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研究成果の概要（和文）：　本研究ではブレオマイシン誘発肺線維症モデルマウスを用い、エクソソーム由来の
microRNAと線維化との関連をmicroRNAアレイを用いて経時的に解析した。ブレオマイシン投与後７日目にmiR-22
の有意な上昇を認めた。ヒト肺線維芽細胞を用いた検討では、miR-22はTGF-β1により誘導される筋線維芽細胞
への分化を抑制したが、ERK1/2経路の抑制による事が確認された。さらにmiR-22はTGF-β1の存在下でCTGFの発
現を抑制した。肺線維症モデルマウスに10日目に尾静脈よりmiR-22を投与した所、肺線維化は有意に抑制され、
肺組織におけるα-SMAの低下を伴っていた。

研究成果の概要（英文）： Numerous microRNAs (miRNAs) have been implicated in the pathogenesis of 
idiopathic pulmonary fibrosis (IPF); however, miRNAs derived from exosomes and the relevance of such
 miRNAs to fibroblast-to-myofibroblast differentiation are not well understood. 
 Using miRNA array analysis, we profiled exosome-derived miRNA expression in sera of mice exhibiting
 bleomycin-induced pulmonary fibrosis. MiRNA array analysis revealed that miR-22 expression was 
increased on day 7 after bleomycin treatment compared with that in vehicle-treated mice. In vitro, 
miR-22 transfection to human lung fibroblasts suppressed TGF-β1-inducedα-SMA expression. This 
effect was mediated via inhibition of the ERK1/2 pathway. In vivo, administration of a miR-22 mimic 
on day 10 after bleomycin challenge ameliorated pulmonary fibrosis lesions accompanied by decreased 
α-SMA expression in the model mice. The present findings warrant further study, which could shed 
light on miR-22 as a novel therapeutic target in IPF.

研究分野：肺線維症

キーワード： エンドスタチン　筋線維芽細胞　上皮間葉転換　　エクソソーム　マイクロRNA

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
特発性肺線維症は肺間質の線維化と共に進行性に呼吸機能の低下を来す呼吸器難病であり。現在2つの抗線維化
薬が使用可能となったが、いずれも肺活量の低下抑制が主たる作用であり、疾患の進行を完全に停止せしめるも
のではないのが現状である。本研究ではエクソソーム由来のマイクロRNAにより、線維芽細胞から筋線維芽細胞
への分化が抑制されることが確認された。今後これらをターゲットとした特発性肺線維症の治療応用が期待され
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）特発性肺線維症（idiopathic pulmonary fibrosis; IPF）は肺間質の線維化と共に進行性に
呼吸機能の低下を来す呼吸器難病であり、診断からの生存期間の中央値は 2.5～3.5 年である。
IPF の病態には不明な部分が多いが、様々な要因による肺胞上皮細胞の障害に引き続いて起こ
る組織修復不全が想定され、筋線維芽細胞の異常な増殖から細胞外基質の過剰な沈着が起こり、
線維化が進行するものと推定されている。現在作用機序の異なる 2 つの抗線維化薬（ピルフェ
ニドン、ニンテダニブ）が使用可能となったが、いずれも肺活量の低下抑制が主たる作用であり、
疾患の進行を完全に停止せしめるものでは無いのが現状である。このため肺線維化病態の解明
のための基礎研究と、さらなる病態への介入手段の開発は喫緊の課題である。 
（２）IPFの病態において、肺線維芽細胞の異常な増殖と活性化は重要なメカニズムのひとつと
考えられている。 また、IPFの病態形成には多数のmicroRNA（miRNA）が関係している 1-3)

が, エクソソーム由来 miRNA と線維化病態形成との関連性について十分には解明されていな
い。 
２．研究の目的 
（１）本研究は肺線維化病態形成に関連するエクソソーム由来miRNAを特定し、特発性肺線維
症の治療戦略を構築することを目的とした。 
３．研究の方法 
（１）マウスは C57BL/6マウスを使用。浸透圧ポンプを用いてブレオマイシン 100 mg/kg を
投与し肺線維症モデルを作成した。 
ブレオマイシン投与開始後、7日目、14日目、21日目、28日目に採血を施行し、それぞれの血
清から exsomeを単離した。血清由来 exsomeからmiRNAを抽出し、miRNAアレイにより網
羅的発現解析を行った。挙げられた候補 miRNA を validation したのち、その miRNA を用い
てヒト肺線維芽細胞(HFL-1)における線維芽細胞から筋線維芽細胞への分化への影響を検討し
た。 
（２）C57BL/6マウスにブレオマイシンを投与し肺線維症モデルマウスを作成、10日目にマウ
ス尾静脈より目的のmiRNAを投与した。28日目に sacrificeし肺組織を採取した。肺組織は α-
SMAの免疫組織染色、HEならびにMasson trichrome染色を行い、Ashcroft scoreとコラーゲ
ン定量を行い線維化の程度を評価した。 
４．研究成果 
（１）ブレオマイシン誘発肺線維症の血清由来 exsomeからのmiR22の発現亢進を同定 
 C57BL/6マウスに浸透圧ポンプを用いてブレオマイシン 100 mg/kgを投与。投与後 7日目、
14日目、21日目、28日目に採血を行い、血清中より exosomeを単離した（図 1）。 
図１ miRNAアレイ測定プロトコール 
 

 
 
 
 
 

単離した exosome 中から抽出した miRNA を用いて 3D-GENE®miRNA oligo chip(Toray 
Industries Inc., Tokyo, Japan) でmiRNA アレイを施行した。ブレオマイシン投与 14日目に
exsome 中の miR22 の発現が亢進していることを同定した。validation を行い、ブレオマイシ
ン投与 7日目にmiR22の発現が亢進することが確認でき、miR22が肺線維化形成に関与するこ
とが推測された（図 2）。 
（２）ヒト肺線維芽細胞(HFL-1)における線維芽細胞から筋線維芽細胞分化への miR22 の効果 
 HFL-1に TGF-β1(5ng/mL)の刺激を加え、α-SMA発現が上昇することで筋線維芽細胞への転
換を示すことを確認した。miR22 (50nM)を HFL-1にトランスフェクションしたうえで、TGF-
β1(5ng/mL)の刺激を加え α-SMA 発現変化をウエスタンブロットにより解析した。miR22 が
TGF-β1による α-SMA発現を抑制することを示した（図 3）。また、免疫細胞染色においても同
様の結果を示した(図 4A-C)。 
 つぎに、miR22-inhibito(50nM)を HFL-1にトランスフェクションすることで α-SMAの発
現が亢進することを認めた（図 5）。以上より、miR22が HFL-1の線維芽細胞-筋線維芽細胞分
化抑制に関与することが考えられた。 



図 2 miRNAアレイ結果とバリデーション 

 
 
 

 
図 3 miR22 による TGF-β1 誘発 α-SMA 発現抑制効果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 A-C 免疫細胞染色による TGF-β1 誘発 α-SMA 発現変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 miR22 inhibitorの HFL-1への効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）miR22の線維芽細胞から筋線維芽細胞分化抑制効果を示す作用機序の同定 
 ①miR22の ERK1/2経路抑制効果 
 つぎに miR22 の線維芽細胞から筋線維芽細胞分化抑制効果を示す作用機序を調べるために
TGF-β1 シグナルの下流に位置する ERK1/2 の発現をウエスタンブロットで検討した。miR22
が ERK1/2のリン酸化を抑制することを示した(図 6)。 
 
 
 
 
 



図 6 miR22による ERK1/2のリン酸化抑制効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②miR22の CTGF(connective tissue growth factor)発現抑制効果 
 肺線維芽細胞において CTGF が α-SMA の発現を亢進させ筋線維芽細胞への分化と関与する
ことがすでに報告されている。siCTGF(50nM)を用いて、TGF-β1刺激による α-SMAの発現に
CTGFが関与することを確認した（図 7）。 
 
図７ CTGF と TGF-β1 によるα-SMA 発現との関連性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
つぎに、miR22(50nM)をトランスフェクションしたうえで TGF-β1刺激による CTGFの発現
を RT-PCRにより解析をした。miR22が TGF-β1刺激による CTGFの発現を抑制することが示
された（図 8）。 
 
図 8 miR22による TGF-β1刺激 CTGF発現抑制効果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（４）ブレオマイシン誘発肺線維症マウスモデルでのmiR22の線維化抑制効果 
 in vitro の結果から miR22 が抗線維化効果を有することが推測されたため、ブレオマイシン
誘発肺線維症モデルマウスを用いて、miR22の抗線維化作用を検討した。C57BL/6マウスに浸
透圧ポンプを用いてブレオマイシン 100 mg/kg を投与。ブレオマイシン投与後 10 日目に
miR22(1nM)を投与した（図 9）。28日目に肺組織を摘出し、HE染色およびMasson trichrome
染色、α-SMA の免疫組織染色を行った。Ashcroft score とコラーゲン定量を行い線維化の程度
を評価した。組織学的に、miR22の投与によりブレオマイシン（BLM）誘発の線維化が軽減さ
れる事が確認された（図 10, 11）。 

以上より、miR22は ERK1/2の
リン酸化抑制および CTGF 発現
抑制を介して線維芽細胞から筋
線維芽細胞分化抑制効果を示す
と考えられた。 

 



 
図 9 miR22投与実験計画                      図 10-a 肺組織標本 
 

 
 
図 10-b線維化評価                               図 11 肺組織での α-SMAの免疫組織染色 
 

 
 
 
 
 
(５)得られた成果の位置づけと今後の展望 
 本研究では、miR22 が肺線維芽細胞から筋線維芽細胞への分化を抑制し肺線維化を抑制する
ことを HFL-1 での in vitro およびブレオマイシン誘発肺線維症モデルマウスを用いた in vivo
により示した。本研究成果は Journal of Nippon Medical School に掲載された。（Exosome-
derived microRNA-22 ameliorates pulmonary fibrosis by regulating fibroblast-to-
myofibroblast differentiation both in vitro and in vivo. Kuse N, Kamio K, Azuma A, et al.） 
  
 本研究においてはmiR22の血行動態や肺への集積についての詳細な解析までは至らなかった。
またmiR22は単回投与であり、その抗線維化作用が十分に引き出せていない可能性がある。今
後の研究においてはmiR22の効果的投与方法の解明が課題であり、この解析は肺線維化病態の
解明に繋がるものと考えられる。以上の研究を通じて、miRNAの IPFに対する臨床応用の可能
性を模索したい。 
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