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研究成果の概要（和文）：本研究は、特発性肺線維症（IPF）の急性増悪のメカニズムを解明し、肺保護作用があると
考えられるPAR-2レセプターをターゲットとしたIPF急性増悪の新規治療法を探求する事であった。
これまでの実験で、II型肺胞上皮細胞におけるPAR-2の活性化がTGF-betaの発現を増加させ、線維化の過程と考えられ
ているEMTを促進させる現象を確認した。さらに、PAR-2の阻害ペプチド（アンタゴニスト）が、これらの減少を抑制す
ることを確認し、肺の線維化にPAR-2が関与し、将来的に治療のターゲットとなりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pathogenetic mechanisms of idiopathic interstitial pneumonias (IIPs) remain 
unclear. Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) may play a key in the pathogenesis of fibrosis. 
Transforming growth factor (TGF)-beta is known to induce the transformation of fibroblasts to 
myofibroblasts and EMT of epithelium. Protease activated receptor (PAR)-2 has been recognized as a key 
molecule regulating inflammation and fibrosis. We hypothesized that PAR-2 activation induces TGF-beta and 
EMT.
Functional PAR-2 was expressed on lung epithelium. PAR-2 activation by trypsin or PAR-2AP induced 
TGF-beta. PAR-2 activation led to cleavage of E-cadherin and induction of vimentin expression. These 
phenomena were blocked by PAR-2 inhibiting peptide. PAR-2 activation induces TGF-beta and EMT of lung 
epithelium, processes that may contribute to lung fibrosis. PAR-2 may be a key molecule driving lung 
fibrosis and thus represent a novel therapeutic target.

研究分野： 呼吸器内科

キーワード： 肺線維症急性増悪
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１．研究開始当初の背景 
IPF の急性増悪は、新たな浸潤影とともに急
速な呼吸不全の進行がみられる重篤な病態
である。「IPF の急性増悪」はわが国で初め
て提唱された概念で、欧米ではその認識が乏
しく長い間疾患概念が正しく認識されなか
った。しかしながら、IPF には死亡率が 60～
100％に及ぶ「急性増悪状態」が存在する事
実は、細かな差はあれ、全世界の共通認識に
なりつつある(Papanikolaou IC et al. Curr 
Opin Pulm Med.2010;16:480-486)。 
IPF の急性増悪は、病理学的には usual 
interstitial pneumonia:UIP に DADが合わさ
ったものとほぼ同義である。なぜ IPF に高率
にDADが合併してくるのかは今のところ不明
であるが、この「すでに起こってしまった
DAD」については、治療の対象としてこれま
でも多くの研究が進められてきた。ステロイ
ド・免疫抑制剤の大量投与に加え、好中球エ
ラスターゼ阻害薬やポリミキシンカラム
（PMX）を用いる試みがそれである。しかし、
これらには無効例も多くさらなる新しいア
プローチが必要である。 
そこでわれわれが着目したのがPAR-2である。
ではなぜ PAR-2 なのか？ われわれは、急性
肺傷害モデル実験にて、好中球エラスターゼ
がPAR-1を介して上皮細胞のアポトーシスを
促進することを発表している(Suzuki T et al. 
Am J Respir Cell Mol Biol 2005;33:231-247)。
その予備実験において、ケモカインを吸入さ
せた肺傷害の動物モデルではPAR-1の活性が
肺傷害を促進したのに対し、PAR-2 の活性は
むしろこの肺傷害に対し保護的に働いたと
いう結果が得られていた。 
PAR は G-タンパク質共役型受容体(G 
Protein-coupled receptor)の一つで、PAR-1
から PAR-4 までがクローニングされている。
このうちPAR-1はトロンビンなどのレセプタ
ーとして、また PAR-2 はトリプシンやトリプ
ターゼ、凝固因子 Xa(Factor Xa:FXa)などの
レセプターとして知られている。PAR は次ペ
ージの図(Laurent GJ et al. Am J Respir Cell 
Mol Biol 2005; 33: 213-215 より引用)に示
すように、N末端の特異部分がこれらのプロ
テアーゼで切断されることで活性化し、残さ
れた末端(Tethered Ligand)がレセプターの
一部に結合することで細胞内にシグナルが
伝達される。このメカニズムゆえ前述のよう
なタンパク分解酵素だけでなく、Tethered 
Ligand 自体も活性化ペプチド(PARs 
activating peptide)として PAR のアゴニス
トになりうる。PARs は血小板、血管内皮細胞
や上皮細胞にも発現しており、凝固系のみな
らず炎症全般に広く関与する。 
IPF の急性増悪の病理では、DAD のほかに気
腔内器質化病変も多数出現する。気道上皮細
胞では FXaによる PAR-2 を介した上皮細胞の
修復促進、PAR-2 agonist による fibrin 形成
増強が知られている(Ewen D et al. Clin Exp 
Allergy 2010;40:435-449)。これらは PAR-2

の活性が、創傷治癒の方向に働いていること
を示唆しており、前述のわれわれの予備実験
を支持する内容といえる。一方でFXaはPAR-2
を介し線維芽細胞の増生、筋線維芽細胞への
分化を促す (Borensztajn K et al. Am J 
Pathol 2008;172:309-320)。これらは「IPF
の急性増悪」時に起こる肺胞腔へのフィブリ
ン沈着と線維芽細胞の増生にPAR-2が関与す
ることを示唆している。ゆえに PAR-2 の具体
的な役割を解明することによりPAR-2レセプ
ターのコントロールによる「IPF の急性増悪」
治療の可能性を探究できると考えるもので
ある。 
２．研究の目的 
特 発 性 肺 線 維 症 (idiopathic pulmonary 
fibrosis:IPF)の急性増悪は、その病態の複
雑性ゆえ治療は困難を極め、依然非常に高い
死亡率を有することから、有効な新規治療の
開発が急務とされる。本研究では、IPF の急
性増悪時に起こる DAD(diffuse alveolar 
damage)に着目しそのメカニズムを追求する
とともに、肺保護作用があると考えられる
protease activated receptor(PAR)-2 に着目
した。PAR-2 は DAD にみられるフィブリン沈
着と線維芽細胞の増生を同時にコントロー
ルしうるレセプターでもあり、本研究で、
PAR-2 をターゲットにした IPF 急性増悪の新
しい治療法の可能性を探る。 
まず IPFの急性増悪における PAR-2 の役割を
明解にし、PAR-2 の制御による IPF 急性増悪
治療の可能性を in vitro、in vivo実験を通
して探ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
「IPF の急性増悪」の病理像で特徴的な所見
は肺胞腔内へのフィブリン沈着と線維芽細
胞の著明な増生である。本研究では、フィブ
リン形成と線維芽細胞の増生にPAR-2の活性
が関与しているのか、そのメカニズムととも
に明らかにし、PAR-2 を制御することで「IPF
の急性増悪」がコントロールできるのかを検
討する。 
（１）in vitro: PAR-2 の活性がフィブリン
合成や線維化を促進するか？ 
①ヒト肺線維芽細胞および肺上皮細胞にお
いて、PAR-2 ヒト肺上皮細胞を用い、PAR-2
の機能的発現を確認しPAR-2アゴニストがフ
ィブリン形成を促進するかを検討する。 
②ヒト肺線維芽細胞と肺上皮細胞を用い、と
もに PAR-2 の機能的発現を確認し、PAR-2 の
活性化で、前者においては線維化の指標であ
る alpha-smooth muscle actin:-SMA や
transforming growth factor-beta1:TGF-1
の合成を、後者においては
epithelial-to-mesenchymal transition:EMT
等について、シグナル伝達も含めて検討する。 
（２）in vivo: PAR-2 を阻害することでブレ
オマイシンによる肺傷害を抑制できるか？ 
○PAR-2 ノックアウトマウスを用いてブレオ
マイシン投与モデルを作成し、PAR-2 の役割



を検討する。(i)mortality の検討、(ii)肺機
能検査、(iii)血清および BAL 液中の各種バ
イオマーカーの解析、(iv)肺での PAR-2 発現
亢進の有無、(v)肺組織のフィブリン量の解
析、(vi)肺の病理学的解析を検討する。IPF
急悪患者の血清、BAL 液、肺組織でも同様の
解析を行う。 
in vitro、in vivo両者において、PAR-2 ア
ンタゴニストを用い、フィブリン沈着や線維
芽細胞の増生などを抑制するかを検討し、こ
れらが新規治療薬となり得るかを探る。 
  
４．研究成果 
研究者の所属異動などがあり、大幅に研究が
遅れ、当初 in vitro～in vivoまでの予定で
あったが、延長 1 年を加え in vitro までに
とどまることとなった。 
（１）肺線維芽細胞として MRC5、WI38、肺上
皮細胞として Calu-3、A549 を用い、まずは
PAR-2 の発現を検討した。結果は RNA レベル
でも蛋白レベルでもPAR-2の発現は認められ
た。またこれが機能的発現であることは細胞
内カルシウム濃度の測定により確認した。 
（２）肺線維芽細胞においてはα smooth 
muscle actin の発現が PAR-2アゴニストであ
る PAR-2 activating peptide や trypsin で
亢進することを確認した。そのメカニズムと
して MAP キナーゼに着目し、同じく PAR-2 ア
ゴニストでERKのリン酸化が起こることも確
認した。 
（３）肺線維芽細胞および II 型肺胞上皮細
胞においてPAR-2アゴニストがTGF-βの合成
促進および、II 型肺胞上皮細胞において EMT
を促進することを確認した。 
（４）上記（１）、（２）、（３）は PAR-2 アン
タゴニストである PAR-2 inhibiting peptide
によりすべて抑制されることも確認された。 
今後これらをまとめて論文作成を行う予定
である。 
なお、in vivo 実験については、H26 年度か
らの基盤C研究において継続して行っている。 
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