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研究成果の概要（和文）：加齢性難治疾患である特発性肺線維症の病態形成に細胞老化の重要性が注目される
中、細胞老化をはじめ細胞の運命決定を担う新たなエピゲノム因子である長鎖ノンコーディングRNA(LncRNA)の
関与は明らかになっていない。本研究にて我々はヒト肺組織の大規模網羅的RNA発現解析より特発性肺線維症に
特異的に発現変化をするlncRNAを多数同定したが、その中で細胞老化に関連するlncRNAを複数抽出した。その一
つ間葉系細胞に発現するFENDRRはTGF-βや酸化ストレスなどの刺激で誘導される線維芽細胞の細胞老化の表現型
を制御すること、またその一部がNADPHオキシダーゼの制御を介することを見出した。

研究成果の概要（英文）：While the importance of cellular senescence in the pathogenesis of 
idiopathic pulmonary fibrosis, an age-related intractable disease, has attracted much attention, the
 involvement of long non-coding RNAs (lncRNAs), a new epigenomic factor responsible for cellular 
fate determination including cellular senescence, remains unclear. We identified a number of lncRNAs
 that are specifically altered in idiopathic pulmonary fibrosis based on a large-scale comprehensive
 RNA expression analysis of human lung tissue. We subsequently extracted several lncRNAs that are 
also involved in cellular senescence. Among them, we focused on FENDRR, a lncRNA specifically 
expressed in mesenchymal cells, functions to regulate the cellular senescence phenotype of 
fibroblasts induced by stimuli such as TGF-β and oxidative stress, which is assumed to be mediated 
partly by the regulation of NADPH oxidase.

研究分野：呼吸器内科学

キーワード： 肺線維症　エピゲノム　RNA　細胞老化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺線維症の肺組織で発現変化する新規エピゲノム因子・長鎖ノンコーディングRNAが肺細胞において病態形成に
関係した病的な細胞変化、特に細胞老化の表現型を制御していることが示唆された。本研究の更なる発展により
難治の肺疾患において長鎖ノンコーディングRNAを用いた同疾患の新しい治療標的の開発やバイオマーカーの創
出が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 テロメア短縮やテロメア遺伝子異常・肺線維症組織への老化細胞の集積など、生物学的な細胞
老化現象が特発性肺線維症（idiopathic pulmonary fibrosis:IPF）の病態形成機序として注目を
集めている。また細胞老化の有害作用としての SASPの発見は、がん･線維症など加齢に関連す
る各疾患の成因を解き明かす重要なヒントとして注目されていた。近年の老化細胞除去による
早老症マウスの臓器障害の改善、研究協力者の杉本らによる肺老化への細胞老化関与の証明は
加齢性臓器障害における老化細胞の治療標的としての重要性を示唆した。 
 細胞老化の重要な制御機構としてエピゲノムが挙げられる。その中でも長鎖ノンコーディン
グ RNA(lncRNA)は RNAシークエンスなどの解析技術の発展に伴い新たに発生や分化、幹細胞
性維持、そして細胞老化など細胞運命の決定に重要な役割を演じることが明らかになった新規
エピゲノム因子である。しかし、肺線維症の病態形成においてその役割は十分明らかでなかった。
一方、循環器疾患やがんの領域では疾患特異的に発現変化する lncRNA のバイオマーカーとし
ての可能性に注目が集まりつつある。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の最終的な目的は、IPFの難治性病態の克服のために、病態に特徴的な細胞老化とその
形成への関与が示唆されるエピゲノム因子 lncRNA の関りを明らかにすることである。この達
成のため、1)IPF難治性の特徴である線維芽細胞老化を誘導する lncRNAを同定し、その発現制
御により病的線維芽細胞の cell fate をリプログラミングできるか検討すること。および 2)IPF
の新たな臨床バイオマーカーとなる lncRNAを同定すること、を研究課題の目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
ヒト肺 420 例のトランスクリプトームデータ（GSE474260）を用いて BRB-Array tools 及び
QIAGEN CLC Genomics Workbench を用いて lncRNA 発現解析を行った。マウス肺線維症モデルは
B57BL6 マウスメス 8-10 週令にブレオマイシンの単回気管内投与で作成し線維化の局期となる
14-17 日で安楽死させ、組織の摘出と RNA 抽出、病理標本作成を行った。一部の実験は老化細胞
可視化マウス（ARF-DTR マウス Hashimoto et al, 2016）で行い、luciferaseシグナルの観察は IVIS
を用いた。ヒト肺線維芽細胞は NHLF(cc2512, lonza)を FGM™-2で培養し siRNA(On-Target plus, 
Dharmacon)を lipofectamin 2000 (Invitrogen)を用いて導入、60-72時間後に表現型を評価した。細
胞老化はβガラクトシダーゼ染色、細胞増殖アッセイ（CyQuant NF, Invitrogen） 、qRTPCRお
よびイムノブロットで行った。In situ hybridizationは FFPE切片を用いて RNA scope（ACD bio）
を用いて施行した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 大規模肺組織トランスクリプトーム解析による疾患特異的 lncRNA 変化の同定 
 研究協力者のYale大学と共同でヒト肺組織420余例の網羅的RNA発現解析データからlncRNA
発現のプロファイリングを行い、正常肺及び COPD 肺と比較して肺線維症に特異的な発現変化を
示す lncRNA 群を同定した。この中に細胞老化によって制御される間葉系細胞に特異的な lncRNA
である FENDRR や気道上皮細胞に特異的な発現を認める TINCR のほか、細胞老化に密接に関連し
た lcnRNA を複数見出した。 
 
(2) 疾患環境因子による老化細胞表現型制御と lncRNA の発現 
 IPF 病態においては繰り返す細胞傷害と再生、組織低酸素、向線維化性サイトカイン TGF-βな
どの組織環境因子によってエピゲノムが制御され、病態に関わる細胞の表現型変化が形成され
るとの仮説から、これら環境要因が IPF 関連 lncRNA の発現に及ぼす変化を in vitro で解析し
た。 
 IPF に特徴的な発現減少を認める FENDRR は、線維芽細胞などの間葉系に特異的に発現する。
過酸化水素刺激による酸化ストレス、および繰り返す継代によるテロメア短縮を誘導される細
胞老化により、FENDRR の発現は大きく減弱した。同様に TGF-βによる線維芽細胞の筋線維芽細
胞への分化は細胞老化の表現型を獲得するとともに FENDRR の発現抑制を誘導した。一方、細胞
を低酸素培養下で培養すると細胞老化の抑制と FENDRR 発現の回復が認められた。 
 
(3) lncRNA 発現操作による老化細胞表現型制御 



 ヒト肺由来線維芽細胞において siRNA 導入により FENDRR 発現を抑制したところ、α-SMA やフ
ィブロネクチンの発現亢進を誘導し筋線維芽細胞様の分化を示すともに、p19 や p19 発現上昇、
細胞増殖の停止及び老化関連βガラクトシダーゼ染色陽性の細胞老化のフェノタイプを誘導し
た。また老化線維芽細胞の誘導に重要な NADPH オキシダーゼ 4 の誘導も亢進した。siRNA を用
いて NADPH オキシダーゼ４の発現亢進を抑制すると FENDRR 抑制による線維芽細胞の老化のフェ
ノタイプの誘導も抑制されたことから、FENDRR の老化抑制制御の機序として NADPH オキシダー
ゼ 4の抑制が関与することが明らかになった。 
 
(4) 肺線維症マウスモデルにおける老化細胞可視化と病態関与の解析 
 研究協力者の杉本らは
肺気腫における老化細胞
の寄与を明らかにするた
め作成した p19Arf 陽性細
胞をルシフェラーゼ発現
で可視化し、後天的に除去
できる ARFDTR マウスを作
成した。このマウスを用い
て肺線維症を誘導し、p19
発現で標識される細胞老
化を in vivo での可視化
に成功した。次に DT の投
与により線維化の過程で
誘導される p19 陽性老化
細胞の除去により線維化
の程度が軽減されるかを
検討したが、統計学的に
有意な差を認めなかっ
た。(図 1) 
 
(5)老化関連 lncRNA のバイオマーカーとしての有用性検討 
IPF 組織に特異的な発
現変化を来し細胞老化
に 関 連 す る lncRNA
（FENDRR,TINCR）の疾患
肺組織における発現分
布を RNA scope で検討し
たところ、FENDRR は正常
構造の肺間質に発現を
認めた一方、線維芽細胞
巣を含む線維化組織の
間葉系細胞では発現を
喪失していた。一方、
TINCR は正常気道上皮及
び肺線維症の再生気道上皮において発現を認めた。次に肺胞洗浄液における lncRNA の定量がバ
イオマーカーとして測定できるか検討した。FENDRR の発現の検出は困難であったものの IPF に
特異的に発現上昇する lncRNA-X の発現変化を定量することが出来た。現在、症例数を蓄積して
バイオマーカーとしての活用可能性を検討中である。 
 
(6)線維化に係わる老化細胞の新たな制御因子発見、およびバイオマーカーの創出 
 本研究の過程で、前出のトランスクリプトームデータの解析から lncRNA 以外にも新たな細胞
老化の制御因子を同定した。間葉系細胞に特異的な発現を示す ISLR が IPF およびマウス肺線維
症モデルで発現亢進を認めたため、その機能を解析した。線維芽細胞における ISLR の発現は細
胞老化とともに減少し、ISLR 欠損マウスの線維芽細胞は TGF-β刺激により細胞老化の表現型を
容易に誘導した。また強制発現により線維芽細胞の細胞老化に防御的に働くことが分かった。 
 また老化細胞におけるミトコンドリア代謝異常の重要性が近年注目されたことから、ミトコ
ンドリア代謝障害により細胞外に分泌されるミトコンドリア DNA に着目して肺線維症における
臨床的意義について検討を行ったところ、血清のミトコンドリア DNA が予後や急性増悪を予測
する優れたバイオマーカーである可能性が示唆された。今後、両因子の細胞老化制御機構や病態

図 1：老化細胞可視化マウスによる肺線維症老化細胞の確認と老化細胞

除去による変化 

図 2：IPF肺組織における lncRNA FENDRRの分布評価 



生理における意義についても更なる検討を進めたい。 
 
以上の結果から、肺線維症の肺組織で発現変化するエピゲノム因子・長鎖ノンコーディング
RNA が肺細胞において病態形成に関係した細胞変化、特に細胞老化の表現型を制御していること
が示唆された。今後も検討を進め長鎖ノンコーディング RNA を用いた同疾患の新しい治療標的
の開発やバイオマーカーの創出につなげていきたい。 
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