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研究成果の概要（和文）：HSP47 inhibitorは線維芽細胞の増殖およびmigrationを抑制した。さらに、HSP47 
inhibitorは、HSP47のシャペロン機能を抑制することを通して、線維芽細胞におけるI型コラーゲン産生を抑制
することが示された。HSP47 inhibitorは線維化進展を抑制する理想的な薬剤となる可能性がある。
肺癌周囲の線維芽細胞におけるHSP47 高発現群では低発現群と比較して、生存期間、無増悪生存期間が有意に短
かった。多変量解析により、癌間質の線維芽細胞におけるHSP47発現はその後の有意な再発リスク因子だった。
血清抗HSP47抗体価はクローン病の活動性と関連していた。

研究成果の概要（英文）：The HSP47 inhibitor was found to suppress fibroblast proliferation and 
migration. Moreover, the HSP47 inhibitor suppressed the production of type I collagen in fibroblasts
 by inhibiting the chaperone function of HSP47. This suggests that the HSP47 inhibitor may be an 
ideal drug for inhibiting the progression of fibrosis. 
The patients with a high number of HSP47-positive fibroblasts had a shorter disease-free survival 
than those with a low number of HSP47-positive fibroblasts. Multivariate analysis identified only 
the presence of a high number of HSP47-positive fibroblasts as an independent risk factor for 
recurrence of lung cancer after surgery. 
The serum anti-HSP47 antibody titer was found to be associated with the activity of Crohn's disease.

研究分野：呼吸器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
特発性肺線維症は不可逆的な肺線維化をきたす進行性難治性疾患である。本邦だけでも1万人以上の特発性肺線
維症患者がいるが、根本的治療法はなく、診断後の平均生存期間は3年程度と予後は極めて不良である。そのた
め、特発性肺線維症の根治治療を可能にする新規治療薬の開発は喫緊の課題である。この問題を解決するべく本
研究課題では、特発性肺線維症の新規治療ターゲットおよびバイオマーカーとしてHSP47の有用性を提案し、実
地臨床での応用実現を目指し研究を行った。本研究結果からは、HSP47 inhibitorは線維化進展を抑制するため
の理想的な薬剤となる可能性があるものと考えられた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
特発性肺線維症（idiopathic pulmonary fibrosis：IPF）は不可逆的な肺線維化をきたす進行性難
治性疾患である。本邦だけでも 1万人以上の IPF患者がいるが、根本的治療法はなく、診断後の
平均生存期間は 3年程度と予後は極めて不良である。そのため、IPFの根治治療を可能にする新
規治療薬の開発は喫緊の課題である。この問題を解決するべく本研究課題では、IPFの新規治療
ターゲットおよびバイオマーカーとして heat shock protein (HSP) 47の有用性を提案し、実地臨床
での応用実現を目指し研究を行った。 

HSP47 はコラーゲン特異的分子シャペロンであり、コラーゲン合成に必要不可欠な蛋白質で
あるが、他方、各種線維化疾患においては線維化進展を促進し負の生理作用をもたらす。本研究
代表者らはこれまでに、HSP47 が肺線維症モデルマウスにおいて線維化の進行と比例して発現
が上昇することを見出した。また、ヒトの間質性肺炎においても、(1)HSP47 は線維化病変局所
において特異的に強く発現する、(2)間質性肺疾患の病理分類ごとに HSP47発現量が異なる、(3)
その発現量は間質性肺疾患の予後予測因子であることなどを明らかにしてきた。 

HSP47 はコラーゲン合成に必要不可欠な蛋白質であるため、HSP47 を抑制することにより細
胞内でのコラーゲン合成を阻害することができる。IPFでは、活性化した線維芽細胞からコラー
ゲンが大量に産生され、間質に膠原線維が沈着することにより不可逆的な線維化が進行してい
くことが知られている。従って、HSP47はこれまで有効な治療法がなかった IPFの新たな分子標
的治療のターゲットになると考えられる。本研究では“HSP47 をターゲットとした分子標的治
療”という新しい観点から、肺線維症の根本的治療法開発を目指した。 
近年、siRNAなどの核酸医薬が次世代の治療薬として注目され開発が進んでいる。核酸医薬は
従来の低分子医薬品やバイオ医薬品では標的にできなかった分子を標的にすることが可能であ
り、規格化・品質管理が容易で特異性及び効果が高い。そのため、HSP47 に対する siRNA 医薬
は IPFに対する新たな治療手段として有用であると考えられる。 
また、Ananthanarayanan 教授（McMaster University）らは化合物ライブラリーのスクリーニン
グにより、HSP47のシャペロン機能を抑制する化合物（HSP47 inhibitor）（Christy A. et al. J. Med. 
Chem. 2005）を見いだした。この HSP47 inhibitorも IPFの新たな治療薬候補として注目されてい
る。 
また、近年癌の転移や治療耐性のメカニズムの原因の一つとして上皮間葉移行(EMT：Epithelial 

Mesenchymal Transition)が注目されている。抗線維化薬である Pirfenidonが EMTを抑制するとい
った報告があり、線維化のマーカー、治療ターゲットとして注目されている。HSP47 も、EMT
を介して癌の転移や治療耐性との関連が示唆されている。実際に、大腸癌において、癌間質にお
けるHSP47陽性 spindle cell発現数がその後の遠隔転移のリスク因子であるといった報告がある。 

HSP47 は難治性肺線維化疾患だけでなく、炎症性腸疾患における腸管の線維性狭窄にも関与
している可能性がある。炎症性腸疾患は一般的に潰瘍性大腸炎とクローン病に分類される。線維
性狭窄はクローン病の主な合併症であるが、潰瘍性大腸炎ではほとんど認められない。クローン
病における線維性狭窄形成に対する新規治療法を確立するためには、クローン病における線維
性狭窄形成のメカニズムを解明する必要がある。HSP47 はクローン病の線維性狭窄形成に関与
している可能性があるが、その役割は不明である。HSP47は炎症性腸疾患患者におけるバイオマ
ーカーとなる可能性があり、特にクローン病の活動性を反映する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究は、(1)HSP47に対する siRNAを用いた直接的な HSP47発現抑制、(2)HSP47 inhibitorを
用いた HSP47 シャペロン機能の抑制、という２つの異なるアプローチを用い、線維化を抑制す
る治療法を創出することを目的として研究を行った。また、肺癌組織での癌間質における HSP47
発現を検討することにより、癌間質の線維化とそこにおける HSP47 発現を検討し、癌間質の線
維化や癌転移のメカニズムの解明を行うことを目的として研究を行った。さらに、炎症性腸疾患
患者、特にクローン病患者における HSP47の役割を検討することを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
マウス肺線維芽細胞、ヒト肺線維芽細胞、ヒト肺胞上皮由来細胞を用いて、HSP47 siRNAおよ
び HSP47 inhibitorの細胞取り込み、HSP47発現抑制効果、I型コラーゲン発現抑制効果を検討し
た。また、肺癌手術標本を用い、HSP47免疫染色を行い、HSP47発現程度と予後や転移などとの
関連を後方視的に解析した。潰瘍性大腸炎やクローン病における組織中の HSP47 発現程度を評
価し、血清中の HSP47 濃度および抗 HSP47 抗体価を測定し、疾患活動性との関連を解析した。 
具体的には下記のように検討を行った。 

(1) TGF-β刺激を加えたヒト正常肺線維芽細胞を用いて、HSP47 inhibitor投与による HSP47およ
び I型コラーゲン産生への影響を RT-PCR、Western blotを用いて検討した。 
(2) ブレオマイシン肺線維症モデルに HSP47 inhibitor を投与し in vivo での抗線維化効果を検討
した。 



(3) 2009 年からの 2 年間に長崎大学病院で行われた肺癌手術症例 133 例を対象とした。保存肺
組織の HSP47 免疫染色を行い、肺癌細胞自体における発現、および肺癌周囲の線維芽細胞にお
ける発現を評価した。肺癌細胞自体における HSP47 の発現の強さを 0:non、1:weak、2:moderate、
3:strong の 4 段階で評価し、score2、3 の割合が全体の 50％を超えるものを肺癌細胞における
HSP47 陽性例とした。また、肺癌周囲の線維芽細胞における発現は、1mm2 の範囲 3 カ所にお
ける HSP47 陽性の線維芽細胞数で評価し、術後再発における感度-(1-特異度)が最大となるよう
に cut-off を設定し、高発現群と低発現群とに群分けした。術後生存期間、無増悪生存期間、臨
床情報を肺癌細胞自体における発現の陽性群と陰性群、周囲の HSP47 陽性線維芽細胞数による
高発現群と低発現群の 2 群間で比較した。また、術後再発のリスク因子を、肺癌細胞および周
囲の線維芽細胞における HSP47 発現を含む臨床情報から検討した。 
(4) 潰瘍性大腸炎患者 26 人とクローン病患者 32 人を対象とした。潰瘍性大腸炎患者について
は、臨床活動指数（CAI）≦4を寛解期、CAI＞4を活動期と定義した。クローン病患者について
は、クローン病活動指数（CDAI）≦150を寛解期、CDAI＞150を活動期と定義した。血清 HSP47
濃度と抗 HSP47抗体価を測定した。腸粘膜生検標本にて HSP47およびα-SMAの免疫染色を行
った。ヒト正常線維芽細胞を HSP47 inhibitor で処理した。mTOR 阻害剤であるラパマイシンを
コントロールとして用いた。24時間培養後、細胞生存率はWST-8細胞増殖キットを用いて分析
し、I型コラーゲン産生は ELISAを用いて分析した。 
 
４．研究成果 
(1) まず in vitroにおける HSP47 inhibitorの効果を検証した。正常ヒト成人肺線維芽細胞(normal 
human lung fibroblasts：NHLF)および正常マウス肺線維芽細胞（normal mouse lung fibroblasts：MLg）
を用いて、HSP47 inhibitorによる、HSP47 および I 型コラーゲン産生に対する効果を検討した。
HSP47 inhibitorは TGF-β1により促進された HSP47蛋白発現に対して抑制効果は示さなかった
が、I 型コラーゲン産生は有意に抑制した。一方、HSP47 siRNA は TGF-β1 により促進された
HSP47, I 型コラーゲンの両者を蛋白質レベルで発現を抑制した。HSP47 inhibitor は HSP47 シャ
ペロン機能（I 型コラーゲンの凝集抑制効果）を抑制すると報告されている（Christy A. et al. J. 
Med. Chem. 2005）。本研究結果から、HSP47 siRNAは HSP47発現を抑制することを通して I型コ
ラーゲン発現を抑制するのに対し、HSP47 inhibitor は HSP47 蛋白発現には影響を及ぼさず、シ
ャペロン機能を抑制することにより I 型コラーゲン産生を抑制することが示唆された。また、
HSP47 inhibitorはNHLF, MLgの増殖を抑制するとともに、migrationを抑制することが示された。
これらの結果から、HSP47 inhibitorは特発性肺線維症で重要な役割を果たしている線維芽細胞の
増殖および migration を抑制し、さらにはシャペロン機能を抑制することを通して I 型コラーゲ
ン産生を抑制することが示された。これらの結果は英文論文として報告した（Biochem Biophys 
Res Commun 2020: 530(3): 561-565）。 
(2) ブレオマイシン肺線維症モデルに HSP47 inhibitor を投与し in vivo での抗線維化効果を検討
した。マウスの生存率を改善させ、体重減少も抑制する傾向が認められた。 
(3) 肺癌周囲の線維芽細胞における HSP47高発現群では低発現群と比較して、生存期間、無増悪
生存期間が有意に短かった。多変量解析により、癌間質の線維芽細胞における HSP47 発現はそ
の後の有意な再発リスク因子であることが明らかとなった(odds ratio, 4.371; 95%信頼区間, 1.054–
29.83; P = 0.042)。固形癌の癌間質における線維芽細胞は carcinoma-associated fibroblasts (CAFs)と
して知られており、筋線維芽細胞と呼ばれる活動性の線維芽細胞のマーカーである alpha smooth 
muscle actin(αSMA)によって病理学的に同定され、extracellular matrix (ECM)における種々のシグ
ナルを介して、直接的、間接的に癌細胞の進展を促している。さらに線維化として一般的に知ら
れている過剰な ECM の産生と蓄積も腫瘍の進展を促進するといわれている。我々はこれまで主
に肺線維症において、肺線維芽細胞の HSP47 とαSMA の発現が関連していることや、HSP47 
が肺の線維化と関連していることを報告してきた。さらに ECM の主な構成要素であるコラーゲ
ンも腫瘍の進展に中心的な役割を果たしていると考えられている。HSP47 はコラーゲンのフォ
ールディングや分泌を整える必須の要素とされている。これらのことから、HSP47 陽性の肺線
維芽細胞は CAFs を示していると考えられ、ECM の過剰な産生や種々のシグナルを介して癌細
胞の進展に関与していると考えられた。この結果は英文論文として報告した(Respir Res 2020: 
21(1):234.)。 
(4) 血清 HSP47 および抗 HSP47 抗体レベルが、潰瘍性大腸炎患者よりもクローン病患者で有意
に高いことが明らかとなった。クローン病活動指数（CDAI）≦150 を寛解期、CDAI＞150 を活
動期と定義すると、活動期クローン病患者では、寛解期クローン病患者と比較して、血清抗HSP47
抗体価が有意に高かった。さらに、腸管狭窄を伴うクローン病患者では、そうでない患者よりも
血清抗 HSP47抗体価が有意に高かった。また、HSP47は線維化の病態に中心的な役割を果たす
筋線維芽細胞のマーカーであるα-SMAと共局在しており、クローン病の線維化との関連性が示
唆された。また、HSP47 inhibitor による HSP47阻害により、線維芽細胞のコラーゲン産生が有
意に抑制されることが確認された。mTOR 阻害剤であるラパマイシンもコラーゲン産生を抑制
したが、これは細胞死の増加を伴うものであった。一方、HSP47 inhibitorは、細胞の生存率に影
響を与えることなくコラーゲン産生を抑制した。これらの結果から、HSP47 inhibitorは線維化予
防のための理想的な薬剤となり得るものと考えられた。これらの結果は英文論文として報告し
た(Sci Rep 2022; 12: 10966.)。 
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