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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞（MSC）由来Extracellular Vesicle (EV)製剤をTGFβ刺激下で肺線維芽
細胞に作用させたところ、ファイブロネクチン濃度勾配に対する遊走能の抑制、コラーゲンゲル収縮能の抑制が
みられた。また、αSMAやⅠ型コラーゲンの産生能の抑制がみられた。次に、MSC由来EV製剤のmiRNA網羅的解析
やmiRNA mimic実験により、ある特定のmiRNAが抗線維化作用を有することが示した。さらに作用機序解明のため
に細胞内シグナル経路に着目して検証を進め、EV製剤を投与された肺線維芽細胞では繊維化に関連するリン酸化
シグナルおよび特定の蛋白発現を抑制することを示した。

研究成果の概要（英文）：When lung fibroblasts were subjected to TGFβ stimulation and treated with 
extracellular vesicle (EV) preparations derived from mesenchymal stem cells (MSCs), there was a 
notable inhibition of their migratory capabilities in response to fibronectin concentration 
gradients and a reduction in their ability to contract collagen gels. Additionally, these 
preparations suppressed the production of α-smooth muscle actin (αSMA) and type I collagen. 
Further investigations, including comprehensive miRNA analyses and miRNA mimic experiments of the 
MSC-derived EVs, identified a specific miRNA that exhibited anti-fibrotic effects. To explore the 
underlying mechanisms, the study focused on intracellular signaling pathways in the treated 
fibroblasts. It was demonstrated that the EV treatment suppressed fibrosis-related phosphorylation 
signaling and specific protein expression in lung fibroblasts, suggesting a potential therapeutic 
pathway for fibrotic diseases.

研究分野：肺線維症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、従来にない間葉系幹細胞由来Extracellular Vesicle (EV)による肺線維症の病態制御機序の解明を行
い、間葉系幹細胞由来EVのタンパク質やmiRNAの新たな抗線維化標的因子の同定を行う。革新的な新規バイオ抗
線維化薬剤として間葉系幹細胞由来EVの臨床応用に向けた基盤研究である。

※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 
 
特発性肺線維症は肺の線維化の進行により呼吸不全をきたし生存率に寄与する有効性を証明し
た薬物療法はなく非常に予後不良な疾患である。肺線維化の病態に直接深く関与する肺線維芽
細胞の間葉系幹細胞（MSC）由来 Extracellular Vesicle (EV)による機能活性制御に着目した。
MSC由来 EVは内包される多種多様なタンパク質やmiRNA が細胞に作用し、生体内の均衡を
保ちながら抗炎症効果や組織修復効果を発揮する。申請者らの研究グループは、独自の手法で臍
帯血から抽出した高純度の MSC 由来 EV を用い（特許出願済）、肺線維芽細胞の過剰な機能活
性や、肺線維症動物モデルにおける肺線維化の抑制から、線維化肺から正常肺再生機序の解明を
達成目標とした。 
本研究は、従来にない MSC由来 EVによる肺線維症の病態制御機序の解明を行い、MSC由来
EVのタンパク質やmiRNAの新たな抗線維化標的因子の同定を行う。革新的な新規バイオ抗線
維化薬剤としてMSC由来 EVの臨床応用に向けた基盤研究である。 
 
２．研究の目的 
 
肺線維症の中でも特発性肺線維症（IPF）は慢性経過で肺の線維化が進行し発症後の平均生存期
間は 3-4年と非常に予後不良な疾患である。現時点では生存率や健康関連 QOLに寄与する有効
性を証明した薬物療法はなく治癒が期待出来ない。よって悪化を阻止することを治療目標とす
る慢性進行性の線維化の完成した肺組織は、重度の呼吸不全につながる後遺症として非可逆性
であり、生涯において正常肺の再生は困難と考えられている難治性肺疾患である。IPFの承認薬
であるピルフェニドンおよびニンテダニブは副作用も強い上、効果に乏しく、平均余命は 9 カ
月 とアンメットニーズであり、新薬が望まれている。近年、間葉系幹細胞（MSC）移植の有効
性は様々な疾患を対象に臨床試験で確認されつつある。 
現在、IPF 患者に対して MSC 細胞移植治療の第Ⅱ相試験が行われている(A Phase I Safety 
Clinical Trial. Chest.2017, 151(5):971-981.)。また、ブレオマイシン 誘発肺線維症モデルで、
MSC 由来の EV は線維化期からの投与でも有効だとの報告がある。（JCI Insight. 2019, 
1;4(21):e128060.）更に、難治性疾患への適応拡大も可能(Biomarker Research. 2019, 7:(8),3-8)
であり、 社会的貢献度は非常に高い。EV は MSC 細胞製剤よりもハンドリングしやすく、保
存性に優れ、安定供給が可能な上、安全に投与量を増やせるため薬効の増強も期待できる。MSC
由来 EV は内包される多種多様なタンパク質や miRNA が細胞に作用し、生体内の均衡を保ち
ながら抗炎症効果や組織修復効果を発揮することが十分に期待される。 
 
３．研究の方法 
 
線維化の病態を強力に促進させることが知られている TGFβが誘導する（1）遊走能（2）肺線維
芽細胞含有コラーゲンゲル収縮能（3）収縮性ストレスファイバーであるα平滑筋アクチン(α
SMA)産生能（4）細胞外基質(ECM)産生能を、Ex-vivo における代表的線維化モデルの解析方法と
して導入した。上記の実験には、ATCC より購入したヒト胎児肺由来線維芽細胞株 HFL-1、当院呼
吸器外科手術症例において肺癌患者の摘出肺の非癌部肺組織から分離培養した正常肺線維芽細
胞、研究協力施設の神奈川循環器呼吸器病院より提供いただいた肺線維症肺線維芽細胞を用い
た。また、In-vivo 検証としてブレオマイシンモデルマウスに MSC-EV 製剤を経静脈的に投与し、
肺組織の免疫組織化学染色や IVUS などにより抗線維化作用機序の検証を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）間葉系幹細胞（MSC）由
来 Extracellular Vesicle 
(EV)製剤を TGFβ刺激下でヒ
ト胎児肺由来線維芽細胞株
HFL-1 に作用させたところ、
ファイブロネクチン濃度勾
配に対する遊走能の抑制、肺
線維芽細胞含有コラーゲン
ゲル収縮能の抑制がみられ
た（Figure1A-B）。また、ウエ
スタンブロット法を用いて、
αSMA やⅠ型コラーゲンの産
生能の抑制がみられた。 



 
（２）また、正常肺線維芽細胞および肺線維症肺線維芽細胞を用いて同様の検証を行った。遊走
能抑制効果、収縮能抑制効果、およびαSMA/Ⅰ型コラーゲン産生能抑制効果は、いずれも肺線維
症肺線維芽細胞でより顕著に認められた。 
これらの結果から、MSC 由来 EV 製剤が線維芽細胞に直接作用することで、肺線維症の病態を抑
制しうる可能性が示唆された。 
 
（３）次に、MSC 由来 EV 製剤の miRNA マイクロアレイ網羅的解析を行い、製剤中に特に豊富に
含まれている miRNA 群を同定した。本解析結果をもとに、特に抗線維化作用が期待される複数の
miRNA に着目し、miRNA mimic や miRNA inhibitor を用いて上記の Ex-vivo 実験を行った。その
結果、ある特定の miRNA mimic が遊走能抑制効果、収縮能抑制効果、およびαSMA/Ⅰ型コラーゲ
ン産生能抑制効果を有していることが示された。 
よって、MSC由来EV製剤に含まれる特定のmiRNAが抗線維化作用を有する可能性が示唆された。 

（４）さらに作用機序解明のために細胞
内シグナル経路に着目して検証を進め
た。MSC 由来 EV 製剤を投与された肺線維
芽細胞では、最も強力な線維化シグナル
である Smad 経路（canonical 経路）は抑
制されていなかった。一方、その他の繊
維化に関連する non-canonical 経路と呼
ばれる複数のリン酸化シグナル経路が抑
制されていた（Figure2A）。 
また、シグナル上流に位置するリン酸化
蛋白のリン酸化や、それに関連する特定
の受容体蛋白発現を抑制することも示し
た。さらに、上記で同定した特定の miRNA
が、この受容体蛋白発現を抑制すること
が、miRNA mimic を用いた検証によって
示された。 
よって、MSC 由来 EV 製剤の抗線維化作用
機序として、特定の miRNA を介した線維
芽細胞の non-canonical 経路のリン酸化抑制が関わっていることが示唆された。 
 
（５）上記実験結果を In-vitro でも検証するために、肺線維症モデルとしてブレオマイシンマ
ウスモデルを用いて MSC 由来 EV 製剤の薬効を検証した。ブレオマイシン投与マウスに MSC 由来
EV 製剤を経静脈的に投与したところ、マウス肺に集積していることが IVUS 画像により示され
た。また、MSC 由来 EV 製剤の治療効果によって、体重減少の抑制および肺線維化の組織スコア
の改善がみられた。また、マウス肺組織の免疫組織化学染色を行ったところ、上記実験で同定し
た受容体蛋白発現が抑制されていることが示された。 
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