応答の指示細胞としての側面が強調されてきたが、

ブタにおいてはこれらのマウス型シグネチャーが欠

如していた。 
この結果は、ブタの肺外膜系譜が、マウス特有の

免疫学的プロファイルとは明確に異なり、ヒトの

「Universal fibroblast」により近い分子的アイデンテ

ィティを保持していることを示唆している。すなわ

ち、サンプリング領域（領域A, B, C）を分けること

で捉えられた AdvF（末梢側構造維持型）と InflamF
（中枢側免疫制御型）の機能分化は、ヒト型 
Universal fibroblast が局所のニッチに応じて専門分

化した姿であると解釈された。 
 

5-3. 肺胞・血管系譜（NPNT陽性）：代謝活性型ニッ

チと血管走行ガイダンス（別紙３図4,5,7） 

肺胞壁を主座とする Alveolar_Fib（AlvF） と、血

管随伴性の Vascular_Fib（VascF） は、いずれも 
ITGA8, COL13A1, FGFR4, CES1, SOD3, A2M, VEGFD 
を核とした共通の系譜として同定された。これらの

共通因子は、肺胞領域における恒常性維持や脂質代

謝、酸化ストレス保護という本系統の基盤的機能を

象徴していた。 
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AlvFにおいては、肺胞上皮（AT2）の接着を直接助

ける NPNT (Nephronectin) や、上皮支持シグナルを

担う FGFR4、および脂質代謝酵素 CES1 を強力に

発現しており、ヒト型 MANC (Mesenchymal Alveolar 
Niche Cell) の形質を再現していた。さらに本解析で

は、心肺の発生に関与する GJA5 (Connexin 40) が 
AlvF 優位に認められた。これは、AT2 と密接に接触

し、細胞間コミュニケーションを介して上皮の分化

や恒常性を直接支持する機能を裏付けるものである。

特筆すべきは、マウスで顕著な脂質貯蔵型

（Lipofibroblast）の指標である PLIN2, PPARG, LRAT, 
RBP1 がブタでは完全に陰性であった点である。し

かし、脂質輸送を担う APOE, LPL, FABP4 の発現は

認められ、ブタはヒトと同様に「貯蔵」ではなく「能

動的な代謝・輸送」によって肺胞環境を制御する代

謝活性型ニッチを有していることが判明した。 
一方で、血管や隔壁境界部に局在するVascFにおい

ては、細胞骨格制御に関わる DOCK4 や、微小管モ

ータータンパク質 KIF26B、マトリックス修飾酵素 
UST、さらに血管走行の誘導に関わる受容体 GRID2, 
PTPRD 、 お よ び ECM 微 細 調 節 因 子 で あ る 
ADAMTSL1, ADAMTS17 の特異的な集積が認めら

れた。これは、肺胞壁から血管走行路へと移行する

微細な解剖学的境界において、血管ネットワークの

構築や維持を物理的・分子的にガイドする専門的な

役割を担っていることを示唆している。 
 

5-4. 筋線維芽細胞系譜：物理負荷適応とニッチ形成

（別紙３図4,5） 

Myofibroblast（MyoF）系譜として同定された 
Ductal_MyoF と  Bronchial_MyoF は、共通して 
WIF1, GREM1, CLDN11, WNT11, FGF18 といったシ

グナル調節因子を発現していた。両者は共に 
ACTA2, TAGLN, MYH11 といった収縮関連マーカ

ーを豊富に保持する一方で、中間径フィラメントで

ある DES (Desmin) が陰性であるという、成熟平滑

筋細胞とは一線を画す「生理的筋線維芽細胞」とし

ての共通シグネチャーを提示した。 
Ductal_MyoF（肺胞管入口部の括約筋） において

は、Hedgehogシグナルの抑制因子 HHIP や Wnt拮
抗因子 WIF1 を高発現していた。これらは気道と肺

胞の接続部において、幹細胞ニッチの恒常性を保つ

ニッチとして機能していることが推測された。 対照
的に、気道周囲に局在する Bronchial_MyoF におい

ては、PDZRN4, KCNQ5, TRPC4 の特異的な発現が新

規に同定された。これらの遺伝子群は機械刺激受容

やカルシウムチャネル制御に関与しており、気道の

収縮・拡張に伴う物理的な負荷に動的に適応するた

めの専門的なプログラムを保持していることが示さ

れた。 
 

5-5. 軸位間質系譜：中枢気道領域の免疫制御ハブ

（別紙３図4,5） 

Axial_MyoF（軸位間質線維芽細胞） は、主に領域

Ｃ（中枢気道・大血管領域）に極めて特異的に局在

するクラスターとして同定された。本細胞は血管平

滑筋細胞（VSM）や周細胞（Pericyte）と共通のシグ

ネチャー（NOTCH3, DES 等）を呈する一方で、免疫

細胞の動員を司るケモカイン CCL19, CCL2 を極め
て強力に産生している点が最大の特徴である。 
解剖学的に中枢側の太い気管支を包む軸位間質に

位置する本細胞は、石綿等の有害物質吸入時に、リ

ンパ系へと続く道筋でマクロファージやリンパ球を

動員する免疫制御ハブとしての役割を担っていると

推測される。これはヒトの太い気道で見つかってい

る IR-fibro と相同な細胞であり、中枢側における初

動の免疫応答を統御する重要なニッチとして機能し

ている。 
 

5-6. 空間オミクスによる病変部位の分子動態（別紙

３図9-11） 

マイクロミニピッグに CWAAP を肺内投与後 3ヶ
月回復期間をおいた後に解剖したホルマリン固定パ

ラフィン標本を用いた。事前にエラスティカヴァン

ギーソン染色にて病変部を病理観察した結果、広義

間質に線維性肥厚が観察される一方で、肺胞領域で

は著変は認められなかった（図 9A）。細気管支と

細動脈で構成さえる軸位間質（図 9B）及び小葉間

隔壁（図 9C）では、顕著な膠原線維の増加が観察

され間質の肥厚が認められると共に、弾性線維も散

見された。また、これらの線維性肥厚病変は一部で

繋がっており（図 9A）、臨床で散見される架橋線

維化も生じていることが明らかとなった。 
CWAAP投与後の病理組織において認められた病

変部位を含む肺組織に対して、空間オミクス（図10）
を解析した。その結果、肺組織からは病変部からも

十分量遺伝子が検出されており、クラスター解析の

結果、合計35のクラスターが同定された。さらに、

クラスター毎に局在を検討した結果、クラスター 1 
のマーカーであり、線維化の指標となる COL3A1 
が病変部に局在し、さらに PI16 陽性細胞が高度に

集積していることを同定した。これにより、外膜由

来系譜が空間的な病変形成の中心的な役割を担って

いることが実証された。次に個別の遺伝子局在につ

いて検討した（図11）。広義間質病変部（ピンクのア

ノテーション内）では、クラスター１のマーカーで

あり、線維化のマーカーでもあるCOL3A1が局在し

ていることが明らかとなった。さらにAdvF/InflamF
のマーカーでもあるPI16が病変部で特徴的に発現し

ており、これらの結果から広義間質病変内にはPI16
陽性細胞が増加し存在することが明らかとなった。

一方でAlvF/VascularF の特徴的マーカーである

COL13A1の発現は正常肺胞組織に限局して局在し

て い た 。 さ ら に 、 DuctalMyoF, BronchialMyoF, 
AxialMyoF, ASM, VSM, ArtSMC, Pericyteのブロード

マーカーであるMYH11は、病変部にも正常肺胞組織



 17 

にも同程度局在しており、疾患部位特異性は認めら

れなかった。 
以上の結果より、外膜由来系譜が空間的な病変形

成の中心に存在することを確認した。 
 

Ｄ. 考察 

本研究により、R7年度に検討した大部分の増粘

剤は、一定の粘性が確認される濃度で家畜ブタに投

与したにもかかわらず、顕著な肺障害性を示さない

ことが明らかとなった。特にキサンタンガム、カル

ボキシメチルセルロースナトリウム（CMC-Na）、グ

アーガム等の食品・医薬品グレードの天然由来増粘

剤は、アクリル酸ポリマー（100CLPAH）を凌駕する

粘度条件下であっても、肺に著明な病理組織学的変

化を認めなかった。この事実は、増粘性（物理的特

性）のみが肺障害を引き起こす決定因子ではなく、

物質の化学構造やそれに起因する特異的な細胞応答

が、毒性発現の本質であると考えられる。 

一方で、アクリル酸ポリマー間での比較において

は、架橋度および粘性が最も高い 100CLPAH が、非

架橋型（PAH）や低架橋型（1CLPAH、10CLPAH）と比

較して明らかに強い線維原性を示した。100CLPAH 

投与肺では 100µm 以上の厚みを持つ膠原線維束が

錯走する重篤な病変が認められ、増粘性が高い物質

ほど病変部位における滞留性が増し、肺障害の強度

を高める重要な因子となる可能性が示唆された。 

in vitro 評価系においては、新たに樹立した日

本人肺由来不死化細胞（HLCs2N-K4DT）が、従来の 

A549 細胞と比較してアクリル酸ポリマーに対し約 

2 倍以上の高い毒性検出感度を示した。これは、よ

りヒトの生理的条件に近い高精度な有害性予測が可

能になったことを意味し、動物実験の代替・補完手

法として極めて有用である。さらにブタ肺を用いた

先進医学解析により、ヒトのポリマー肺の特徴であ

る「広義間質（軸位間質や小葉間隔壁）」の線維化

部位において、PI16 陽性の外膜線維芽細胞系譜が

「病的ニッチ」として高度に集積・動員されている

ことを世界で初めて空間的に実証した。特にこれら

外膜由来系譜が病変形成の中心に存在するという知

見は、難治性である職業性肺疾患の機序解明におけ

る極めて重要な進展である。 

 

Ｅ. 結論 

R7年度の研究を通じ、以下の重要な知見を得

た。 

1. 安全性の高い増粘剤の同定: 食品、医薬品、化
粧品業界で広く使用される天然由来増粘剤（キサ

ンタンガム、CMC-Na、グアーガム等）について、高

粘度条件下での肺内投与においても呼吸器有害

性が極めて低いことを、ヒトに近い構造を持つブタ

モデルを用いて実証した。 

2. アクリル酸ポリマーによる急進的病変の再現: アク
リル酸ポリマーにおいては、架橋の有無や強度に

かかわらず、投与後わずか 1 ヶ月で肺胞構築の

破壊と顕著な線維性病変を誘発し、強い肺疾患原

性を有することを確認した。 

3. 病変の慢性化プロセスの解明: 3 ヶ月間の長期
観察の結果、非架橋型（PAH）で見られた初期の上

皮性変化は減衰し、最終的には架橋型と同様に

「広義間質」を主座とする慢性線維化病変へと移行

した。これにより、架橋の有無は初期病変に差異を

もたらすものの、さらなる時間経過後には質的に共

通した不可逆的な慢性線維化に至ることが明らか

となった。 

4. 高感度 in vitro 評価系の確立: 新たな日本人

肺由来不死化細胞を用いた短期毒性評価手法を

確立し、複数のアクリル酸ポリマーに対する直接的

な細胞傷害性を A549 細胞よりも鋭敏に検出し得

ることを示した。 

以上の成果は、レオロジー特性と化学構造に基づ

いた増粘剤のカテゴリー評価系を構築するための科

学的基盤となるものであり、労働現場における呼吸

器疾患の予防およびリスク管理の高度化に大きく寄

与することが期待される。 
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別紙 1 
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別紙２ 
 
Immortalized human lung cells: HLCs2N cells 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 1. Characterization of HLCs2N-K4DT cells by Western blot analysis. 

Cell line Construction  

HLCs2N-T TERT 
HLCs2N-K4DT TERT/ CDK4R24C + Cyclin D1 
HLCs2N-K4T TERT/ CDK4R24C 

HLCs2N-Tet-K4DT TERT/ EpCAM promoter-TetOff (CDK4R24C + Cyclin D1） 
HLCs2N-Tet-K4T TERT/ EpCAM promoter-TetOff (CDK4R24C） 



 25 

 
 

 
 
Figure 2. Dose–response curves and LC50 values of all tested chemicals in (A) human lung 
adenocarcinoma cells (A549) and (B) immortalized human lung cells (HLCs2N-K4DT). 
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Table 1. Cytotoxicity of PAH and CLPAH in A549 and HLCs2N-K4DT cells 

Chemicals 
A549 cells HLCs2N-K4DT cells 

Concentration 
range (mg/ml) a 

LC50 
(mg/ml) 

Concentration 
range (mg/ml) a 

LC50 
(mg/ml) 

PAH 6 – 10 7.70 1 – 5 3.09 
1 CLPAH 4 – 8 7.01 1 – 5 2.72 
10 CLPAH 4 – 8 6.94 1 – 6 2.73 
20 CLPAH 2 – 8 6.25 1 – 6 2.76 
100 CLPAH 0.5 – 2.5 > 2.50* 0.5 – 2.5 > 2.50# 

a Concentration range used for caculation of LC50. 
* Cell viability at 2.5 mg/mL was 100.4%. 
# # Cell viability at 2.5 mg/mL was 99.3%. 
PAH: polyacrylic acid, CLPAH: cross-linked polyacrylic acid. 
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図8 Stereo-Seq OMNIのワークフロー
（出典：Li, Z., et al. (2025). Cell, 188(23), 6554-6571.e21. 
doi:10.1016/j.cell.2025.08.008 より引用/改変）
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【研究成果の概要】 

Ａ．研究目的 

 本研究は、増粘剤、特にアクリル酸ポリマーを

中心とした有機高分子化合物について、その肺障害

リスクを物理化学的特性（レオロジー特性）と生体

影響の両面から体系的に評価することを目的とす

る。 

 具体的には、日本で労災事案となった架橋型ア

クリル酸系水溶性高分子化合物を含む各種増粘剤を

対象とし、バイオレオロジーの観点からその流動・

力学挙動を分類するとともに、ヒト由来細胞および

ブタを用いた評価により、有害性との相関関係に関

する基盤的知見の構築を目指す。 

 本研究項目では、これらの検討に資するため、

投与候補物質のレオロジーデータを網羅的に取得す

る。最終的には、レオロジー特性に基づき、労働者

に生じうる肺障害リスクを評価可能とすることを目

標とする。 

 

 

 

 

Ｂ．研究方法 

１．被験物質 

日本の災害事案に関連するアクリル酸ポリマー

（Cas RN:9003-01-4）および、食品用途で広く使用

されている増粘剤を選定した。 

アクリル酸ポリマーについては、非架橋型

（PAH）および架橋度の異なる 4種類（1CLPAH、

10CLPAH、20CLPAH、100CLPAH）を用いた。 

食品系増粘剤としては、キサンタンガム（Cas 

RN: 11138-66-2）、グアーガム（Cas RN: 9000-30-

0）、κ-カラギーナン（Cas RN: 11114-20-8）、 

λ-カラギーナン（Cas RN: 9064-57-7）、カルボキ

シメチルセルロースナトリウム（CMC-Na, Cas 

RN:9004-32-4）、メチルセルロース 4,000

（MC4000, Cas RN:9004-67-5）、メチルセルロース 

15（MC15, CasRN:9004-67-5）、ヒドロキシプロピ

ルメチルセルロース（HPMC, Cas RN:9004-65-3）、

およびペクチン（CasRN:9000-69-5）を対象とし

た。 

 

 

研究要旨 
本研究では、増粘剤、特にアクリル酸ポリマーを中心とした有機高分子化合物について、その肺障害

リスクを物理化学的特性（レオロジー特性）と生体影響の両面から評価することを目的とした。本分担

研究では、後続の細胞試験および動物試験に用いる被験物質の基礎データとして、各種増粘剤の粘度特

性を網羅的に評価した。	
対象としたのは、日本の労災事案に関連するアクリル酸ポリマー（非架橋型および架橋度の異なる複

数種）ならびに、食品用途で広く使用されているガム類やセルロース系増粘剤等である。各物質につい

て、溶解限界を考慮した濃度条件でレオメーターによる粘度測定を実施した。	
その結果、いずれの物質においても、力が加わるほど流れやすくなる性質が認められた。また、メチ

ルセルロースやガム系は高い粘度を示し、アクリル酸ポリマーは全体としてそれらより低粘度であった

が、架橋度の増加に伴い粘度が上昇する傾向が確認された。	
これらの結果から、増粘剤の流動特性は化学構造、とりわけ架橋構造の違いに強く依存することが示

された。本研究で得られたレオロジー特性は、肺内での物質の挙動や生体影響を理解するための基礎情

報となるものであり、今後の細胞試験および動物試験との統合的解析により、物性に基づく肺障害リス

ク評価への展開が期待される。	
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２．レオロジ―測定前の検討 

レオロジー特性評価では、各物質について溶解限

界を考慮した濃度条件を設定（グアーガム、キサン

タンガム、κカラギーナンおよびλカラギーナンは

2 mg/mL、その他は 10 mg/mL）した。なお、当初は

毒性比較の観点から、すべての被験物質を同一濃度

（10 mg/mL）で投与する条件を想定し、予備検討を

実施した。その結果、キサンタンガムおよびグアー

ガム等のガム系増粘剤、ならびにκ-カラギーナン

およびλ-カラギーナンについては、10 mg/mLでは

ゲル化し流動性を失うため、均一な懸濁液として調

製することが困難であり、ブタ肺への投与には適さ

ないことが確認された（図１）。一方、これらの物

質は 2 mg/mLでは流動性を保持し、投与可能な状態

で調製できることが確認された。他の物質について

は 10 mg/mLにおいても投与可能な状態を維持し

た。 

 
図１:	高濃度条件における増粘剤の状態	

キサンタンガム（10	mg/mL）の例を示す。本条件ではゲル

化により流動性を失い、均一な懸濁液として調製することが

困難であり、肺内投与には適さない状態であった。	
 

 以上の結果を踏まえ、本研究では各物質の溶解性

および投与可能性を考慮し、ガム系およびカラギー

ナン類は 2 mg/mL、その他は 10 mg/mLの条件で評

価を行うこととした。 

 

３. レオロジ―測定方法 

高性能回転型粘弾性測定装置 ARES-G2 レオメータ

ーを用いて粘度測定を 3回以上反復で実施した（図

３）。計測ジグには直径 50mmのコーン-プレートを

用い、せん断速度を 0.1 から 100s-1 まで掃引する

ことにより粘度計測を実施した。コーン-プレート

を用いることにより、試料には均一なせん断流動を

与えることが可能となる。図 2 はレオメーターを用

いた粘度計測の様子である。各種被験物質は適量を

スポイトでとり、温度 37℃に保たれた平面ステー

ジ(プレート)上に垂らした。被験物質を上からコー

ンで挟み、その後、温度が安定になるのを待ってか

ら粘度計測を開始した。 

 

 

 
図２: 高性能回転型粘弾性測定装置 

ARES-G2 レオメーター 

 

４. 倫理面への配慮 

本実験は、科学的正当性と信頼性（研究不正の防

止に関する教育の受講、再現性の確保や透明性の担

保）及び社会的責任と安全・環境への配慮、化学物

質管理法、労働安全衛生法、など、関係する法律や

規制を遵守して行われた。 

 

Ｃ．研究結果 

各投与候補物質のレオメーターによる粘度測定結

果を図３および別紙 1 に示す。いずれの物質におい

ても、流れやすさに関係する条件（せん断速度）の

増加に伴い粘度が低下する傾向が認められた。すな

わち、力が加わると流れやすくなる性質を有する

（非ニュートン流体としての挙動を示す）ことを確

認した。 

なお、各物質の投与濃度については、事前検討の

結果に基づき設定した。ガム系増粘剤およびカラギ

ーナン類は 10 mg/mLではゲル化し流動性を失うた

め投与が困難であったが、2 mg/mLでは投与可能な

状態であった。一方、その他の物質は 10 mg/mLに

おいても流動性を維持していた。 

物質間の比較では、メチルセルロース（MC4000、

MC15）およびガム系（キサンタンガム、グアーガ

ム）が全体として高い粘度を示した。一方、アクリ
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ル酸ポリマー群はこれらと比較して相対的に低粘度

であったが、架橋度の違いに応じた明確な差が認め

られた。アクリル酸ポリマーにおける粘度の順位

は、100CLPAH > 20CLPAH > 10CLPAH > 1CLPAH > 

PAHであり、架橋度の増加に伴い粘度が上昇する傾

向が一貫して確認された。非架橋型である PAHは最

も低い粘度を示した。 

 

 
	

図３:	各増粘剤の粘度測定結果（平均値）	
各物質について、溶解限界を考慮した濃度条件（ガム系・カ

ラギーナン類：2	mg/mL、その他：10	mg/mL）で測定し

た。横軸はせん断速度（流れに加わる力の指標）、縦軸は粘

度を示す。多くの物質で、応力が加わるほど粘度が低下し、

流れやすくなる傾向が認められた。また、物質間で粘度に明

確な差がみられた。	
 

なお、本研究では各物質の溶解限界を考慮し、ガ

ム系およびカラギーナン類は 2 mg/mL、その他は 10 

mg/mLの条件で測定を行った。このため絶対値の単

純比較には制約があるものの、実際の投与条件を想

定した場合の流動特性の相対比較として有用な結果

が得られた（表１）。 
 

Ｄ. 考察 

本研究により、増粘剤のレオロジー特性は化学構

造、とりわけ架橋構造に強く依存することが示され

た。アクリル酸ポリマーにおいては、架橋度の増加

に伴い三次元ネットワーク構造が強固となり、溶媒

中での分子運動が制限されることで粘度が上昇した

と考えられる。 

 一方、メチルセルロースやガム系多糖は比較的低

濃度条件においても高粘度を示しており、分子鎖の

絡み合いや水和構造の形成が流動特性に大きく寄与

している可能性が示唆される。 

 重要な点として、本研究の測定条件は各物質の溶

解性および実際の投与条件を考慮して設定してお

り、必ずしも同一濃度での比較ではない。この点は

厳密な物性比較の観点では制約となるが、生体影響

評価においては「実際に投与されうる状態での物

性」を反映しているという点で意義がある。なお、

本研究における濃度設定は、単なる物性比較ではな

く、実際に肺内へ投与可能な状態を確保するための

事前検討結果に基づいており、生体影響評価との関

連付けを重視した条件設定である。特に肺内におけ

る沈着後の挙動（分散性、クリアランス、局所滞

留）には粘度が影響する可能性があり、本条件での

比較は毒性評価との関連付けに有用であると考えら

れる。 

 

表１. 投与候補物質の増粘性順位付け

 
 

さらに、すべての試験物質において外から力が加

わると流れやすくなる性質（シアシニング挙動）が

確認された。このことは、呼吸運動や気流などの動

的環境下で粘度が変化しうることを示唆しており、

投与後の肺内挙動を考える上で重要な知見である。 

本研究で得られたレオロジー特性と、細胞系およ

びブタモデルにおける炎症・線維化等の生体応答と

の関連を解析することで、物性と毒性の関係性をよ

り明確にする必要がある。 

 
Ｅ. 結論 

本研究により、増粘剤のレオロジー特性は物質ご

とに大きく異なり、特にアクリル酸ポリマーにおい

ては架橋度が粘度を規定する主要因であることが明

らかとなった。 

また、実際の投与条件を考慮した濃度設定におい

ても、各物質の流動特性には明確な差異が認めら

れ、これらの特性が生体内での挙動および肺への影

響に関与する可能性が示唆された。 

以上より、本研究で取得したレオロジーデータ

は、後続の in vitroおよび in vivo試験における
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結果解釈の基盤となるとともに、将来的な物性に基

づく肺障害リスク評価の確立に資する重要な基礎デ

ータであると考えられる。 
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別紙１．Rheological measurement 
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労災疾病臨床研究事業費補助金 
令和 7 年度分担研究報告書 

 
架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物および増粘作用を有する類縁合成高分子化合 

物の粉体に対する呼吸器疾患に関する研究（250401-03） 
分担研究項目：家畜ブタを用いた肺内投与実験  

 
研究代表者 梅田ゆみ 労働安全衛生総合研究所 病理グループ 部長 
研究分担者 山野荘太郎 労働安全衛生総合研究所 病理グループ 上席試験研究員研究分担者

新井佐知子 麻布大学 獣医学部 産業動物内科学研究室 講師 
研究分担者 風間 啓 麻布大学 獣医学部 産業動物内科学研究室 助教 
研究分担者 志賀崇徳 麻布大学 獣医学部 病理学研究室 助教 

 
 

【研究成果の概要】 
Ａ．研究目的 
 本研究は、架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合

物をはじめとする各種増粘剤について、肺内投与に

よる呼吸器影響の有無およびその特徴を広く把握す

ることを目的とする。これらの物質は食品および工

業用途で広く利用されている一方で、国内において

粉体吸入に関連すると考えられる肺障害の報告があ

り、物質ごとの影響を整理する基礎的知見の蓄積が

求められている。 
 本分担研究では、ヒト肺の解剖学的特徴に近い家

畜ブタを用い、各種増粘剤を肺内に単回投与し、投

与後の肺内分布、炎症反応および線維化の有無を、

CT画像および病理組織学的手法により評価する。

投与条件は各物質の溶解性および投与可能性を考慮

し、可能な範囲で高濃度条件を設定することで、影

響の有無を把握するための探索的な検討を行う。ま

た、左右肺に異なる物質を投与する実験系を採用す

ることで、個体差の影響を低減しつつ効率的な比較

を可能とする。 
 
 本研究は、増粘剤の影響を広く把握するための基

礎的検討として位置付けられるものであり、今後、

特徴的な影響が認められた物質については、マイク

ロミニピッグを用いた 3 か月間の観察期間をおいた

実験に展開し、より詳細な毒性評価を実施する予定

である。最終的には、得られた知見を基に、増粘剤

による肺障害の特徴を体系的に整理することを目指

す。 
 
 
 

研究要旨 
本研究では、架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物を含む各種増粘剤について、肺内投与による呼

吸器影響の有無およびその特徴を探索的に評価した。 
ヒトの肺と解剖学的特徴が類似する家畜ブタを用い、各種増粘剤を単回肺内投与した。対象物質は、

非架橋型アクリル酸ポリマー（PAH）、架橋度の異なるアクリル酸ポリマー（1CLPAH、10CLPAH、

100CLPAH）、および食品用途で広く使用される天然物由来増粘剤（キサンタンガム、グアーガム、

MC4000等）計 12種類である。投与 1 か月後に、HRCT画像診断、病理解剖および病理組織学的解析を

実施した。 
アクリル酸ポリマー投与群では、HRCT 上で投与部位に一致したコンソリデーションが認められ、病

理解剖では肺表面の陥没や割面での白色斑形成が観察された。病理組織学的には、肺胞構造の破壊的リ

モデリングに加え、小葉間隔壁や肺胞領域の線維性病変が共通して認められた。特に、架橋度と粘性が

最も高い 100CLPAH では、100µm以上の厚みを持つ線維束が錯走する極めて強い線維増生が確認され

た。一方、食品系増粘剤群では、高粘度条件での投与であっても、CT および病理組織学的な著変は認

められなかった。また、いずれの物質においても肺臓器以外への明らかな影響は認められなかった。 
従って、アクリル酸ポリマーは、架橋の有無に関わらず強い肺疾患原性を有し、特に架橋度や増粘性

が高いほど病変が持続的に進展する可能性が示唆された。対照的に、食品系増粘剤で病変が認められな

かった事実は、肺障害の本質が粘性そのものではなく、物質の化学構造や細胞応答に依存する可能性を

示している。また、本実験モデルは動物の一般状態を悪化させずに局所病変を評価可能であり、動物福

祉（3R）の観点からも有用な評価手法である事が確認された。以上の知見は、増粘剤の吸入曝露による

呼吸器系への健康影響リスクをスクリーニング評価するための体系化に向けた重要な基礎的知見とな

る。 
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Ｂ．研究方法 
 
1. 使用動物と投与物質 
家畜ブタは株式会社シムコ（千葉）より導入し

た。馴致期間を経てたのち，実験を実施した。 
投与被験物質として、災害事案に関連するアクリ

ル酸ポリマー（Cas RN:9003-01-4）および食品用途

で広く使用されている増粘剤を選定した。アクリル

酸ポリマーについては、非架橋型（PAH）および架

橋度の異なる 3種類（1CLPAH、10CLPAH、

100CLPAH）を用い、食品系増粘剤としては、キサ

ンタンガム（Cas RN: 11138-66-2）、グアーガム

（Cas RN: 9000-30-0）、κカラギーナン（Cas RN: 
11114-20-8）、λカラギーナン（Cas RN: 9064-57-
7）、カルボキシメチルセルロースナトリウム

（CMC-Na, Cas RN: 9004-32-4）、メチルセルロース 
4,000（MC4000, Cas RN:9004-67-5）、メチルセルロ

ース 15（MC15, Cas RN:9004-67-5）、ペクチン

（Cas RN:9000-69-5）を対象とした。 
レオロジー特性評価では、各物質について溶解限

界を考慮した濃度条件を設定（グアーガム、キサン

タンガム、κカラギーナンおよび λカラギーナンは

2 mg/ml、その他は 10 mg/ml）し、レオメーターを

用いて粘度測定をした。それぞれの投与候補物質の

レオメーターによる粘度測定結果から、家畜ブタを

用いた肺内単回投与実験を実施した。12種類の増

粘剤について、1 物質 1濃度とし、左右肺に異なる

物質を投与することで、個体数を最小限に抑えつつ

広範な影響評価を行った。なお、粘度の高い物質を

同一個体の両肺に投与することで、状態の悪化を招

く可能性を考慮して表１に示す組み合わせで投与し

た。 
 

2. 投与方法 
対象動物にブトルファノール（明治アニマルヘル

ス，熊本），メデトミジン塩酸塩（共立製薬，東

京）およびミダゾラム（日医工，富山）による三種

混合麻酔薬(MMB)を 0.1ml/kg頸部筋肉注射にて投

与したのち、チアミラールナトリウムを耳静脈より

投与して意識消失を確認後、開口し気管支鏡で右お

よび左中後葉の１次気管支を確認しながら、ブロッ

カーチューブを留置し、対象物質を投与した。被検

物質の逆流を防ぐ為、投与後約 3 分留置を維持し、

逆流がないことを内視鏡で確認後カテーテルを抜去

した。 
 
3. 安楽死 

1 か月の観察の後、麻布大学における当該委員会

で承認された方法で動物を安楽死させた。家畜ブタ

は株式会社シムコ（千葉）より導入し、メデトミジ

ン+ミダゾラム+ブトルファノールによる三種混合麻

酔薬(MMB)の頸部筋肉内投与（0.1ml/kg）で鎮静

後、耳介静脈よりチアミラールナトリウム 
（100mg/kg）を 21G 翼状針で投与し、意識消失を

確認し、直ちに CT撮影後、腋窩動脈より放血殺し

た。 
 
4. CT撮像 
被験物質投与 1 か月（解剖前安楽殺後）に胸部

CTイメージを取得した。 
撮影の当日は絶食とした。ブトルファノール（明

治アニマルヘルス，熊本），メデトミジン塩酸塩

（共立製薬，東京）およびミダゾラム（日医工，富

山）による三種混合麻酔薬(MMB)の筋肉内投与

（0.1ml/kg）で鎮静後，チアミラールナトリウム

100mg/kg を耳介静脈から注入し、呼吸停止を確認

後ただちに Aquilion Exceed LB 80列 CT（Canon 
Medical Systems）で 胸部 CTイメージを獲得した。 

 
5. 解剖およびサンプリング 
全身臓器の状態を肉眼的に観察したのち、投与部

位の肺後葉を摘出した。摘出した肺は 10%中性緩衝

ホルマリン液を気道より注入し、その後浸漬固定し

た。加えて、肉眼的に変化の見られた臓器も 10%中
性緩衝ホルマリン液にて浸漬固定した、検索に供し

た。 
 

 
表１.家畜ブタを用いた単回肺内投与 

 
 
 

 
  

250720 250727 解剖⽇
No.8 7.42kg 8.8 20250721 20250821 カルボキシメチルセルロースナトリウム 10mg/kgBW ペクチン   10mg/kgBW
No.9 7.32kg 8.58 20250728 20250828 グアーガム 2mg/kgBW λ-カラジーナン  2mg/kgBW
No.10 7.18kg 8.78 20250728 20250828 100CLPAH 10mg/kgBW κ-カラジーナン 2mg/kgBW
No.6 7.06kg 8.06 20250728 20250828 メチルセルロース 15  10mg/kgBW 10CLPAH 10mg/kgBW
No.13 6.82kg 7.96 20250728 20250828 キサンタンガム 2mg/kgBW 1CLPAH 10mg/kgBW
No.5  6.64kg 7.42 20250728 20250828 メチルセルロース 4,000  10mg/kgBW PAH 10mg/kgBW

豚No. 投与⽇ 粘度 左後葉粘度右後葉
体重
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5．病理組織解析方法 
１）ホルマリン固定パラフィンブロック作製 
固定した肺は、カセットに入るサイズ（約 2.5 cm
×2 cm または、4 cm×5.5 cm）に再度切り出しを行

い、ホルマリン後固定を実施し、パラフィン包埋工

程へと進めた。 
パラフィン包埋工程としては、後固定終了後軽く水

洗し、70%エタノールに 6時間浸漬後、密閉式自動

固定包埋装置（サクラファインテックジャパン

（株）製 VIP-6AI）を用いて 100％エタノールⅠ～

Ⅶ、キシレンⅠ～Ⅲ、パラフィンⅠ～Ⅳを各２時間

にて処理し、パラフィン包埋ブロックを作製した。 
パラフィン包埋ブロックは、薄切機（リトラトーム 
REM-710, 大和光機株式会社）にて約 3～4 µm厚で

薄切して FFPE 病理切片を作製した。スライドガラ

スは松浪 FINE FROST（松浪硝子工業株式会社）、

カバーガラスは武藤化学株式会社製を使用した。 
 
２）染色法 
H&E染色を実施した。 

H&E染色は脱パラフィン、水洗後 2倍のカラッ

チヘマトキシリンにて室温 10 分間染色し、0.5％塩
酸/70％アルコール溶液にて分別後、流水にて約 10
分間色出しを実施した。エオジンはエオジン Y を

用いたエオジン水溶液にて室温で 3 分間染色し、エ

タノールにて分別・脱水、キシレンにて透徹後マリ

ノール（武藤化学株式会社）を用いて封入した。 
① 脱パラフィン・水洗 
② 2倍カラッチヘマトキシリン液・・・10 分 
③ 水洗 
④ 0.5％塩酸/70％アルコール溶液（分別）・・・軽

く 
⑤ 水洗（色出し）・・・10 分 
⑥ 70％エタノール・・・1 分 
⑦ エオジン水溶液・・・3 分 
⑧ エタノールⅠ～Ⅶ（脱水・分別） 
⑨ キシレンⅠ～Ⅶ（透徹）・・・各１分 
⑩ マリノール（武藤化学株式会社）（封入） 
 
 
6. 倫理面への配慮 
本実験は、麻布大学動物実験委員会で承認された

方法で実施された（承認番号 250616-1）。 
 

 
Ｃ．研究結果 
1. 状態観察 
投与したブタは、気管支内投与後の個別体調管理

および、発咳などで投与基剤が気管支から胃内へ逆

流し、糞に残留する可能性を考慮し、投与後 1週間

は個室管理にて糞尿の完全回収を行った。１週間

後、体調に問題が無い場合は、その後群飼育へと移

行した。実験中に呼吸困難で死亡した個体はいなか

った。No.8 は投与後 Day3 に発咳、No.6 は投与後

Day1～6 で活力の低下および食欲不振が見られた

が、その後回復した。各個体の体重の推移は図 1 の

とおり。参考値として示した、当大学で飼育した肺

内未投与ブタのデータと比較しても、健康な未投与

ブタと遜色なく発育していることが確認された。 
 

 
 

図１. 実験中の体重推移 
 
2. HRCT画像診断 
アクリル酸ポリマー投与（PAH, 1CLPAH 

10CLPAH, 100CLPAH）肺では、HRCT 上で投与部

位に一致したコンソリデーションが認められた。代

表的な画像を図２に示す。1CLPAHを投与した家畜

ブタの肺では、広範囲なコンソリデーション、隔壁

の肥厚、一部網状影を認めた。投与した 1CLPAHに

よる重篤な肺障害が示唆され、網状影から、小葉間

隔壁・肺胞隔壁の肥厚を伴う線維化への移行が疑わ

れた。 

 
図２. 1CLPAH（左肺）を投与した家畜ブタ胸部

HRCT画像 
左肺に広範囲なコンソリデーションを認める（＊）。
周囲の隔壁は肥厚し（黄矢印）、網状影を認める（赤
矢頭）。 
 
一方で、キサンタンガム、グアーガム、κカラギー

ナン、λカラギーナン、カルボキシメチルセルロー

スナトリウム、メチルセルロース 4,000、メチルセ

＊
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ルロース 15、ペクチンを投与した肺では、著変を

認めなかった。 
 
3. 解剖 
病理解剖時の肺の肉眼的観察からは、非架橋型ア

クリル酸ポリマー（PAH）および架橋型アクリル酸

ポリマー（100 CLPAH、10 CLPAH、1 CLPAH）を

投与した肺に変形や表面の陥没がみられた（図３及

び４の左上段）。肺葉はいずれの動物も CT の横断

像と対比しやすい方向に切り出し、その割面を観察

した。非架橋型および架橋型アクリル酸ポリマーを

投与した肺の割面に白色斑が確認された（図３及び

４の右上段）。一方、食品系増粘剤を投与した肺は

CT 観察時同様に、全て剖検時においても切り出し

時の観察においても著変は認められなかった。 
なお、病理解剖を実施した家畜ブタ 6頭につい

て、肺以外の臓器を観察したところ、動物番号

No.6、No.9 および No.13 において心臓の心外膜お

よび心内膜に出血が認められた（図５）。その他の

臓器には肉眼的著変は認められなかった。 
心臓については、以下の手順で切り出しおよび記

録を行った（図５）。まず、心臓外観を撮影した

後、縦断切開を加えて内部構造を撮影した。次い

で、心腔内の血餅を除去した後に再固定を行い、再

度縦断面を撮影した。その後、心尖部から約 3～3.5 
cm 上方の位置で横断切開を実施した。 
さらに、出血が認められた個体については、肺動

脈から房室間溝近傍にかけて右心室を一部縦断し、

病変部の観察を行った。また、右心房および左心房

については、それぞれ心房端を切断したうえで撮

影・記録を行った。 
 

 
図３. 家畜ブタの肺肉眼像と HE ルーペ像 
左上段：肺全体肉眼像、左肺後葉は変形し、陥没も見
られる（矢印）。左下段：PAH を投与した左肺後葉の
切り出し写真。右上段：切り出された肺の拡大。右下
段：No4-①の HE 標本ルーペ像。 
 

 
図４. 家畜ブタの肺肉眼像と HE ルーペ像 
左上段：肺全体肉眼像、右肺後葉は大きく変形してい
る。左下段：100 CLPAH を投与した右肺後葉の切り出
し写真。右上段：切り出された肺の拡大。右下段：
No.5 の病理組織標本ルーペ像。 
 
 

 
図５. 家畜ブタ（No.9）の心臓肉眼像 
左：心臓全体の肉眼像。主として右心室の心外膜に出

血が認められる。右上段：心臓縦断後の肉眼像。心腔

内に著変は認められない。右下段：右心室切開後の肉

眼像。左図では心内膜および心外膜に出血が認められ

る。右図では横断面において右心室心外膜の出血が認

められる。 
 
4. 病理組織学的解析 

肺における病理組織学的変化として、PAH、

1CLPAH、10CLPAH の 3種における結節病変に共

通して、肺胞構造の破壊的リモデリング、異型腺管

上皮の出現と腔内に被検物質及び貪食細胞の集簇

（図 6, 8, 10）、および周囲の小葉間隔壁の線維性

肥厚（図 7, 9, 11）を共通して認めた。 
一方で、100CLPAH においては、上記 3種のポリ

マーと比較しても明らかに強い膠原線維の増加（図

12）を認め、小葉構造の中心-辺縁を問わず、100um
以上の厚みを持った線維束が錯走して認められた

No.5-Left

PAH
MC4000

No 4-①

Polyacrylic Acid（PAH）

1 2 3 4

5 6 7 8

①

②

病理病理
（免染）

病理

1 2 3 4 5 6 7

8 9 10 11 12

①

②

100 Cross-Linked Polyacrylic 
Acid（100CLPAH）

Histopathology: No2, 5, 7

No 5

No.10-Right

κCarrageenan100CLPAH
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（図 13）。以上の結果より、アクリル酸ポリマー

では、架橋の有無や強度に関わらず、被検物質が投

与された肺末梢領域に対して、強い組織損傷が生

じ、その後の修復反応として線維性リモデリングが

生じていることが観察された。さらに、その組織反

応の強度では、PAH/1CLPAH/10CLPAH と

100CLPAH の間で違いが見られることが明らかとな

った。 
 

 
図６．PAH を投与した家畜ブタの肺，低倍増 
Bar=1mm、HE 染色 
 

 
 
図７．PAH を投与した家畜ブタの肺，高倍増 
矢印: マクロファージ、矢頭: 投与物質、
Bar=250µm、HE 染色 
 

 
図８．1 CLPAH を投与した家畜ブタの肺，低倍増 
IS: 小葉間隔壁、Bar=1mm、HE 染色 
 

 
図９．1 CLPAH を投与した家畜ブタの肺，高倍増 
IS: 小葉間隔壁、矢印: マクロファージ、矢頭: 投与物
質、Bar=100µm、HE 染色 
 

 
図１０．10 CLPAH を投与した家畜ブタの肺, 
低倍増 
IS: 小葉間隔壁、Bar=1mm、HE 染色 
 

 
図１1．10 CLPAH を投与した家畜ブタの肺 
矢頭: 投与物質、Bar=250µm、HE 染色 
 
一方で、キサンタンガム、グアーガム、κカラギー

ナン、λカラギーナン、カルボキシメチルセルロー

スナトリウム、メチルセルロース 4,000、メチルセ

ルロース 15、ペクチンを投与した肺では、投与さ

れた肺領域において顕著な組織反応を認めず、非投

与部位と同様に正常の肺胞、気道、そして繊細な小

葉間隔壁に胸膜が観察された。 
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図１２．100 CLPAH を投与した家畜ブタの肺、低

倍率 
Bar=500µm、HE 染色 
 

 
図１３．100 CLPAH を投与した家畜ブタの肺、高

倍率 
気道周囲の軸位間質とは無関係に錯走する膠原線維束. 
Bar=100µm、HE 染色 
 
 
なお、解剖時に肉眼的に変化が見られた No.6、

No.9 および No.13 の心臓組織標本では、右心室の

心外膜、心内膜ならびに心筋線維間に出血が認めら

れた（図１4）。一方、心筋実質に著変は認められ

ず、冠状動脈および冠微小血管にも明らかな病変は

認められなかった。 
 

 
図１4. 家畜ブタ（No.9）の心臓病理組織像 

右心室心外膜および心筋線維間の出血 HE染色 

Ｄ. 考察 
近年の化学物質の開発加速により食品・医薬品・

工業用品として様々な増粘剤が粉体として扱われて

おり、天然由来と合成化学物質としての増粘剤は、

我々の生活を豊かにしている。本研究班の初年度に

あたるR7年度では、比較的健康影響のリスクが低

いことが見込まれる食品または医薬品等で使用され

ている天然由来および合成化学物質としての増粘剤

に焦点を絞り検討を進めた。 
その結果、キサンタンガム、グアーガム、κカラ
ギーナン、λカラギーナン、カルボキシメチルセル

ロースナトリウム、メチルセルロース 4,000、メチ
ルセルロース 15、ペクチンのいずれにおいても、

様々な程度で増粘性を持つことをレオロジー解析で

確認した上で肺内に投与したにも関わらず、投与部

位での病理組織学的著変を認めなかった。特に、カ

ルボキシメチルセルロースナトリウムとグアーガム

は、100CLPAHと比較しても強い粘性を有する濃度

での投与にも関わらず、著変を認めなかった。これ

らの結果は、肺臓器に対する組織障害または疾患原

性を有する本質は、その物質の化学構造と細胞応答

が重要である可能性を示唆しており、増粘性のみを

持って肺障害を引き起こすものではないことを示す

と共に、吸入曝露を介した健康影響リスクの低い増

粘剤を見出せたものと考えている。 
一方でこれまでの結果と一致して、アクリル酸ポ

リマーでは、架橋の有無や強度に関わらず、強い肺

疾患原性を有することが確認された。特に、架橋度

が本検討の中で相対的に最も強く、増粘性が最も高

い100CLPAHでは、その他のPAH, 1CLPAH, 
10CLPAHと比較しても強い線維原性を有する可能

性が明らかとなった。肺胞領域の組織障害後の修復

パターンとして、PAH, 1CLPAH, 10CLPAHで見られ

た腺管構造と、それを取り巻く細胞外基質によるリ

モデリングに比べ、100CLPAHの太い膠原繊維束の

錯走は、更なる病変の進展を予想させる著変として

考えられた。これらの反応の違いにおいては、増粘

性が寄与している可能性が考えられ、より被検物質

が疾患領域に止まることによる、病態の持続的進展

が推察された。 
一方で、肺臓器以外の重要臓器における病理組織

学的著変は認められず、一般状態の持続的悪化も観

察されていない。これらの事から、本実験手法は、

肺疾患原性の強い化学物質の評価であっても、過度

な個体の一般状態悪化を招きにくい。すなわち、目

的とする局所病変を確実に評価しつつも、実験期間

中の動物のQOL（生活の質）を著しく損なわないと

いう特徴を持つ。これは、国際的な動物福祉の基本

である「3Rの原則」におけるRefinement（苦痛の軽

減）の要請に高度に合致するものであり、不必要な

人道的エンドポイントの適用を回避し得る、動物愛

護的観点からも極めて有用な評価手法であることが

示唆された。 
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なお、粉塵・粒子吸入による心血管系への影響が

報告されていることから、各種増粘剤の肺内投与に

よる心臓および血管系への影響についても組織学的

に精査した。Hadeiら(2020)は、粒子状物質曝露と心

血管影響との関連を報告している。今回の検討で

は、増粘剤投与に起因すると考えられる明らかな心

血管病変は認められなかった。一方、No.6、No.9お
よびNo.13で認められた右心系を主体とする出血病

変については、心筋実質や血管壁に器質的異常を伴

わなかったことから、死戦期の呼吸状態変化や循環

動態変化に伴う非特異的変化である可能性が考えら

れた。 
 
Ｅ. 結論 
家畜豚を用いた本実験条件下において、単回投与

後1ヶ月の観察でも、線維性病変が見出される事が確

認された。加えて、アクリル酸ポリマーの複数種の比

較では、架橋度合と増粘性、および疾患原性に正の関

係を有する可能性が示唆された。加えて、本実験モデ

ルでは肺臓器に対する健康影響リスクの低い増粘剤

を複数種見出すことに成功した。 
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令和 7 年度分担研究報告書 

 
架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物および増粘作用を有する類縁合成高分子化合 

物の粉体に対する呼吸器疾患に関する研究（250401-03） 
分担研究項目：マイクロミニピッグを用いた肺内投与実験  

 
研究代表者 梅田ゆみ 労働安全衛生総合研究所 病理グループ 部長 
研究分担者 山野荘太郎 労働安全衛生総合研究所 病理グループ 上席試験研究員研究分担者 

新井佐知子 麻布大学 獣医学部 産業動物内科学研究室 講師 
研究分担者 風間 啓 麻布大学 獣医学部 産業動物内科学研究室 助教 
研究分担者 志賀崇徳 麻布大学 獣医学部 病理学研究室 助教 

 
 

【研究成果の概要】 
Ａ．研究目的 
前章で実施した家畜ブタを用いた単回肺内投与後 1
か月観察実験では、アクリル酸ポリマー投与群で強

い肺障害性が確認された。 
 本分担研究では、ヒト肺に近い解剖学的特徴を有

し、長期観察にも適したマイクロミニピッグを用い

て、PAH および 100CLPAH を単回肺内投与し、3
か月間の長期観察を行うことで、増粘剤による肺病

変の持続性および慢性化の特徴を明らかにすること

を目的とした。 
 特に、ヒト肺で発達する小葉間隔壁や軸位間質な

どの「広義間質」に着目し、胸部 CT画像による非

侵襲的評価と病理組織学的解析を組み合わせること

で、形成される線維化病変の分布、性状ならびに組

織再構築の特徴について検討した。 
 本研究により、増粘剤肺内投与後に生じる呼吸器

影響の持続性および慢性病変形成に関する基礎的知

見を得るとともに、その病態学的特徴を整理するこ

とを目指した。最終的には、増粘剤による呼吸器障

害の特徴を体系的に理解するための基盤情報を構築

することを目指す。 
 

 
Ｂ．研究方法 
1. 使用動物と投与物質 
マイクロミニピッグを用いた肺内投与実験のう

ち、投与および飼育管理については、富士マイクラ

株式会社（静岡）で実施した。 
マイクロミニピッグ（体重 8-10 ㎏）は富士マイ

クラ株式会社（静岡）より 2頭（個体番号 5143、
5161）導入した。 
本研究では、家畜ブタを用いた単回肺内投与試験

の結果を踏まえ、対象物質として、特徴的な肺病変

を示した非架橋型アクリル酸ポリマー（PAH）およ

び架橋型アクリル酸ポリマー（100CLPAH）を選定

した。投与量は、家畜ブタ試験において重篤な全身

状態悪化は認められなかったものの、肺内に比較的

多量の被験物質残存が観察されたことを考慮し、長

期観察時の過度な局所負荷を避ける目的で、家畜ブ

タ試験の半量に相当する 5 mg/kg BW に設定した。 

研究要旨 
近年、架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物（CWAAP）曝露労働者において、急速進行性の間質

性肺炎および肺線維症が報告されている。本研究では、前章の家畜ブタ 1 か月観察実験で特徴的病変を

示した非架橋型アクリル酸ポリマー（PAH）および架橋型アクリル酸ポリマー（100CLPAH）を対象

に、ヒト肺に近い解剖学的特徴を有するマイクロミニピッグへ単回肺内投与し、3 か月間観察を実施し

た。 
マイクロミニピッグ 2頭に対し、PAH および 100CLPAH をそれぞれ 5 mg/kg BW で肺内投与し、胸部

CT撮影、病理解剖、病理組織学的解析を行った。胸部 CT では、両投与肺後葉に広範囲なコンソリデー

ション、隔壁肥厚、網状影が認められた。病理解剖では、肺後葉表面の陥没変形および白色斑が観察さ

れた。病理組織学的解析では、PAH および 100CLPAH のいずれにおいても、広義間質の線維化病変が

形成されていた。特に肉眼的白色斑部では、正常肺胞構築が消失し、気腔構造が認められず、肺胞領域

がコラーゲン線維およびエラスチン線維を伴う線維組織へ置換されていた。また、その周囲には広範囲

の小葉間隔壁線維化や、小葉間隔壁と軸位間質を連結する架橋線維化も認められた。 
以上の結果により、アクリル酸系増粘剤による肺障害の本質が、広義間質を主座とした慢性線維化病

変形成にあることが示された。今後は、シングルセルゲノム解析および空間オミクス解析を導入し、病

変形成に関与する疾患関連線維芽細胞（病的ニッチ）の解明を進める予定である。 
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2. 投与方法 
対象動物にブトルファノール（明治アニマルヘル

ス，熊本），メデトミジン塩酸塩（共立製薬，東

京）およびミダゾラム（日医工，富山）による三種

混合麻酔薬(MMB)を 0.1ml/kg頸部筋肉注射にて投

与したのち、2～2.5％イソフルランを吸入させて意

識消失を確認後、開口し気管支鏡で右および左後葉

の１次気管支を確認しながら、気管支ブロッカーチ

ューブを留置し、対象物質を投与した（図１）。被

検物質の逆流を防ぐ為、投与後 5 分間留置を維持

し、逆流がないことを内視鏡で確認後気管支ブロッ

カーチューブを抜去した。 
投与は右後葉に 100CLPAH、左後葉に PAH をそ

れぞれ 10 ml投与した。

 
図１. 獣医師らによるマイクロミニピッグへの増粘

剤肺内投与の様子 
 
 
3. CT撮像 
被被験物質投与 1 か月（解剖直前）に胸部 CTイ
メージを取得した。 
 

 
図２.マイクロミニピッグの胸部 CT撮影 
 
撮影の当日は絶食とした。ブトルファノール（明

治アニマルヘルス，熊本），メデトミジン塩酸塩

（共立製薬，東京）およびミダゾラム（日医工，富

山）による三種混合麻酔薬(MMB)の筋肉内投与

（0.1ml/kg）で鎮静後，チアミラールナトリウム

100mg/kg を耳介静脈から注入し、呼吸停止を確認

後ただちに Aquilion Exceed LB 80列 CT（Canon 
Medical Systems）で 胸部 CTイメージを獲得した。 
 
4. 解剖およびサンプリング 

3ヶ月の観察の後、麻布大学における当該委員会

で承認された方法で動物を安楽死させた。メデトミ

ジン、ミダゾラム、ブトルファノールを 0.1ml/kg 
頸部筋肉注射（21G・1 1/2 針）により鎮静したの

ち、耳介静脈よりチアミラールナトリウム 
（100mg/kg）を 21G 翼状針で投与し、意識消失を

確認し腋窩動脈より放血殺した。 
全身臓器の状態を肉眼的に観察したのち、投与部

位の肺後葉を摘出した。摘出した肺は 10%中性緩衝

ホルマリン液にて 48−72 時間浸漬固定した。 
 
 
5. 病理組織解析方法 
１）ホルマリン固定パラフィンブロック作製 
その後、カセットに入るサイズ（約 2.5 cm×2 cm

または、4 cm×5.5 cm）に再度切り出しを行い、ホ

ルマリン後固定を実施し、パラフィン包埋工程へと

進めた。 
パラフィン包埋工程としては、後固定終了後軽く水

洗し、70%エタノールに 6時間浸漬後、密閉式自動

固定包埋装置（サクラファインテックジャパン

（株）製 VIP-6AI）を用いて 100％エタノールⅠ～

Ⅶ、キシレンⅠ～Ⅲ、パラフィンⅠ～Ⅳを各２時間

にて処理し、パラフィン包埋ブロックを作製した。 
パラフィン包埋ブロックは、薄切機（リトラトーム 
REM-710, 大和光機株式会社）にて約 3～4 µm厚で

薄切して FFPE 病理切片を作製した。スライドガラ

スは松浪 FINE FROST（松浪硝子工業株式会社）、

カバーガラスは武藤化学株式会社製を使用した。 
 
２）各種染色法 
H&E染色およびエラスチカ・ワンギーソン染色を

実施した。 
H&E染色は脱パラフィン、水洗後 2倍のカラッ

チヘマトキシリンにて室温 10 分間染色し、0.5％塩
酸/70％アルコール溶液にて分別後、流水にて約 10
分間色出しを実施した。エオジンはエオジン Y を

用いたエオジン水溶液にて室温で 3 分間染色し、エ

タノールにて分別・脱水、キシレンにて透徹後マリ

ノール（武藤化学株式会社）を用いて封入した。 
⑪ 脱パラフィン・水洗 
⑫ 2倍カラッチヘマトキシリン液・・・10 分 
⑬ 水洗 
⑭ 0.5％塩酸/70％アルコール溶液（分別）・・・軽

く 
⑮ 水洗（色出し）・・・10 分 



 56 

⑯ 70％エタノール・・・1 分 
⑰ エオジン水溶液・・・3 分 
⑱ エタノールⅠ～Ⅶ（脱水・分別） 
⑲ キシレンⅠ～Ⅶ（透徹）・・・各１分 
⑳ マリノール（武藤化学株式会社）（封入） 

 
エラスチカ・ワンギーソン染色は脱パラフィンお

よび水洗後、前田変法レゾルシン・フクシン染色液

（武藤化学株式会社，Part No. 40321）にて室温で

30 分間染色した。その後、100％エタノールにて過

剰染色を除去し、流水で洗浄した。続いて、ワイゲ

ルト鉄ヘマトキシリン溶液にて室温で 10 分間染色

し、流水にて約 10 分間洗浄した。さらに、1％シリ

ウスレッドを用いたワンギーソン溶液にて室温で 3
～5 分間染色し、100％エタノールにて脱水、キシ

レンにて透徹後、封入した。 
① 脱パラフィン・水洗 
② 前田変法レゾルシン・フクシン染色液・・・30 分

（室温） 
③ 100％エタノール・・・過剰染色の除去 
④ 水洗 
⑤ ワイゲルト鉄ヘマトキシリン溶液・・・10 分（室

温） 
⑥ 水洗（色出し）・・・約 10 分 
⑦ ワンギーソン溶液・・・3～5 分（室温） 
⑧ 水洗 
⑨ エタノール（100％）・・・脱水 
⑩ キシレン・・・透徹 
⑪ マリノール（武藤化学株式会社）（封入） 
 
6. 倫理面への配慮 
本実験は、麻布大学動物実験委員会で承認された

方法で実施された（承認番号 250807-6）。 
 

 
Ｃ．研究結果 

 
1. 状態観察 
個体番号 5161 の動物に発咳が確認されたが、

Day7 までには消失し、その後は活力、食欲ともに

問題無く実験終了まで経過した。 
定期的に体重測定を実施した結果、図３に示すとお

り、どちらも問題無く成長している様子が見られ

た。 

 
 

図３. マイクロミニピッグの体重推移 
 
 
2. HRCT画像診断 
 PAH を投与したマイクロミニピッグの肺では、

広範囲なコンソリデーション、隔壁の肥厚、一部網

状影を認めた（図 4）。投与した PAH による重篤

な肺障害が示唆され、特に 100CLPAH を投与した

右肺後葉では、顕著な網状影が観察され、小葉間隔

壁の肥厚を伴う線維化への移行が疑われた。 
 
 

 
図４. PAH（左肺）100CLPAH（右肺）を投与した

マイクロミニピッグ胸部 HRCT画像 
投与した両肺後葉に広範囲なコンソリデーションを認
める（＊）。周囲の隔壁は肥厚し（黄矢印）、特に
100CLPAH を投与した右肺後葉において網状影を認め
る（赤矢頭）。 
 
3. 病理解剖 
病理解剖時の肺の肉眼的変化では、非架橋型アク

リル酸ポリマー（PAH）および架橋型アクリル酸ポ

リマー（100 CLPAH）を投与した肺の後葉は暗赤色

調を呈し、表面の陥没など投与部位は変形していた

（写真５の右上段）。肺後葉は CT の横断像と対比

しやすい方向に切り出し、その割面を観察した。非
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架橋型および架橋型アクリル酸ポリマーを投与した

肺共に、CT画像でコンソリデーションを認めた部

位に白色斑が観察された。また、肉眼観察からも小

葉間隔壁の肥厚が確認された（写真５及び６の下

段）。 
 なお、病理解剖を実施したマイクロミニピッグ 2
頭について、肺以外の臓器を観察したところ、その

他の臓器には肉眼的著変は認められなかった（図

７）。 

 
図５. マイクロミニピッグ（5161）の肺肉眼像 
左上段：肺全体肉眼像、左右とも肺後葉表面は陥没し
変形している。右上段： PAH を投与した左肺後葉の
ホルマリン固定後における切り出し写真。下段：肺割
面の拡大像、白色斑（＊）と小葉間隔壁の肥厚（矢
印）を認める。 
 

 
図６. マイクロミニピッグ（5143）の肺肉眼像 
左上段：肺全体肉眼像、左右とも肺後葉表面は陥没し
変形している。右上段： 100CLPAH を投与した左肺
後葉の切り出し写真（ホルマリン未固定時）。下段：
肺割面の拡大像、白色斑（＊）と小葉間隔壁の肥厚
（矢印）を認める。 
 
 

 
4. 病理組織学的解析 
肺は肉眼的変化のみられた部位（CT画像で所見

の見られた部位に一致）を病理組織解析用に採材し

た。非架橋型（PAH）および架橋型（100CLPAH）

アクリル酸ポリマーのいずれの肺においても投与部

位に線維化病変が認められた。 
 

PAH を投与した左肺後葉の EVG ルーペ像を図８

に示す。小葉間隔壁の肥厚はコラーゲン線維（赤

色）の増加であることが確認され、投与部位を中心

に広範囲に認められた。また、小葉間隔壁の線維化

に加え、小葉間隔壁及び軸位間質をつなぐ架橋線維

化も認められた（図９）。さらに、肉眼的に白色斑

を認めた部位はその表面が陥没した部位にあたり、

EVG ルーペ像において黒色調を呈する領域として

確認された（図８）。当該部位の拡大像からは、通

常観察される肺胞構造が確認されず、肺胞領域はエ

ラスチン線維（黒紫色）の増加が顕著であり、加え

てコラーゲン線維（赤色）も認められた（図

10）。 
 

 
図７. マイクロミニピッグ（5143）の開胸、開腹後

の臓器肉眼像 
肺以外の体腔臓器に著変は認められなかった。 
 

 
 

図８. PAH を投与したマイクロミニピッグ（5161）
の左肺病理組織像 
Bar=10mm、EVG 染色 

100CLPAH PAH
病理⽤

左肺 PAH

＊

100CLPAH PAH

病理⽤

右肺100CLPAH

＊
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図９. PAH を投与したマイクロミニピッグ（5161）
図８の青枠拡大像 
IS: 小葉間隔壁、矢印: 軸位間質、矢頭: 小葉間隔壁及
び軸位間質をつなぐ架橋線維化。Bar=1mm、EVG 染
色 
 

 
 

図１０. PAH を投与したマイクロミニピッグ

（5161）図８の緑枠拡大像 
Bar=250µm、EVG 染色 
 

100CLPAH を投与した肺でも、小葉間隔壁の肥厚

はコラーゲン線維（赤色）の増加として確認され、

当該線維化病変は広範囲に認められた（図 11）。 
肉眼的に白色斑を認めた部位は、周囲組織に認め

るような肺胞による気腔の形成が認められず（図

12）、肺胞領域はエラスチン線維（黒紫色）とコラ

ーゲン線維（赤色）で埋められていた（図 13）。

一部では、肺胞構造をわずかに認め、肺胞壁が肥厚

しておりエラスチン線維（黒紫色）とコラーゲン線

維（赤色）の増加が認められた（図 14）。 
上記白色斑を認めた病変の周囲では広範囲の小葉

間隔壁の線維化や、小葉間隔壁及び軸位間質をつな

ぐ架橋線維化も認められた（図 12）。 
以上の結果から、非架橋型 PAH 架橋型

100CLPAH共にアクリル酸ポリマーによる肺障害で

は、広義間質を主体とした線維化病変が示された。

また、一部の領域ではエラスチン線維の増加も認め

られた。 

なお、肺以外の全身諸臓器において認められた組

織学的変化はいずれも軽度であり、被験物質投与と

の明確な関連を示唆する所見は認められなかった。 

 
 

図 11. 100CLPAH を投与したマイクロミニピッグ

（5143）の右肺病理組織像 
Bar=10mm、EVG 染色 
 

 
 

図 12. 100CL PAH を投与したマイクロミニピッグ

（5143）図 11 の黒枠拡大像 
肉眼的に白色斑としてみられた部位（写真右側）と
その周囲組織（写真左側）。周囲組織には肺胞構造と
して気腔が存在するが、左側には存在しない。IS: 小
葉間隔壁、矢印: 軸位間質、矢頭: 小葉間隔壁及び軸
位間質をつなぐ架橋線維化。Bar=1mm、EVG 染色 
 

 
 

図 13. 100CL PAH を投与したマイクロミニピッグ

（5143）図 12 の青枠拡大像 
Bar=250µm、EVG 染色 
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図 14. 100CLPAH を投与したマイクロミニピッグ

（5143）図 12 の緑枠拡大像 
矢頭: 肺胞壁肥厚。 Bar=100µm、EVG 染色 
 
 
Ｄ. 考察 
本研究では、非架橋型アクリル酸ポリマー（PAH）

および架橋型アクリル酸ポリマー（100CLPAH）をマ

イクロミニピッグに単回肺内投与し、3か月間観察し

た結果、いずれの物質においても広義間質を主体と

する線維化病変が形成されることを確認した。 
病変は主として小葉間隔壁や軸位間質に形成され、

胸部CTでは隔壁肥厚や網状影として描出された。ま

た、病理解剖では白色斑として認識された病変部位

において、病理組織学的には正常な肺胞構築が消失

し、気腔構造が保たれていなかった。これらの部位

では、肺胞領域がコラーゲン線維およびエラスチン

線維を伴う線維組織へ置換されている像が認められ、

肺胞障害後の修復過程において不可逆的な線維化へ

移行した状態である可能性が考えられた。 
一方、前章で実施した家畜ブタ1か月観察実験では、

PAH投与肺において肺胞構築の破壊と上皮様細胞の

増生を主体とする病変が認められていた。しかし、

本研究の3か月観察時点では、そのような上皮主体の

変化は限定的となり、最終的には100CLPAHと同様

に、広義間質を主体とする線維化病変へ移行してい

た。すなわち、初期病変には差異が認められたもの

の、長期経過後には両物質とも質的に共通した慢性

線維化病変を形成したものと考えられた。 
また、本研究で形成された病変では、小葉間隔壁

や軸位間質などの広義間質病変が主体であった一方、

一部では肺胞壁（狭義間質）にも線維化が波及して

いた。特に、傷害の強い病変部位ではエラスチン線

維の増生を伴う線維化が認められた。一般に、ラッ

トやマウスでは肺胞構造内の弾性線維ネットワーク

自体が乏しく、ヒトでみられるような弾性線維を伴

う間質性線維化病変の再現には限界があると考えら

れている。これに対し、ブタ肺ではヒトと同様に小

葉間隔壁や軸位間質を含む広義間質構造および弾性

線維構築が発達しており、本研究で認められたエラ

スチン線維増生は、ヒト肺疾患に近い組織修復・線

維化応答を反映している可能性が考えられた。これ

らの所見は、ブタモデルが齧歯類では再現困難なヒ

トに近い間質性線維化病変を再現し得る可能性を示

唆するものと考えられた。 
以上の結果から、アクリル酸系ポリマーによる肺

障害の本質は、架橋の有無に関わらず、広義間質を

主座とした線維化形成にあることが明らかとなった。

しかし、投与された高分子化合物がどのような細胞

応答を引き起こし、いかなる分子メカニズムを経て

広義間質の線維化を主導しているのか、その詳細な

実行部隊（責任細胞）は未だ特定されていない。今

回の3か月観察で明らかになった「間質主体の線維化」

という病態基盤を分子レベルで解明するためには、

従来の病理組織学的観察を超え、個々の細胞の不均

一性や空間的な配置を網羅的に解析する手法が必要

不可欠である。 
次章では、この病態背景を踏まえ、最新のシング

ルセルゲノム解析および空間オミクス技術を導入す

ることで、線維化病変の鍵となる疾患関連線維芽細

胞（病的ニッチ）の探索を試みる。 
 
 
Ｅ. 結論 
本研究では、非架橋型アクリル酸ポリマー（PAH）

および架橋型アクリル酸ポリマー（100CLPAH）をマ

イクロミニピッグへ単回肺内投与し、3か月間観察し

た結果、架橋の有無にかかわらず、広義間質の線維

化病変が形成されることを確認した。 
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45） 山野 荘太郎，梅田 ゆみ．呼吸器疾患研究を加

速させる先端モデル動物とは？．文科省学術変

革領域研究 学術研究支援基盤形成 先端モデル
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技術講習会．2025 年 9月  
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47） 山野 荘太郎，梅田 ゆみ．大型動物×先進医学

解析技術による職業性肺疾患研究の新展開．第
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48） 山野 荘太郎，梅田 ゆみ．二酸化チタンナノ粒

子で誘発される齧歯類のじん肺病変．第 42回
エアロゾル科学・技術研究討論会．2025 年 8
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Ｈ.知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  該当なし 
２．実用新案登録 
  該当なし 
３．その他 
  該当なし
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労災疾病臨床研究事業費補助金 
分担研究報告書 

 

架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物および増粘作用を有する 

類縁合成高分子化合物の粉体に対する呼吸器疾患に関する研究 

 

分担研究項目：培養細胞を用いた実験 
 

研究分担者 清野 透 佐々木研究所・附属佐々木研究所腫瘍細胞研究部 客員研究員 

魏 民  大阪公立大学大学院医学研究科環境リスク評価学 准教授 

Ａ．研究目的 
架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物（cross-

linked water-soluble acrylic acid polymer: CWAAP）粉体

の吸入性粉じんとしての職業曝露により、労働者に肺

線維化を主体とする呼吸器疾患が発生し、国内では労

災認定事例として報告されている。これまでの動物実

験および病理学的解析により、CWAAP が肺に線維性

病変を誘発することが示されており、CWAAP および

類縁増粘性高分子化合物の肺毒性を評価することは、

労働者の健康障害防止および職業性呼吸器疾患のリス

ク評価の観点から重要である。一方、増粘作用を有す

る高分子化合物は、医薬品、化粧品、食品、工業製品

など幅広い分野で使用されているものの、その物理化

学的特性、特にレオロジー特性と呼吸器有害性との関

連については十分に解明されていない。また、ヒトへ

の吸入ばく露が想定される化合物の有害性評価には吸

入試験が重要であるが、全身ばく露法には大規模なば

く露装置を要し、実施可能な施設が限られている。さ

らに近年では、動物実験の 3R の観点からも、肺障害

リスクを効率的に評価可能な in vitro 評価手法の確立

が求められている。 
本分担研究は、CWAAP および増粘作用を有する類

縁合成高分子化合物の粉体による呼吸器疾患発症リス

クについて、ヒト肺由来細胞を用いた in vitro 評価系

により解析し、増粘剤のヒト肺細胞に対する直接的な

有害性を明らかにすることを目的とする。 

研究要旨 
架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物（cross-linked water-soluble acrylic acid polymer: CWAAP）粉体の職

業性吸入ばく露により、肺線維化を主体とする呼吸器疾患が発生することが報告されており、CWAAP およ

び増粘作用を有する類縁高分子化合物の呼吸器有害性評価は、労働者の健康障害防止ならびに職業性呼吸器

疾患のリスク評価の観点から重要である。本分担研究では、ヒト肺由来細胞を用いた in vitro 評価系により、

CWAAP 類縁増粘剤のヒト肺細胞に対する直接的な細胞毒性を検討し、増粘性粉体の肺障害リスク評価に資

する基盤情報を得ることを目的とした。本年度は、まず日本人肺由来細胞 HLCs2N に hTERT、CDK4R24C お

よび Cyclin D1 などを導入し、ヒト肺由来不死化細胞株 HLCs2N-K4DT を樹立した。HLCs2N-K4DT細胞は、

肺上皮細胞としての特徴を保持し、安定した増殖能を有していたことから、増粘剤の in vitro毒性評価に用い

る代表的なヒト肺由来不死化細胞株として選択した。次に、PAH および架橋度の異なる CLPAH 系列である

1CLPAH、10CLPAH、20CLPAH および 100CLPAH について、A549 肺癌細胞および HLCs2N-K4DT細胞を用

いた Neutral Red Uptake（NRU）アッセイを実施し、LC50 を指標として細胞毒性を評価した。A549細胞にお

ける PAH、1CLPAH、10CLPAH および 20CLPAH の LC50 は 6.25〜7.70 mg/mL であったのに対し、HLCs2N-
K4DT細胞では 2.72〜3.09 mg/mL であり、HLCs2N-K4DT細胞は A549細胞と比較して高い感受性を示した。

一方、100CLPAH については、いずれの細胞株においても最高濃度 2.5 mg/mL で明らかな細胞毒性は認めら

れなかったが、高濃度ではゲル化により均一な調製および添加が困難であったため、評価可能な濃度範囲に

制限があった。以上より、PAH、1CLPAH、10CLPAH および 20CLPAH では、本実験条件下において、架橋

度の違いによる急性の直接細胞毒性の差は限定的である一方、使用する細胞株により毒性検出感度が異なる

ことが示された。HLCs2N-K4DT細胞は、正常肺由来細胞に近い性質と不死化細胞株としての実験的安定性を

併せ持つことから、CWAAP および類縁増粘剤の in vitro 肺細胞毒性評価に有用な評価系となる可能性が示さ

れた。今後は、物理化学的特性の異なる増粘剤について検討を拡大し、ミニブタモデルやレオロジー特性評

価の結果と統合することで、CWAAP の肺毒性発現機序の解明および呼吸器有害性評価法の高度化を目指

す。 
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具体的には、ヒト肺由来細胞に対する増粘剤の直接

的な細胞毒性を評価するため、ヒト肺がん A549 細胞

を用いた Neutral Red Uptake（A549-NRU）アッセイを

実施し、令和 7年度に選定された 5 種類の増粘剤につ

いて、LC50 を指標とした毒性評価を行う。さらに、

日本人肺由来の新規不死化肺細胞株を樹立し、増粘剤

の毒性評価に応用することで、従来の A549-NRU ア
ッセイとの感度および反応性の比較を行う。これによ

り、増粘剤のヒト肺細胞に対する直接的影響をより鋭

敏に検出できる評価系の構築を目指す。 
本研究で得られる in vitro 毒性データは、本研究班

で同時に実施されている被験物質のレオロジー特性評

価およびブタを用いた個体レベルの肺障害評価と統合

することで、増粘性粉体の呼吸器有害性をカテゴリー

評価するための基盤情報となる。最終的には、

CWAAP および類縁増粘剤の肺障害リスクを、物質の

構造、物理化学的特性および細胞毒性の観点から総合

的に評価し、労働現場における呼吸器疾患の予防なら

びに有害性情報の高度化に資することを目指す。 
 
Ｂ．研究方法 
1．ヒト肺由来不死化細胞株の樹立 
日本人肺由来細胞を用いた増粘剤毒性評価系を構築

するため、ヒト肺由来細胞 HLCs2N に対して、

hTERT、CDK4R24C、Cyclin D1 などを導入し、不死

化細胞株およびその亜株を樹立した。作製した細胞株

は、TERT を導入した HLCs2N-T、TERT、
CDK4R24C および Cyclin D1 を導入した HLCs2N-
K4DT、TERT および CDK4R24C を導入した 
HLCs2N-K4T、TERT に加えて EpCAM promoter-
TetOff システムにより CDK4R24C および Cyclin D1 
を発現する HLCs2N-Tet-K4DT、ならびに TERT に加

えて EpCAM promoter-TetOff システムにより 
CDK4R24C を発現する HLCs2N-Tet-K4T である。樹

立した各細胞株について、増殖能および肺由来細胞と

しての性質を確認し、その後の毒性評価に用いる細胞

株を選定した。 
 

2．Western blot 法による細胞特性の解析 
樹立したヒト肺由来不死化細胞株について、肺細胞

としての特徴および導入遺伝子の発現を確認するた

め、Western blot 法を実施した。解析対象として、

Cyclin D1、CDK4、基底細胞マーカーである p63、肺

上皮 lineage マーカーである TTF-1、細胞周期制御因

子である p16/INK4a を用いた。また、内部対照とし

て Vinculin を用いた。一次抗体として、Cyclin D1 は 
Cell Signaling Technology 社製 2922S、rabbit 
monoclonal antibody を 1:1000 希釈で用いた。CDK4
（D9G3E）は Cell Signaling Technology 社製 
12790S、rabbit monoclonal antibody を 1:1000 希釈で

用いた。p63（EPR5701）は Abcam 社製 ab124762、
rabbit monoclonal antibody を 1:1000 希釈で用いた。

TTF-1/NKX2-1（SPT24）は Leica/Novocastra 社製 
NCL-L-TTF-1、mouse monoclonal antibody を 1:500 希
釈で用いた。p16/INK4a（G175-405）は BD 
Biosciences 社製 BDB550834、mouse monoclonal 

antibody を 1:1000 希釈で用いた。Vinculin は Sigma-
Aldrich 社製 V9264、mouse monoclonal antibody を 
1:1000 希釈で用いた。 

Western blot の結果に基づき、p63 および TTF-1 の

発現を含む肺由来細胞としての特徴、ならびに 
CDK4R24C および Cyclin D1 の発現を確認した。こ

れらの結果を踏まえ、以後の増粘剤毒性評価には 
HLCs2N-K4DT 細胞を用いた。 

 
3．A549 細胞および HLCs2N-K4DT 細胞を用いた 
Neutral Red Uptake（NRU）アッセイ 
ヒト肺由来細胞に対する増粘剤の直接的な細胞毒性

を評価するため、A549 細胞および HLCs2N-K4DT 細
胞を用いて、Neutral Red Uptake（NRU）アッセイを実

施した。被験物質として、PAH、1CLPAH、

10CLPAH、20CLPAH および 100CLPAH の 5 物質

（Fujifilm, Japan）を用いた (Table 1)。 
Day 0 に、6 well プレートへ A549 細胞を 2 × 10^5 

cells/well、HLCs2N-K4DT 細胞を 1 × 10^5 cells/well 
の密度で播種した。Day 1 に、各被験物質を基礎培地

で 15 mL チューブ内に調製し、vortex により約 5 秒
間混和した。あらかじめ培養しておいた A549 細胞お

よび HLCs2N-K4DT 細胞から培地を除去し、PBS で 
1 回洗浄した後、調製した被験物質含有培地を添加し

た。その後、37℃、5% CO₂ 条件下で 15 分間インキ

ュベーションした。 
細胞毒性は Neutral red の細胞内取込みを指標とし

て評価した。被験物質処理後、顕微鏡観察を行い、被

験物質含有培地を除去した。細胞を PBS で 2 回洗浄
した後、Neutral red 含有 RPMI 培地を添加し、

37℃、5% CO₂ 条件下で 3 時間インキュベーションし

た。インキュベーション後、培地を除去し、PBS で 2 
回洗浄した。続いて、酢酸–エタノール溶液（50% エ
タノール、49% Milli-Q 水、1% 氷酢酸）を各 well に 
1 mL 添加し、振盪により細胞内に取り込まれた 
Neutral red を溶出させた。得られた溶出液を 96 well 
プレートに 180 µL ずつ分注し、吸光度計を用いて 
540 nm における吸光度を測定した。 

 
4．LC50 の算出 

NRU アッセイにより得られた吸光度データを用い

て、各被験物質の細胞毒性を解析した。解析には 
GraphPad Prism 10（GraphPad Software）を使用した。

各被験物質について、投与濃度を対数変換した値を用

い、非線形回帰解析（log[agonist] vs. normalized 
response – variable slope）により濃度反応曲線を作成し

た。得られた近似曲線から、細胞生存率が 50% とな

る濃度を LC50 として算出した。A549 細胞および 
HLCs2N-K4DT 細胞で得られた LC50 を比較し、新規

ヒト肺由来不死化細胞株の毒性検出感度を評価した。 
 
（倫理面の配慮） 
ヒト肺由来不死化細胞株の樹立については施設の倫

理委員会の承認を得ている。 
 

 



 64 

Ｃ．研究結果 
1．ヒト肺由来不死化細胞株の樹立および特徴解析 
正常初代培養ヒト肺細胞 HLCs2N を用いて、

TERT、CDK4R24C および Cyclin D1 を組み合わせて

導入し、複数のヒト肺由来不死化細胞株を樹立した。

樹立した各細胞株における導入遺伝子の発現および肺

上皮細胞としての特徴を確認するため、Western blot
法により Cyclin D1、CDK4、p63、TTF-1、p16INK4a
および Vinculin の発現を解析した。その結果、導入し

た各遺伝子の発現が確認され、目的とする不死化細胞

株が樹立されたことが示された(Figure 1)。 
まず、HLCs2N、HLCs2N-K4DT および HLCs2N-

K4T のいずれにおいても、気道上皮基底細胞マーカー

である p63 の発現が認められた。このことから、樹立

した HLCs2N由来不死化細胞株は、肺上皮由来細胞と

しての性質を一定程度保持していることが示唆され

た。 
次に、各細胞株の増殖速度を比較したところ、

HLCs2N-K4DT および HLCs2N-K4T が同程度に高く、

HLCs2N-T が最も低かった。この結果から、HLCs2N-
K4DT および HLCs2N-K4T は、毒性評価に必要な細胞

数の確保および実験再現性の面で有用な細胞株である

と考えられた。 
さらに、TTF-1 および p16INK4a の発現はいずれの

細胞株においても認められたが、HLCs2N-K4DT で

は、HLCs2N および HLCs2N-K4T と比較して、これら

の発現が相対的に高い傾向がみられた。TTF-1 は肺上

皮細胞の分化形質に関連するマーカーであることか

ら、HLCs2N-K4DT は肺上皮細胞としての特徴を比較

的よく保持している可能性が考えられた。また、

p16INK4a は細胞周期抑制因子であり、細胞老化やス

トレス応答に伴って発現が上昇することも知られてい

る。そのため、HLCs2N-K4DT における p16INK4a発
現は、細胞周期制御やストレス応答に関連する性質が

完全には消失していない可能性を示すものと考えられ

た。 
以上より、HLCs2N-K4DT は、肺上皮細胞としての

特徴を一定程度保持し、毒性評価に必要な安定した増

殖能を有するとともに、TTF-1 および p16INK4a の発

現も比較的明瞭であったことから、本研究では

CWAAP の in vitro 肺細胞毒性評価に用いる代表的なヒ

ト肺由来不死化細胞株として選択した。 
 
2．PAH および CLPAH の in vitro毒性 

PAH および架橋度の異なる CLPAH 系列について、

A549細胞および HLCs2N-K4DT細胞を用いて細胞毒

性を評価した (Table1, Figure 2)。A549細胞における

PAH、1CLPAH、10CLPAH および 20CLPAH の LC50
は、それぞれ 7.70、7.01、6.94 および 6.25 mg/mL であ

り、概ね同程度の値を示した。一方、HLCs2N-K4DT
細胞では、それぞれ 3.09、2.72、2.73 および 2.76 
mg/mL であり、HLCs2N-K4DT細胞内では概ね同程度

であったものの、A549細胞と比較して低値を示し

た。これらの結果から、本実験条件下では、HLCs2N-
K4DT細胞は A549細胞よりも PAH および CLPAH に

対して高い感受性を示すことが示唆された。

100CLPAH については、A549細胞および HLCs2N-
K4DT細胞のいずれにおいても、最高濃度である 2.5 
mg/mL で明らかな細胞毒性は認められず、LC50 は 2.5 
mg/mL を超えると判断された。なお、100CLPAH で

は、2.5 mg/mL を超える濃度でゲル状となり、均一な

調製および細胞への添加が困難であったため、本試験

では 2.5 mg/mL を最高濃度とした。  
以上より、PAH、1CLPAH、10CLPAH および

20CLPAH では、架橋度の違いによる急性の直接細胞

毒性の差は限定的であった一方、使用する細胞株によ

って感受性が異なることが示された。 
 
Ｄ．考察  
本研究では、正常初代培養ヒト肺細胞 HLCs2N より

樹立した不死化ヒト肺細胞株 HLCs2N-K4DT を用い、

PAH および架橋度の異なる CLPAH 系列の in vitro 肺

細胞毒性を評価した。従来、肺細胞毒性評価には

A549細胞などのヒト肺腺癌由来細胞株が広く用いら

れているが、A549細胞は腫瘍由来であるため、細胞

死抵抗性、代謝特性、ストレス応答などが正常肺上皮

細胞とは異なる可能性がある。そのため、A549細胞

のみを用いた評価では、正常肺細胞における毒性応答

を十分に反映できない可能性がある。 
本研究で樹立した HLCs2N-K4DT は、正常初代培養

ヒト肺細胞に由来する不死化細胞株であり、p63 や

TTF-1 などの肺上皮関連マーカーの発現を一定程度保

持していた。また、安定した増殖能を有することか

ら、初代培養細胞で問題となる細胞数の制限、ロット

差、継代に伴う性質の変化などを軽減し、再現性の高

い毒性評価に利用できる可能性がある。したがって、

HLCs2N-K4DT は、初代培養細胞の生物学的特徴と、

不死化細胞株としての実験的安定性を併せ持つ評価系

として有用であると考えられる。 
PAH、1CLPAH、10CLPAH および 20CLPAH は、

A549細胞および HLCs2N-K4DT細胞のいずれにおい

ても細胞毒性を示した。各細胞株内ではこれら 4 種類

の LC50値は概ね同程度であり、少なくとも本実験条

件下における急性の直接細胞毒性については、PAHか
ら 20CLPAH までの架橋度の違いによる影響は限定的

である可能性が示唆された。一方、100CLPAH につい

ては、いずれの細胞株においても最高濃度 2.5 mg/mL
で明らかな毒性は認められなかったが、高濃度ではゲ

ル化により試験濃度範囲が制限されたため、その毒性

評価には慎重な解釈が必要である。 
さらに、A549細胞における PAH および CLPAH 系

列の細胞毒性を、我々が A549-NRU assay を確立した

際に評価した 49 化学物質（Toxicology Letters 415, 
2026, 111803）と比較することで、本物質群の相対的

な毒性強度を把握することができる。本研究で検討し

た 5 物質をこれら 49 物質と並べて比較すると、

20CLPAH、10CLPAH、1CLPAH および PAH は、A549
細胞における LC50値に基づき、それぞれ全 54 物質中

22位、23位、25位および 27位に位置づけられた。こ

れらの LC50値は Aniline（GHS政府分類の急性毒性

（吸入：蒸気）区分 2、粉じん・ミスト：区分 4）や

1,2-Dichloroethane（蒸気：区分 2）に近く、強毒性物
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質ではなく、中等度の細胞毒性を示す物質群に分類さ

れると考えられた。なお、100CLPAH については、最

高濃度 2.5 mg/mL においても LC50 に到達しなかった

ため、正確な毒性順位を決定することは困難である。

ただし、LC50 が 2.5 mg/mL以下であった 12 物質より

は毒性が弱いと判断されることから、順位としては少

なくとも 13位以降に位置づけられる。一方、同じ比

較において、強毒性側には chloroacetone（蒸気：区分 
2）、tert-butylbenzene（蒸気：区分 3）、1-hexyl 
mercaptan（蒸気：区分 3）、xylene（蒸気：区分 
4）、sodium arsenite（粉じん・ミスト・蒸気：分類で

きない）などが位置し、弱毒性側には acetone（蒸気：

区分外）、1,4-dioxane（蒸気：区分 4）、N,N-
dimethylacetamide（蒸気：区分 3、粉じん・ミスト：

区分 4）、2-methoxyethanol（蒸気：区分 4）などが位

置していた。したがって、PAH および 1CLPAH〜
20CLPAH の A549細胞に対する直接細胞毒性は、既知

の強毒性化学物質ほど強くはないものの、明確な細胞

毒性を有する中等度レベルの毒性として評価できる。 
細胞株間で比較すると、HLCs2N-K4DT細胞におけ

る LC50値は A549細胞よりも低値を示した。この結

果から、HLCs2N-K4DT細胞は A549細胞よりも PAH
および CLPAH による肺細胞障害に対して高い感受性

を有することが示唆された。すなわち、A549細胞で

は、腫瘍由来細胞としての細胞死抵抗性やストレス耐

性により毒性が低く評価される可能性があるのに対

し、正常肺由来不死化細胞である HLCs2N-K4DT は、

より生体内のヒト肺細胞に近い毒性応答を反映する可

能性がある。したがって、HLCs2N-K4DT を用いた評

価系は、CWAAP のヒト肺への影響を評価するうえ

で、A549細胞を用いた従来の評価系よりも外挿性を

高める可能性がある。 
また、CWAAP の肺毒性は、細胞への直接毒性のみ

で説明できるものではないと考えられる。実際の吸入

曝露では、粒子の肺内沈着、粘性の変化、肺内クリア

ランスの遅延、マクロファージ応答、炎症および線維

化反応などが複合的に関与する可能性がある。したが

って、in vitro細胞毒性試験は CWAAP 類縁物質の初期

スクリーニングや評価優先順位付けに有用である一

方、肺毒性全体を評価するためには、本研究で同時に

進行中のミニブタモデルの結果や物性評価などを含

め、総合的に評価する必要がある。 
 
Ｅ．結論 
本研究では、正常初代培養ヒト肺細胞 HLCs2N よ

り、肺上皮細胞としての特徴を保持し、かつ安定した

増殖能を有する不死化ヒト肺細胞株 HLCs2N-K4DT を

樹立した。HLCs2N-K4DT は、A549細胞のような腫瘍

由来細胞株と比較して、正常肺由来細胞に近い性質を

保持している可能性があり、CWAAP の in vitro 肺細胞

毒性評価に有用な評価系となる可能性が示された。 
本年度は、PAH および CLPAH 系列の in vitro細胞

毒性に関する知見を得た。今後は、種々の物理化学的

特性を有する増粘剤を対象に検討を拡大し、本評価系

の有用性をさらに検証するとともに、ミニブタモデル

や物性評価の結果と併せて解析することで、CWAAP
の肺毒性発現機序を明らかにする予定である。 
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Immortalized human lung cells: HLCs2N cells 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 1. Characterization of HLCs2N-K4DT cells by Western blot analysis. 

Cell line Construction  

HLCs2N-T TERT 
HLCs2N-K4DT TERT/ CDK4R24C + Cyclin D1 
HLCs2N-K4T TERT/ CDK4R24C 

HLCs2N-Tet-K4DT TERT/ EpCAM promoter-TetOff (CDK4R24C + Cyclin D1） 

HLCs2N-Tet-K4T TERT/ EpCAM promoter-TetOff (CDK4R24C） 
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Figure 2. Dose–response curves and LC50 values of all tested chemicals in (A) human lung 
adenocarcinoma cells (A549) and (B) immortalized human lung cells (HLCs2N-K4DT). 
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Table 1. Cytotoxicity of PAH and CLPAH in A549 and HLCs2N-K4DT cells 

Chemicals 
A549 cells HLCs2N-K4DT cells 

Concentration 
range (mg/ml) a 

LC50 
(mg/ml) 

Concentration 
range (mg/ml) a 

LC50 
(mg/ml) 

PAH 6 – 10 7.70 1 – 5 3.09 
1 CLPAH 4 – 8 7.01 1 – 5 2.72 
10 CLPAH 4 – 8 6.94 1 – 6 2.73 
20 CLPAH 2 – 8 6.25 1 – 6 2.76 
100 CLPAH 0.5 – 2.5 > 2.50* 0.5 – 2.5 > 2.50# 

a Concentration range used for caculation of LC50. 
* Cell viability at 2.5 mg/mL was 100.4%. 
# # Cell viability at 2.5 mg/mL was 99.3%. 
PAH: polyacrylic acid, CLPAH: cross-linked polyacrylic acid. 
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労災疾病臨床研究事業費補助金 

令和７年度分担研究報告書 

 

架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物および増粘作用を有する類縁合成高分子化合 

物の粉体に対する呼吸器疾患に関する研究（250401-03） 

分担研究項目：ブタ肺における疾患関連線維芽細胞の探索  

 

研究分担者 山野荘太郎 労働安全衛生総合研究所 病理グループ 上席試験研究員 

 

【研究成果の概要】 

Ａ．研究目的 

 近年、架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物

（以下 CWAAP）の吸入曝露に伴う急進的な間質性肺

炎および肺線維症が、製造現場の労働者において相

次いで報告され、労災認定に至っている。ヒトの

CWAAP肺、結晶質シリカによる珪肺、石綿による石

綿肺等吸入性エアロゾルによる職業性肺疾患の最大

の病理組織学的特徴は、齧歯類モデルでは発達の乏

しい「広義間質（軸位間質、小葉間隔壁、胸膜下間

質）」を主座とする線維化進展であり、特に細気管

支壁在性線維化である。本分担研究の目的は、肺の

解剖学的構造がヒトに極めて近似する大型動物（ブ

タ）を用い、正常肺に存在する間葉系細胞の種類や

特徴について網羅的に明らかにすると共に、CWAAP

曝露によって誘発される広義間質の疾患微小環境を

影響する間葉系細胞を探索することである。 

特に、線維化の実行部隊である線維芽細胞

（Fibroblast）の多様性を、先進的ゲノム解析技術

である TAS-Seq（標的シングルセル RNA シークエン

シング）および空間オミクス解析（Stereo-Seq 

OMNI）を駆使して網羅的に定義する。正常マイクロ

ミニピッグの肺間葉系細胞の精密なアトラスを構築

し、それを「物差し」として CWAAP誘発病変の空間

的な責任細胞系譜を特定することで、ヒト職業性肺

疾患の病態機序解明および早期診断・治療標的同定

のための分子基盤を確立することを目指した。 

 

Ｂ．研究方法 

1. 実験動物および CWAAP誘発病変モデルの作製 

実験動物には、ヒトへの外挿性が高く、広義間質

の発達が著しいマイクロミニピッグ

（MicroMiniPig, 富士マイクラ株式会社, 静岡県, 

日本）を用いた。正常肺アトラス構築用に健常雄性

個体（n=3）を使用し、疾患モデルには CWAAP（40 

mg/m3相当懸濁液）を気管内単回投与し、3ヶ月間

の回復期間を経て重篤な広義間質病変を形成させた

個体（n=2）を用いた。組織採取に際しては、肺の

中枢から末梢に至る解剖学的勾配を反映させるた

め、末梢領域（胸膜含有：Group A、非含有：Group 

B）および中枢気道・大血管領域（Group C）の 3部

位から厳密なサンプリングを実施した。 

研究要旨 
架橋型アクリル酸系水溶性高分子化合物（CWAAP）による職業性肺疾患の最大の特徴は、齧歯類モデ

ルでは発達の乏しい「広義間質（軸位間質、小葉間隔壁等）」を主座とする線維化進展にある。本分担

研究では、ヒトと高度に相同な肺構造を有するマイクロミニピッグを用い、高感度シングルセル解析

（TAS-Seq）および空間オミクス解析（Stereo-Seq	OMNI）を駆使して、線維化病態の鍵となる間葉系細

胞の特定を試みた。	
 まず、正常ブタ肺アトラスの構築により、13種の独立した間葉系サブセットを同定した。特筆すべ

きは、広義間質を構成する外膜線維芽細胞（Adventitial	Fibroblast:	AdvF）及び中枢域における AdvFの
亜種である炎症応答線維芽細胞（Inflammatory	Fibroblast:	InflamF）が、弾性線維アセンブリ（MFAP5,	
FBLN2）およびマトリックス架橋（LOXファミリー）に関わるヒト型機能遺伝子群を強力に保持してい

ることを分子レベルで実証した点である。これは、ブタがヒト特有の強靭な間質構造を構築・維持する

ための分子的基盤を備えていることを示している。	
 さらに、CWAAP誘発病変に対する空間オミクス解析の結果、著明に肥厚した軸位間質および小葉

間隔壁の病変部において、COL3A1及び PI16陽性細胞が高度に集積・動員されている事実を同定した。

一方、肺胞壁に局在する肺胞線維芽細胞（AlvF）は病変形成への直接的な関与が限定的であった。	
 以上の成果は、特定の病的ニッチに動員された PI16陽性細胞系譜が、CWAAP誘発性線維化におけ

る主要な疾患責任細胞であることを強く示唆するものである。本研究は、齧歯類モデルにおける解剖学

的・分子的制約（Biological	Mask現象）を克服し、ヒト職業性肺疾患の病態解明および外挿性の高いリ

スク評価においてブタモデルが不可欠かつ極めて有用な解析基盤であることを実証した。 
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2. TAS-Seq法による高感度シングルセル RNA シー

クエンシング 

なお、本報告書のうち正常マイクロミニピッグ肺

の TAS-Seq 解析（図 1〜7、および結果 C-0〜C-

5）に用いた基盤データは、令和 7 年度労災疾病臨

床研究事業費補助金（課題番号：240202-02）にお

ける分担研究（石綿関連疾患研究）と共通のリファ

レンスアトラスとして構築・使用しているものであ

る。 

摘出した肺組織を、肺解離キット（Multi Tissue 

Dissociation Kit 1, Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Germany）を用い、37℃の恒温槽内で機

械的・酵素的に消化し、シングルセル懸濁液を調製

した。そその後、死細胞除去および CD31+/CD45+細

胞のソーティング（内皮・免疫系）と CD31-/CD45-

細胞（間葉系・上皮系）を 1:1 でソーティング

（FACS Aria III, BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ, USA）を行い、間葉系細胞を高純度に濃

縮した。 

細胞捕捉およびライブラリ調製には、BD 

Rhapsody Express システム（BD Biosciences）を

用い、TAS-Seq法（Shichino et al., 2021）に従

い、逆転写反応および cDNA増幅を実施した。TAS-

Seq法は従来の全トランスクリプトーム解析と比較

し、転写産物の捕捉感度が極めて高く低発現な転写

因子やシグナル分子の検出に優れている。調整した

ライブラリは、NovaSeq 6000（Illumina, San 

Diego, CA, USA）を用いシークエンシングを行っ

た。 

 

3. データ解析パイプライン 

得られた Rawデータに対し、SAW（STOmics 

Analysis Workflow）および Seurat（v4.4.0, R 

v4.3.2）を用いて解析した。低品質な細胞（Mito < 

5%, nFeature < 200）を除去後、合計 25,305 細胞

を統合した。さらに、間葉系細胞の核心部を抽出す

るため、COL1A1陽性細胞（7,643 細胞）に対してサ

ブクラスタリングを実施し、Harmonyアルゴリズム

によるバッチ補正を経て、13 の独立した間葉系サ

ブセットを同定した。 

 

4. 空間オミクス解析（Stereo-Seq OMNI） 

CWAAP誘発肺病変の FFPE（ホルマリン固定パラフ

ィン包埋）ブロックから 10μm厚の切片を作成し、

脱パラフィン、親水化、脱架橋（Decrosslinking）

および透過処理（Permeabilization）の前処理を行

った後、Stereo-Seq OMNI V2チップ

（BGI/STOmics, Shenzhen, China）上にレジストレ

ーションした。 

Stereo-Seq（Spatio-Temporal Enhanced 

REsolution Omics-sequencing）は、DNB（DNA 

Nanoball）技術を基盤とした高密度パターニングア

レイを用いることで、プローブ間隔 500nmというナ

ノスケールの解像度を実現しており、1細胞あたり

数百のキャプチャスポットを確保することで、真の

シングルセルおよびサブセルラー解像度での空間的

遺伝子発現情報の捕捉を可能とする技術である。 

特に、本研究で用いた OMNIプロトコル（Li et 

al., 2025）は、FFPE組織における RNAの断片化や

ホルマリン架橋といった解析上の重大な課題を克服

するために開発された手法である。従来の空間オミ

クスで主流であった Poly-A配列を標的とする mRNA

キャプチャとは異なり、ランダムプライマーを用い

た in situでの Total RNA キャプチャ（Random 

primed in situ total RNA capturing）を採用して

いる（図 8）。これにより、ホルマリン固定によっ

て断片化した RNAであっても高効率かつ網羅的に捕

捉し、組織切片上で cDNA合成とチップへのライゲ

ーションを完結させることが可能となった。 

キャプチャした RNA 由来のライブラリは、

DNBSEQ-G400（MGI Tech, China）にてシークエンシ

ングを実施した。取得された空間座標データと発現

データは、Stereomap v4.0（STOmics）を用いて解

析を行い、高精細な細胞セグメンテーションを実施

した。これにより、エラスティカ・ヴァンギーソン

染色等で確認された病理組織学的な小葉間隔壁肥厚

部位と、特定遺伝子シグネチャーの局在を 1細胞レ

ベルで正確に照合した。 

 

Ｃ．研究結果 

C-0. 正常ブタ肺全細胞景観および系統特定（図1, 2） 

TAS-Seq解析の結果、正常ブタ肺から得られた

25,305細胞（図1B）は、44の独立したクラスターとし

て分離された。系統マーカーの検討（図1D, E）によ

り、EPCAM（上皮系）、COL1A1（間葉系）、CLDN5
（内皮系）、PTPRC（免疫系）の発現を確認し、間

葉系細胞及び上皮の境界を特定した。 
 
C-1. 肺間葉系細胞における13サブクラスターの定

義（図2, 3, 4） 

本解析では、COL1A1陽性細胞を対象とした高解

像度サブクラスター解析により、計7,643個の間葉系

細胞を同定した。特筆すべき点として、マウスのシ

ングルセル解析では肺胞領域由来のAlveolar_Fibが
圧倒的多数を占めることが一般的であるが、本解析

の結果では、最多のDuctal_MyoF（1,453個）および2
位のAdventitial_Fib（1,111個）がいずれもAlveolar_Fib
（805個）を大きく上回る数で同定された。これは、

ブタがヒトと同様に極めて発達した広義間質（大血

管や胸膜、気道周囲の鞘状組織）を保持しているこ

とを定量的に裏付けていた。 
また、サンプリング領域（領域A: 胸膜側、領域B: 実
質末梢、領域C: 中枢側）を分けた実験デザインによ

り、共通の系譜に属しながら局在を異にする解剖学

的亜種が明確に分離された。各クラスターの機能的
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定義および分布特性を以下に記す。 
 
14. Ductal_MyoF（1,453個）: 肺胞管入口部の括約筋

的な構造を支える細胞であり、領域B（実質末梢）

において最も優位に認められた。 
15. Adventitial_Fib (AdvF)（1,111個）: 血管および気

道の外膜を包む鞘細胞であり、領域AおよびB
（末梢側）に広く分布し、弾性線維のアセンブ

リを担っていた。 
16. Bronchial_MyoF（960個）: 気道平滑筋束に隣接

して分布する物理負荷適応型の細胞であり、主

に領域Bにおいて同定された。 
17. Alveolar_Fib (AlvF)（805個）: 肺胞壁に常在し上

皮支持を担うニッチ細胞（MANC）であり、領

域AおよびBの実質領域に集積していた。 
18. Chondrocyte（786個）: 肺の骨格を成す軟骨細胞

であり、発達した腺組織を伴う領域C（中枢側）

にのみ特異的に認められた。 
19. Inflam_Fib (InflamF)（550個）: Adventitial_Fibと

多くのマーカー（PI16, DPT等）を共有する系譜

であるが、領域Cに優位に認められた。UMAP上
でもAdventitial_Fibと近接しており、中枢側にお

ける炎症応答型亜種として定義された。 
20. ASM（449個）: 気道周囲を螺旋状に取り囲む平

滑筋細胞であり、領域AおよびBの気道沿いに分

布していた。 
21. Axial_MyoF（422個）: 肺門部の気管支に特異的

な筋線維芽細胞であり、免疫制御機能を備え、

領域Cに極めて優位に局在した。 
22. Pericyte（409個）: 毛細血管の内皮を裏打ちする

周細胞であり、中枢側の血管系を含む領域Cに
おいて高い割合で認められた。 

23. Vascular_Fib (VascF)（283個）: Alveolar_Fibと同
じ系譜（NPNT, FGFR4陽性）に属するが、肺胞

と小葉間隔壁や細動脈の接触部位という特殊な

ニッチに局在し、領域AおよびBにおいて同定さ

れた。 
24. Arterial_SMC（229個）: 肺動脈中膜を構成する

高度な収縮ユニットであり、領域Bを中心に末

梢血管系において広く認められた。 
25. VSM（104個）: 血管壁を構成する平滑筋細胞で

あり、今回の解析では領域A（胸膜側）において

最もdominantに認められた。 
26. Schwann_cell（82個）: 末梢神経を絶縁する神経

随伴細胞であり、領域CおよびBの中枢寄り領域

に局在していた。 
 

C-2. 外膜系譜（PI16陽性）：弾性線維形成と免疫制

御ハブの分業（図4-6） 

外膜系譜に属する AdvFとInflamF は、共通して 
PI16, LOX, HTRA3, ECM1, C4A, MFAP5 といった強

力な遺伝子シグネチャーを共有しており、同一の細

胞系統に属する「解剖学的亜種」であることが示唆

された。しかし、詳細な発現プロファイルの比較に

より、両者の間には以下の通り明確な機能的分業が

認められた。 
AdvFにおいては、弾性線維の主要構成成分である 

FBLN2 や、組織の機械的特性を維持する ASPN が
優位に発現していた。特に MFAP5 と FBLN2 は弾
性線維のアセンブリ（組み立て）に必須の糖タンパ

ク質であり、これに加え、組織の硬化（架橋）を直接

担う LOX (Lysyl Oxidase) ファミリーや、細胞外マ

トリックス（ECM）の品質管理を司る HTRA3 や 
ASPN が集積していた。これは、AdvFが物理的な「鞘」

として、大血管や気道の外膜構造を強固に構築・維

持する役割に特化していることを裏付けていた。 
対照的に、中枢側に優位に局在した InflamFにお

いては、ブタにおいて極めて鋭敏な新規指標である 
CRABP1 （レチノイン酸結合タンパク質）や 
RARRES1 を獲得していた。機能面では、補体系の活

性化因子である CFB, C2, C3, C4A や、免疫細胞の強

力な遊走因子である CXCL12, CCL2 を高発現して

おり、単なる支持細胞を超えた免疫制御ハブとして、

初期の炎症応答や免疫細胞の動員を司る特殊な機能

を獲得した亜種であることが判明した。 
外膜系譜に属するAdvFおよび InflamFは、先行研

究において全身の多様な組織に普遍的に存在し、組

織傷害時のリザーバーとして機能する「Universal 
fibroblast」に相当する遺伝子シグネチャーを提示し

た。本解析において、AdvFおよびInflamFはいずれも 
PI16, DPT, CD34 を高発現しており、これら幹細胞性

に関連する共通マーカーを保持していることが認め

られた。特に DPTや CD34 は、ヒトの多様な臓器に

おいて線維芽細胞の前駆状態を定義する指標として

知られており、ブタの肺外膜系譜が「未分化なリザ

ーバー細胞」としてのポテンシャルを有しているこ

とが分子レベルで裏付けられた。 
一方で、マウスの PI16+ 線維芽細胞において主要

な指標とされる IL33, CCL11, ADH7, DPP4 の発現

を詳細 に検討したと ころ、本解 析 のブタ 
AdvF/InflamF クラスターにおいては、これらの遺伝

子は完全に陰性あるいは極めて微弱な発現に留まっ

ていることが判明した（図6B）。マウスを用いた先

行研究では、外膜系細胞は IL33 等を介した 2型免
疫応答の指示細胞としての側面が強調されてきたが、

ブタにおいてはこれらのマウス型シグネチャーが欠

如していた。 
この結果は、ブタの肺外膜系譜が、マウス特有の

免疫学的プロファイルとは明確に異なり、ヒトの

「Universal fibroblast」により近い分子的アイデンテ

ィティを保持していることを示唆している。すなわ

ち、サンプリング領域（領域A, B, C）を分けること

で捉えられた AdvF（末梢側構造維持型）と InflamF
（中枢側免疫制御型）の機能分化は、ヒト型 
Universal fibroblast が局所のニッチに応じて専門分

化した姿であると解釈された。 
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C-3. 肺胞・血管系譜（NPNT陽性）：代謝活性型ニッ

チと血管走行ガイダンス（図4,5,7） 

肺胞壁を主座とする Alveolar_Fib（AlvF） と、血

管随伴性の Vascular_Fib（VascF） は、いずれも 
ITGA8, COL13A1, FGFR4, CES1, SOD3, A2M, VEGFD 
を核とした共通の系譜として同定された。これらの

共通因子は、肺胞領域における恒常性維持や脂質代

謝、酸化ストレス保護という本系統の基盤的機能を

象徴していた。 
AlvFにおいては、肺胞上皮（AT2）の接着を直接助

ける NPNT (Nephronectin) や、上皮支持シグナルを

担う FGFR4、および脂質代謝酵素 CES1 を強力に

発現しており、ヒト型 MANC (Mesenchymal Alveolar 
Niche Cell) の形質を再現していた。さらに本解析で

は、心肺の発生に関与する GJA5 (Connexin 40) が 
AlvF 優位に認められた。これは、AT2 と密接に接触

し、細胞間コミュニケーションを介して上皮の分化

や恒常性を直接支持する機能を裏付けるものである。

特筆すべきは、マウスで顕著な脂質貯蔵型

（Lipofibroblast）の指標である PLIN2, PPARG, LRAT, 
RBP1 がブタでは完全に陰性であった点である。し

かし、脂質輸送を担う APOE, LPL, FABP4 の発現は

認められ、ブタはヒトと同様に「貯蔵」ではなく「能

動的な代謝・輸送」によって肺胞環境を制御する代

謝活性型ニッチを有していることが判明した。 
一方で、血管や隔壁境界部に局在するVascFにおい

ては、細胞骨格制御に関わる DOCK4 や、微小管モ

ータータンパク質 KIF26B、マトリックス修飾酵素 
UST、さらに血管走行の誘導に関わる受容体 GRID2, 
PTPRD 、 お よ び ECM 微 細 調 節 因 子 で あ る 
ADAMTSL1, ADAMTS17 の特異的な集積が認めら

れた。これは、肺胞壁から血管走行路へと移行する

微細な解剖学的境界において、血管ネットワークの

構築や維持を物理的・分子的にガイドする専門的な

役割を担っていることを示唆している。 
 

C-4. 筋線維芽細胞系譜：物理負荷適応とニッチ形成

（図4,5） 

Myofibroblast（MyoF）系譜として同定された 
Ductal_MyoF と  Bronchial_MyoF は、共通して 
WIF1, GREM1, CLDN11, WNT11, FGF18 といったシ

グナル調節因子を発現していた。両者は共に 
ACTA2, TAGLN, MYH11 といった収縮関連マーカ

ーを豊富に保持する一方で、中間径フィラメントで

ある DES (Desmin) が陰性であるという、成熟平滑

筋細胞とは一線を画す「生理的筋線維芽細胞」とし

ての共通シグネチャーを提示した。 
Ductal_MyoF（肺胞管入口部の括約筋） において

は、Hedgehogシグナルの抑制因子 HHIP や Wnt拮
抗因子 WIF1 を高発現していた。これらは気道と肺

胞の接続部において、幹細胞ニッチの恒常性を保つ

ニッチとして機能していることが推測された。 対照

的に、気道周囲に局在する Bronchial_MyoF におい

ては、PDZRN4, KCNQ5, TRPC4 の特異的な発現が新

規に同定された。これらの遺伝子群は機械刺激受容

やカルシウムチャネル制御に関与しており、気道の

収縮・拡張に伴う物理的な負荷に動的に適応するた

めの専門的なプログラムを保持していることが示さ

れた。 
 

C-5. 軸位間質系譜：中枢気道領域の免疫制御ハブ

（図4,5） 

Axial_MyoF（軸位間質線維芽細胞） は、主に領域

Ｃ（中枢気道・大血管領域）に極めて特異的に局在

するクラスターとして同定された。本細胞は血管平

滑筋細胞（VSM）や周細胞（Pericyte）と共通のシグ

ネチャー（NOTCH3, DES 等）を呈する一方で、免疫

細胞の動員を司るケモカイン CCL19, CCL2 を極め
て強力に産生している点が最大の特徴である。 
解剖学的に中枢側の太い気管支を包む軸位間質に

位置する本細胞は、石綿等の有害物質吸入時に、リ

ンパ系へと続く道筋でマクロファージやリンパ球を

動員する免疫制御ハブとしての役割を担っていると

推測される。これはヒトの太い気道で見つかってい

る IR-fibro と相同な細胞であり、中枢側における初

動の免疫応答を統御する重要なニッチとして機能し

ている。 
 

C-6. 空間オミクスによる病変部位の分子動態（図9-

11） 

マイクロミニピッグに CWAAP を肺内投与後 3ヶ
月回復期間をおいた後に解剖したホルマリン固定パ

ラフィン標本を用いた。事前にエラスティカヴァン

ギーソン染色にて病変部を病理観察した結果、広義

間質に線維性肥厚が観察される一方で、肺胞領域で

は著変は認められなかった（図 9A）。細気管支と

細動脈で構成さえる軸位間質（図 9B）及び小葉間

隔壁（図 9C）では、顕著な膠原線維の増加が観察

され間質の肥厚が認められると共に、弾性線維も散

見された。また、これらの線維性肥厚病変は一部で

繋がっており（図 9A）、臨床で散見される架橋線

維化も生じていることが明らかとなった。 
CWAAP投与後の病理組織において認められた病

変部位を含む肺組織に対して、空間オミクス（図10）
を解析した。その結果、肺組織からは病変部からも

十分量遺伝子が検出されており、クラスター解析の

結果、合計35のクラスターが同定された。さらに、

クラスター毎に局在を検討した結果、クラスター 1 
のマーカーであり、線維化の指標となる COL3A1 
が病変部に局在し、さらに PI16 陽性細胞が高度に

集積していることを同定した。これにより、外膜由

来系譜が空間的な病変形成の中心的な役割を担って

いることが実証された。次に個別の遺伝子局在につ

いて検討した（図11）。広義間質病変部（ピンクのア

ノテーション内）では、クラスター１のマーカーで
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あり、線維化のマーカーでもあるCOL3A1が局在し

ていることが明らかとなった。さらにAdvF/InflamF
のマーカーでもあるPI16が病変部で特徴的に発現し

ており、これらの結果から広義間質病変内にはPI16
陽性細胞が増加し存在することが明らかとなった。

一方でAlvF/VascularF の特徴的マーカーである

COL13A1の発現は正常肺胞組織に限局して局在し

て い た 。 さ ら に 、 DuctalMyoF, BronchialMyoF, 
AxialMyoF, ASM, VSM, ArtSMC, Pericyteのブロード

マーカーであるMYH11は、病変部にも正常肺胞組織

にも同程度局在しており、疾患部位特異性は認めら

れなかった。 
以上の結果より、外膜由来系譜が空間的な病変形

成の中心に存在することを確認した。 
 

Ｄ. 考察 

本研究における先進的ゲノム解析を駆使した「高

精度ブタ肺間葉系アトラス」の構築、および空間オ

ミクスによる線維化動態の実証は、既存の齧歯類

（マウス・ラット）モデルが抱えていたヒト疾患へ

の外挿性という限界を突破し、職業性肺疾患の病態

解明に新たなパラダイムをもたらすものである。本

研究成果が有する学術的・医学的意義を以下の 3 点

から考察する。 
 

1. 齧歯類モデルの解剖学的・分子的限界の克服

と、ブタモデルの絶対的優位性 

これまで、粉体等の吸入毒性およびそれに伴う線

維化の機序解明には、遺伝子改変が容易なマウスや

ラットが多用されてきた。しかし、Travaglini ら 
(2020) のシングルセル解析が示す通り、マウスは

ヒト肺を構成する細胞型の実に 29%（58種中 17
種）を欠損しており、対応する細胞間でも数百に及

ぶ遺伝子発現の乖離が存在する。さらに解剖学的な

観点から、Umeda ら (2025) が網羅的比較解剖で明

らかにしたように、齧歯類は CWAAP などによるヒ

ト職業性肺疾患の病変主座となる「広義間質（小葉

間隔壁および軸位間質）」や「呼吸細気管支」を完

全に欠如している。この構造的欠如により、ラット

モデルでは肺胞領域における過剰な炎症（Airspace-
Dominant Phenotype）が引き起こされ、これがヒト

病態の本質である間質性病変を物理的に覆い隠して

しまう「Biological Mask（肺胞領域の過剰炎症によ

る病態の不顕化現象）」現象が生じることが問題と

して指摘されている (Yamano et al., 2026)。 
本研究で構築したブタ肺アトラスは、この

Missing Link を埋めるものである。ブタはヒトと同

様に発達した広義間質構造を有し (Umeda et al., 
2025)、本研究の CWAAP 誘発モデルにおいても、

ヒトの病態と強く一致する広義間質の著明な線維性

肥厚が再現された。ブタを用いた本解析基盤は、齧

歯類では原理的に到達不可能な「ヒト疾患微小環境

の真の再現」を可能にする唯一無二のアプローチで

ある。 
 

2. PI16+ 外膜線維芽細胞（AdvF/InflamF）におけ

るヒト型機能遺伝子の保存と高度な組織化能 

線維化の実行部隊である間葉系細胞の不均一性に

ついて、近年、PI16陽性線維芽細胞が全身の組織に

おいて普遍的な前駆細胞（Universal fibroblast）とし

て機能し、組織傷害時に病的線維芽細胞へと分化す

ることが報告されている (Buechler et al., 2021; 
McCartney et al., 2024)。しかし、ヒトとマウスのス

トローマ細胞の相違を論じた Tsukui & Sheppard 
(2025) の指摘によれば、ヒト外膜線維芽細胞

（Adventitial Fibroblast: AdvF）を特徴づける特異的

マーカーは MFAP5等であるが、マウスではこれら

弾性線維アセンブリに関わる機能遺伝子群が保存さ

れていない。 
驚くべきことに、本研究の 1 細胞解析により、ブ

タの肺に存在する AdvF および Inflam_Fib は、前駆

細胞マーカーである PI16 に加え、MFAP5や
FBLN2 といったヒト型の遺伝子シグネチャーを極

めて強力に保持していることが明らかとなった。網

羅的な解析（図 5, 6）の結果、ブタの外膜系線維芽

細胞は、単にコラーゲン等の「材料」を供給するだ

けでなく、それらを機能的な組織構造へと編み上げ

る「アセンブリ（組み立て）」および「架橋（固め

る）」の全工程を遂行する高度なポテンシャルを有

していた。 
具体的には、主要な膠原線維（COL1A1）や弾性

線維（ELN）が肺内の複数のクラスターで普遍的に

発現しているのに対し、繊維形成を強力に促進する

DPT（Dermatopontin）や、繊維同士を化学的に結合

させ組織を硬化させる架橋酵素 LOX（Lysyl 
Oxidase）ファミリー、さらにマトリックスの品質

管理を担う HTRA3や ASPN は、外膜系クラスター

（AdvF/Inflam_Fib）に高度に集積していた。これ

は、ブタの外膜細胞が広義間質の構造形成の主役と

して特化していることを示しており、マウスモデル

では再現困難であったヒト特有の物理的に強靭かつ

硬い線維化病変（小葉間隔壁の肥厚）を、ブタが分

子・構造レベルで完全に再現し得る決定的な根拠と

なる。 
さらに、外膜ニッチ内での明確な「機能分生」

も、本モデルの特筆すべきポテンシャルである。

Adventitial_Fib が純粋な構造維持（LOX+, 
HTRA3+）を担う一方で、近縁の Inflam_Fib は、ブ

タ独自の鋭敏な指標である CRABP1 に加え、高度

な補体系（CFB, C2, C3, C4A）や強力なケモカイン

（CXCL12, CCL2）を産生する「免疫学的ハブ」と

してのアイデンティティを有していた。 
以上の結果は、ブタのストローマ細胞系譜が、解

剖学的構造のみならず分子・機能レベルにおいても

極めてヒトに近接していることを示している。遺伝
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子改変マウスを用いた従来の機序解析では、これら

「アセンブリと架橋」に関わるネットワークの欠損

により見落とされてきたヒト肺病態の本質（広義間

質の線維化進展）を、ブタモデルであれば統合的か

つ動的に評価可能であることを強く実証するもので

ある。 

 

3．NPNT+ 肺胞線維芽細胞におけるヒト型シグ

ネチャーの保持と代謝活性型ニッチ（MANC）と

しての実証 
本研究における重要な発見は、ブタ肺胞線維芽細

胞（Alveolar_Fib）の脂質代謝プロファイルが、マ

ウスの「貯蔵型」ではなくヒトの「代謝・ニッチ維

持型」に収束している点である。Zepp ら(2017)は、

肺胞上皮の自己複製を支持する間葉系ニッチ細胞

（MANC）を特定し、その主要因子として NPNTや
FGFR4 を同定した。 
本解析におけるブタの Alveolar_Fib は、これら

NPNT, FGFR4 に加え、脂質代謝酵素 CES1 を強力

に発現しており、Zepp ら(2017)や Sikkema ら(2023)
が定義したヒト型 MANC の形質を極めて高度に再

現していた。一方で、齧歯類で顕著な脂質貯蔵型

（Lipofibroblast）の指標である PLIN2や PPARG は

陰性であった。これは、ブタがヒトと同様に脂質成

分を能動的に代謝・輸送して肺胞環境を動的に制御

する「代謝活性型ニッチ」を有していることを実証

するものであり、肺胞虚脱から始まる複雑な職業性

肺疾患の機序解明において、極めて高い外挿性を担

保するエビデンスである。 
 

４．空間オミクスによる「Pathogenic Niche」の

空間的実証と将来展望 

本研究における空間オミクス解析（Stereo-Seq 
OMNI）の結果、CWAAP によって誘発された広義

間質病変部、特に齧歯類モデルでは構造的に欠損し

ている「小葉間隔壁」の肥厚部位において、シング

ルセル解析で定義した PI16陽性の Adventitial_Fib
（外膜線維芽細胞）系譜が著しく集積している事実

を同定した。 
筑井ら（2024, Nature）は、線維化を主導する特

定の「病的な線維芽細胞（Pathogenic 
Myofibroblasts）」が特定の微小環境（Niche）から

供給されるモデルを提唱している。本解析におい

て、肥厚した広義間質内に PI16陽性細胞が高度に

集積していた事実は、大型動物であるブタの広義間

質構造が、まさにヒト病態における「Pathogenic 
Niche（病的なニッチ）」として機能していること

を空間的に実証するものである。 
ただし、これら動員された PI16陽性細胞が、そ

の局所においてどのタイミングで病的筋線維芽細胞

へと形質転換を遂げるのか、あるいは供給源として

の役割に留まらず、自ら病的 ECM の架橋（LOX等
による修飾）やアセンブリを主導し、隔壁の物理的

肥厚に直接的に貢献しているのかについては、更な

る研究による証明が必要である。 

 

Ｅ. 結論 

結論として、本分担研究により構築された『高精

度ブタ肺間葉系アトラス』、および疾患肺の空間オ

ミクス解析は、齧歯類モデルでは到達困難であった

ヒト職業性肺疾患の微小環境を分子レベルで再現し

得る高度な解析基盤であることを実証した。特に、

CWAAP 病変の主座である広義間質において、外膜

由来前駆細胞（PI16 陽性細胞）の空間的な集積を

特定したことは、難治性環境応答性肺疾患の進展機

序を解明するための重要な知見である。今後は、時

空間的な動態解析を深化させることで、早期診断マ

ーカーの同定や治療標的の選定に資する高度なリフ

ァレンスとしての活用が期待される。 
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図8 Stereo-Seq OMNIのワークフロー
（出典：Li, Z., et al. (2025). Cell, 188(23), 6554-6571.e21. 
doi:10.1016/j.cell.2025.08.008 より引用/改変）
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