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研究成果の概要（和文）：肺の線維化は、肺組織が不可逆的に変化した慢性疾患の終末像であり、様々な肺疾患の病態
に深く関与している。本研究では、慢性炎症の新たな制御因子として注目されている Cylindromatosis (CYLD) 遺伝子
に着目した病態解析を行い、 1. CYLDの発現低下が、肺線維化遺伝子の過剰な発現を惹起し肺の線維化を促進している
こと、 2. CYLDの発現低下は、TGFシグナルのシグナル伝達分子（Smad3)の分解を抑制し肺線維化遺伝子の過剰な発現
を誘発していること、を明らかにし、CYLDが肺線維化遺伝子の発現を制御し肺線維症の分子病態メカニズムにおいて重
要な役割を果たしている可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Lung Fibrosis, a fatal progressive pathological condition caused by chronic inflam
mation, is deeply-involved in the pathogenesis of various kinds of pulmonary diseases. In this study, we f
ocused on CYLD, a novel chronic inflammatory factor, and elucidated the molecular pathogenesis of lung fib
rosis. We revealed that, 1. Loss of CYLD promoted lung fibrosis via overproduction of fibrotic response ge
ne, 2. Loss of CYLD caused overproduction of fibrotic response gene via increasing Smad3 protein expressio
n by suppressing Smad3 degradation. Those results suggest that CYLD regulates the fibrotic response gene e
xpressopn and plays important roles in the molecular pathogenesis of lung fibrosis.
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１．研究開始当初の背景 
 
肺線維症は、肺組織が不可逆的に変化した

慢性疾患の終末像であり、様々な肺疾患の病
態に深く関与している。肺の線維化は、肺胞
上皮や気管支の損傷・脱落とそれに続く線維
芽細胞の増殖を伴う傷害治癒過程、すなわち
組織修復リモデリングの結果起こると考え
られ、本過程には、環境因子や複数の原因遺
伝子群の影響による慢性炎症の病態が関与
している可能性が考えられているが、その詳
細なメカニズムは未だ解明されていない。 

Cylindromatosis (CYLD) 遺伝子は、家族
性円柱腫症の原因遺伝子として同定された
腫瘍抑制遺伝子であり、その遺伝子変異は腫
瘍形成に重要な役割を果たす。その後の研究
から、CYLD タンパク質は、脱ユビキチン化
酵 素 と し て の 機 能 を 有 し 、 Nuclear 
Factor-B (NF-B) シグナルの活性化を抑
制するフィードバック機構の担い手として
腫瘍抑制作用を示していることが明らかと
なった。CYLD が制御する NF-B は特に炎
症反応において中心的な役割を果たす転写
因子であり、申請者はこれまでに、慢性炎症
性疾患における CYLD の新規機能解明を目
的とした研究を展開し、慢性炎症の新たな制
御因子として CYLD 遺伝子の重要性を示し
てきた。 
今回、申請者らは、慢性炎症の制御因子と

して注目されている CYLD 遺伝子に着目し、
肺線維症の臨床検体を用いた検討から、重篤
な線維化を起こしている肺間質組織におい
て CYLD の発現が著明に減少していること
を見出した。さらに、CYLD 欠損マウスに感
染症を誘発すると、野生型と比較して肺間質
組織に重篤な線維化が起こることも明らか
にした。これらの研究成果は、CYLD の機能
低下が肺の線維化反応を左右する重要な因
子である可能性を示しているが、その詳細な
病態発現メカニズムは未だ多くの謎に包ま
れている。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、肺の線維化が病態発現に深く

関与している「肺線維症」、「肺癌」に焦点を
当て、CYLD に着目した病態解析を行い、 

 
1. CYLD は肺の線維化過程においてどの

ような役割を果たしているのか？  
2. 肺線維症患者の組織において何故 

CYLD の発現が著明に低下しているの
か？  

3. CYLD の発現低下はどのようにして肺
を線維化へと導くのか？  

 
上記の 3 点について解明を試み、CYLD が

制御する肺線維化メカニズムを解明するこ
とを目的とする。 
 

３．研究の方法 
 
本研究目的を達成するため、以下の研究を

実施した。 
 
(1) 肺線維化における CYLD の役割の解明 
肺線維症の臨床検体を用いた CYLD 発現

解析と肺線維化レベルを解析し、その相関を
検討した。また、申請者が CYLD 欠損マウ
スを用いて独自に開発した肺線維症モデル
の肺組織を採取し、病理的変化をきたした組
織を対象に網羅的な遺伝子発現解析を行い、
CYLD が制御する遺伝子の同定を行った。さ
らに、肺由来の培養細胞株に対し、siRNA を
用いた CYLD の遺伝子発現抑制を行い、細
胞増殖、候補遺伝子の発現量変化などを評価
し、細胞レベルで線維化過程における CYLD 
の役割を明らかにした。 
 
(2) CYLD 発現低下メカニズムの解明 
線維化肺組織や肺癌組織の臨床検体や培

養細胞を用いて mRNA およびタンパク質レ
ベルでの CYLD 発現解析を行い、病的スト
レス環境下での CYLD 発現抑制がどのレベ
ルで起きているか検証し、その要因の解明を
行った。 
 
(3) CYLD の肺線維化誘導メカニズムの解明 

CYLD の機能喪失が肺の線維化病態なら
びに癌化にどのように影響するか、肺線維芽
細胞およびヒト II 型肺胞上皮細胞 A549 な
どを対象に、siRNA を用いた CYLD の遺伝
子発現抑制、ユビキチン化活性をもたない変
異 CYLD（CYLD-C/S, CYLD-H/N）の導入
を実施し、細胞の線維化、増殖、浸潤、遊走、
アポトーシスなどの評価を行い、肺線維化過
程で CYLD が標的とする新たな細胞シグナ
ルの同定を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 肺線維化における CYLD の役割の解明 
 肺線維症の臨床検体を用いた CYLD 発現
解析および肺線維化レベルの定量化を行い、
マッソン・トリクローム染色により重篤な線
維化が確認された肺間質組織において 
CYLD の発現が著明に減少していることが
明らかとり、CYLD 発現低下と肺線維症の進
行が相関している事実を見出した。また、
CYLD 欠損マウスに肺炎球菌感染症を起こ
すことにより誘発される肺線維化組織にお
いて、野生型マウスと比較して、肺線維症関
連遺伝子（COL1A2、COL3A1、CTGF、PAI-1
など）発現の著明な上昇が認められた。上記
の現象を細胞培養系にて確認するため、
siRNA を用いた CYLD の遺伝子発現を抑制
したところ、上記の肺線維症関連遺伝子
（COL1A2、COL3A1、CTGF、PAI-1 など）
が著明に上昇していた。 



 以上の結果から、CYLD は、肺の線維化に
密接に関与しており、通常状態では肺線維症
関連遺伝子を制御（抑制）しているが、何ら
かの病的刺激により肺組織においてその発
現が低下し機能不全になると、肺線維症関連
遺伝子の過剰な発現が誘発され、結果として
肺の線維化を加速する可能性が示された。 
 
(2) CYLD 発現低下メカニズムの解明 
 
肺線維症の臨床検体を用いた検討から、

CYLD の発現がタンパク質レベルで著明に
低下していることが明らかとなった。次に、
肺由来の細胞胞株を用い、肺線維化過程にお
ける CYLD 発現抑制の要因・メカニズムの解
明を行ったところ、IL-6 などの一部の炎症性
サイトカイン処理または低酸素状態により
CYLD の発現が、mRNA レベルおよびタン
パク質レベルで著しく低下することが明ら
かとなった。 
 前述のように、肺の線維化は、肺胞上皮や
気管支の損傷・脱落とそれに続く線維芽細胞
の増殖を伴う傷害治癒過程、すなわち組織修
復リモデリングの結果起こると考えられ、本
過程には、環境因子や複数の原因遺伝子群の
影響による慢性炎症の病態が関与している
可能性が考えられている。上記の結果から、
IL-6 をはじめとした炎症に関与する遺伝子
群や、肺の組織損傷に伴う環境因子の変化が
起こり、これらの病的ストレスにより CYLD
の mRNA レベルの発現が抑制され、結果的
に肺組織における CYLD のタンパク質発現
の低下が誘発されている可能性が示された。 
 
(3) CYLD の肺線維化誘導メカニズムの解明 
  
肺由来の培養細胞株を対象に、siRNA を

用いた CYLD の遺伝子発現抑制を行い、細
胞内シグナリングの変動、候補遺伝子の発現
量変化などを評価した結果、これまで知られ
ていた NF-B シグナル伝達経路の過剰な活
性化に加え、 Mitogen-activated Protein 
Kinase (MAPK) シ グ ナ ル 、 c-Jun 
N-terminal kinase (JNK)シグナル、トラン
スフォーミング増殖因子 (TGF-) シグナ
ルなどの過剰な活性化が確認された。中でも、
線維化との密接な関与が知られている
TGF-シグナルの CYLD の欠損による過剰
な活性化は、上述の肺線維症関連遺伝子
（COL1A2、COL3A1、CTGF、PAI-1 など）
の著明な発現上昇に寄与していることが示
され、以後、TGF-シグナルに着目した検討
を継続して行った。 

CYLD が TGF-シグナルを制御するメカ
ニズムを解明することを目的に、TGF-シグ
ナルに関与するシグナル伝達分子に対する
CYLD の影響を確認したところ、siRNA を
用いた CYLD の遺伝子発現抑制により、細
胞質内で TGF-シグナルを核内に伝達する
Smad3 タンパク質の著明な上昇が確認され

た。更なる検討の結果、この Smad3 タンパ
ク質の上昇は、CYLD の脱ユビキチン化活性
の欠如によるAkt分子の過剰活性化とそれに
伴う Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3)の
抑制により、Smad3 タンパク質の分解が著
しく抑制された結果誘発されていたことが
明らかとなった。したがって、CYLD の発現
低下は、TGF-シグナルで重要な役割を果た
すシグナル伝達分子（Smad3）を上昇させる
ことで、肺線維症関連遺伝子の過剰な発現を
惹起していることが明らかとなった。さらに、
本仮説を実証するために、CYLD 欠損マウス
を用いた肺線維化モデルに対して、TGF-シ
グナルの阻害剤（SB431542: TGFRI 阻害
剤）を処理すると、肺の線維化が著しく抑制
された（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 以上 (1)～(3)の結果より、肺の線維化過程
における CYLD の発現低下とそれに伴う機
能不全により誘発される肺線維症の分子病
態メカニズムの一端が明らかとなった。
CYLD の発現低下は、TGF-シグナルにおい
て重要な役割を果たすシグナル伝達分子
（Smad3）を上昇させることで、肺線維症関
連遺伝子の過剰な発現を惹起し、結果として
肺の線維化に大きく寄与している可能性が
示された。 
今後は、病的ストレス下での詳細な CYLD

発現制御メカニズムの解明、CYLD と TGF-
シグナルを標的とした治療の有用性の評価、
他臓器（肝臓、腎臓など）の線維化における
CYLD の役割の解明、などを継続して行い、
肺線維症および肺癌をはじめとした様々な
線維化関連疾患（肝硬変、腎線維症、強皮症
など）の分子病態を解明し、これらの疾患の
新たな治療法を開発するうえで重要な知見
を積み重ねていく予定である。 
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