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研究成果の概要（和文）：特発性肺線維症は慢性進行性の肺の線維化で生命予後を改善する有効

な薬物はほとんどない。近年病態メカニズムの一つとして上皮間葉移行の関与が示唆されてい

る。本研究では患者肺のⅡ型肺胞上皮において CRKI/II の高発現が見られ、CRKII 高発現 A549

細胞株では TGF- 1存在下で上皮間葉移行が強く誘導されることがわかった。以上の結果から、

肺胞上皮における CRKII の抑制は上皮間葉移行の制御を介して肺線維化の進行をおさえる戦略

の一つになる可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is chronic, progressive, and 

fibrosing lung disease and there is no advantageous drug for longer survival in IPF 

patients. Recently, involvement of epithelial mesenchymal transition (EMT) is suggested 

as one of the pathogenesis of IPF. In this study, we have demonstrated CRKI/II is highly 

expressed in alveolar type II (AT II) cells in IPF/UIP specimens and CRK II overexpressed 

A549 cell line could be induced stronger EMT phenomenon under TGF- 1 stimulation. These 
results suggested suppression of CRK II in ATⅡcells might be one of the therapeutic 

strategy for regulating lung fibrosis in IPF/UIP by regulation of EMT. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）特発性肺線維症は慢性経過で肺の線維
化が不可逆的に進行する予後不良の難治性
肺疾患で、現在有効な治療法はほとんどない。
この線維化は通常の炎症の修復過程である
線維化とは異なり、自立的な線維化の進行で
あり、近年病態メカニズムの一つとして上皮
間 葉 移 行 (epithelial mesenchymal 
transition: EMT)の関与が考えられている。 
 
（２）申請者らは現在までにアダプター蛋白
CRKI/II が悪性腫瘍細胞において、その接
着・増殖・運動能に関与していることを報告
してきた。また、CRKI/II 過剰発現細胞株で
は EGF や HGF などの成長因子存在下で EMT 様
変化を引き起こされることが報告されてい
る。 
 
（３）特発性肺線維症における持続的な線維
化のメカニズムのひとつである EMT に
CRKI/II が関与している可能性があると考え
た。 
 
２．研究の目的 
上記のような背景を受け、本研究では特発性
肺線維症における CRKI/II の関与を調べる。 
 
３．研究の方法 
（１）特発性肺線維症患者検体におけるアダ
プター分子 CRK 及びその下流蛋白である
DOCK180, C3G の免疫組織学的検討 
 

臨床及び画像所見により特発性肺線維症

(idiopathic pulmonary fibrosis ; IPF/UIP)

あるいは非特異的間質性肺炎(nonspecific 

interstitial fibrosis ; NSIP)を疑われ外

科的肺生検を行われた 18 名について病理所

見を検討した。線維化の時相、間質への細胞

浸潤、膠原線維増生を伴う線維化、線維芽細

胞の増生、ポリープ型腔内線維化、蜂窩肺の

有無を評価し、臨床病理学的に IPF/UIP9名、

NSIP9 名に分類されたものを対象とした。 

ホルマリン固定パラフィン包埋切片を用い
てCRKI/II及びその下流蛋白であるDock180, 
C3G の局在及び発現強度を正常肺と比較して
免疫組織学的検討によって評価する。 
 

（２）CRKI/II 高発現肺胞上皮細胞株 A549 を
用いたTGF 刺激下及び非刺激下でのEMT誘
導の検討 
 
特発性肺線維症のII型肺胞上皮にてCRKI/II
の高発現が確認されたことから以下の検討
を行った。 
① A549 細胞に TGF- 1 5μg/ml 刺激を行い

48時間後に EMTの誘導が誘導されるかを
調べる。 
- 位相差顕微鏡を用いた形態変化の観察 
- 上皮性マーカーである E-cadherin、間
葉系マーカーである Vimentin、EMT 関連転
写因子(Slug, Snail, Twist, TCF8)の mRNA
及び蛋白発現を RT-PCR 及び Western 
blotting にて調べた 

② 次にレトロウイルスベクター発現誘導シ
ステムを用いて CRKI 及び CRKII の過剰発
現 A549 細胞株を樹立した。 

③ 樹立した細胞株を用いて CRKI/II 高発現
のみで EMT が誘導されるかについて①と
同様の検討を行った。 

④ 次にTGF- 刺激下でのEMTの誘導に変化
がおきるかを①と同様の手法を用いて検
討した。 

⑤ Rac 活性を pull down assay を用いて調
べた。 

⑥ Matrix metalloprotease-2, 9 の mRNA
及び蛋白発現を real time PCR, Western 
blotting, Zymography にて調べた。 

⑦ 運動能をWound healing assayを用いて、
浸潤能を Matrigel invasion assay を用
いて調べた。 

 
４．研究成果 

（１）特発性肺線維症患者検体における免疫

組織学的検討 

 

NSIPと比較しUIPにおける膠原線維増生を伴

う線維化病巣部分において CRK 及び C3G、

DOCK180 はいずれも線維芽細胞に発現してい

た。また、過形成性変化を示す II 型肺胞上

皮への発現は正常肺胞上皮と比較して強く

認められた。 

 

（２）CRKI/II 高発現肺胞上皮細胞株 A549 を
用いた EMT の検討 

 

① A549 細胞における TGF- 15μg/ml 刺激

48 時間後の EMT の誘導解析 

－刺激後、細胞形態が紡錘形に変化した。 
－刺激後、E-cadherin mRNA 及び蛋白の発
現は低下し、Vimentin mRNA 及び蛋白の発
現が増加した。 
－刺激後 Slug, Snail, TCF8 の mRNA 及び
蛋白発現は増加した。以上の結果から
A549 は TGF 15μg/ml 刺激下で EMT が誘
導されることがわかった。 

②  細胞株の樹立 
Westaren blotting にて CRKI 及び CRKII
過剰発現 A549 細胞株の樹立を確認した。 



③ 樹立した CRKI 及び CRKII 過剰発現 A549
細胞株ではいずれも TGF- 1 非刺激下で
形態学的変化は見られた。また CRKII 過
剰発現細胞株では E-cadherin の発現に
変化は認めなかったものの MMP9 及び
Vimentin の発現誘導を認めた。 

④ 樹立した CRKI 及び CRKII 過剰発現 A549
細胞株における TGF- 1 5μg/ml 刺激 48
時間後の EMT の誘導解析 

－刺激後、細胞形態は紡錘形に変化した。 
－刺激後、CRK 過剰発現させていない A549
細胞と比較して CRKII 過剰発現 A549 細胞
株では E-cadherin mRNA 及び蛋白の発現
は著明に低下し、Vimentin mRNA 及び蛋白
の発現が増加した。 

⑤ CRKII過剰発現 A549細胞株ではコントロ
ール細胞及び CRKI 過剰発現細胞株と比
較して Rac 活性が増加していた。 

⑥ CRKII過剰発現 A549細胞株ではコントロ
ール細胞及び CRKI 過剰発現細胞株と比
較して以下のことが示された。 
- MMP-9 の発現が増加した。 
- 運動能が増加した。 
- 浸潤能が増加した。 

 
以上の結果から CRKI/IIは特発性肺線維症

のⅡ型肺胞上皮に強く発現していることが
わかった。また、in vitro の検討から、TGF-
存在下では CRKII 過剰発現によって EMT 誘導
が強く起きることがわかった。特発性肺線維
症の肺内において TGF- が多く存在している
ことを合わせ考えると、肺胞上皮における
CRKII 発現の制御が病態の進展を制御できる
可能性が示唆された。 
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