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研究成果の概要（和文）：肺線維症は、線維芽細胞により主に産生される、細胞外基質の過剰沈着により重篤な
肺機能障害に至る病態である。肺線維症はしばしば慢性炎症を伴うが、それらは細胞に遺伝子発現やゲノムの変
化など場の記憶をもたらし、機能変化に繋がる。しかしながら、線維芽細胞における特異的介入手段の不足のた
め、それら機能変化の実態は未だ不明である。本研究では、由来の異なる間葉系細胞の線維芽細胞移入系を用
い、肺傷害に伴う線維芽細胞intrinsicに生じる場の記憶を解析した。その結果、Dcn遺伝子が肺傷害収束後も発
現低下が維持され、Dcn遺伝子を高発現している脂肪組織由来間葉系細胞は、炎症収束能があることが見出され
た。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary fibrosis (PF) has a poor-prognosis, which characterized by the 
excess deposition of extracellular matrix produced mainly by activated lung fibroblasts. PF is often
 associated with chronic inflammation, which alters lung cell phenotype. However, how activated 
fibroblasts changes their phenotype through the course of lung injury is poorly known because 
limited options to assess fibroblast phenotype in vivo. By using intratracheal transfer method, we 
investigated the effect of origin of fibroblasts in their activation pattern and fibrosis pathology 
in bleomycin-induced lung injury. We found that the expression of Dcn was continuously downregulated
 after acute inflammation independently on fibroblast origin. In addition, adipose tissue-derived 
fibroblasts more strongly expressed Dcn, and both adipose tissue-derived and Dcn-overexpressed lung 
firboblast exert anti-inflammatory effect in bleomycin-induced lung injury.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、傷害された肺環境下に置かれた場合の線維芽細胞における遺伝子発現変動のなかで、組織の由来
の違いによらず発現変動する遺伝子群、また由来組織の特徴が保持されている遺伝子群があることが明らかとな
った。線維芽細胞の一種である間葉系幹細胞は様々な部位より採取されて、移植による疾患治療応用が試みられ
ているが、本研究よりその部位の違いによりその効果が異なる可能性が想定されるので、間葉系幹細胞の社会応
用のためにはその由来の考慮もまた必要な可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肺線維症を始めとする臓器線維化は、線維芽細胞により主に産生される、細胞外基質の過剰沈
着により重篤な臓器障害に至る病態である。臓器線維化は慢性炎症疾患に伴い幅広く認められ、
個体の老化に伴い発症頻度が上昇することが知られている。慢性炎症や老化は、DNA メチル
化変化などの cell-intrinsicな変化、細胞外基質の構築変化、組織内微小環境の変化などの、『場
の記憶』をもたらし、細胞や臓器レベルの機能変化に繋がる。しかしながら、線維芽細胞にお
ける特異的介入手段の不足のため、炎症に伴い線維芽細胞に刻まれる『場の記憶』、およびそれ
に伴う機能変化の実態は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、提案者らの新たな線維芽細胞特異的介入手段に基づき、肺傷害に伴い肺線維芽細
胞 intrinsicに生じる『場の記憶』の実態、その分子制御機構、肺炎症反応における意義を解明
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）CAG-EGFP マウスの全肺および鼠径部脂肪組織をコラゲナーゼで酵素消化した後、CD45, 
CD146, EpCAM, Ter119 陽性細胞を磁器細胞分離により除去することで線維芽細胞を分離した。
ブレオマイシン（BLM）モデルマウスに BLM 投与１日後に分離した由来の異なる線維芽細胞をそ
れぞれ経気道的に養子移入した。細胞移入 3日後に、同様の方法で線維芽細胞を分離した後、
セルソーターにより移入した線維芽細胞を純化した。移入前後の肺由来線維芽細胞及び脂肪組
織由来間葉系細胞を用いてトランスクリプトーム解析を行った。 
 
（２）トランスクリプトーム解析の結果から着目された Decorin (Dcn)を過剰発現させるウイ
ルスを作製し、前述と同じ方法で肺から分離した線維芽細胞に感染させ、Dcn 過剰発現線維芽
細胞を作製した。非感染細胞は磁器細胞分離により除去し、感染効率が 95％以上の線維芽細胞
集団を実験に用いた。BLM モデルマウスに BLM 投与１日後に Dcn 過剰発現線維芽細胞を経気道
的に養子移入した。細胞移入 21日後に、ヒドロキシプロリンアッセイ及び HE染色により肺の
状態を解析した。 
 
（３）CRISPR-Cas システムを用いて、Dcn の発現依存的に GFP を発現する Dcn-GFP-Cre ノック
インマウスを作出し、正常状態での局在及び BLM モデルでの変化を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）養子移入前後の肺由来線維芽細胞及び脂肪組織由来間葉系細胞（線維芽細胞）を用いて
トランスクリプトーム解析の結果、発現変動している 3418 個の遺伝子が抽出され、その発現パ
ターンから 12の遺伝子モジュールに区別された（図１A、B）。線維芽細胞の由来（脂肪組織あ
るいは肺）に依存して変動する遺伝子群については、元の組織の「場の記憶」が強く反映され
た結果であると考えられる。どちらの線維芽細胞でも移入前後で同じように発現量が低下する
遺伝子は、線維芽細胞特有の遺伝子であると考えられる。そこで、線維芽細胞の由来（脂肪組
織あるいは肺）に依存せず、ブレオマイシン誘導肺線維症の進行に伴い共通して発現低下する
遺伝子群から遺伝子を抽出した。さらに、gene ontology 解析及び発現量解析を行い、移入前
には発現量が線維芽細胞の中で最
も高い遺伝子として Dcn(Decorin)
が見出された（図１C）。Dcn の発現
量は抽出された遺伝子の中で最も
高く、下位の遺伝子よりも 20 倍以
上高かった。Dcn の発現細胞特異性
を ImmGen (Immunological Genome 
Project)の geneset よりデータを
V1 datasets を取得し解析を行った
ところ、Dcn は間葉系の細胞で特異
的に発現している遺伝子であるこ
とが明らかとなった（図１D）。また、
線維芽細胞の養子移入において肺
由来、脂肪由来のように由来の異な
る線維芽細胞の移入ではBLMモデル
マウスに及ぼす影響は異なってい
たが、これは、細胞を分取した組織
での場の記憶が、移入後は炎症が起
きた肺で educate されるものと、そ
うでなくもともとの由来の違いの
signature で残っているものがあり、
線維化に及ぼす違いにつながって



いる可能性がある。これまで一般的に行われてきたような、移入前後の同一の細胞での遺伝子
発現の比較では、細胞の「場の記憶」を意味する遺伝子は抽出されなかった。今回、由来の異
なる移入前後線維芽細胞での比較を行うことで、「場の記憶」に特徴的な遺伝子の抽出が可能と
なった。本研究においては肺と脂肪組織由来の線維芽細胞を用いたが、今後、腎臓や肝臓の線
維芽細胞も同様に解析を行うことで、「場の記憶」に特徴的な遺伝子の詳細が可能であると考え
る。 
 
（２）Dcn が実際に肺線維症病態に対して寄与しているか否かを検証するため、レトロウイル
スを用いて Dcn を過剰発現させた肺線維芽細胞（図２A）をブレオマイシン傷害肺に対してブレ
オマイシン投与１日後に養子移入した。その後、細胞移入 21日目にヒドロキシプロリンアッセ
イによるコラーゲンの定量及び HE染色による線維化部位の観察を行った。その結果、dcn 過剰
発現線維芽細胞移入ではコラーゲン沈着の減少がみられ、HE 染色でも線維化部位が減少してい
ることが明らかとなった。Dcn は、細胞が接着する際の基質の集合や調節、細胞遊走、増殖、
分化に関係している
様々なタンパク質と相
互作用している。さらに、
VEGF や TGFb、PDGF-BB
等の様々な成長因子の
働きを抑制することで
血管新生や線維化形成
を調節していることや
コラーゲンに結合し、そ
の分解に関与している
ことが報告されている。
そのため、線維芽細胞の
２つの由来に共通して、
傷害肺という炎症の場
に起因した変化が生じ
ていること、またその生
じている変化の一つ
Dcn の発現低下が肺線
維症病態を悪化させて
いることが示唆された。 
 
（３）Dcn-GFP-P2A-Cre ノックインマウスを作出し、Dcn 陽性細胞の空間的分布・ブレオマイシ
ン傷害に伴う変化を解析した。その結果、Dcn は気道・気管支周囲の線維芽細胞特異的に発現
し、肺胞腔の線維芽細胞での発現は稀であることが明らかとなった（図３A）。また、Dcn を特
異的に発現する線維芽細胞は、ブレオマイシン傷害に伴いその数が減少することが見出された
（図３B）。さらに、ブレオマイシン傷害肺のシングルセルトランスクリプトーム解析により、
Dcn 陽性・陰性線維芽細胞の両者ともに、炎症収束後の day21 においても発現変動している遺
伝子群が、炎症収束後も保持される線維芽細胞の変化として見出された。 

 
今回の研究において、同系列の細胞でも由来が異なることで「場の記憶」に由来する遺伝子の
発現変動がみられたことは、今後、iPS 細胞移植や細胞治療等の細胞ベースでの研究において、



細胞を採取する場所を選択することがより良い output につながる可能性があると考える。 
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