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研究成果の概要（和文）：異なる臓器由来の線維芽細胞の遺伝子発現の比較解析により、肺線維芽細胞で発現が
高く、スーパーエンハンサーと関連する8個の転写因子（TBX2・TBX4・TBX5・HOXA5・FOXL1・FOXP1・MEIS1・
TGIF1）を同定した。TBX4はマスター転写因子として機能しており、TGF-beta刺激により発現が抑制され、肺癌
での発現が低かった。肺線維芽細胞においてFOXL1はFOXF1・FOXC2と共に活性化されており、TAZ/YAPシグナルや
BMPシグナルの制御に関与しており、肺線維症での発現が高かった。肺線維芽細胞に特徴的な転写因子群が、肺
癌・肺線維症の病態に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：By comparing the gene expression profiles derived from different organs, we 
identified eight transcription factors that show relatively higher expression and are associated 
with super-enhancers (TBX2, TBX4, TBX5, HOXA5, FOXL1, FOXP1, MEIS1 and TGIF1). TBX4 functions as a 
master transcription factor in lung fibroblasts. TBX4 expression is downregulated by TGF-beta and is
 lower in lung cancer-associated fibroblasts. Highly activated FOX gene cluster (FOXL1, FOXC2 and 
FOXF1) is a hallmark of lung fibroblasts. FOXL1 is involved in the regulation of TAZ/YAP and BMP 
signaling, and its expression is higher in pulmonary fibrosis. Transcription factors unique to lung 
fibroblasts are involved in the pathogenesis of lung cancer or pulmonary fibrosis.

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
肺組織に由来する線維芽細胞において、組織特異的に発現している遺伝子群を同定し、機能的に重要性が高いと
思われる転写因子（TBX4およびFOXL1）を選定し、その生理的・病理的な役割を検討した。これらの転写因子は
肺癌や肺線維症において発現変化がみられており、これらの疾患の分子病態に関与している可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肺は外界からの微生物・アレルゲン・酸化ストレスに常に晒されており、感染・炎症・アレル

ギー・リモデリングが生じやすい臓器である。肺は心臓とともに高度に動的な器官で、1 日約 2
万回におよぶ呼吸が終生持続する。肺の mechanical stress は呼吸運動によって変動するほか、疾
患病態によっても変容する。肺線維症では肺組織の硬度が増大し、癌組織では癌間質の線維化が、
組織の硬度や組織圧の上昇につながり、癌細胞の浸潤を促進させ、薬剤送達の障壁になる。 
線維芽細胞はあらゆる臓器にみられ、細胞外基質を産生・分解し、組織構造の構築・維持・改

変を司る。液性因子（増殖因子・サイトカインなど）を分泌し、上皮細胞の増殖・分化や、炎症
反応の制御も担う。肺線維症や肺気腫では、病的に活性化した肺線維芽細胞が、不可逆性の線維
化や気腫化をもたらす責任細胞であり、治療標的でもある。 

mechanical stress を感知して細胞応答に反映させる内在的制御システムとして、転写コアクチ
ベーターTAZ/YAP が重要である。細胞外基質・細胞密度・細胞骨格などの情報は、アクチン線
維の再構成を介し、TAZ/YAP の核内移行と活性化を惹起し、標的遺伝子の転写制御を介して細
胞応答が調節される。TGF-βは線維芽細胞を活性化し、細胞外基質の産生・分解を促進させる最
も強力なサイトカインであり、肺線維症や肺癌間質の病態に深く関与している。 
 
２．研究の目的 
 線維芽細胞には特異的なマーカーは存在せず、形態学的な特徴や複数の細胞マーカーの発現
情報を組み合わせることで同定される。しかし近年では、単一細胞解析などにより、線維芽細胞
の起源や形質の多様性が認識されるようになっている。様々な組織に由来する線維芽細胞は、
各々に特徴的な遺伝子発現パターンを示し、上皮細胞との相互作用において、組織特異的な機能
を示すことが示唆されている。 
本研究では、肺組織に由来する線維芽細胞において、組織特異的に発現している遺伝子群を同

定する。さらに機能的に重要性が高いと思われる転写因子を選定し、その生理的・病理的な役割
を検討する。すなわち肺線維芽細胞の identity を形成する転写制御機構を探究する。さらに肺癌
や肺線維症における発現変化や病態形成における意義を検証し、線維芽細胞を標的とした治療
戦略の可能性を探索する。 
 
３．研究の方法 
 理化学研究所 FANTOM5 プロジェクトにおける、様々な組織に由来する線維芽細胞の CAGE
（Cap Analysis of Gene Expression）データを活用し、肺線維芽細胞と他臓器の線維芽細胞の遺伝
子発現プロファイルを比較した（文献①）。さらに ENCODE データベースを活用し、ゲノム上の
活性化領域を評価した。転写因子により制御される遺伝子群を同定するため、siRNA によるノッ
クダウンを施し、さらに RNA-sequencing（RNA-seq）による遺伝子発現解析を行った。外科切除
肺組織から初代培養肺線維芽細胞を樹立し、RT-PCR による発現解析や細胞培養実験による機能
解析に利用した。肺腺芽細胞の機能として、増殖・遊走・コラーゲンゲル収縮を検証した。健常
者や肺線維症患者の肺組織における発現解析には、in situ hybridization および免疫組織化学染色
を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）肺線維芽細胞に特徴的な遺伝子発現プロファイル・転写因子の同定 
理化学研究所 FANTOM5 プロジェクトの CAGE データを活用し、様々な組織由来の線維芽細

胞の遺伝子発現プロファイルを横断的に比較し、各組織に特徴的な線維芽細胞サブタイプの存
在を明らかにした。とくに肺線維芽細胞は他臓器由来の細胞と一線を画する独特な細胞群であ
ることが判明した。3 サンプルの肺線維芽細胞と 42 サンプルの他臓器由来の線維芽細胞の比較
解析により、肺線維芽細胞で発現が高い 88 個の遺伝子が同定され、このうち転写因子は 14 個だ
った。さらに 14 個の転写因子のうち 8 個は、（H3K27Ac のシグナルにより定義される）スーパ
ーエンハンサー領域に重なっており（TBX2・TBX4・TBX5・HOXA5・FOXL1・FOXP1・MEIS1・
TGIF1）、機能的な重要性が示唆された（下図）。 

 
 



 
 
 
（２）TBX4 の機能的意義（文献②） 
 TBX2/TBX3 や TBX4/TBX5 は、発生過程の肺の間葉系組織に発現し、Wnt や FGF シグナルの
調節を介して、肺の branching morphogenesis を制御している。TBX4 は後肢、TBX5 は心臓と前
肢にも発現しており、肺・心臓・四肢の形態形成において必須である。魚類・両生類から爬虫類
へと脊椎動物が進化する過程で、鰓呼吸から肺呼吸への移行・肺循環の発達、陸上移動に適した
四肢の発達、など進化的に重要な機能の獲得過程において、TBX4/TBX5 が鍵となる分子である
と考えられる。 
 前述の解析により、TBX4 が肺線維芽細胞において組織特異的な発現を示し、スーパーエンハ
ンサー領域とも重なることが明らかになった。17 サンプルの培養した肺線維芽細胞における RT-
PCR 解析でも、歯肉線維芽細胞や皮膚線維芽細胞と比較して発現が高いことが確認された。 
肺線維芽細胞において TBX4 をノックダウンすると、細胞増殖やコラーゲンゲル収縮が抑制

された。TBX4 を発現抑制した肺線維芽細胞で RNA-seq 解析を行ったところ、TBX4 が低酸素応
答・炎症応答・細胞外基質に関与する遺伝子を制御することが明らかになった（下左図）。また
TBX4 の発現抑制によりスーパーエンハンサー関連遺伝子が広汎に抑制されることから、TBX4
が上位の遺伝子発現制御因子、すなわちマスター転写因子として機能することが示唆された。 
肺線維芽細胞を TGF-β で刺激すると、TBX2・TBX4・TBX5 の発現が抑制された（下右図）。

したがって TGF-β刺激により、TBX4 などの T-box ファミリー転写因子により構成されていたス
ーパーエンハンサーが、全ゲノムレベルで変化すると想像される。さらに肺癌や肺線維症などの
病態では、T-box ファミリー転写因子の発現低下が、線維芽細胞の活性化と表裏一体をなす可能
性がある。 
公共データの再解析では、肺癌組織に由来する線維芽細胞（CAF：cancer-associated fibroblast）で
は、同一患者の肺の正常部位に由来する線維芽細胞（NF）に比較して、組織特異的な遺伝子群
の発現が広汎に抑制されていることが示唆された。独自に樹立した NF・CAF を用いた RT-PCR
解析でも、CAF において TBX2・TBX4・TBX5 の発現が低下していた。 
 
 

   
 

  



 
（３）FOXL1 の機能的意義（文献③） 
フォークヘッド型転写因子 FOXL1 および FOXC2・FOXF1・FENDRR は、ゲノム上の近接し

た領域に遺伝子座を有している。Foxl1 ノックアウトマウスは消化管の発生異常を呈することが
知られ、Foxl1 および Pdgfra を発現する線維芽細胞が、腸上皮幹細胞を維持する stem cell niche
を形成することが示されている。肺組織では、Pdgfra を発現する間葉系細胞が、肺胞の形成・II
型肺胞上皮細胞の分化・肺胞上皮細胞の再生に関与することが示唆されている。FOXL1 は肺線
維芽細胞において発現しているが、その機能的意義についてはこれまで未解明であった。 
上述の CAGE データ解析によって、肺線維芽細胞では、他臓器由来の線維芽細胞と比較して、

FOXL1 の異なる転写開始点からの転写産物が豊富であり、特徴的な転写パターンを示していた。
ENCODE データベースの解析では、肺線維芽細胞で FOXL1 遺伝子座の DNA 低メチル化が認め
られた。様々な細胞・組織（86 サンプル）のエンハンサー領域を比較すると、FOXL1 および
FOXC2・FOXF1・FENDRR がスーパーエンハンサーと関連しているのは肺線維芽細胞のみであ
り、FOX 遺伝子クラスターの広汎な活性化が、肺線維芽細胞の特徴を示していると考えられた。 
肺線維芽細胞において FOXL1 をノックダウンすると、細胞増殖やコラーゲンゲル収縮が抑制

された。FOXL1 を発現抑制した肺線維芽細胞で RNA-seq 解析を行ったところ、TAZ/YAP シグナ
ルの標的遺伝子が広汎に抑制された（下図左・Gene Set Enrichment Analysis）。代表的な TAZ/YAP
標的遺伝子である CTGF の発現抑制はウエスタンブロットで確認した（下図右）。さらに FOXL1
は BMP リガンド（BMP2・BMP4）や BMP アンタゴニスト（GREM1・FSTL1）の発現制御にも
関与していることが示唆された。 
 

   
 
健常者と肺線維症患者の肺線維芽細胞における FOXL1 の発現を RT-PCR で定量したところ、

肺線維症において FOXL1 の発現が上昇している傾向がみられた。さらに肺線維症の肺組織で免
疫組織染色を行ったところ、Vimentin 陽性の線維芽細胞において FOXL1 の発現が認められた。
したがって、肺線維症の病態形成において FOXL1 が関与している可能性が示唆された（下図）。 
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