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研究成果の概要（和文）：特発性肺線維症は不可逆的に線維化が進行する予後不良の難治性疾患であり、その病
態解明と新規治療薬開発が望まれている。本研究は、肺線維症患者の肺線維芽細胞で高発現する脂質代謝関連分
子ANGPTL4に着目し、その産生機構と線維化に与える影響を明らかにすることを目的とした。
肺線維症モデルでは、ANGPTL4は肺線維芽細胞選択的に発現が誘導され、その欠損により病態が改善した。肺線
維芽細胞ではTGF-b刺激により産生が誘導され、細胞増殖や浸潤、線維化関連分子の発現誘導に寄与していた。
以上より、ANGPTL４は肺線維症の増悪因子であることが明らかとなり、診断・治療の有望な標的となることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive, and 
irreversible interstitial pneumonia caused by the excessive production and deposition of 
extracellular matrix components. However, the mechanisms underlying disease progression have not 
been fully elucidated. In this study, we focused on a lipid metabolism-related molecule ANGPTL4,
which were highly expressed in lung fibroblasts from IPF patients. We found that ANGPTL4 regulated 
the gene expression of fibrosis-related markers, cell migration, and proliferation. In a murine 
model of PF, ANGPTL4 was predominantly expressed in the activated fibroblasts and myofibroblasts 
from the acute to the chronic phase. The pathogenesis of PF was improved in Angptl4-deficient mice .
 These results indicate that ANGPTL4 is critical for the progression of PF and might be an early 
diagnostic marker and therapeutic target for IPF.

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（IPF)は、喫煙などによる肺の慢性炎症が発端となって不可逆的に線維化が進行し、最終的に機
能障害をきたす予後不良の難治性疾患である。現在2種の抗線維化薬が治療に用いられているが、その効果は線
維化の進行を抑えるに留まり、診断時からの平均生存期間は5年に満たない。よって、IPFの病態を解明し、新た
な機序に基づき症状改善を可能とする治療薬の開発が強く望まれている。本研究は、IPF患者の肺線維芽細胞で
高発現する脂質代謝関連分子ANGPTL4が線維芽細胞自身の活性化を促す、新規の病態増悪化因子であることを明
らかにしたものであり、今後の診断・治療の有望な標的となることが期待される。

※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 
特発性肺線維症 (Idiopathic Pulmonary Fibrosis, IPF) は、不可逆性に肺の線維化が進行
する予後不良の難治性疾患であり、診断時からの平均生存期間は 5年に満たない。線維化は、喫
煙などによる慢性的な炎症反応によって生じる組織障害と、その修復・治癒過程における細胞外
マトリックスの過剰な合成・蓄積によって起こり、最終的に機能障害をきたすと考えられている
が、その病態は未解明な点が多い。一方、IPF の治療には抗線維化薬としてニンテダニブやピル
フェニドンが使用されてきたが、その効果は線維化の進行を抑えるに留まり、新たな機序に基づ
き症状改善を可能とする治療薬の開発が強く望まれている。 
申請者は、様々な刺激やダメージによる線維芽細胞の質的変化が線維化の発端となるのでは
ないかと考え、IPF 合併肺がん患者から十分な説明と同意のもと非がん部の肺検体の提供を受け、
線維化部および非線維化部それぞれの組織から線維芽細胞を単離した。その遺伝子発現の違い
を DNA マイクロアレイにより網羅的に解析した結果、線維化部の線維芽細胞で脂質代謝に関連
する分子 Angiopoietin-like 4（ANGPTL4）の遺伝子発現が有意に増加していることを見出した。
さらに、免疫組織化学的解析から ANGPTL4 は IPF の病理組織の特徴である活性化した筋線維芽
細胞の集簇 Fibroblastic foci に強く発現していることが明らかとなり、ANGPTL4 が肺線維症の
病態と関連するのではないかとの着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、IPF 患者肺の線維化部の線維芽細胞で高発現する ANGPTL4 の産生機構ならびに線維
化に与える影響を明らかにすることで、肺線維症の病態解明と診断・治療標的としての可能性を
探索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
① ANGPTL4 発現誘導機構の解析 
肺上皮細胞株 A549 細胞、正常ヒト肺線維芽細胞（NHLF）または IPF 患者由来肺線維芽細胞を
TGF-βにより刺激し、ANGPTL4 の発現を定量的 PCR 法およびウエスタンブロット法により解
析した。また、TGF-βのシグナル伝達阻害剤の存在下での ANGPTL4 の発現誘導について解析
した。 
 
② 線維芽細胞活性化に対する ANGPTL4 の影響の解析 
RNA 干渉により ANGPTL4 遺伝子の発現を抑制した、あるいは、ANGPTL4 タンパクを添加した
NHLF 細胞を TGF-βで刺激し、線維化関連遺伝子の発現変動を定量的 PCR 法により、細胞増殖
への影響を MTT アッセイ法により、細胞浸潤への影響をスクラッチアッセイ法により解析し
た。 
 
③ 肺線維症モデルマウスにおける ANGPTL4 の発現誘導の解析 
C57BL/6 マウスにブレオマイシンを気管内投与することで肺線維症を誘導し、線維化肺にお
ける ANGPTL4 の発現の経時的な変化を、定量的 PCR 法およびウエスタンブロット法により解
析した。 
 
④ シングルセル遺伝子発現解析による ANGPTL4 の発現細胞の解析 
分担研究者が作製したブレオマイシン誘導性肺線維症モデルの経時的なシングルセル遺伝子
発現解析データベースをもとに ANGPTL4 発現細胞の検索を行なった。また、線維芽細胞にお
けるサブクラスタリング解析を実施し、ANGPTL4 発現細胞の特徴を解析した。 
 
⑤ 肺線維症病態における ANGPTL4 の影響の解析 
ブレオマイシン誘導性肺線維症モデルに対して、ANGPTL4 タンパクを 3 日目から隔日で経鼻
投与し、14 日目の肺組織をマッソントリクローム染色し、Ashcroft スコアによって線維化病
変を評価した。また、肺中のヒドロキシプロリン量を Sircol コラーゲンアッセイ法により定
量し、コラーゲン遺伝子発現を定量的 PCR 法により解析した。さらに、経卵管ゲノム編集
iGONAD 法を用いて ANGPTL4 欠損マウスを作製し、肺線維症モデルの病態を野生型マウスと比
較した。 
 
４．研究成果 
① ANGPTL4 発現誘導の分子機構 
NHLF 細胞において、ANGPTL4 の発現は TGF-β刺激後 2 時間をピークとして一過性に認めら
れ、TGFβ1 受容体シグナルと一部 MAP キナーゼ経路が関与すること、細胞外マトリックス
の主要構成成分であるコラーゲンや筋線維芽細胞マーカーACTA2の遺伝子発現上昇よりも先
行して誘導されることが明らかとなった。IPF 患者の肺線維芽細胞においても、その由来に



関わらず、上記シグナル経路によって ANGPTL4 が誘導されることが確認され、また筋線維芽
細胞誘導機構の一つと考えられている TGF-β誘導性上皮間葉転換においても ANGPTL4 の発
現が認められた。以上の結果から、ANGPTL4 誘導には TGF-βシグナルが重要であることが示
唆された。 
 
② 線維芽細胞活性化における ANGPTL4 の機能 
肺線維芽細胞の増殖、細胞浸潤、線維化関連タンパクの発現に与える ANGPTL4 の影響を解析
した。TGF-β誘導性の ACTA2 やコラーゲン遺伝子の発現上昇は、ANGPTL4 タンパクの添加に
より亢進し、ANGPTL4 の発現抑制により有意に低下した。ANGPTL4 タンパクの添加による細
胞増殖および細胞浸潤の亢進は認められなかったが、ANGPTL4 の発現抑制によって TGF-β刺
激の有無に関わらず、細胞増殖および細胞浸潤能は低下した。これらの結果から、ANGPTL4
は活性化した肺線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化、増殖ならびに集簇を促進し、
Fibroblastic foci 形成に関与することが示唆された。 
 
③ 肺線維症病態モデルにおける ANGPTL4 の発現誘導 
肺線維症病態モデルにおいて ANGPTL4 の発現がどのように変遷するかを解析した。ブレオマ
イシン誘導モデルでは、線維化関連因子の発現上昇や線維化病変は 7日目から認められ、14
日目をピークに 21 日目には改善傾向を示した。一方、ANGPTL4 の発現上昇は 3 日目から認
められ、7日目をピークとして 21 日目には低下していた。この結果は in vitro の結果と一
致し、ANGPTL4 が線維化の早期から誘導される分子であることが明らかとなった。 
 
④ 肺線維症病態モデルにおける ANGPTL4 の発現細胞 
肺線維症モデルにおける ANGPTL4 の発現細胞を同定するためにシングルセル遺伝子発現解
析を行なった。ANGPTL4 は線維芽細胞と一部のマクロファージに選択的に発現しており、線
維芽細胞中の ANGPTL4 陽性細胞の割合と ANGPTL4 の発現レベルは 3 日目から上昇し、21 日
目には低下傾向にあった。さらに線維芽細胞のサブクラスタリング解析を実施したところ、
ANGPTL4 の発現は筋線維芽細胞を含む活性化線維芽細胞に広く認められ、線維芽細胞の活性
化マーカーとしての有用性が示唆された。 
 
⑤ 肺線維症病態モデルに与える ANGPTL4 の影響 
肺線維症モデルに対して ANGPTL4 タンパクを経鼻投与することで、線維化の病理学的スコア
は有意に上昇し、コラーゲン遺伝子発現および肺中コラーゲン量も増加した。一方、iGONAD
法によって作製した ANGPTL4 欠損マウスは野生型マウスと比較して、線維化の病理学的スコ
アは有意に改善し、コラーゲン遺伝子発現および肺中コラーゲン量も低下した。これらの結
果から、ANGPTL4 は線維化増悪化因子であることが明らかとなった。 
 
以上の研究成果より、肺線維症の線維化部で発現上昇する ANGPTL4 は、線維化の初期過程で
TGF-βにより活性化した線維芽細胞から選択的に産生され、自身の増殖や集簇、筋線維芽細胞へ
の分化を促進し、IPF 病態に特徴的な Fibroblastic foci を形成させ、病態悪化のトリガーとな
ることが示唆された。本研究で標的とした ANGPTL4 は、健常者と IPF 患者との比較ではなく、
IPF 患者の線維化部と非線維化部の線維芽細胞における遺伝子発現の比較から見出された分子
であるため、個人差や遺伝的背景の影響を受けない、真の線維化増悪化因子であると推察される。
ANGPTL4 に関する研究は、これまで脂質代謝の観点から肥満や糖尿病に与える影響や、腫瘍の浸
潤や転移、感染症などの病態制御に着目し行われており、申請者らは ANGPTL4 が肺線維症の増悪
化因子であることを世界に先駆けて報告した（Am J Respir Cell Mol Biol.2023）。ANGPTL4 は
線維化の初期過程から誘導されることから、肺線維症の診断・治療の有望な標的となることが期
待される。そのためには、IPF 患者における血清 ANGPTL4 値と KL-6 や SP-D といった既存の肺線
維症マーカーとの相関性や肺 CT 画像における線維化の進展との関連性を解析することで、病態
予測や診断マーカーとしての有用性の検証が必要である。また、ANGPTL4 は多機能分泌タンパク
であることから、どのような機能性が直接的に線維化と結びつくのか、線維芽細胞と他の細胞集
団との相互作用に与える影響は未解明であり、今後解析を行なってく予定である。 
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