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研究成果の概要（和文）：肺線維化における DNA メチル化をはじめとしたエピジェネティックな

変化を明らかにする目的で、シリカ投与による肺線維化モデルマウスを作成し、肺組織中の DNA

メチル化の変化を検討した。DNA メチル化の量は正常マウスでも比較的高く、線維化肺での変

化が認められなかった。しかし、DNA メチル化酵素の１つ DNMT3B が線維化肺で増加していた。

同様の DNA メチル化酵素が線維化に重要な筋線維芽細胞でも増加していたことから、線維化に

おいて DNMT3B を介したメチル化が関与している可能性が示唆された。	 

	 
研究成果の概要（英文）：The	 object	 of	 this	 study	 is	 to	 clarify	 the	 epigenetic	 changes	 in	 
pulmonary	 fibrosis.	 In	 vivo	 study	 using	 silica-induced	 mouse	 fibrosis	 model	 revealed	 that	 
the	 DNA	 methylation	 level	 was	 unchanged,	 but	 the	 protein	 level	 of	 DNMT3B,	 which	 catalysis	 
DNA	 methylation,	 was	 increased	 in	 fibrosis	 lung.	 In	 vitro	 study	 also	 showed	 the	 increase	 
of	 this	 protein.	 The	 increase	 of	 DNMT3B	 protein	 may	 play	 important	 role	 in	 pulmonary	 
fibrosis.	 	 
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１．研究開始当初の背景	 
(1)肺線維症は塵肺、過敏性肺炎、膠原病、
サルコイドーシス等の病気が進行して引き
起こされる場合や特発性のものがあり、肺胞
に線維組織が増加することでガス交換機能
が大きく低下し呼吸困難を引き起こす。本病
態の約５０％を占める特発性肺線維症の５
年生存率は２０％と非常に低く難治性の疾
患である。	 

	 
(2)肺線維化には筋線維芽細胞が重要な役割
を果たしている。線維芽細胞が活性化される
と筋線維芽細胞へと形態変化し、フィブロネ
クチン、コラーゲンなど細胞外マトリックス
を多量に分泌すると同時に細胞外マトリッ
クスを分解するメタロプロテアーゼの活性
を抑制し線維化を促進する。この活性化因子
としてはトランスフォーミング増殖因子
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（TGF-β）や結合組織増殖因子、インターロ
イキン-13 などが知られているが、そのうち
でも TGF-β1 が最も強力である。	 
	 
(3)	 エピジェネティクスとは、クロマチンへ
の後天的な修飾により遺伝子発現が制御さ
れ、細胞の独自性を維持する仕組みであり、
DNA メチル化とヒストン修飾などによって担
われる。この正常な機能が破綻すると癌や
種々の病が引き起こされる。このため DNA メ
チル化解析を行うことで病気の原因や進行
度などを把握することができ、癌においては
臨床への応用が進んでいる。	 
	 
２．研究の目的	 
	 肺線維化病態においてエピジェネティクス
解析はほとんどなされていない。線維化は異
常に活性化された筋線維芽細胞がその原因
の一つであり、このような細胞ではエピジェ
ネティックな変化が起きている可能性が十
分に考えられる。本研究では肺の線維化にお
ける DNA メチル化の意義について明らかにす
ることを目的とし、筋線維芽培養細胞を用い
た in	 vitro と肺線維化モデルマウスを用い
た in	 vivo の両面から研究を進めた。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 TGF-β1 プロモーター活性の測定	 
TGF-β1 のプロモーター領域、-250,	 -500,	 
-1000bp 領域それぞれを pGL3	 luciferase 発
現	 vector に組み込んだ。培養筋線維芽細胞
MRC-5 に lipofectamine	 2000 を用いて導入し、
発光測定を実施した。さらに、-250bp プロモ
ーター領域における CpG 領域にメチル化を付
与したものを作成し解析に用いた。	 
	 
(2)	 TGF-β刺激によるタンパク質発現の変化
解析	 
	 MRC-5 細胞を TGF-βで刺激した細胞と通常
の細胞それぞれからタンパク質を回収し、
DNA メチル化酵素の発現量をウェスタンブロ
ットにて確認した。	 
	 さらに、TGF-β刺激による広範なタンパク
質の変化を比較する目的でプロテオーム解
析を実施した。本実験では蛍光ラベル後に 2
次元電気泳動を行う 2D-DIGE 法、および
MALDI/TOF-MS を用いた。	 
	 
(3)肺線維マウスにおける DNA メチル化の解
析	 
①ブレオマイシン 1.5	 mg/kg	 body	 weight
を気道内に単回投与し、線維化マウスを作成
した。投与 2週間後に肺を回収し実験に用い
た。	 
②シリカ長期投与（半年）によって肺での継
続的な炎症を惹起し、肺線維症モデルを作成
した。	 

以上 2種のモデルから回収した肺を用い、DNA
メチル化レベルを ELISA を用いて測定した。
メチル化酵素のタンパク質発現の変動はウ
ェスタンブロット解析した。	 
また、プロテオーム解析で変化のみられたタ
ンパク質についても解析を実施した。	 
	 
③	 DNA メチル化誘導食による肺線維症の変
化解析を行う目的で、粉末餌にコリン、ベタ
イン、亜鉛、L-メチオニン、葉酸、ビタミン
B12 を加え、交配前から授乳期にかけて摂食
させた母親マウスの仔マウス８週齢にブレ
オマイシン単回投与後、2 週間後の線維化の
レベルを比較した。	 
	 
(4)	 MRC-5 細胞における HSP27 の働き	 
MRC-5 細胞に TGF-βを作用させると HSP27 が
増加することから、本タンパク質の細胞内に
おける働きを明らかにするため	 HSP27	 siRNA
を細胞内に導入し、細胞の筋線維芽細胞への
分化や細胞増殖について調べた。活性化され
た筋線維芽細胞のマーカーとしてα-smooth	 
muscle	 actin(SMA)とフィブロネクチンのタ
ンパク質レベルをウェスタンブロットで測
定した。細胞増殖能の測定は cell	 counting	 
kit を用いた。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 TGF-β1 プロモーター解析	 
TGF-β1 のプロモーター活性を測定した結果、
-250,-500bp ともに同レベルの高い活性が認
められたことから、-250bp を用いてメチル化
プロモーター活性を実施した。-250bp 内には
転写因子の結合が高い CpG アイランドが含ま
れ、メチル化は主にこの部分に付加される。
プロモーター活性を測定した結果、通常のも
のに比較してメチル化を付加したもので高
い活性を示した。	 
多くの場合 CpG メチル化を受けることでプロ
モーター活性が低下することが報告されて
いるが、非常に興味深いことに、本結果は増
加した。このことから、メチル化が線維化に
促進的に機能している可能性が示唆された。	 
	 
（2）DNA メチル化酵素の発現変化の解析	 



DNA メチル化には DNA メチルトランスフェラ
ーゼ	 (DNMT)が働く。いくつかのサブタイプ
の中で癌などの疾患との関わりが報告され
ているのは DNMT3 である。TGF-β刺激によっ
て活性化された筋線維芽細胞と無刺激の正
常細胞における各種 DNMT のタンパク質レベ
ルを比較したところ DNMT3B が有意に増加し
ていることが分かった。	 
	 
	 さらに、プロテオーム解析の結果、DNA メ
チル化に関与するタンパク質の変化は認め
られなかったが、チオレドキシン、HSP27 な

ど細胞機能に重要
な役割を果たすタ
ンパク質が多数増
加していることが
明らかになった。	 
HSP27 の増加はウ
ェスタンブロット

でも確認できた。	 
 	 
(3)マウス肺線維化モデルにおける DNA メチ
ル化の変化	 
	 本実験系では 2種のマウスモデルを用いた。
まずブレオマイシン単回投与後 2週間後に肺
線維化が起こるモデルを用いた。DNA メチル
化レベルは正常のマウスでも高いレベルで
あったことから比較が困難であった DNMT の
タンパク質レベルにも変化が全くなかった。
DNA メチル化は長期的に起こる変化であるこ
とからモデルとしては不適切である可能性
が考えられた。そこで、シリカ長期投与マウ
スを用いた。6 ヶ月の継続投与の後肺からタ
ンパク質を回収した。DNMT3B が投与群で増加
していることが分かった。細胞を用いた結果
と類似の結果が得られた。	 
	 また、ブレオマイシン投与後 2週間の肺で
の HSP27 の発現を調べた結果、正常群と比較
して有意に増加していることが分かった。	 
このことから、HSP27 が肺線維化において重
要な役割を果たしている可能性が考えられ
た。	 

そこで、マウスにブレオマイシンを投与した
後 HSP27	 siRNA をキャリアーと混和した物を
3 日に一度点鼻投与し、2 週間後の肺の線維
化レベルを比較検討した。その結果、肺線維
化のレベルが HSP27	 siRNA 投与群で有意に低
下していた。このことから、HSP27 が肺の線
維化促進に機能していることが明らかとな
った。	 
	 
(4)DNA メチル化誘導マウスを用いた肺線維
化の解析	 
	 DNA のメチル化を誘導したマウスを用い、
ブレオマイシン投与による肺線維化レベル
違いを検討した。しかし、通常のマウスに比
較し線維化レベルに違いが認められなかっ
た。DNA メチル化誘導では、ランダムなメチ
ル化の誘導が起こることから、本実験には不
適切である可能性が考えられた。	 
	 
(5)HSP27 の筋線維芽細胞における働き	 
MRC-5 細胞の HSP27 を siRNA によってノック

ダウンした結
果、SMA やフィ
ブロネクチン
が低下した。
このことから
HSP27 が筋線
維芽への活性
化に重要であ
る事が分かっ
た。	 
	 

	 
さらにノックダウンによって細胞の増殖能
が停止した。	 

	 この際の細胞周期をフローサイトメーター
にて測定した結果、S期が減少していた。	 
	 このように筋線維芽細胞細胞の分化、増殖
に HSP27 が非常に重要であることが分かった。
このような変化は筋線維芽細胞に特異的で
あり、肺上皮細胞を用いて同様にノックダウ
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ン実験を行っても変化がみられなかった。	 
	 
(6)以上の結果より、in	 vitro,	 in	 vivo 両実
験系ともに DNMT3B が肺線維化の際に誘導を
受けることが分かった。このことから本タン
パク質が肺線維化の促進に寄与している可
能性が示唆された。DNMT3B が標的としている
遺伝子上の部位などを同定することは非常
に重要である。しかし本研究では技術的な問
題から同定できなかった。今後そういったこ
とを明らかにしていく事で DNA メチル化と線
維化形成のより詳細な関係が明らかになる
ことが期待される。	 
	 また、線維化の際に HSP27 が非常に重要な
役割を果たしていることが分かった。このタ
ンパク質レベルを抑えることで肺線維化を
抑制しうる可能性が考えられる。	 
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