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研究成果の概要（和文）：特発性肺線維症（IPF）は、肺の不可逆的線維化を特徴とする、予後不良な間質性肺
疾患である。しかしながら、IPF患者の臨床経過は多様であり、予測困難である。疾患進行や予後不良を予測で
きるバイオマーカーがあれば、適切なタイミングで治療方針を決定できる。本研究では、IPF患者の臨床検体を
用いた網羅的プロテオーム解析によって疾患進行と関連するバイオマーカーを探索し、複数の候補の中からいく
つかの有望な分子を見出した。特に、低温誘導性RNA結合性タンパク（CIRBP）はIPF患者の血液や肺線維化組織
で高発現し、疾患進行や生命予後を予測する有望なバイオマーカーであることが独立した二つのコホートで検証
された。

研究成果の概要（英文）：Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is an interstitial lung disease with a 
poor prognosis characterized by irreversible fibrosis of the lung. However, the clinical course of 
patients with IPF is variable and unpredictable. A biomarker that can predict disease progression 
and poor prognosis would help to determine the treatment strategy at an appropriate time. In this 
study, we explored biomarkers associated with disease progression using comprehensive proteomic 
analyses of　specimens from patients with IPF, and found several promising molecules among a number 
of candidates. In particular, cold-inducible RNA-binding protein (CIRBP) was highly expressed in the
 blood and lung fibrotic tissues of patients with IPF and was validated in two independent IPF 
cohorts to be a promising biomarker for predicting disease progression and mortality.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： 特発性肺線維症　プロテオミクス　バイオマーカー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
IPF患者の臨床経過は多様であり、進行が早く予後不良な患者もいれば、無治療でも進行に乏しい患者もいる。
抗線維化薬や肺移植は重要な治療選択肢であるが、有害事象・合併症や生活の質の低下、医療コスト等が問題と
なるため、治療介入決定には重症度や疾患進行速度を考慮する必要がある。血清CIRBPの測定は、ハイリスクな
IPF患者の早期同定によって治療方針の早期決定に役立ち、予後の改善に貢献できるものと考えられる。またIPF
肺の線維化組織におけるCIRBPの高発現は、CIRBPとIPFの病態との関連性が示唆され、CIRBPが将来的な治療標的
となる可能性も考えられた。

※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 
特発性間質性肺炎（IIPs）は、特発性肺線維症（IPF）や非特異性間質性肺炎（NSIP）を

含む、8 種以上の独立した疾患に分類され、それぞれ治療戦略や予後が大きく異なる。したが
って、各疾患を正確に診断するために、呼吸器内科・放射線科・病理医による合議（Multi-
Disciplinary Discussion: MDD）が、重要な診断プロセスになっている。しかし、日常診療に
おいては、MDD によっても診断が難しい例や、外科的肺生検を施行できず、分類不能型と診断
せざるを得ない例が少なくない。このような診断の難しさは、個々の患者の治療方針を決める
うえで、きわめて大きな問題となっている。したがって、実臨床においては、診断に大きく貢
献できる疾患特異的バイオマーカーの開発が求められている。だが、問題はそれだけではな
い。IIPs 患者の臨床経過には個人差がある。特に IPF 患者では、進行が緩慢なもの、速いも
の、階段状に悪化するもの、急性増悪によって突如致命的な状態に陥るものなど、非常に予測
が難しい。したがって、疾患活動性を客観的に評価でき、疾患の進行速度や予後を予測できる
バイオマーカーの確立も求められている。 

近年、液体クロマトグラフィー質量分析（LC-MS/MS）を用いたプロテオーム解析技術が発
展し、生体試料から抽出した数千ものタンパクを一斉に同定できるようになった。さらに、一
部の翻訳後修飾も解析可能になっている。この技術を応用すれば、同定タンパクの発現量を、
異なる群間、たとえば『疾患群』と『健常群』あるいは『予後良好群』と『予後不良群』で比
較し、さらにバイオインフォマティクス手法を加えることによって、疾患特異的あるいは予後
と関連するバイオマーカーを、従来法よりも網羅的かつ高感度に同定できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、最新の網羅的なプロテオーム解析技術を駆使して、IPF 患者の臨床検体 （気管支
肺胞洗浄液や肺組織、血清）に発現しているタンパクを解析し、以下のバイオマーカーを開発
することを目的とする。 
 
(1) IPF 患者における疾患進行および予後を予測する血清バイオマーカー 
(2) IPF の診断に有用な病理組織または血清バイオマーカー 
 
３．研究の方法 
(1) IPF における疾患進行および予後を予測する血清バイオマーカーの開発 
① IPF 診断後早期（2 年以内）に呼吸不全死した予後不良患者と長期生存（5 年以上）した患

者の気管支肺胞洗浄液中に検出されるタンパク群をショットガンプロテオミクス法にて網
羅的に同定した。まず、ヒト血清の 99%以上を占めるアルブミンや免疫グロブリンなど 12
種類の高存在量タンパクを除去し、高存在量タンパク除去後の溶液を濃縮し、還元・アル
キル化・トリプシン消化を行った。予後不良群・長期生存群から得られたこれらの消化サ
ンプルを、安定同位体試薬によって標識し、脱塩・分画化の後、LC-MS/MS にて解析した。
解析結果リストにおいて、長期生存群と比較して、予後不良群で 2 倍以上の発現量比増加
を示したものリストアップし、候補タンパクとした。 

② IPF 患者の診断時保存血清を用いて候補タンパクを ELISA 法で測定した。 
③ 候補タンパクの肺での発現を IPF 患者の外科的肺生検検体や間質性肺疾患のない肺癌患者

の切除検体の健常部分を用いて免疫染色し、比較検討した。 
④ IPF の 1 年疾患進行（IPF診断後 1 年以内の 10％以上の%予測努力肺活量[％FVC]の相対的

低下または死亡）を予測する血清候補タンパク濃度の最適なカットオフ値を ROC 解析によ
って決定し、候補タンパク濃度高値・低値群の 1 年疾患進行率や累積生存率を比較した。 

⑤ 血清候補タンパク濃度と臨床的パラメータとの相関を評価した。 
⑥ 血清候補タンパク濃度と疾患進行との関連性をロジスティック解析にて評価した。 
⑦ 血清候補タンパク濃度と死亡率との関連性を Cox 比例ハザード解析にて評価した。 
以上について、独立した二つの IPF 患者コホート（コホート 1 と 2）で検証した。 
 
(2) IPF における早期診断に有用な病理組織または血清バイオマーカーの開発 
① IPF 患者から外科的肺生検によって採取された肺組織を用いてショットガンプロテオミク

ス法にて患者特異的に組織発現するタンパク分子を探索した。間質性肺疾患のない肺癌患
者の切除検体の健常部分を比較対照とした。まず、ホルマリン肺組織検体を脱パラフィン
処理し、相間移動溶解剤に溶解した。その後、熱処理および超音波処理を行い、（1）同様
に還元・アルキル化・トリプシン消化を行った後、安定同位体標識後に LC-MS/MS にて解
析した。同定されたタンパクリストにおいて、IPF と対照検体間で 2 倍以上の発現量比増
加を示したものリストアップし、候補タンパクとした。 
 

② 候補タンパクの肺での発現を免疫染色によって検討した。 
 



 

 

４．研究成果 
(1) IPF における疾患進行および予後を予測する血清バイオマーカーの開発 
① 候補タンパクの絞り込み 
予後不良群で発現量比増加を示したペプチド/タンパクのうち、ELISA 法で測定可能な 26 種類
に注目し、患者血清中の濃度を測定した。このうち、10 の候補タンパクが健常人や長期生存群
と比較して予後不良群において高値を示した。さらにこの中でも S100A4、低温誘導性 RNA 結合
性タンパク（CIRBP）、14-3-3γが IPF コホート 1 において診断 1 年後の疾患進行あるいは生命
予後不良と関連し、外科的肺生検組織における線維化領域で高発現していることがわかった。
これら 3 つのマーカーのうち、CIRBP は別の IPF コホート（コホート 2）においても検証され
た。以下、その CIRBP の検証の結果を示す。 

 
② 血清 CIRBP 
コホート 1 の 37.9%、コホート 2 の
63.4%、健常人の 4.0%に血清 CIRBP が検
出可能だった。血清 CIRBP 検出可能な患
者の割合は、コホート 1・2 ともに健常人
よりも有意に高かった（図 1）。 
コホート 1、コホート 2、健常人における
平均血清 CIRBP 値はそれぞれ 7.72 ± 
12.7、8.49 ± 10.9、0.32 ± 1.91 
ng/mL だった。 
 
③ 肺組織の CIRBP 
免役染色の結果を図 2 に示す。（a）CIRBP はコントロール肺では肺胞上皮の核においてわずか
に染色されるのみであった。(b)その一方、IPF 患者においては、びまん性に発現しており、特
に線維化領域と幼若な線維芽細胞巣（fibroblastic foci：矢頭）や、その周辺の細胞の核内に
強く染色された（→）。 

 
④ CIRBP 高値群と低値群の比較 
ROC 解析を用いて、コホート 1 における IPF 診断 1 年以内の疾患進行を予測する血清 CIRBP の
カットオフ値を 11.439ng/mL に設定した。このカットオフ値に基づいて、IPF 患者を CIRBP 高
値群と低値群に分類した。コホート 1 では、CIRBP 高値群は低値群と比較して有意に疾患進行
率が高かった（62.5％ vs. 26.8%, P 値 0.0027:図 3a）。コホート 2 においても同様の結果が得
られた（66.7％ vs. 33.3%, P 値 0.0075：図 3b）。 



 

 

次に CIRBP 高値群と低値群の累積生存率を示す（図 4）。（a）コホート 1 では、CIRBP 高値群は
低値群と比較して有意に生存期間が短く（P 値 0.0183）、診断後 2 年以内の累積生存率はそれ
ぞれ 39.4%と 73.5%だった。(b)コホート 2 においても同様に、CIRBP 高値群は低値群と比較し

て有意に生存期間が短く（P 値 0.0299）、診断後 2 年以内の累積生存率はそれぞれ 45.8%と
74.8%だった。 
 
⑤ 血清 CIRBP と臨床パラメータとの相関 
血清 CIRBP と年齢、や動脈血酸素分圧、%FVC、%DLCOとの相関を評価した。コホート 1 では血清
CIRBP 値と%FVC に弱い相関が認められたが（相関係数 r=−0.24, P 値 0.0170）、コホート 2 では
再現されなかった（相関係数 r=−0.003, P 値 0.9755）。その他のパラメータとの有意な相関は
なかった。 

 
⑥ 血清 CIRBP と疾患進行 
コホート 1 と 2 ともに、血清 CIRBP 高値は各患者の重症度や抗線維化薬治療の有無で調整した
多変量解析において、独立した 1 年疾患進行のリスク因子だった（表 1）。 

 
表 1. 血清 CIRBP の 1 年疾患進行に対するロジスティック回帰分析 

 コホート 1, n = 95 コホート 2, n = 93 

 オッズ比 95%信頼区間 P 値 オッズ比 95%信頼区間 P 値 

単変量解析 a 1.07 1.03–1.11 0.0014 1.07 1.02–1.12 0.0063 
多変量解析 a,b 1.06 1.02–1.11 0.0053 1.11 1.04–1.18 0.0011 

a 血清 CIRBP per 1ng/mL 
b Gender–Age–Physiology ステージと診断後 1 年以内の抗線維化薬治療導入の有無で補正 

 
⑦ 血清 CIRBP と死亡率 
コホート 1 と 2 ともに、血清 CIRBP 高値は各患者の重症度や抗線維化薬治療の有無で調整した
多変量解析において、独立した生命予後不良因子だった（表 2）。 
 

表 2. 血清 CIRBP の死亡に対する Cox 比例ハザード解析 

 コホート 1, n = 95 コホート 2, n = 93 

 ハザード比 95%信頼区間 P 値 ハザード比 95%信頼区間 P 値 

単変量解析 a 1.03 1.01–1.05 0.0063 1.03 1.002–1.05 0.0299 
多変量解析 a,b 1.03 1.003–1.05 0.0258 1.04 1.02–1.07 0.0005 

a 血清 CIRBP per 1ng/mL 
b Gender–Age–Physiology ステージと抗線維化薬治療導入（時間依存性変数）の有無で補正 

 
以上の結果から、IPF 患者において、血清 CIRBP 高値は独立した 1 年疾患進行のリスク因子お
よび生命予後不良因子であることが独立した二つのコホートで検証された。すなわち、血清
CIRBP の測定は、進行の速い IPF 患者や予後不良な IPF 患者を同定し、治療方針の早期決定に
役立つ可能性が示唆された。 
 
(2) IPF における早期診断に有用な病理組織または血清バイオマーカーの開発 
IPF 患者から外科的肺生検によって採取された肺組織を用いて、ショットガンプロテオミクス
法にて IPF 患者特異的に組織発現するタンパク分子を探索した。その結果、数種類の特異的タ
ンパク候補を同定した。これらの局在を免疫染色にて確認したが、再現性のある結果が得られ
ず、今回の解析では IPF に特異的なマーカーとなりうるかどうか決定できなかった。 
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