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研究成果の概要（和文）：肺線維症は、肺胞間質における炎症とコラーゲン沈着を特徴とし、呼吸困難や死亡に
至る。しかし、自然発症する線維化マウスモデルがないため、肺線維化の包括的な病態は依然として不明であ
る。我々は、ILC2を抑制する機構を持たないIfngr1-/-Rag2-/-マウスが、重度のPFを自然発症することを発見し
た。Ifngr1-/-Rag2-/-マウスでは、ILC2サブポピュレーションがコラーゲン産生開始前の疾患発症期に増加し
た。さらに、ILCやIL-33を欠損させると、PFの発症が抑制された。ILC2はin vitroで線維芽細胞のコラーゲン産
生を直接誘導し不可逆的な線維化を引き起こした。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary fibrosis (PF) is characterised  by inflammation and collagen 
deposition in the alveolar interstitium, leading to dyspnoea and death. However, the comprehensive 
pathogenesis of PF remains unclear due to the lack of spontaneous fibrosis mouse models. We found 
that Ifngr1-/-Rag2-/- mice, lacking the mechanisms to suppress group 2 and 3 innate lymphoid cells 
(ILC2s and ILC3s), developed severe PF spontaneously. In Ifngr1-/-Rag2-/- mice, Il1rl1hiIl13hi-ILC2 
subpopulation was increased at disease-onset phase before collagen production began. Further, 
defects in ILCs or IL-33, the strong ILC2 activator, prevented PF development. ILC2s directly induce
 collagen production by fibroblasts in vitro, and fibroblasts started to produce IL-33 in the 
chronic phase, presumably forming a positive feedback loop between fibroblasts and ILC2s leading to 
irreversible fibrosis. Moreover, the increased IL1RL1 and IL13 and decreased IFNGR1 expression 
levels in ILC2s from human idiopathic PF patients.

研究分野： 免疫学

キーワード： 肺線維症　ILC2　IL-33
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Ifngr1-/-Rag2-/-マウスにおける線維化の誘導は、内因性因子によって発症する線維化の理解を促進すると期待
している。これまでの線維症研究の多くはブレオマイシン投与によって、上皮細胞におけるＤＮＡ損傷誘導する
モデルマウスに支えられてきたが、このモデルでは内因性因子がどのように線維化に働くかを評価できなかっ
た。線維化には複合的な因子が働くと考えられていることから、Ifngr1-/-Rag2-/-マウスを用いた研究は今後の
線維化研究を加速させると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
２型自然リンパ（ILC２）は、T 細胞のように外来抗原を認識することはできないが、サ

イトカイン、脂質、神経ペプチドなどの内因性因子によって活性化される。多くの研究から
アレルギー疾患における ILC2 の重要性が示されてきたことから、我々は ILC2 を標的とし
たアレルギー性疾患の制御を目指して ILC2 の抑制機構について研究し、IFNや IL-27 によ
って ILC2 の機能が強く抑制されることを見出した。この背景から、Rag2 遺伝子を欠損させ
ることで、獲得免疫系の影響を受けずに IFNの ILC2 に対する純粋な機能を解析できる
Ifngr1-/-Rag2-/-マウスを樹立した。８週齢前後の若い Ifngr1-/-Rag2-/-マウスを用いた解析か
ら、IFNシグナルの欠損が気管支喘息における好酸球性炎症や粘液産生を悪化させることが
明らかになった（Moro et al. Nature Immunology, 2016）。ILC2 の抑制機構に関する一連
の研究の報告後、Ifngr1-/-Rag2-/-マウスはしばらく使用されることのないまま飼育されてい
たが、その結果、マウスが年をとり、高週齢の Ifngr1-/-Rag2-/-マウスで肺線維症が自然発症
することを見出した。 
 
２．研究の目的 
多くの研究が積み重ねられてきたにもかかわらず未だ発症機構解明に至らない IPF 研究

に対し、肺線維化自然発症モデルマウスを用いて新たな切り口から挑戦することにより、線
維化の発症機構および、慢性化機構の解明することを目的とした。我々のモデルマウスが線
維化を自然発症する利点を生かし、ILC2 を中心に多様な免疫細胞の動態を経時的な解析す
ることで、時間軸によって刻々と変化する病態形成機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 fngr1-/-Rag2-/-マウスがヒト IPF 病態とどのような類似性があり、また、相違点がある

かを明らかにしたうえで、経時的な Single cell RNA シークエンス（scRNA-Seq）解析を行
うことで、線維化の進行段階毎の責任細胞と関連因子を解析する。scRNA-Seq 解析によって
同定された線維化形成にかかわる細胞、因子のノックアウトマウスを用いて、線維化の進行
が抑制または停止するかを明らかにする。さらに、線維化の主体は過剰なコラーゲン産生で
あるため、どの細胞が線維芽細胞からのコラーゲン産生を誘導するかを明らかにする。以上
を明らかにしたうえで、線維化が一過性に治癒せず、慢性化に至る機構を明らかにする。最
終的には、臨床検体を用いて、Ifngr1-/-Rag2-/-マウスを用いた研究の成果がヒト IPF 検体で
再現されるかを確認する。 
 
４．研究成果 
Ifngr1-/-Rag2-/-マウスにおける線維化の病態解析 
 本研究で Ifngr1-/-Rag2-/-マウスを線維化モデルマウスとして用いるにあたり、初めに
Ifngr1-/-Rag2-/-マウスにおける線維化の進行方向、発症頻度・発症時期などを多方向から定
量的に解析することにした。マウスを生きたまま経時的に CT 画像解析することで、Ifngr1-
/-Rag2-/-マウスにおける線維化は加齢とともに発症すること、また線維化は常に肺辺縁部
（胸膜側）から始まることを明らかにした。マッソントリクローム（MT）染色による線維化
の評価では、若齢の Ifngr1-/-Rag2-/-マウスの肺では線維化が見られなかったが、15 週齢ご
ろからフィブリン蓄積を伴う炎症像が観察されるようになり、20 週齢以降では明らかなコ
ラーゲン産生を伴う線維化が観察された。多くの研究から線維化の前には炎症が存在する
ことが知られているが、Ifngr1-/-Rag2-/-マウスにおいても細胞浸潤が顕著な時期を経てから
線維化が始まった。BALF 細胞は 10-20 週齢群から若年群に比べ有意に増加し、20 週齢以降
は雌より雄で細胞数が多くなった。線維化スコアは 10-20 週齢群から上がり始め、20 週齢
以降ほとんどのマウスが線維化を発症した。BALF のデータと線維化スコアの割合を合わせ
たデータから、10-20 週齢で炎症が始まり、20 週齢以降に線維化が顕著になることが定量的
に示された。 
 
そこで本研究では、Ifngr1-/-Rag2-/-マウスの線維化の進行を次の 3段階に分けて解析する

ことにした。 
①未病期（10週齢以下）：組織学的にも免疫学的にも健常 
②炎症期（10-20 週齢）：肺胞内に炎症細胞が浸潤するが線維化は極めて軽度～中程度 
③線維化期（20 週齢以上）：顕著なコラーゲン産生が観察され重度の線維化 
 



疾患活動性を反映する線維症のバイオマーカーである SP-D は、慢性期の Ifngr1-/-Rag2-/-

マウスの血清で、著しく上昇した。また、慢性期の Ifngr1-/-Rag2-/-マウスの経皮的動脈血酸
素飽和度（SpO2）は、未病期と比較して有意に低下した。肺の弾力性を示す指標である静的
コンプライアンス（Cst）は、線維化期の Ifngr1-/-Rag2-/-マウスで炎症期と比べ有意に減少
した。 
 
特発性間質性肺炎の中でも IPF は線維化が不可逆的であり、ステロイド治療が効かない

ことが難治性の理由の一つとなっている。Ifngr1-/-Rag2-/-マウスの線維化にステロイド投与
が有効かどうかを検討するため、Ifngr1-/-Rag2-/-マウスの炎症期、または線維化期から、そ
れぞれ 4週間ステロイドの連続投与を行った。炎症期からステロイドを投与すると BALF 中
の炎症細胞は、減少したが、線維化期からの投与では十分な効果が見られなかった。線維化
に対するステロイドの効果については、線維化期に入ったマウスでは効果が認められなか
ったが、炎症期から投与を開始したマウスでは、線維化の発症が完全に阻止された。これら
の結果は、ステロイド抵抗性の線維化症であっても、患者を早期に発見し、炎症期に治療を
開始することが可能になれば、線維症を克服できる可能性を示唆した。  
 
Ifngr1-/-Rag2-/-マウスの scRNA-Seq 解析 
Ifngr1-/-Rag2-/-マウスの未病期、炎症期、線維化期の肺細胞を、Rag2-/-マウスを対照群と

して、scRNA-Seq 解析した結果、肺の細胞は 24 種のクラスターに分けられた。コラーゲン
の主な供給源となる線維芽細胞は、Col1a1 と Pdgfra の発現によって定義され 2つのクラス
ター（線維芽細胞 1および線維芽細胞 2）に分けられた。線維芽細胞 1は疾患の進行ととも
に減少し、線維芽細胞 2 は増加したことから、線維芽細胞 2 が疾患の進行に関与している
ことが示唆された。実際、遺伝子発現差解析により、線維芽細胞 2は線維芽細胞 1に比べ、
Col1a1、Col1a2、Col3a1、Timp1、Dcn などの IPF で報告されている線維化因子の発現が増
加していることが明らかになり、線維芽細胞２が病原性線維芽細胞であることが示された。 
 
ステロイド投与の実験結果から、炎症期の細胞動態を明らかにすることが線維化を理解

する上で重要であることが示唆されたため、scRNA-Seq 解析では Ptprc（CD45 遺伝子）陽性
細胞にも着目した。未病期に比べ炎症期に顕著な変動を示す細胞を可視化するため、Ptprc+

細胞における各クラスターの頻度を算出し、さらにその logFC を算出した。その結果、ILCs
（ILC1、ILC2、ILC3 を含む）、好塩基球、樹状細胞、マクロファージが炎症期、線維化期の
両方で活性化傾向を示した。 
 
細胞の動態をさらに理解するために、Ifngr1-/-Rag2-/-マウスの肺のフローサイトメトリー

解析を行ったところ ILC2 が未病期に比べ炎症期で有意に増加したことから炎症期での関与
が示唆された。免疫蛍光染色では、炎症領域に ILC2 が集積し、この結果を裏付けた。 
  
Ifngr1-/-Rag2-/-マウスにおいて線維化を誘導する責任細胞の同定 

 Ifngr1-/-Rag2-/-マウスからすべての ILC を欠損させるために、Ifngr1-/-Rag2-/-IL2rg-/-マ
ウスを作製したところ、線維化の発症が完全に抑制された。Ifngr1-/-Rag2-/-IL2rg-/-マウス
は先天的に ILC を欠損するため、後天的な ILC の欠損が線維化の抑制に寄与するかを調べ
るために、中和抗体を用いた実験を行った。Rag-2 欠損バックグラウンドのマウスでは、Thy1
の発現は ILC に特異的なため、抗 Thy1 抗体を用いて、ILC2 と ILC3 の両方を含む ILC 分画
を後天的に欠損させた。抗体を炎症期の後期まで投与したマウスでは、線維化の抑制がみら
れなかったが、炎症期の初期から線維化期の直前まで投与し続けたマウスでは線維化が完
全に阻止された。 
 
 
線維化における IL-33 を介した ILC2 の活性化の重要性 
scRNA-seq 解析では、すべての ILC2 が疾患との関りを示したのではなく、クラスター6と

して同定された ILC2 分画のみ疾患関連性が示された。クラスター6 では、他のクラスター
と比較して、線維化因子として知られる Il13、ILC2 の活性化マーカーである Il2ra、IL-33
の受容体である Il1rl1 が高発現しており、IL-33 により活性化した ILC2 が病態形成にかか
わる可能性が考えられた。そこで、Ifngr1-/-Rag2-/-マウスから Il33 を遺伝的に欠損させ、
線維症の進行を解析した。Ifngr1-/-Rag2-/-Il33gfp/gfpマウスでは、ILC2 が著しく減少し、線
維症が完全に抑制された。この結果は IL-33 によって活性化された ILC2 が病態に不可欠で
あることを証明した。 
 
 Ifngr1-/-Rag2-/-マウスにおける IL-33 の供給源を探索するために IL-33 レポーターマ

ウス、すなわち Ifngr1-/-Rag2-/-Il33gfp/+マウスを作製した。Ifngr1-/-Rag2-/-Il33gfp/+マウスの



肺をフローサイトメトリーで解析したところ、IL-33 陽性細胞の約 80％がアレルギーなど
の疾患で IL-33 産生細胞として知られる上皮細胞で、約 10％が線維芽細胞であった。興味
深いことに、上皮細胞における IL-33 の発現量は線維化の進行に依存せず常に高かったが、
線維芽細胞では未病期および炎症期ではほとんど発現が認められず、線維化期から高発現
し線維化の慢性期に寄与することが示唆された。組織学的解析から、炎症期に炎症局所に高
頻度に出現する ILC2 付近から線維芽細胞がコラーゲン産生を開始し、IL-33 を発現するこ
とが明らかになった。 
 
ILC2 と線維芽細胞の関係を明らかにするために、野生型マウスから ILC2 と線維芽細胞を

分離し、IL-33 存在、非存在下でこれらの細胞を共培養しコラーゲンをシリウスレッドで染
色した。コラーゲン産生量を定量的に解析するために、培養後に溶出したシリウスレッドの
吸光度を測定したところ、IL-33 刺激により活性化を受けた ILC2 との共培養時のみ線維芽
細胞のコラーゲン産生を誘導することが明らかになった。この結果と IL-33 欠損マウスの
データを合わせると、ILC2 の活性化には線維芽細胞からの IL-33 が重要であり、逆に線維
芽細胞のコラーゲン産生には ILC2 が重要であることがわかるため、両者には双方向の線維
化慢性化スパイラルが存在することが示された。 
 
IPF 患者検体を用いたヒトにおける ILC2 の解析 
 Ifngr1-/-Rag2-/-マウスの解析により明らかになった ILC2 を介した線維症の進行メカニズ
ムがヒトでも存在するかどうかを明らかにするために、12人の健康なボランティアと 19人
の IPF 患者から分離した末梢血 ILC2 について RNA-seq 解析を行った。IPF は 50 代以降の発
症が主であるため健常人の年齢の平均を IPF 患者の平均に合わせてサンプルを集めた。IPF
患者の ILC2 は、主成分分析により健常対照者の ILC2 とは明確に分離された。Gene Ontology
解析では、コントロールと比較して、IPF 患者の ILC2 で線維化関連の細胞外マトリックス
要素が濃縮されていた。IPF を促進すると報告されている遺伝子の ILC2 における発現を網
羅的に検討したところ、それらの遺伝子の多くが IPF 由来の ILC2 で発現が上昇しているこ
とがわかった。特に、SPP1、IL5、IL13、IL1RL1 の発現は、IPF 患者由来の ILC2 において、
健康なボランティアと比較して有意に上昇した。Ifngr1-/-Rag2-/-マウスの線維化研究におけ
る有用性を裏付けるために最も重要なデータは、IPF 患者の ILC2 において IFNGR1 の発現が
有意に低下していたことである。これは、IFNによる恒常的な ILC2 の抑制が IPF 患者にお
いても減弱していることを示唆している。IPF に対する IFN治療が以前試みられ、第 III 相
臨床試験で失敗となったが、本研究の結果を考察すると肺線維症には、ブレオマイシン誘導
性モデルマウスに代表される外的要因による上皮細胞傷害に起因するマクロファージ主体
の線維化と、内因性のIFNの抑制系シグナルの減弱やIL-33シグナルの亢進に起因するILC2
主体の線維化が存在すると推測され、両者を診断できる検査法が開発されれば、IFN治療や、
炎症期のステロイド治療が可能になると期待される。 
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