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研究成果の概要（和文）：細胞が足場として利用している基質の硬度が細胞機能に与える影響とその制御機構に
ついて検討した。
ヒト肺線維芽細胞は、硬い基質上では軟らかな基質上で培養した場合と比べ遊走能が増強し、筋線維芽細胞への
分化が進むことを見出した。肺線維症の病態機序として、線維化に伴う肺の硬化が線維芽細胞の活性化を介して
線維化を更に促進する可能性が示唆された。
肺がん細胞株においては、基質の硬さによってPD-L1発現が影響をうけた。がん組織の硬さが微小環境として肺
がん細胞のPD-L1発現を制御し、がんの免疫回避機構に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated mechanisms underlying substrate stiffness regulates cellular
 functions.
In human lung fibroblasts, migration and differentiation to myofibroblasts were enhanced by stiff 
substrate.  
Expression of PD-L1 and cell growth were affected by matrix stiffness in human lung cancer cells. It
 is suggested that stiffness as a tumor environment regulates PD-L1 expression, which leads to 
evasion of the immune system and tumor growth.　Activation of lung fibroblasts by the stiff lung and
　positive feedback may be involved in the mechanisms of　progression of pulmonary fibrosis.

研究分野：呼吸器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞が足場として利用している基質の硬度を感知する基質力覚検知機構を明らかにし、肺や気道の線維化やリモ
デリングや病態や肺がんの免疫逃避機構の機序を解明することを目的として研究を行った。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
呼吸器の構造や生理機能は、硬度、弾性、保水性によって決定される肺組織や気道組織の機
械特性によって厳密に制御されている。呼吸器疾患における機械特性の例を挙げると、気道リ
モデリングでは気道壁硬化を生じ、特発性肺線維症(IPF)など線維化した肺では基質量の増加と
質の変化（コラーゲン沈着）によって硬く、肺気腫では基質の脆弱化特に弾性線維（エラスチ
ン）の破壊と分解などにより軟らかくなる。重症肺気腫では基質脆弱化により気腫進行が起こ
る基質機械特性の負の連鎖がある。肺、気道、肺血管など呼吸器の組織機械特性は、基質機械
特性に加えて、細胞の機械特性（硬度、収縮力）、細胞と基質との接着状態や連関・相互作用よ
って制御されている。また、肺がん組織においてはがん関連線維芽細胞などの働きにより、極
めて硬い環境が作り出されている。この硬い環境ががんの進行や悪性度に関連している。しか
しながら、呼吸器系細胞が基質硬度を感知する「基質力学検知機構」についてはほとんど解明
されていなかった。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、呼吸器系細胞が基質硬度を感知する「基質力学検知機構」を特定すること
によってリモデリングに起因する呼吸器疾患の病態機序を解明し、将来の新たな治療法開発に
道筋をつけることである。 
 
３．研究の方法 
接着系培養細胞（ヒト気道平滑筋細胞、ヒト肺線維芽細胞、ヒト肺がん細胞株）を用いた研
究を行い、細胞を異なる基質硬度や環境の下で培養した。基質硬度により生じる細胞形態・機
能、遺伝子発現への影響を検討した。 
 

(1) ヒト肺線維芽細胞を異なる硬さのゲル上で培養する実験を行った。軟らかなゲル（1kPa, 
2kPa）上で培養した細胞と比較すると、硬いゲル(25kPa, 50kPa)やプラスチック上で培養した。
細胞の形態、α-smooth muscle actin発現ならびに遊走能の変化を検討した。 
 
(2) ヒト肺がん細胞株(HCC827 細胞) を異なる硬さのゲル上、もしくは細胞が接着できない
Falconチューブ内で培養し、免疫チェックポイント機構 PD-L1発現への影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト肺線維芽細胞において、軟らかなゲル（2kPa）上で培養した細胞と比較すると、硬い
ゲル(25kPa)やプラスチック上で培養した細胞では活性化した線維芽細胞（筋線維芽細胞）のマ
ーカーであるα-smooth muscle actin (α-SMA)蛋白発現が有意に増強することを見出した（図1A）。 
更に、硬いゲル（25kPa）上で培養した肺線維芽細胞は軟らかなゲル（2kPa）で培養した細胞
と比べ細胞遊走能の増強を認めた（図 1B）。この α-smooth muscle actin遺伝子に対して siRNA
を導入して発現を抑制することにより、細胞遊走が抑制された。 
以上の結果から、硬い基質の環境では線維芽細胞が活性化し、筋線維芽細胞へ分化し、遊走
能が増強すること、α-smooth muscle actinが遊走能の亢進を制御することが示された。 
肺線維症の病態機序として、線維化に伴う肺の硬化が線維芽細胞の活性化を介して線維化を
更に促進する、正のフィードバック機構が存在することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1A. ヒト肺線維芽細胞における基質硬度による α-smooth muscle actin (α-SMA)蛋白発現への
影響。2kPaゲルと比べ、25kPaゲル、plasticでは α-SMA発現が増強した。TGF-β刺激は positive 
controlとして用いた。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

 
 
 

 
 
図 1B. Random walk migration assay法で評価したヒト肺線維芽細胞の遊走能に対する基質硬度
の影響。細胞を異なる基質（2kPaゲル、25kPaゲル、plastic）上で 4日間培養した後、plastic dish
に移して遊走能を評価した。2kPaで培養した細胞は遊走能が抑制された。 
 
 
(2) PD-L1 を強発現するヒト肺がん細胞株（HCC827 細胞)において、がん細胞を軟らかなゲル
（2kPa）上で培養することで、硬い環境で培養した場合と比較して PD-L1発現が有意に抑制さ
れることを見出した（図2A）。硬い基質上で培養することにより生じるPD-L1発現は cytochalasin 
Dによるアクチン重合阻害により抑制された（図 2BC）。 
以上より、肺がんではがん組織の硬さが微小環境として肺がん細胞の PD-L1発現を制御して
おり、その機序として細胞接着を介したアクチン細胞骨格が関与することが示唆された。肺が
ん微小環境である基質硬度が肺がん細胞の PD-L1 発現を増強することで、腫瘍の免疫逃避や増
殖につながるという肺がん進行の機序が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2A. ヒト肺がん HCC827細胞株における基質硬度による PD-L1蛋白発現への影響。2kPaゲ
ル上で培養すると 25kPaゲル、plastic dishでの培養と比べ、PD-L1発現が低下した。IFN-γ刺激
は positive controlとして用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



図 2B, C. ヒト肺がん HCC827細胞株におけるアクチン細胞骨格による PD-L1蛋白発現の制御。
B: Western-blot法による評価。C: PD-L1、重合アクチン(F-actin)を免疫蛍光染色法で評価した。
Cytochalasin D (CytD)によるアクチン重合阻害により、PD-L1発現が抑制された。 
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