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研究成果の概要（和文）：肺線維症の病態における活性酸素(ROS)シグナリングの意義の解明を目的に研究を行
った。TGF-beta1で誘導される肺胞上皮細胞の上皮間葉移行(EMT)においては、TGF-beta1によって産生されたROS
が、酸化ストレス応答因子であるNrf2を介してNotchシグナリングを活性化させ、EMTを誘導していた。線維芽細
胞の細胞濃度に依存したアポトーシスでは、ROSの関与は明らかでなかったが、細胞濃度の増加とともに活性化
されたNotchシグナリングがIL-6の発現を誘導し、アポトーシスを制御していた。ROSと、関連したシグナル経路
は、肺線維症の進展において重要な役割を担うことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We explored the role of ROS signaling in the pathogenesis of pulmonary 
fibrosis. In TGF-beta1-induced EMT of alveolar epithelial cells, TGF-beta1 production of ROS induced
 EMT through Nrf2-mediated Notch signaling activation. In cell density-dependent apoptosis of 
fibroblasts, while the involvement of ROS was not clear, cell density-dependent activation of Notch 
signaling regulated apoptosis via transcriptional activation of IL-6. ROS and its related signaling 
pathways are suggested to play a pivotal role in the development of pulmonary fibrosis.

研究分野：炎症性肺疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ROSが細胞・組織障害を引き起こすだけでなく、シグナル伝達物質として機能し、Notch経路の活性化
を通してEMTを誘導することを明らかにした。またNotch経路は、線維芽細胞のアポトーシス制御にも関与してい
た。ROSシグナリングとNotch経路は、肺の細胞の分化・運命決定の調節を通して、肺線維症の進展において重要
な役割を担うことが示唆された。今後これらのシグナル経路について、肺線維症で担う役割の解明が進み、新規
治療標的となりうるかどうか検証されることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

特発性肺線維症（Idiopathic pulmonary fibrosis, IPF）は肺胞上皮障害を契機とし、線維芽

細胞・筋線維芽細胞の増殖、細胞外基質の沈着を生じ、進行性の肺の構造改変を来す、予後不

良の疾患である。IPF の発症・進展には、肺胞上皮細胞の上皮間葉移行(Epithelial-

Mesenchymal Transition, EMT)や、線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化・アポトーシス耐性な

どが重要な役割を演じるとされるが、病態の理解は依然として不十分であり、有効な治療法は

存在せず、新規治療法の開発は喫緊の課題である。 

 活性酸素（reactive oxygen species, ROS）は酸化ストレスを誘導して細胞障害を引き起こ

す。一方、ROS はシグナル伝達物質としても機能するが、IPF におけるその役割は不明である。

転写因子 Nrf2 は ROS にて活性化され生体の酸化ストレス応答を担う。Nrf2 は細胞内 ROS の制

御を通して、ROS シグナルを調節している可能性があるが、その詳細は不明である。 

Notch 経路は細胞同士の接触を通して活性化されるシグナル伝達機構で、発生や恒常性の維持

に重要な役割を演じている。我々はヒト肺胞上皮細胞における TGF-β1誘導性 EMT において、

活性化した Notch 経路が Snai1 の転写を増強させて EMT を誘導することを報告しているが

（Matsuno et al. Int J Biochem Cell Biol 2012）、Notch 経路の活性化は TGF-β1によって

産生された ROS に依存していた。また Nrf2 と Notch 経路の間のクロストークも報告されてお

り、Notch 経路が ROS や Nrf2 が関わるシグナル経路において重要な役割を担うことが示唆され

る。 

 

２．研究の目的 

肺線維症において ROS シグナルが担う役割とその制御機構を解明し、ROS を標的とする新規

治療法の開発に向けた分子基盤の確立を目指す。ROS 下流の経路として Notch 経路に、ROS シ

グナルの制御系として Nrf2 に焦点を当て、肺線維症の進展に関わる肺胞上皮の EMT と線維芽

細胞のアポトーシスにおいて、これらのシグナル経路が担う役割を解析する。      

  

３．研究の方法 

(1) 肺胞上皮細胞の TGF-β1 誘導性 EMT  

 A549 細胞を TGF-β1 で刺激し EMT を誘導する。DCFDA を用い細胞内 ROS を測定する。Nrf2 の

活性化を、核タンパクにおける Nrf2 の発現や標的アンチオキシダント遺伝子の発現にて評価す

る。N-acetylcysteine (NAC)投与による ROS の低下が、Nrf2、Notch 経路、EMT に及ぼす影響を

解析する。Nrf2 に対する siRNA のトランスフェクション、もしくは Nrf2 活性を抑制する Keap1

の過剰発現による Nrf2 の活性化抑制が、Notch 経路、EMT に及ぼす影響を解析する。 

(2) 線維芽細胞の細胞濃度依存性アポトーシス 

 NIH 3T3 細胞では、細胞濃度に依存して、STAT3 の活性化を伴いアポトーシスが誘導され、STAT3

の活性阻害によりアポトーシス細胞が増加することが知られている。NIH 3T3 を異なる細胞濃度

で培養し、細胞内 ROS、Notch 関連分子の発現、を解析する。Notch 経路の阻害、または Notch 経

路の恒常的な活性化が、アポトーシスに及ぼす影響を解析し、さらにその分子機構を明らかにす

る。 

４．研究成果 

(1) 肺胞上皮細胞の TGF-β1 誘導性 EMT 

 TGF-β1刺激後、NOX4 の発現、細胞内 ROS が増加し、Nrf2 の活性化が認められ(図 1)、Nrf2 の

標的遺伝子である HO-1 の発現が増加した。NAC の投与により細胞内 ROS を低下させると、Nrf2



と Notch 経路の活性化の抑制とともに、EMT が抑制された(図 2)。Nrf2 に対する siRNA または

Keap1 の過剰発現により、Notch 経路の活性化の抑制とともに、EMTが抑制された(図 3)。Notch

関連分子のうち、Notch4の発現は Nrf2の発現に依存していた。Notch4の転写開始部位から上

流 2500塩基対までのプロモーター領域に、Nrf2が結合しうる抗酸化物質応答配列（antioxidant 

responsive element, ARE）の候補を２つ認めた。Nrf2による Notch4の直接的な転写活性化の

可能性を検討するため、プロモーターアッセイを行った。２つの AREそれぞれに点突然変異を

導入したコンストラクトを作成してルシフェラーゼアッセイを行ったところ、一方の AREはプ

ロモーター活性と無関係であったが、上流 157塩基対から始まるもう一方の AREについては、

予想に反し、プロモーター活性を抑制していることが明らかとなった。この AREについては内

部に AP-1 結合部位も含まれることから、AP-1 が Notch4 のプロモーター活性を抑制している

可能性が示唆された。以上より TGF-β1刺激で産生された ROSによる Nrf2-Notch経路の活性

化が EMTの誘導に必要であることが示唆された。 

 

図 1. TGF-1投与後の ROS産生増加、Nrf2活性化 

      
図 2. NAC投与によるNotch経路・EMTの抑制 

      

図 3. Nrf2 siRNAによるNotch経路・EMTの抑制 

     
 

 (2) 線維芽細胞の細胞濃度依存性アポトーシス 

 細胞濃度に依存して Notch 経路は活性化していた（図 1）。細胞濃度の増加に伴い ROSは低下

し、一方 HIF-1の発現が増加していたことから、Notch経路の活性化には ROSの増加でなく、

低酸素など他の因子が関与していると考えられた。細胞濃度依存性に発現が増加した IL-6が、

STAT3活性化を介してアポトーシスを制御していた。siRNAを用いたNotchリガンド（Jagged1）
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の発現抑制、または-secretase阻害剤による Notch経路阻害の効果（図 2）より、Notch経路

の活性化は IL-6 の発現誘導に必要であることが判明した。Notch1 細胞内ドメインの過剰発現

により Notch経路を恒常的に活性化させると IL-6の発現が誘導された（図 3）。IL-6の転写開

始部位より 67塩基対上流に Notch応答配列を認めた。ChIPアッセイ、ルシフェラーゼアッセ

イにより、Notch１はこの配列に結合し、IL-6の転写を活性化していることが明らかとなった。

Notch経路の活性化による細胞濃度依存性アポトーシス制御の模式図を示す（図 4）。 

 

図 1. 細胞濃度に依存したNotch経路の活性化。 

 

図 2. -secretase阻害剤(GSI)による IL-6発現・STAT3活性化の抑制、アポトーシスの増加。 

    

図 3. Notch1細胞内ドメイン過剰発現によるNotch経路の恒常的活性化による IL-6発現増加と

STAT3活性化。 

    

図 4. Notch経路による細胞濃度依存性アポトーシス制御の模式図。 
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