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研究成果の概要（和文）：本研究では、自己免疫性間質性肺炎の病態解明を行うことを目的とし、線維芽細胞に
対するTGF-β1を介したサイトカインシナジーによる制御機構を明らかにした。また、間質性肺炎患者の肺胞洗
浄液からTGFB1を高発現する新規エフェクターCD4メモリー陽性細胞サブセットを同定し、同新規細胞サブセット
の網羅的オープンクロマチン領域解析により、epigeneticなTGFB1制御機構までを明らかにした。本知見は、自
己免疫性間質性肺炎の病態解明のみならず、新規創薬ターゲット同定の可能性を内包している。今後は、同細胞
サブセットの分化誘導メカニズム解明などを行う予定である。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the mechanisms of progressive fibrosis
 in connective tissue disease (CTD) -associated interstitial lung diseases (ILD). First, we 
confirmed the synergistic effects of cytokines including TGF-β1 on fibroblast activation. Second, 
we identified a novel effector memory CD4+ T cell subset that highly expresses TGFB1 in the 
bronchoalveolar lavage fluid in ILD. ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin using 
sequencing) revealed the epigenetic mechanisms that regulate the expression of TGFB1 on the CD4+ T 
cell subset. These findings indicate that the pro-fibrotic CD4+ T cell subset might play a pivotal 
role in the progression of lung fibrosis via TGFB1 production. Further detailed analysis of the 
pro-fibrotic CD4+ T cell induction mechanisms will provide a novel therapeutic target for 
CTD-associated ILD.

研究分野： 免疫学、機能ゲノム学、膠原病

キーワード： 間質性肺炎　自己免疫性疾患　T細胞　TGF-β1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
間質性肺炎は、肺胞以外の肺を支える間質部分を中心とした炎症および激しい線維化を来す疾患であり、代表的
自己免疫疾患であるリウマチ・膠原病疾患の予後を規定する。本課題では、自己免疫性疾患患者の間質性肺炎の
肺胞洗浄液より、線維化促進性のサイトカインを高発現する新規T細胞を同定し、その線維化促進メカニズムを
明らかとした。本解析結果は、間質性肺炎治療の新規創薬ターゲット同定に繋がる可能性を内包している。

※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 
全身性の自己免疫疾患である全身性エリテマトーデス、多発性筋炎/皮膚筋炎、強皮症は代表的
膠原病として広く知られている。副腎皮質ステロイド等の導入によりその予後は劇的に改善し
ているが、その予後を決定する間質性肺炎はこれらの疾患に合併を認め治療抵抗性となること
が多く、呼吸不全から死に至ることもあり克服すべき大きな課題となっている。TGF-β1は慢性
腎障害、慢性肝障害、間質性肺炎など線維化病態へ強く関与し、線維化を主病態とする SSc にお
いても免疫、血管、線維化の各面で病態形成に関与しており 1、線維化において中心的役割を果
たしている最も代表的なサイトカインである。申請者らは、LPS(Lipopolysaccharide)刺激 B細
胞が TGF-β、IL-10 単独では抗体産生を増強するが、両者が同時に加わることで抑制性機能に転
化する「Inhibitory Cytokine Synergy (ICS)」という概念を提唱している 2。生体内においては
複数のサイトカインが線維化病態に関与していることが想定されるものの、これまで線維芽細
胞に対する ICS 効果を確認した報告はない。また、線維化亢進において中心的役割を果たすリン
パ球についても、その亜分画に関する知見が不足しており、病態理解の大きな障害となっている。
肺線維症には、“Soil”となる肺組織側、“Seed”となる浸潤炎症細胞、またその環境要因が関
与しており、その病態解明には、両者およびこれを繋ぐ TGFβの役割を解明することが必要であ
る。 
 
２．研究の目的 
間質性肺炎は、肺胞以外の肺を支える間質部分を中心とした炎症および激しい線維化を来す疾
患であり、代表的自己免疫疾患であるリウマチ・膠原病疾患の予後を規定する。本課題では、間
質性肺炎病態形成の中心を担う免疫担当細胞を用い、エピゲノム解析も含めたマルチオミック
ス解析から、自己免疫性間質性肺炎の病態解明を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
自己免疫性間質性肺炎は、肺血管障害、線維化、炎症という３つの病態が関与しており、T 細胞、
B 細胞、マクロファージの 3 種の免疫担当細胞と、肺組織の線維芽細胞がその病態形成の中心
的役割を担っていると考えられている。本研究課題においては、向線維化サイトカインである
TGF-βに着目し、線維芽細胞および T 細胞に関する詳細な検討を行った。 
(1)線維芽細胞における Cytokine Synergy に関する検討 
線維芽細胞に対する TGF-βと複数の炎症性サイトカインの協調作用を、様々な刺激条件下にお
いて in vitro で検証を行った。刺激培養後の細胞は、フローサイトメーターを用いて生細胞を
分取し、total RNA を抽出後、qRT-PCR により定量的に遺伝子発現量を評価した。また、培養上
清中のサイトカインは ELISA を用いて評価した。これらの手法を用いて、線維芽細胞における
サイトカインシナジー効果と TGF-βの重要性を検証した。 
(2)自己免疫性疾患の間質性肺炎合併症例における TGFB1 産生 T細胞に関する検討 
自己免疫性疾患患者の肺胞洗浄液のフローサイトメトリーによる各種免疫担当細胞の細胞表面
マーカーの検討および、シングルセル解析を行った。シングルセル解析は、Tn5 トランスポゼ
ースを用いオープンクロマチン領域の切断とアダプター配列付加を同時に行う single cell 
ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin with high-throughput sequencing)
を使用した。本手法により、間質性肺炎の炎症局に浸潤する免疫担当細胞を unbiased に解析
し、病態形成に関わるサブセットの同定および、epigenetic な TGFβ産生制御機構に関する解
析を行った。 
(3)自己免疫性間質性肺炎の患者層別化バイオマーカーの同定 
上記検討により、同定した線維化に関わる CD4 陽性 T細胞サブセットの分化誘導において中心
的役割を果たすことが想定される遺伝子につき、Cre-loxP システムを用いて T細胞特異的コン
ディショナルノックアウト(CKO)マウスを作製、in vivo における解析基盤を構築した(後述)。 
 
４．研究成果 
肺組織側の要因として、線維芽細胞に対する TGF-β と複数の炎症性サイトカインの協調作用
を、様々な刺激条件下において in vitro で検証を行い、線維芽細胞におけるサイトカインシナ
ジー効果における TGF-βの重要性を明らかにした。浸潤炎症細胞側の要因としては、TGF-β遺
伝子を特異的に高発現する新規エフェクターメモリーCD4 陽性 T細胞サブセットを同定し、さら
に同サブセットの特異的細胞表面マーカーが特定の Gタンパク質共役受容体（GPCR）であること
の同定にも成功した（論文投稿予定）。同サブセットは TGFB1 を高発現し、自己免疫性筋炎症例
に合併した間質性肺炎における肺胞洗浄液中において著増していた。さらに、同サブセットは他



の浸潤CD4陽性 T細胞よりもTGF-β1の活性化に必要なLTBP (latent TGF-β binding protein) 
family プロモーター領域のクロマチンアクセシビリティが高まっていた。更に、これらの解析
から同細胞のマスター制御遺伝子として複数の候補転写因子遺伝子を同定し、候補遺伝子の
floxed マウスと CD4 Cre マウスとの交配により T細胞特異的な CKO マウスの作製まで行い、マ
ウスモデルにおける研究基盤の構築を行った。 
本研究においては、ヒト間質性肺炎発症に関わる線維芽細胞におけるサイトカインシナジー

による制御機構および、向線維化サイトカイン TGFB1 を高発現する新規エフェクターCD4 陽性細
胞サブセットの同定および、網羅的オープンクロマチン領域解析を通じた同新規細胞サブセッ
トにおける epigenetic な TGFB1 の制御機構までを明らかとし、同サブセットの機能評価を行う
マウスモデルの構築まで行い、当初の目標を達成した。 
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