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研究成果の概要（和文）：特発性肺線維症の進展につながる「炎症」と「線維化」の両方のregulatorとして組
織修復に関わる細胞としてM2マクロファージ（MΦ）について解析した。当初、転写因子活性化因子YAP/TAZが活
性化し、誘導遺伝子CTGFの発現の発現が増強し、線維化を誘導すると考えていた。MΦに分化させたTHP-1細胞
を、種々のcytokineで刺激し、CTGFの発現を解析したが、その発現をYAP/TAZのknockdownで抑制できず、
YAP/TAZの発現も低かった。そこで肺胞上皮細胞からの刺激がMΦを活性化していると考えた。現在、肺胞上皮Ⅱ
型様細胞A549のYAP/TAZ誘導遺伝子の発現を検証している。

研究成果の概要（英文）：Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is chronic progressive disease and is 
difficult to treat. In the present study, we investigated the role of alternatively activated M2 
macrophages which supposed to be a regulator of both inflammation and fibrosis. At first, we 
speculated that activation of transcriptional co-factor YAP/TAZ caused fibrosis through the 
induction of the expression of profibrotic genes such as CTGF and TGF-beta. According to our 
hypothesis, we differentiated THP-1 cells into macrophages by PMA thereafter stimulated them with 
various cytokines, and analyzed the expression of CTGF. However, induction of CTGF expression in 
THP-1-derived macrophages was not inhibited by knockdown of YAP/TAZ. Moreover, only low level of 
gene expression of YAP/TAZ was observed in them. These results suggested that macrophages were 
activated through the secretary factors from alveolar epithelial type II cells. We currently 
examined the expression of YAP/TAZ inducible genes in A549 cells.   

研究分野：間質性肺炎、胸部悪性腫瘍

キーワード： 特発性肺線維症　M2マクロファージ　線維化　Hippo pathway
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研究成果の学術的意義や社会的意義
IPFに対してはこれまで長きに渡りステロイドによる治療が行われてきたが、有害事象が必発な上、有用性を示
唆する科学的根拠はなく、ステロイド治療に抵抗性である。その理由については分かっていないが、申請者はた
とえ炎症は抑える事ができても、それに続く線維化を抑える事ができない事、すなわち、ステロイドによって誘
導されるM2c-MΦが線維芽細胞を活性化させ、筋線維芽細胞の増殖を促進する事が理由の一つと考えている。Ⅱ
型肺胞上皮細胞におけるYAP/TAZの不活化により、M2MΦを抑制し、「炎症」と「線維化」の両方を制御する事が
可能となれば、IPF治療のbreakthroughとなると考えている。

※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 

IPFは恒常的な「炎症」とその後の組織修復のための「線維化」の繰り返しによって増悪して
いく。今回申請者は、マクロファージ（MΦ）がこの「炎症」と「線維化」の両方を担う鍵とな
る細胞と考えた。 

IPF における線維化は活性化した線維芽細胞が大量の細胞外マトリックスを産生する事で引
き起こされるが、M2-MΦは TGF-βや PDGFを放出し、活性化した線維芽細胞である筋線維芽
細胞の増殖を促進するとされている。IPF に対してはこれまで長きに渡りステロイドによる治
療が行われ、また現在においても急性増悪の際にはステロイドパルス療法が実臨床では行われ
ている。しかしながら、少なくとも慢性経過中の IPF 症例に対するステロイド加療は有害事象
が必発な上、有用性を示唆する科学的根拠はなく（Raghu G et al. Am J Crit Care Med. 
2011;183(6):788-824.）、IPFの急性増悪時については、たとえステロイドパルス療法を行ったと
しても、救命率は 20〜30%程度と極めて低く、慢性期・急性期に関わらず IPFはステロイド治
療に抵抗性である（Flaherty KR et al. Am J Med. 2001;110(4):278-82.）。 
IPFに対してステロイドが無効な理由について、詳細は分かっておらず、申請者は、たとえ炎症
は抑える事ができても、それに続く線維化を抑える事ができない事、すなわち、ステロイドによ
って誘導されるM2c-MΦが TGF-βや PDGFを放出し、線維芽細胞を活性化させ、筋線維芽細
胞の増殖を促進するのが理由の一つと推測した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、M2-MΦの働きを制御する事で、IPFに対する新たな治療の開発に繋げる事で
ある。 
 
３．研究の方法 
 
IPF において M2c-MΦを標的とした治療により、線維化の進行を抑制できるかを検討する。 
 今回申請者が着目している M2-MΦの分化誘導に
ついては、転写因子である Interferon regulatory 
factor 4（IRF4）の活性化が不可欠であると報告さ
れているが（Satoh T et al. Nat Immunol. 
2010;11(10):936-44.）、申請者は特にM2c-MΦでは、
IRF4 が関連遺伝子の直接の転写因子として働いて
いるだけでなく、転写因子活性化因子 YAP/TAZ の核
内での安定性を高め、転写因子 TEAD の誘導遺伝子
で、 MΦの recruitment に関与する CCL2 や
profibrotic factor である TGF-βの産生が高まっ
ていると考え（図 1）、ヒト単球系白血病細胞（THP-
1）細胞やマウス MΦ様細胞（RAW264.7 細胞）を用
いて、Lipopolysaccharide（LPS）や IL-6, adenosine receptor agonist の NECA 等による刺激
を行なった。THP-1 細胞での YAP/TAZ の knockdown（KD）には viromer green を用いて siRNA を
transfection して行なった。YAP/TAZ の誘導遺伝子である CCL2 や CTGF, TGF-βの発現は real 
time PCR 法で測定した。 
 
４．研究成果 
＜結果＞ 
THP-1 細胞を Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）で MΦ
様細胞に分化誘導し、LPS, IL-6, NECA で刺激した所、主に NECA
の刺激で、CTGF の発現が誘導されることが分かった。Adenosine
シグナルはMΦをM2様に分化させると報告されており（Ferrante 
CJ et al. Inflammation.2013;36(4):921-931. ）、 M2 Φが
profibrotic factor である CTGF の発現の source である可能性
が示された。そこで、CTGF の発現誘導がの標的分子である
YAP/TAZ に dependent かを調べるため、THP-1 細胞の YAP/TAZ を
siRNA で KD した上で、NECA の刺激が cancel されるかを検証し
たが、CTGF の発現にほぼ変化は認められなかった。 
RAW264.7 細胞を用いて同様の実験を行なったがこの場合も、
CTGF の発現が YAP/TAZ の KD で抑制されることはなかった。その
後、Balb/c マウスの骨髄から単離し、Macrophage colony stimulating factor を豊富に含む
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L929 細胞の上清で分化誘導した bone marrow 
derived macrophage（BMDM）を用いた実験では、NECA
の刺激による、CTGF の発現誘導が弱かった。結果と
して、3種類の MΦを使用し、一定の傾向は得られる
ものの、著明な差を見出すことはできなかった。 
＜考察＞ 
今回 THP-1 細胞、RAW 264.7 細胞、BMDM を使用し
て解析を行なったが、何れの細胞でも YAP/TAZ の発
現そのものが低かった。特に primary の細胞である
BMDM での YAP/TAZ の発現は低く、確かに種々の刺激
に対する CTGF の発現誘導は弱かった。以上の結果
から、MΦの CTGF は YAP/TAZ の regulation を受け
ていないと推測され、当初想定していたように MΦ
そのものの YAP/TAZ が線維化に関わっているとする
のは難しいと考えられた。 
そこで、現在は、喫煙や外界からの刺激に最初に反応し、最初に障害を受ける肺胞上皮細胞から
の刺激が MΦを活性化するきっかけとなり、MΦ由来の「炎症」と「線維化」を惹起していると考
え、肺胞上皮Ⅱ型様細胞 A549 細胞の YAP/TAZ を CRISPR-Cas9 システムを用いて knockout した
細胞を用いて、MΦを活性化する因子が抑制されるかを検証している。 
＜結語＞ 
MΦにおける YAP/TAZ は発現量、活性ともにやや弱く、これを標的とした IPF の新規治療法の
開発は難しいと思われるが、IPF において MΦが「炎症」と「線維化」の両方を介在している可
能性は十分に考えられ、MΦ活性化のきっかけとなるシグナルの解明が IPF 治療の発展には不可
欠である。 
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