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研究成果の概要（和文）：肺線維症の発症の起点として肺胞上皮傷害や細胞老化の関与が想定されているが、い
まだ分子病態の解明が進んでいない。
本研究では、Ⅱ型肺胞上皮細胞(AT2)を用いて肺胞オルガノイドを作成し、これと初代肺線維芽細胞を共培養す
ることで、線維化の主役である筋線維芽細胞への分化を評価する、新たな肺線維症モデルを確立した。このモデ
ルを用いることで、DNAダメージを受けp53シグナルを高発現したAT2が、TGFβを産生して筋線維芽細胞を直接分
化誘導すること、さらにオートクラインによりその作用が増強されることが明らかとなった。またこれらの結果
はヒトAT2を用いた実験でも再現されることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Although the pathogenesis of lung fibrosis has been believed to start with 
epithelial injury or cellular senescence, the molecular mechanism remains elusive.
In this study, we used alveolar organoid technology and established in vitro lung fibrosis model by 
coculturing primary lung fibroblasts, in which we can evaluate the process of differentiation of the
 fibroblasts into myofibroblasts. Using this model, we revealed that damaged alveolar epithelial 
cell type 2 (AT2) could produce active TGFβ and directly induce myofibroblast differentiation. 
Additionally, we found that the pro-fibrotic potential of AT2 could be enhanced by their autocrine 
TGFβ signal. These findings were validated even in human AT2.

研究分野：呼吸器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺線維症は予後不良な難治性肺疾患である。従来の肺線維症治療薬は、線維芽細胞を主たる治療標的としてお
り、また効果の面では残念ながら進行の抑制までしか成しえていない。
本研究では、本症の発症起点と考えられている肺胞上皮傷害に着目し、in vitroの肺線維症モデルを確立するこ
とで、病態のさらなる解明に迫った。研究結果は、既存薬ではアプローチできていない新規治療標的を示唆する
ものであり、今後の新薬開発への発展が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
肺線維症は加齢に伴い有病率が増加する予後不良な疾患である。発症には上皮、血球、間葉系細
胞など複数の細胞種が相互に関与し、肺胞の不完全な組織修復により線維化に至る。病態の起点
としては、肺胞上皮の傷害や細胞老化の関与が想定されている。実際、家族性肺線維症や特発性
肺線維症患者では、高頻度にテロメアの短縮が見られ、加齢・細胞老化と肺線維症との関連を裏
付けている。また最近では、老化細胞の genetic ablation、あるいは抗老化作用のある薬剤の全
身投与がマウスの肺線維症を改善させるという報告もある。しかしこれらの既報では、どの細胞
種の老化が、どの線維化プロセスに寄与しているのかが明確でなかった。また、肺線維症の代表
疾患である特発性肺線維症は非炎症性疾患として位置づけられており、実際、本症に対する免疫
抑制療法の効果は否定されている。よって、炎症に依存しない線維化プロセスの重要性が示唆さ
れるが、既存の実験系では全身性作用と肺胞局所の細胞間相互作用の区別は難しく、本質的な分
子病態解明へのアプローチが難しかった。 
 
２．研究の目的 
肺線維症における細胞老化の病態的意義を細胞・分子レベルで明らかにすること。またこれを踏
まえた肺線維化モデルを in vitroで確立し、炎症に依存しない肺胞上皮細胞由来の線維化プロセ
スを明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
(1) 線維化肺における主たる老化細胞種の同定 
ヒト肺やマウス肺における既存の transcriptome データセットや、マウスブレオマイシン(BLM)
肺線維症モデル肺切片を用いて、線維化肺においてどの細胞腫が老化状態にあるのか検証した。 
(2) 肺胞オルガノイドの作成と細胞老化誘導 
マウス肺よりⅡ型肺胞上皮細胞(AT2)を単離培養し、肺胞オルガノイドとして in vitro で肺胞
上皮様組織を作成した。またそこに BLM を作用させ細胞老化を誘導した。 
(3) in vitro 肺線維症モデルの確立とメカニズムの解析 
老化誘導した肺胞オルガノイドと肺線維芽細胞を共培養し、老化 AT2 が、直接的に線維芽細胞を
αSMA(Acta2)陽性の筋線維芽細胞へと分化させるプロセスを再現した。またその分子メカニズ
ムに迫った。 
(4) ヒト AT2 におけるバリデーション 
ヒト肺より AT2 を単離培養し、マウスで見られた現象がヒトでも保存されているのか検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 線維化肺における主たる老化細胞種の同定 
既存 transcriptome データセットの再解析を行うと、ヒト線維化肺において上皮細胞で代表的
な老化マーカーである p53 シグナルが活性化していた。またマウス BLM モデルにおいても、AT2-
lineage 細胞で p53 シグナルの顕著な活性化とその下流因子 p21 の高発現を認めたことから、線
維化肺における主たる老化細胞は肺胞上皮細胞、特に AT2-lineage 細胞であると結論づけた。 
(2) 肺胞オルガノイドの作成と細胞老化誘導 
AT2-lineage細胞をマー
キングできる Sftpc-
creERT2;Rosa-mTmGマウ
スラインを用いて、そこ
から FACS で AT2(GFP+)
を単離し、三次元培養法
にて feeder-free 環境
で肺胞オルガノイドを
作成した。そこに BLM を
作用させたところ、in 
vivo 同様、p53 シグナル
の活性化を確認でき、ま
た染色ではSenescence-
associated β-gal.陽
性も確認されたことか
ら、細胞老化の再現に成
功した(図 1)。 
(3) in vitro 肺線維症モデルの確立とメカニズムの解析 
肺線維化の代表的指標となる筋線維芽細胞の誘導を簡便に可視化するため、Acta2-DsRed マウス
由来の肺線維芽細胞(PDGFRα+DsRed-)を単離し、これを老化誘導後の肺胞オルガノイドと共培



養した。その結果、オルガノ
イド周囲に DsRed 陽性とな
った筋線維芽細胞を確認で
きたことから、炎症細胞を
介在せずに傷害を受けた
AT2 が直接筋線維芽細胞を
誘導できることを明らかに
した (図 2)。またこの反応
は p53 のコンディショナル
ノックアウト(CKO)マウス
(Sftpc-creERT2;Trp53-
flox/flox)由来の AT2 を用
いた場合には抑制された。
さらに遺伝子解析や、TGFβ
活性化因子である Integrin
αVβ6 中和抗体を用いた実
験結果から、AT2 由来の活性
化 TGFβが筋線維芽細胞の
直接誘導因子であることが
わかった。一方、AT2 におけ
る TGFβシグナルを抑制す
る Tgfbr2-CKO マウス(Sftpc-creERT2;Tgfbr2-flox/flox)を用いた場合にも共培養の反応は抑制
され、逆に AT2 に TGFβを作用させた場合には筋線維芽細胞誘導がより促進されることから、AT2
由来の TGFβはオートクラインとして AT2 に作用し、その筋線維芽細胞誘導能をさらに増強する
といった positive feedback ループを形成していることが示唆された。これらの結果と一致し
て、in vivo において、AT2 特異的 p53-CKO、Tgfbr2-CKO マウスいずれでも BLM 誘導性の肺線維
化が軽減されることがわかった。 
(4) ヒト AT2 におけるバリデーション 
マウスにおける実験系をベースとして、ヒト正常肺から単離した AT2 の三次元培養及び肺線芽
細胞との共培養を行った。その結果、マウス同様、ヒト AT2 においても BLM 刺激に伴う p53 シグ
ナルの亢進(図 3)と筋線維芽細胞誘導能の獲得(図 4)、ならびに AT2 自身への TGFβ刺激による
筋線維芽細胞誘導能の増強を確認できた。 

 

以上の結果により、炎症非依存的な環境下で、傷害を受けた AT2 がいかにして肺線維化を誘導す
るのか、そのプロセスを in vitro で再現・可視化し、その分子病態メカニズムを明らかにした。 
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