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要旨 

線維芽細胞は細胞外基質を産生し、肺線維症で大きな役割を果たしている。

miRNAは多くの遺伝子を制御し、多疾患に関与するが、肺線維症における肺線

維芽細胞での役割は明らかでない。 

本研究では、ブレオマイシンとシリカ誘導肺線維症マウスの肺線維芽細胞の

中で変動したmiRNAを、網羅的解析により複数同定した。同定されたmiRNAを、

線維芽細胞に過剰発現させ、in vitroと経気道的肺移植モデルで活性化を評価した。

結果の一つとしてmiR-20aの発現量が増加しており、in vitroと経気道的移植モデ

ルで、Acta2, Col1a2の発現を抑制し、TGF-βR2をtargetとしていた。一方、他の活

性化マーカーのSpp1やMmp3は逆に増加していた。 

以上から、miR-20aが線維芽細胞の筋線維芽細胞への分化を抑え、コラーゲン

などの細胞外器質の産生を低下させることが示唆された。  
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略語一覧 

 

APC  Allophycocyanin 

α-SMA  Alpha-smooth muscle actin(Acta2) 

BLM  ブレオマイシン(bleomycin) 

Col1  TypeⅠ collagen 

Col-GFP Ⅰ型コラーゲンのGFPレポーターマウス 

ECM  細胞外基質(extracellular matrix) 

EMT  上皮間葉転移(epithelial-mesenchymal transition) 

GFP  Green fluorescent protein 

hluc+  ホタルルシフェラーゼ(firefly luciferase) 

hRluc  ウミシイタケルシフェラーゼ(renilla luciferase) 

IPF  特発性肺線維症(idiopathic pulmonary fibrosis) 

IT- transfer 経気道的投与による移植(intratracheal transfer) 

KO  クサビラオレンジ(kusabira orange) 

mRNA  メッセンジャーRNA (messenger RNA) 

MFI  Mean fluorescence intensity 

miRNA  マイクロRNA(micro RNA, miR) 

MMP  マトリックスメタロプロテイナーゼ(matrix metalloproteinase) 
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PCR  ポリメラーゼ連鎖反応(polymerase chain reaction) 

PDGF  血小板由来成長因子(platelet-derived growth factor) 

PE   Phycoerythrin 

SAGE  Serial analysis of gene expression 

SiO2  シリカ、二酸化ケイ素(silicon dioxide) 

siRNA  低分子干渉RNA(short-interfering RNA) 

shRNA  短ヘアピンRNA(short-hairpin RNA) 

TGF-β  Transforming growth factor-beta 
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第一章 序文 

 

肺線維症の社会的背景と治療 

IPF(idiopathic pulmonary fibrosis: 特発性肺線維症)は、特発性間質性肺炎の典型

的なタイプで、特発性間質性肺炎の50%から60%を占める。IPFは慢性的に病態

が進行する、不可逆性の疾患である[1-4]。IPFの平均診断年齢は66歳で、55歳か

ら75歳の間の患者が多い。IPFの予後は不良であり、診断後の平均生存期間は

2.5~3.5年である。罹患率は年々増加しており、全世界において、10万人あたり

4.6~16.3人であり、有病率は10万人あたり13~20人程度である。1.5~1.7倍程度男

性の方が女性よりも発症しやすい。危険因子としては、喫煙や、金属・木材の

粉塵の曝露などが知られている[2]。 

IPFの原因について、遺伝的伝達が0.5~3.7%程度存在していると言われていた

が、最も発現に影響を与える常染色体優性遺伝は継承されるたびに浸透度が低

下していくことを考慮すると、家族性の症例は見逃されやすいと考えられるた

め、実際はもっと高いのではないかとも考えられている[2]。 

一例として、細気管支の上皮細胞に発現するムチンの一種であるMUC5B遺伝

子の上流のプロモーター領域の稀な対立遺伝子(rs35705950)の発現が、特発性肺

線維症の患者の38%、家族性の肺線維症の患者の34にみられ、control群の9%と

javascript:void(0);
javascript:void(0);
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比較して有意に高いことが報告されている[5]。しかしながら、IPFの根本的な発

症要因については未だ不明であり、その原因の究明が望まれている。 

IPFを含む肺線維症の治療法として、薬剤治療・肺移植・幹細胞治療などが報

告・研究されている。 

薬剤治療としては、N-アセチルシステインをステロイドやアザチオプリンと

併用する方法やピルフェニドンやニンデダニブを使用する方法がある。N-アセ

チルシステインは、ステロイドやアザチオプリンと併用し12ヶ月間後に、IPF患

者の努力性肺活量や一酸化炭素肺拡散能力の低下を抑えたが[6]、生存率には影

響を与えず、大きな臨床的効果を認めてはいない[2]。また、N-アセチルシステ

イン単独では治療効果を認めない一方、併用療法によって死亡率や入院加療に

なるリスクが増加したという報告もある[7]。ピルフェニドンは、肺活量の低下

を抑え、52週間にわたって無増悪生存期間を増加させ[8]、現在保険適応薬とな

っているが、大きな治療効果は期待できず、根本的な治療には至っていない。

また、ニンテダニブは vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR)、 

fibroblast growth factor receptor (FGFR)、 platelet-derived growth factor 

receptor(PDGFR)を阻害するチロシンキナーゼ阻害薬であり、日本では2015年7月

に保険適応された。投与により努力性肺活量の低下を抑制するが、死亡率の改

善は認めなかったと報告されている[9]。 
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肺移植は、進行性のIPF患者の生存率を高める唯一の治療と考えられており、

5年生存率は44%程度である[10]。しかし、拒絶反応や易感染性などの重大な副

作用が見られる。 

幹細胞治療は、組織の修復過程の異常を修正することを目的としている。ブ

レオマイシン誘導モデルマウスに間葉系幹細胞を移植すると、移植した細胞か

らⅡ型肺胞上皮細胞が形成され、肺のコラーゲン沈着が減少することが報告さ

れている[11]。ブレオマイシン誘導モデルマウスにProminin-1/CD133陽性の上皮

系幹細胞を移植すると、その細胞からⅡ型肺胞上皮細胞が形成されるとともに、

炎症細胞の増加を抑え、コラーゲンなどの線維化関連遺伝子の発現が減少する

ことも報告されている[12]。その他にも、ES細胞をⅡ型肺胞上皮細胞に分化させ、

ブレオマイシン誘導急性肺障害モデルに移植する系においては、傷害肺内にお

けるⅠ型肺胞上皮細胞の形成に分化する細胞もみられ、体重減少や血中酸素飽

和度の低下を抑え、生存率の改善が認められることが報告されている[13]。しか

し、これらはすべてマウスモデルにおける報告であり、薬物治療や肺移植と異

なり臨床応用には至っていない。 

以上から、現時点ではIPFの根本的な治療法はなく、新たな治療法の開発が求

められている状況だと言える。 
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肺線維症の病因・病態 

IPFの病因は解明されてはいないが、線維化は、組織リモデリングや修復過程

の異常であることから、反復的な肺の傷害などに際して活性化した線維芽細胞

がコラーゲンを代表とするextracellular matrix (ECM)を大量に産生し、これが肺

に過剰に蓄積した結果だと考えられている[2,3,18]。 

具体的には、加齢に伴って刺激に反応しやすくなった肺胞上皮細胞に、喫煙

やウイルスや誤嚥などによる小さな傷害が反復的に起こることによって、肺胞

上皮がアポトーシスを起こす[14,15]。それによって血管透過性の亢進が起こり、

wound clot (血餅)が生じる。wound clotは、暫定的なマトリックスと考えられてお

り、フィブロネクチンやフィブリンで形成され、凝固系が亢進した結果生じる。

また、反復的な刺激は肺胞上皮細胞のアポトーシスだけでなく、上皮の過形成

を誘導することもあり、過形成した組織の上皮細胞は異常に活性化している。

wound clotや活性化した肺胞上皮細胞から、サイトカインなどが放出され、線維

芽細胞が活性化される[14,15]。 

線維芽細胞はTGF-βなどのサイトカイン、PDGF(platelet-derived growth factor: 

血小板由来増殖因子)などの成長因子や、メカニカルストレスなどによって活性

化され、α-smooth muscle actin(Acta2)を発現する筋線維芽細胞に分化する。筋線

維芽細胞は、コラーゲンなどの様々なECMを産生する。一方、線維芽細胞が産
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生するMMP2(matrix metalloproteinase 2)やMMP7などのマトリックスメタロプロ

テイナーゼは基底膜を破壊し、さらにアンギオテンシノーゲンやH2O2なども産

生し、それらが肺胞上皮のアポトーシスを誘導する。以上のように、筋線維芽

細胞は線維化に伴う肺の構造破壊に中心的な役割を果たす[16,17,19-21]。 

よって、肺線維芽細胞の活性化を抑えることが、肺の線維化の抑制の有力な1

つのアプローチであると考えられている。 

 

 

 

図1 肺線維症の病因・病態 

反復的な肺の傷害によって生じたwound clotや活性化した肺胞上皮細胞からサ

イトカインなどが放出され、線維芽細胞が活性化される 
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筋線維芽細胞の起源 

肺線維症の病態解明において、筋線維芽細胞のメカニズムを明らかにするこ

とが重要と考えられるが、その起源およびその寄与の程度については諸説あり、

定常状態から肺に存在する肺常在線維芽細胞、骨髄から産生された血液中を循

環しているfibrocyte(線維細胞)、epithelial-mesenchymal transition(EMT)を通した肺

胞上皮細胞、あるいは周皮細胞(pericyte)ではないかと考えられている[22]。 

しかし、GFP トランスジェニックマウスの骨髄を野生型のC57BL/6に移植し

てキメラマウスを作成し、ブレオマイシンを投与すると、肺組織でGFP陽性でⅠ

型コラーゲンを発現する細胞は多く検出されたがActa2を発現しておらず、in 

vitroにおいてもTGF-β1によって筋線維芽細胞へ分化されなかった[23]。また

Acta2プロモーターでGFPが発現するマウスの骨髄を野生型マウスに移植しても、

そのキメラマウスではGFP陽性細胞が検出される臓器は骨髄などに限られてい

た[24]。筋線維芽細胞がfibrocyteに由来する可能性は低いと考えられている。 

肺胞上皮細胞のEMTに関しては、IPF患者の肺胞上皮細胞で上皮系マーカーの

TTF-1やpro-SP-Bと、間葉系マーカーであるActa2の両方を発現していたという報

告がある[25]。また、ラットの初代培養肺胞上皮細胞やcell lineのRLE-6TN細胞を

TGF-β1で刺激することにより、線維芽細胞様の形態を呈するようになり、また

Acta2などの間葉系マーカーの発現が増加、TTF-1などの上皮系マーカーが減少
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することが報告されている[25]。しかし、Ⅱ型肺胞上皮細胞のマーカーである

Sftpcと細気管支上皮細胞のマーカーであるScgb1a1発現細胞が、ブレオマイシン

モデルにおいて、間質に移動しないこと、α-SMAやS100a4等の活性化線維芽細

胞マーカーを発現しないことなどから、筋線維芽細胞の起源であることを否定

する報告もある[26]。よって、肺胞上皮細胞が筋線維芽細胞の起源であることは

議論の余地のあるところであり、さらなる研究が必要である。 

Foxd1を発現する胚期の前駆細胞が肺のpericyteを形成し、肺線維症モデルに

おいて、Foxd1を発現するpericyteが増殖し、線維芽細胞巣でのActa2やCol1a1

の発現を活性化させると報告されている[27]。しかし、NG2(neural/glial antigen 

2)を発現するpericyteが、肺線維症モデルにおいて筋線維芽細胞の主要な起源で

はないことが報告されている[28]。よって、pericyteが筋線維芽細胞の起源であ

ることも、議論の余地のあるところである。 

肺線維症において筋線維芽細胞の多くが内在する線維芽細胞由来と考えられ

ている[22]。ブレオマイシン誘導肺線維症モデルに、肺線維症モデルではない同

種のマウスから採取した肺線維芽細胞を経気道的投与すると、線維芽細胞巣が

形成されたことから、筋線維芽細胞の起源は内在する線維芽細胞ではないかと

いった考え方もされている[29]。 
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図2 筋線維芽細胞の起源 

内在する線維芽細胞、fibrocyte、上皮細胞などが筋線維芽細胞の起源の候補とし

て考えられている。 

 

  



15 

 

miRNAの生合成と制御機能 

miRNAは20~25ntまでのタンパク質へ翻訳されずに機能するRNA(non-coding 

RNA)の1種であり、相補的な配列を持つmRNAの3’ 非翻訳領域(3’UTR)に結合す

ることで、標的遺伝子の発現を抑制する機能を有し、様々な生物学的過程に関

わっている[30,31]。 

miRNAの生合成は、核内で開始される。RNAポリメラーゼⅡによって転写さ

れ、pri-miRNAと呼ばれるヘアピンループ型の構造のRNA鎖を形成する。RNaseⅢ

エンドヌクレアーゼであるDroshaと呼ばれる酵素によってpri-miRNAが切断さ

れ、約70 base pair(bp)のステムループ構造をもつpre-miRNAが作られる。

pre-miRNA は、細胞質に放出された後、Dicerと呼ばれる酵素によりスプライシ

ングされ、20から25塩基長の2本鎖miRNAとなる。2本鎖miRNAはArgonateを含

むRISC(RNA誘導サイレンシング複合体)に認識され取込まれる。2本鎖miRNA

はRISC中で解かれ、2つの1本鎖miRNA(mature miRNA)となる。RISCの一部とし

てmature miRNAは、target(標的)となるmRNAに結合することで、翻訳を抑制し

たり、あるいは脱アデニル化によりmRNAの分解を促進したりすることによりタ

ンパク質発現を抑制する(図3)[32,33]。 

ヒトの3’UTRには45000以上のmiRNAのtarget siteがあり、miRNAはヒトのタン

パク質に翻訳される遺伝子の60%以上を標的としている[33]。 

https://ja.wikipedia.org/wiki/RNA%E3%83%9D%E3%83%AA%E3%83%A1%E3%83%A9%E3%83%BC%E3%82%BC
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E8%BB%A2%E5%86%99
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E9%85%B5%E7%B4%A0
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E7%B4%B0%E8%83%9E%E8%B3%AA
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このように、miRNAは遺伝子発現制御に広範に関与し、生体調節に大きく関

わっているという点で、生命現象において重要な分子群の一つであると言える。 
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図3 miRNAの生合成と制御機能 

核内で産生されたprecursor miRNAが細胞質に放出され、Dicerのスプライシング

によって、2本鎖miRNAとなる。2本鎖miRNAはRISC中で解かれ、mature-miRNA

となる。mature miRNAは、targetとなるmRNAに結合することで、翻訳を抑制し、

また脱アデニル化により分解を促進することによりタンパク質発現を抑制する。 
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miRNAと疾患の関連 

miRNAはがん、心血管疾患、神経変性疾患、炎症性疾患などの発症と進行に

関わっていると考えられている[34-43]。 

がんに関しては、miRNAはがん細胞の機能を調節すると考えられており、

miRNAの発現パターンが、がんの種類、予後、治療への反応などに影響してい

ると考えられている。また、血中を循環しているmiRNAをバイオマーカーへ応

用する研究もされている[34]。Let-7 miRNAは、がんの抑制因子として知られて

おり、すべてのがんにおいてその発現量が減少している[35]。肺がんでは、Let-7 

miRNAはがん遺伝子であるRASをtargetとすることで、がんの抑制作用を示すと

考えられており[36]、Let-7の発現量が減少していることと、生存期間の短縮が相

関することが知られている[37]。その他にも、miR-21やmiR-29など、様々な

miRNAでがんとの関連が示されている[38,39]。 

 心血管疾患との関連では、miR-590 とmiR-199aが新生児のマウスとラットの

心筋細胞において発現が増加し、ex vivoにて成人の心筋細胞のcell cycleを活性化

し、新生児と成人の心筋細胞の増殖を促進させたという報告がなされている。

また、心筋梗塞後のマウスモデルの心筋細胞の再生を促し、心臓の機能を回復

させたとも報告されている[40]。 

 神経変性疾患との関連では、miR-124aは脊椎動物の中枢神経で最も多く発現



19 

 

しており、Lhx2 (LIM Homeobox 2)をtargetとしてその発現を抑制することで、網

膜や、海馬ニューロンの軸索の適切な発達を促していることが報告されている

[41]。 

 炎症性疾患との関連では、関節リウマチや変形性関節症の血漿中で、miR-132

の発現量が多く、滑液中では関節リウマチの方が変形性関節症よりも多く発現

している。血漿中でのmiR-132の発現量は疾患の活動性と相関することが報告さ

れている[42]。 

 

miRNAと肺線維症の関連 

miRNAと肺線維症モデルの関連、またmiRNAとIPFの関連についてはいくつか

の論文で報告されている。 

miR-21はSmad7をtargetとすることが知られており、マウス肺線維症モデルな

らびにIPFのⅡ型肺胞上皮細胞において発現が増加する。また、TGF-β1によって

肺胞上皮細胞のEMTを誘導した場合においてもmiR-21の発現が増加する。In 

vitroにおいて、マウスから単離した肺胞上皮細胞のmiR-21を抑制すると、TGF-β

誘導性のActa2やvimentinなどの間葉系マーカーの発現量が低下することが報告

されている[43]。 

miR-29はTGF-β誘導性肺線維症モデルで発現量が減少することが知られてい
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る。miR-29の発現はSmad3によって抑制され、Smad3のノックアウトマウスのブ

レオマイシンモデルではコラーゲンやフィブロネクチンの増加を抑制し、同時

にmiR-29の発現量の減少が抑えられた。また、マウスモデルにおいて、遺伝子

改変されたトランスポゾン(Sleeping Beauty)を静脈内投与してmiR-29を遺伝子導

入すると、肺のコラーゲン沈着などが抑えられたと報告されている[44]。 

miR-145は、TGF-βで活性化された肺線維芽細胞や、IPFの肺組織で発現量が増

加する。miR-145はACTA2の抑制因子であるKLF4をtargetとし、in vitroでcell line

ヒト肺線維芽細胞(MRC-5)に過剰発現させた場合ACTA2の発現量が増加し、発現

抑制した場合ACTA2の発現量が減少する。また、miR-145のノックアウトマウス

のブレオマイシンモデルにおいても肺のコラーゲン量やActa2の発現量が減少し

たと報告されている[45]。 

miR-17-92の発現量がIPFの肺組織において減少していることも報告されてい

る。miR-17-92クラスターをIPF患者由来の肺線維芽細胞に遺伝子導入すると、ア

クチンファイバーの形成が抑えられ、コラーゲン、VEGF、CTGF の発現量が減

少した。IPFの肺組織においてmiR-17-92のプロモーター領域のメチル化が亢進し

ており、miR-17-92のtargetと予測されるメチル基転移酵素である

DNMT1(DNA-methyltransferase 1)の発現量が増加していた。メチル基転移酵素の

阻害剤である5’-aza-2’-デオキシシチジンをIPFの肺線維芽細胞にin vitroで作用さ
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せると、miR-17-92の発現量が増加し、VEGF、CTGF の発現量も増加した。以

上からmiR-17-92が線維症においてネガティブフィードバックとなっていること

が示唆された。また、ブレオマイシンモデルの肺組織でもmiR-17-92の発現量が

減少しており、マウスに5’-aza-2’-デオキシシチジンを投与すると、miR-17-92の

発現量が増加し、VEGF、CTGF の発現量も増加した[46]。 

Let-7dは、IPFの肺組織において発現量が減少しており、多種の上皮細胞(A549 

cells, RLE-6TN cells, Normal human bronchial epithelial cells)においてTGF-βがlet-7d

の発現量を減少させ、let-7dのプロモーター領域とSMAD3が結合することがクロ

マチン免疫沈降によって確認された。上皮細胞株のlet-7dを抑制したところ、

targetと予測されるHMGA2と、間葉系マーカーのN-cadherin-2、vimentin、ACTA2

の発現量が増加した。また、マウスにlet-7dインヒビター(antagomir)を経気道的

投与してlet-7dを発現抑制すると肺胞間隙が厚くなり、

SFTPC(pulmonary-associated surfactant protein C)を発現する肺胞上皮細胞におけ

るコラーゲン、ACTA2、vimentinの発現量が増加した[47]。 

また、ラットのブレオマイシンモデルの肺組織で、miRNAのマイクロアレイ

解析とプロテオーム解析を行い、IPA Ingenuity Pathway Analysis による統合解析

を行った報告がある。ブレオマイシンモデルの早期の段階で変動したmiRNAか

ら活性化される遺伝子を予測すると、それらの遺伝子は、肺組織の細胞の増殖



22 

 

能、移動能、浸潤能、細胞死への抵抗性に関わっていることがわかった [51]。 

以上のように、肺線維症とmiRNAの関連については、様々な報告がされてい

る[43-51]。 

しかしながら、これらの報告の多くのサンプルは、肺組織由来であり、線維

芽細胞、上皮細胞, 内皮細胞, 平滑筋細胞, 肺胞マクロファージなど様々な細胞

を含んでいるので、線維芽細胞特異的な解析が難しい。また、マウスモデルは、

概ねブレオマイシン誘導モデルが使用されており、肺線維症モデルにおいて変

動するmiRNAは多数なため、モデル非依存的に線維化に関わっているmiRNAを

同定するのが困難である。 

よって、私はブレオマイシンとシリカ誘導モデルの2つのモデルを使用し、両

者において発現が増加または減少したmiRNAをリストアップした。また、肺線

維芽細胞において線維化の進行とともに発現変動するmiRNAを調べるため、

Col1a2-GFPマウスを使用してGFP陽性の線維芽細胞をフローサイトメトリーに

より純的に分取して、それらの遺伝子発現解析やmiRNA発現解析を行った。 
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目的 

肺線維症モデルマウスの肺線維芽細胞において、発現が増加または減少する

miRNAを調べる。また、それらのmiRNAが肺線維芽細胞の活性化に与える影響

を明らかにする。 

 

 

 

図4 実験の目的 

線維芽細胞の活性化に影響を与えるmiRNAを調べ、その機能を明らかにする。  
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第二章 方法 

 

マウス 

Collagen I(α)2-green fluorescent protein (GFP)レポーターマウス(Col1a2-GFPマウ

ス； C57BL/6由来 10世代以上戻し交配)の詳細については参考文献の通りであ

る[52]。東海大学の稲垣豊先生から譲り受けた。 

野生型マウスとして、C57BL/6マウスは日本SLC(Hamamatsu, Japan)または日本

クレア(Tokyo, Japan)から購入した。 

α-smooth muscle actin-Kusabira Orange Col1a2-GFPマウス(Acta2-KO Col1a2-GFP

マウス)は、Acta2-KOマウスとCol1a2-GFPマウスを交配して作成した。Acta2-KO

マウスはenhancer-∆hLNGFR -CreER-polyA-Acta2 promoter-loxP-stop-loxP-KOを遺

伝子導入されたマウスと、ROSA26-CAG promoter-CreERを遺伝子導入されたマ

ウスを交配し、germ lineにてstop配列を除去することにより、enhancer-∆hLNGFR 

-CreER-polyA-Acta2 promoter-KO遺伝子を有する系統を樹立することによって作

成した。Acta2 promoter-loxP-stop-loxP-KO はY染色体上に存在しており、KOの

発現、及びその強度がActa2遺伝子の発現強度と相関することは確認できたが、

CD271の発現は確認できなかった。 

実験には6~12週齢のマウスを使用し、当教室のSPF (specific pathogen-free 
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facilities)で飼育した。すべての動物実験は、東京大学医学系研究科・医学部動物

実験委員会の承認｢炎症・免疫疾患における免疫担当細胞・組織細胞の動態制御

(承認番号：医-P12-35P2A)｣のもと、法令および東京大学動物実験実施マニュア

ルに従って実施した。 

 

肺線維症モデルマウスの作成 

ブレオマイシン誘導とシリカ誘導肺線維症モデルのプロトコールは参考文献の通り

である[53,54]。 

ブレオマイシン誘導モデルに関しては、マウスをイソフルランで麻酔した後、ブレオ

マイシン硫酸塩(Toronto Research Chemical, Toronto, Canada) を50 μLの生理食塩水

に溶かして1.25 mg/kgにしたものを口腔咽頭に滴下し、誤嚥させることにより経気道的

に投与した。 

シリカ誘導モデルに関しては、シリカ粒子 (MIN-U-SIL5, US Silica, Frederick, MD, 

USA; mass-median-diameter (d50) Z 1.4 mm) を50 μLの生理食塩水に溶かして400 

mg/kgにしたものを口腔咽頭に滴下し、誤嚥させることにより経気道的に投与した。シリ

カ粒子はエンドトキシンの除去ならびに均一化を目的とした前処置を施した。すなわち、

3% w/vのシリカ粒子を1.0 Mの塩酸の中で105℃で1時間煮沸し、滅菌蒸留水で洗

浄し、110℃で一晩乾燥させた。重量を量り、200℃で2時間乾熱滅菌し、生理食
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塩水に懸濁した。懸濁液は、Bioruptor (Cosmo Bio USA Inc, Carlsbad, CA, USA)を

用いて投与直前に30分間超音波で破砕した。 

 

肺線維症モデルのmiRNome解析 

Lineage (CD31, CD45, CD146, EpCAM-1, TER119) 陰性, GFP陽性の線維芽細胞

を肺組織の細胞懸濁液からcell sortingによって単離した。Poly (A) RNAとsmall 

RNAは、mirVana miRNA isolation kit (Life Technologies, Grand Island, NY, USA)を

製品のプロトコール通り使用して抽出した。 

 Small RNAをmiRNome解析に使用した。small RNA のライブラリーは、Ion 

Total RNA-Seq Kit v2 (Life Technologies)を製品のプロトコール通りに使用して作

成した。Ion PGM™ Sequencing 200 Kit (Life Technologies)、Ion 318 chipならびに

Ion PGM™ Systemを用いてサンプルの配列情報を取得した。CLC Genomics 

Workbench v.6.0.5(CLC bio, Aarhus, Denmark)により配列情報のトリミング（19-25 

bp)を行った。miRBaseデータベースと配列情報の照合を行い、各miRNAの発現

量を得た。総tag数が80000tagになるように標準化を行い、2回の実験の平均値を

報告した。 
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miRNAの候補の選択とtarget予測 

ブレオマイシン誘導モデルとシリカ誘導モデルマウスからGFP陽性の肺線維

芽細胞をsortingによって回収して、miRNome解析で線維芽細胞のmiRNAの発現

量を調べた。シリカ誘導モデルとブレオマイシン誘導モデルで共通して増加・

減少したmiRNAを線維化に関係のあるものと考えた。miRNAの targetとなる遺

伝子をmicroT-CDS v5.0 (miTG score≧0.9) 

(http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=microT_CDS/index), 

miRDB(http://mirdb.org/miRDB/), miRanda 

(http://www.microrna.org/microrna/home.do), Targetscan Mouse 

7.1(http://www.targetscan.org/mmu_61/)を使用して予測した。 

これら4つのオンラインソフトウェアの中で3つ以上のソフトウェアから予測

された遺伝子を選び出した。予測された遺伝子の中から線維化に関連すると報

告された遺伝子を探し出した。 

 

プラスミドの作成とmiRNA発現確認 

レンチウイルスのベクターとレトロウイルスのベクターを作成した。プラス

ミド構造を示す(図5)。 

レンチウイルスのプラスミドDNAはRIKEN (Japan)から購入したCS2EF-MCS
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を使用した。マウスのゲノム DNAからPCRによって増幅したtotal400-500 bp程度

で、中間に100 bp程度のmiRNA precursor を含む配列を、CS2EF-MCS のEcoR1 

とXba1の制限酵素で切断した部位に挿入した。クローニングにはIn-Fusion HD 

cloning kit (Clontech Laboratories Inc, Mountain View, CA)を使用した。レポーター

として細胞内領域欠損型ヒトCD271(∆hLNGFR)を使用し、miRNA配列の下流の

Hpa1で切断した部位にIRES(internal ribosome entry site)-∆hLNGFRを挿入した。

miRNA precursorとIRES-∆hLNGFR はEF1αプロモーターによって発現されるよ

うにした。 

レトロウイルスのプラスミドベクター は、pMYs プラスミド(東京大学医科学

研究所の北村俊雄博士より譲受)を使用した。まず、pMYsをBamH1とEcoR1の制

限酵素で切断した部位にマーカーとして∆hLNGFRを挿入した。次いでCMV プ

ロモーターと、miRNA precursor を含む配列を、∆hLNGFRの下流に挿入した。

∆hLNGFRはMMLVプロモーター (5’LTR) 、miRNA precursor はCMV プロモー

ターによって発現されるようにした。 
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図5 ウイルスのベクタープラスミドの構造 

(A, B) pMYs プラスミドのBamH1とEcoR1を切断した部位に∆hLNGFRを挿入し、

CMVプロモーターとmiRNA precursor を含む配列を、∆hLNGFRの下流に挿入し

た。(A) レンチウイルスのベクター (B) レトロウイルスのベクター 
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miRNA発現ベクタープラスミドの動作確認 

psiCHECK ™-2 Vector (Promega, USA)を用いてsensorベクターを作成し、

miRNAの発現を確認した。プラスミドの構造を(図8A)に示す。 

センス鎖とアンチセンス鎖をアニーリングして2本鎖DNAを作成し、

psiCHECK ™-2をXhoIとNotIの制限酵素で切断した後に、Ligation high 

Ver.2(Toyobo, Osaka, Japan)を用いてそれらの2本鎖DNAを挿入した。センス鎖と

アンチセンス鎖の配列を(図8B)に示す。miRNAベクターまたはemptyベクターと、

sensorベクターをHEK293T細胞にLipofectamine LTX (Life Technologies)を用いて

共トランスフェクションし24時間培養した。 

Dual-Glo® Reporter Assay System (Promega)を製品のプロトコール通りに使用

して、renillaルシフェラーゼとfireflyルシフェラーゼの比を測定した。 

 

線維芽細胞の単離 

肺線維芽細胞はCol1a2-GFPマウスとActa2-KO Col1a2-GFPマウスから単離し

た。方法は参考文献の通りに[55]、マウスを解剖して、肺を取り出し、剃刀によ

って小さく刻み、酵素的に消化し、単細胞懸濁液を得た。 

具体的には、RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich , St Louis, MO, USA) に10% 

fetal bovine serum と10 mmol/L HEPES (Nichirei Biosciences Inc, Tokyo, Japan)を加
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えたものに、終濃度が0.2% collagenase (Wako, Osaka, Japan), 0.96 mg/mL Dispase II 

(Roche, Basel, Switzerland) と20 kU/mL DNase I (Sigma-Aldrich)になるよう、各酵

素を添加し、細断した肺組織を37℃で60分間インキュベートした。インキュベ

ートの間、20分毎に18G, 21G, 200 uL tipを通し、アジテーションを行った。その

後、Percoll (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)をDMEMで70%と20%に希釈し、

それらを用いた比重遠心分離 (1000 g, 20分間)によって赤血球を除去した。 

回収した細胞の懸濁液をbiotin anti-CD31抗体(clone 390;BD biosciences, San 

Jose, CA, USA), biotin anti-CD45抗体(clone 30-F11; BD biosciences), 

Allophycocyanin (APC) anti-CD146抗体(clone ME-9F1; Biolegend, San Diego, CA, 

USA), biotin anti-EpCAM(CD326)抗体(clone G8.8; Biolegend), biotin anti-Ter119抗

体(clone Ter119; BD biosciences)で30分間染色後に、2次抗体としてAPC 

streptavidin conjugate (clone APC003; Biolegend)で30分間染色した。その後

Anti-APC マイクロビーズ(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany)で30分間

染色し、Lineage陰性(CD31
-,
 CD45

-
, CD146

-
, EpCAM

-
, Ter119

-
) の細胞を

AutoMACS(Miltenyi Biotech)を使用してnegative selectionし、線維芽細胞の純度を

高め、3日間以上培養して細胞を増殖した。使用した細胞はLineage陰性の線維芽

細胞を95%以上含んでいた。 
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ウイルスベクターの作成、遺伝子導入 

レンチウイルス、レトロウイルスのベクターは順にHEK293T細胞、GP2-293T

細胞へのトランスフェクションにより産生した。方法は参考文献通りである[56]。 

レンチウイルスのベクターに関しては、まず5×10
6個のHEK293T細胞を15 cm

ディッシュに撒き、12時間培養した。次いで、HEK293T細胞に、リン酸カルシ

ウム法によってpCMVdr8.2プラスミド21 μg、pMDGプラスミド21 μg、ベクター

プラスミド42 μgをトランスフェクションし、8〜12時間後にメディウムを取り除

き、新鮮な10%FBSを含んだDMEM溶液に交換した。トランスフェクションから

48〜72時間後にウイルス溶液を回収した。Amicon Ultra-15 (100 kD Millipore 

Corporation, Bedford, MA)を使用し、ウイルス溶液を濃縮した。遺伝子導入のた

めに、48 ウェルプレートで培養した初代培養肺線維芽細胞に上記のウイルス溶

液を適切な濃度の希釈したものを8時間感染させた。コントロールとしてempty

ベクターを使用した。 

レトロウイルスのベクターに関しては、まず1.2×10
7個のGP2-293T細胞を15 cm

ディッシュに撒き、12時間培養した。次いで、GP2-293T細胞にリン酸カルシウ

ム法によってVSV-G プラスミド30 μg、ベクタープラスミド42 μgをトランスフ

ェクションし、12時間後に新鮮な10%FBSを含んだDMEM溶液に交換した。トラ

ンスフェクションから48~72時間後にウイルス溶液を回収した。ウイルス溶液を
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0.45 μmのフィルターに通した後、Amicon Ultra-15 (50 kD)を使用して溶液を濃縮

した。lentiX Concentrator (Clontech Laboratories Inc.) をプロトコール通りに使用

して、ウイルスペレットを作成し、10%FBSを含んだDMEM溶液に縣濁した。遺

伝子導入のために、48 ウェルプレートで培養した初代培養肺線維芽細胞に上記

のウイルス溶液を適切な濃度の希釈したものを24時間感染させた。コントロー

ルとしてemptyベクターを使用した。 

1%FBSを含んだDMEMにメディウムを変更して12時間培養した。その後

1%FBS+DMEMにTGF-β1 (10 ng/ml, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)を含ん

だものと含んでいないものにメディウムを変更し、24時間後にディッシュに張

り付いている遺伝子導入された線維芽細胞を0.05%Trypsin-EDTA (Life 

Technologies)で剥がし、細胞懸濁液を調整した。APC anti-CD271抗体(clone 

ME20.4; Biolegend)で30分間染色し、フローサイトメトリーで遺伝子導入効率を

測定した。 

これらの細胞のRNAを定量的リアルタイムPCR法に使用し、Acta2とmiR-20a

の発現量を測定した。 

 

定量的リアルタイムPCR法 

遺伝子導入された肺線維芽細胞のtotal RNAはTRIzol
®
 Reagent (Life 
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Technologies)を使用して抽出した。ReverTra Ace
®
 qPCR RT Master Mix with gDNA 

Remover (Toyobo) を製品のプロトコール通り使用してcDNAを作成した。ABI 

7500 real-time PCR system (Life Technologies)を使用して、THUNDERBIRD
®

 

SYBR qPCR Mix (Toyobo)によって、リアルタイムPCRを行った。プライマーの

配列を示した(表1)。 

miRNAの定量に関しては、TaqMan
®
 MicroRNA Assays (Life Technologies) を製

品のプロトコール通りに使用してcDNAを作成した。THUNDERBIRD
®
 Probe 

qPCR Mix (Toyobo)を使用して、ABI 7500 real-time PCR system (Life Technologies)

によって、リアルタイムPCRを行った。 

ハウスキーピング遺伝子を線維化関連遺伝子の測定の場合はRps3とし、

miRNAの測定の場合はmiR-23aとして、各遺伝子の相対発現量を算出した。 

miRNome解析の中でmiR-23aのtag countが安定していたこと、またtag countが十

分に高かったことから、miR-23aをハウスキーピング遺伝子とした。 
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表1  定量的リアルタイムPCRのプライマー配列 

Primer Forward (5'to 3') Reverse (5' to 3') 

Acta2 TCGGATACTTCAGCGTCAGGA GTCCCAGACATCAGGGAGTAA 

Adam12 CACACGGATCATTGTTACTACCA ATTGGCTCTAAGCTGTACGTTTT 

Ccl2 CATCCACGTGTTGGCTCA GATCATCTTGCTGGTGAATGAGT 

Col1a1 AGACATGTTCAGCTTTGTGGAC GCAGCTGACTTCAGGGATG 

Col1a2 GGTGAGCCTGGTCAAACGG ACTGTGTCCTTTCACGCCTTT 

Ctgf  CTGCAGACTGGAGAAGCAGA GCTTGGCGATTTTAGGTGTC 

Dcn GAGGGAACTCCACTTGGACA TTGTTGTTGTGAAGGTAGACGAC 

Eln TTGCTGATCCTCTTGCTCAAC GCCCCTGGATAATAGACTCCAC 

Itga5 CTTCTCCGTGGAGTTTTACCG GCTGTCAAATTGAATGGTGGTG 

Mmp3 ACATGGAGACTTTGTCCCTTTTG TTGGCTGAGTGGTAGAGTCCC 

Serpine1 GGCACCTTTGAATACTCAGGA TTTCCCAGAGACCAGAACCA 

Rps3 CGGTGCAGATTTCCAAGAAG GGACTTCAACTCCAGAGTAGCC 

Spp1 GGAGGAAACCAGCCAAGG TGCCAGAATCAGTCACTTTCAC 
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α-SMAとCol1a2-GFPのMFIの測定 

Col1a2-GFPマウス由来の初代培養肺線維芽細胞を前述のようにレトロウイル

スによって遺伝子導入し、10%FBSを含んだDMEMで培養した。Acta2のmRNA

の半減期は約18時間、Acta2のproteinの半減期は約59時間と推測されている[57]

ので、4日間培養した。細胞をPhycoerythrin (PE) anti-CD271抗体 (Biolegend) で

30分間染色後、 4%PFAで30分間on iceにて固定後、BD Perm/Wash™ buffer (BD 

Biosciences)を用いて細胞膜の膜透過処理をon iceで30分間行った後、intracellular 

stainingを行った。製品のプロトコール通りに使用し、BD Perm/Wash™ buffer に

溶解した。APC anti-α-smooth muscle actin抗体(clone 1A4; R&D Systems)で30分染

色後、3回洗浄した。フローサイトメトリーでCD271陽性細胞のα-SMA抗体のMFI

を測定した。 

上記と同様の感染・培養を行った細胞をAPC-antiCD271抗体で30分間染色後、

3回洗浄した。フローサイトメトリーでCD271陽性細胞のGFPのMean fluorescent 

intensity (MFI)を測定した。 

抗体の蛍光色素の選択に関しては、蛍光補正(compensation)がMFIを測定した

い蛍光チャネルに影響を与えないようにした。 

 

Acta2-KO Col1a2-GFP線維芽細胞の観察とMFIの測定 

Acta2-KO Col1a2-GFPマウスから単離した初代培養肺線維芽細胞(Acta2-KO 

Col1a2-GFP肺線維芽細胞)は、前述通りにレトロウイルスに感染させて遺伝子導



37 

 

入した。1%FBSを含んだDMEM溶液にメディウムを変更後12時間培養し、1%FBS

を含んだDMEM溶液にTGF-β1 (10 ng/ml, R&D Systems) を混合したもの、または

混合していないものにメディウムを変更し、36時間培養した。その後、PBSにメ

ディウムを変更し、蛍光顕微鏡(BZ-X700, Keyence, Osaka, Japan)で観察した。細

胞を0.05%Trypsin-EDTAで剥がし、APC anti-CD271抗体で30分間染色し、フロー

サイトメトリーで解析した。 

 

コラーゲンゲルアッセイ 

1.5 mg/mlのコラーゲンゲル (RAT TAIL COLLAGEN, TYPE 1, BD Biosciences) 

をプロトコール通りに使用した。Col1a2-GFPマウス由来の初代培養肺線維芽細

胞を24時間ウイルス溶液に感染させた後、3×10
4 個の細胞をコラーゲンゲルに撒

いた。メディウムは1%FBSを含んだDMEMにTGF-β1 (10 ng/ml, 24時間)を混合し

たものと混合していないものを使用し、48ウェルプレートで培養した。コラー

ゲンゲルをウェルから切り離した後、ゲルの表面積を測定した。%gel contraction

は、それぞれの時間のゲル表面積を、切り離した直後の表面積で割って計算し

た。 ImageJ version 1.47t (NIH, Bethesda, MD; http://imagej.nih.gov/ij)を用いてコラ

ーゲンゲル収縮を評価した。 

 

http://imagej.nih.gov/ij
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Target遺伝子の測定 

Col1a2-GFPマウス由来の初代培養肺線維芽細胞を前述のようにレトロウイル

スによって遺伝子導入し、10%FBS+DMEMで培養した。TGF-βR2のmRNAの半

減期は1~3時間(平均2時間)、タンパクの半減期は1~5時間(平均3時間)と推測され

ているので[58-61]、細胞を5時間培養した。細胞懸濁液をPE anti-CD271抗体と

APC anti-TGF-βR2抗体(R&D systems)で30分間染色後、3回洗浄した。フローサイ

トメトリーでCD271陽性細胞のTGF-βR2抗体のMFIを測定した。 

 

ルシフェラーゼアッセイによるtarget遺伝子の確認 

TGF-βR2のsensorベクターとmutantベクターは、psiCHECK ™-2 Vectorから作成

した。XhoIとNotIの制限酵素で切断した後、Ligation high Ver.2を用いて2つのベ

クターの配列(図13C)を挿入した。2つのベクターのそれぞれと、miR-20aのベク

ターをHEK293T細胞にLipofectamine LTXを用いて共トランスフェクションし24

時間培養した。 

Dual-Glo® Reporter Assay Systemを製品のプロトコール通りに使用して、renilla

ルシフェラーゼとfireflyルシフェラーゼの比を測定した。 
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IT-transferモデル(経気道的投与による肺線維芽細胞の移植) 

肺線維芽細胞のIT-transfer(経気道的投与による移植)モデルは、参考文献の手

法を用いた[29]。 

要約すると、Col1a2-GFPマウス由来の初代培養肺線維芽細胞を、前述の方法

でレトロウイルスによって遺伝子導入し、3日間培養した。MACSを使用して

CD271陽性細胞のpositive selectionを行ってから、さらに10日間培養し、細胞数を

増加させた。遺伝子導入効率はすべてのサンプルで95%以上だった。ブレオマイ

シン(50μLの生理食塩水に溶かして1.25 mg/kgにしたもの)を投与して7日目

(day7)の B6Jマウスに、上記の細胞の懸濁液を経気道的投与した。5×10
6個の細

胞を50 μLのPBSに溶解して、マウス1匹あたりに投与した。これらの細胞を10日

目(day10)に全肺を酵素消化することにより回収した。 

GFP陽性かつCD271陽性細胞（移植した細胞）をcell sortingによって直接Lysis 

buffer (1% LiDS, 100 mM Tris-HCl pH7.5, 500 mM LiCl, 10 mM EDTA, 5 mM DTT)

中に単離し、定量的リアルタイムPCR, トランスクリプトーム解析に使用した。 

 

IT-transferモデルから回収した細胞の全mRNAの増幅 

IT-transferモデルから回収した細胞の全mRNAの増幅は、以下のように行った。

Biotin-TEG-adapter-dT25プライマー (Sigma-Aldrich) 0.5 pmolをDynabeads M-270 
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streptavidin (Life Technologies) 20 μLに結合させ、B&W-T buffer (5 mM Tris-HCl 

pH7.5, 1 M NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.10% Tween-20)で2回、Lysis bufferで1回wash後、

上述の細胞を溶解したLysis buffer中に加えた。30分間室温にて緩やかに攪拌し、

細胞由来のmRNAをビーズ上にトラップした。Wash buffer A (0.1% LiDS, 10 mM 

Tris-HCl pH7.5, 150 mM LiCl, 1 mM EDTA)で1回、Wash buffer B (10 mM Tris-HCl 

pH7.5, 150 mM LiCl, 1 mM EDTA)でビーズをwash後、10 μLのRT mix 1 (1x SSIV 

buffer (Life Technologies), 2 mM dNTP, 12 mM MgCl2, 3.2 U/μL RNaseIn Plus 

(Promega)) に懸濁した。70℃で90秒間加熱後、氷上にて急冷した。10 μL のRT mix 

2 (1x SSIV buffer, 10 mM DTT (Life Technologies), 10 U/μL Superscript IV (Life 

Technologies), 2 M betaine (Sigma-Aldrich))を加え、35℃で5分間, 50℃で15分間反

応させ、逆転写を行った。Lysis bufferで1回、B&W-T bufferで2回、10mM Tris-HCl 

pH8.0で1回wash後、20 μLのRNase H mix (1x First-strand buffer (Life techonologies), 

5 mM DTT, 0.6 U/μL RNase H (Life technologies))を加え、37℃で20分間反応させ、

RNAを分解した。B&W-T bufferで2回、10mM Tris-HCl pH8.0で1回wash後、20 μL

のTdT mix (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM KCl, 3 mM MgCl2, 1 mM CoCl2 

(Roche , Switzerland), 0.65 mM dATP (Life technologies), 15.2 U/μL TdT (Roche))を

加え、37℃で3分間 20秒間反応させ、cDNAの末端にpolyAを付加した。その後

直ちに5 μLの0.5 M EDTAを加えて反応を停止させ、65℃で10分間加熱し、TdT
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酵素を不活化させた。B&W-T bufferで2回、10mM Tris-HCl pH8.0で１回wash後、

2nd strand synthesis mix 20 μL (1x KAPA Hifi ReadyMix (KAPA biosystems Boston, 

MA, USA), 0.4 μM anchored tagging primer) を加え、95℃ 2分間, 98℃ 20秒間, 

44℃ 2分間, 72℃ 7分間反応させ、第2鎖を合成した。B&W-T bufferで2回、10mM 

Tris-HCl pH8.0で1回wash後、1st WTA mix 25 μL（1x KAPA Hifi ReadyMix, 0.4 μM 

anchored tagging primer, 0.4 μM 3’WTA primer）を加え95℃ 3分間, [98℃ 20秒間, 

44℃ 2 分間, 72℃ 7 分間] x7 cycle, 72℃ 5分間の条件でPCRを行った。上清を回

収し、反応液量に対し0.6の割合にて、AmPure XP beadsを用いて2回精製した。

23 μLのdH2OにてDNAを溶出し、2nd WTA mix 27 uL (1x KAPA Hifi ReadyMix, 

0.614 μM 5’WTA primer, 0.614 μM Biotin-TEG-3’WTA primer) を加え95℃ 3分間, 

[98℃ 20秒間, 44℃ 2分間, 72℃ 7分間] x 9 cycle, 72℃ 5分間の条件でPCRを行っ

た。PCR反応液を反応液量に対し0.6の割合にて、AmPure XP beadsを用いて1回

精製し、25μLのTris-HCl pH8.0に溶出した。増幅されたDNAの量をNanodrop 1000 

(Thermo Scientific , Wilmington, DE, USA)にて定量し、またDNAのサイズ分布をア

ガロース電気泳動にて確認し、1 kbp-2 kbpにピークを持つ、500 bp以上の範囲の

スメアバンドとなることを確認した。 
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IT-transferモデルから回収した細胞の増幅mRNA libraryを用いたSAGE library

の作成 

定量した増幅mRNA libraryを100 ng用いて SAGE libraryを以下のように作成

した。増幅mRNA library100 ngを50 μLにdH2Oでメスアップし、50 μLのNla III 

digestion mix (0.4 U/μL NlaIII (New England Biolabs, Beverly, MA, USA), 2x 

Cutsmart buffer (New England Biolabs))を加え、37℃, 2時間切断した。50 μLの

Dynabeads M-280 streptavidin (Life Technologies) をB&W-T bufferで1回wash後、50 

μLの2x B&W-T buffer (10 mM Tris-HCl pH7.5, 2 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.20% 

Tween-20)に再懸濁し、上記のNlaIII反応物中に加えた。30分間室温にて緩やかに

攪拌し、DNAの3’末端をbeads上にトラップした。B&W-T bufferで3回、10mM 

Tris-HCl pH8.0で１回wash後、14 uLの10mM Tris-HCl pH8.0に再懸濁した。1 μL

のCS1-EcoP15I-NlaIII adapter (10 μM)を加えピペッティングにて攪拌後、15 μLの

DNA ligation kit <Mighty Mix> (Takara)を加え、16℃にて30分間反応させ、アダプ

ターをNlaIII切断部位にライゲーションした。B&W-T bufferで3回、500 μLの

B&W-T buffer に再懸濁し、1.5 mlのスクリューキャップチューブ (ザルスタッ

ト) に移した。10mM Tris-HCl pH8.0で1回、1x NEBuffer 3.1 (New England Biolabs)

でwash後、EcoP15I digestion mix (1x NEBuffer 3.1, 1 mM ATP, 0.2 U/μL EcoP15I 

(New England Biolabs))を加え、37℃にて16時間緩やかに攪拌しながら切断した。
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上清を回収し、Nucleospin Gel&PCR clean-up kit (Takara)にて精製し、12.5 μLの 

dH2Oにて2回溶出した。溶出液に対し、NEBNExt Ultra II End Repair/dA-tailing 

moduleを用い、プロトコール通りに末端修復及びpolyA付加を行った。引き続き、

NEBNext Ultra II ligation Module (New England Biolabs)および1.25 uLの

CS2-adapter(1.5 μM)を用い、プロトコール通りにライゲーション反応を行った。

反応産物をQiagenmin Elute Column (Qiagen , Hilden, Germany)にて精製し、13 μL

のdH2Oにて溶出した。溶出液10.75 μLを用い、Barcoding mix 14.25 μL (1x KAPA 

Hifi ReadyMix, 0.614 μM IonA-BC(N)-CS1- primer, 0.614 μM Ion-trP1-CS2 primer)

を加え、98℃ 45秒間, [98℃ 15秒間, 65℃ 30秒間, 72℃ 90秒間] x9 cycle, 72℃ 1

分間の条件でPCRを行った。各サンプルにつき、異なるDNAバーコードを有す

るプライマーを用い、サンプルを区別出来るようにした。PCR反応液を反応液量

に対し0.8の割合にて、AmPure XP beadsを用いて250 bp以上の反応産物を除去し

た後、さらに0.8の割合のAmPure XP beadsを加え、PCR産物を精製し、SAGE 

libraryを得た。libraryのサイズ分布をAgilent Bioanalyzer High Sensitivity Kitを用い

てシングルピークであること確認し、ライブラリーのモル数をKAPA library 

Quantification Kit for Ion Torrent (KAPA biosystems)を用いて絶対定量した。 
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IT-transferモデルから回収した細胞の増幅mRNA libraryを用いたSAGE library

のIon Protonによるシーケンシング 

8個のSAGE library (miR-20a過剰発現群=4, コントロール群=4)を、各ライブラ

リーのモル濃度が等しくなる様に混合し、25 μL / 75 pmolの量をIon PI Hi-Q Chef 

Kit (Life Technologies)およびIon Chef system (Life Technologies)にプロトコール通

りにロードした。ライブラリーが充填されたIon PI Chip Kit v3 (Life technologies)

を回収後、Ion Proton system (Life Technologies)を用いてシーケンシングを行った。

シーケンシングの設定はflow numberを200に設定した以外はデフォルト設定を

用いた。得られたリードをDNAバーコードに基づき分類し、各サンプル由来の

リードを得た。 

 

IT-transferモデルから回収した細胞のSAGE libraryシーケンスデータの前処理 

得られたシーケンスデータは、Trimommatic-v0.36[62]およびPRINSEQ 

-0.20.4[63]を用いてアダプター配列除去、50 bpまでのトリム、3’末端からの低ク

オリティリード(Q20以下)の除去を行った。 

フィルタリング後のリードを、Bowtie2-2.2.5[64]を用いてマウスのRefseq RNA

配列 (mm10)に対してマッピングした。マッピングの結果、最初の４塩基がNlaII

サイト(CATG)でないものを除去後、各遺伝子に対してヒットしたリードの数を
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カウントした。同じ遺伝子名を持つものを足し合わせ、各サンプルのトランス

クリプトームを得た。得られたトランスクリプトームを、総タグ数が100万タグ

になる様に各遺伝子のタグ数を線形に補正後、サンプル間正規化をR-3.1.1 

(https://cran.r-project.org/)およびTCCパッケージ[65]を用いて行った。得られた

正規化済みデータにつき、発現量をlog2(X+1)に変換後、t-SNE法を用いてサンプ

ル間クラスタリングを行った. その結果外れ値を示したサンプル(miR-20a過剰

発現群=1, コントロール群=1)を除去した。 

 

IT-transferモデルから回収した、miR-20a過剰発現細胞およびコントロール細胞

間での発現変動遺伝子の同定 

正規化済みSAGEデータを用い、外れ値を除去したサンプル(miR-20a過剰発現

群=3, コントロール群=3)につき、R-3.1.1およびEdgeRパッケージ[66]中の

glmLRT関数を用いたlikelihood ratio testおよびBenjamini-Hochbergの多重検定補

正に基づき2群間比較を行い、異なる群間にて発現変動している遺伝子を検出し

た。統計的に有意(p<0.05)に発現が変動しており、かつ最低発現量が30以上、群

間の平均発現量が1.5倍以上異なる遺伝子を、最終的に群間にて発現が異なる遺

伝子として同定した。 
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表2  全mRNA増幅およびSAGE library作成に用いたプライマー配列 

Primer 5' to 3' 

Biotin-TEG-adapter-dT25 
Biotin-TEG-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACTTTT

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 

anchored tagging primer 
GCGGCTGAAGACGGCCTATGTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTTVN 

5’WTA primer GCGGCTGAAGACGGCCTATGT 

3’WTA primer AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

Biotin-TEG-3’WTA primer BioTEG-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

CS1-EcoP15I-NlaIII-F注1) ACACTGACGACATGGTTCTACAGCAGCATG 

CS1-EcoP15I-NlaIII-R注2) Phos/CTGCTGTAGAACCATGTCGTCAGTGT/(C6)NH2 

CS2-F (注2) Phos/AGACCAAGTCTCTGCTACCGTA/(C6)NH2 

CS2-R (注2) 
TACGGTAGCAGAGACTTGGTCT*T  

(* : ホスホロチオエート結合) 

trP1_CS2 
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTACGGTAGCAGAG

ACTTGGTCT 

IonA_BC1_CS1 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGAGT

GCGTACACTGACGACATGGTTCTACA 

IonA_BC1_CS2 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATCAGAC

ACGACACTGACGACATGGTTCTACA 

IonA_BC1_CS3 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGTGTCT

CTAACACTGACGACATGGTTCTACA 

IonA_BC1_CS4 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTCGCGT

GTCACACTGACGACATGGTTCTACA 

IonA_BC1_CS5 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTCTAT

GCGACACTGACGACATGGTTCTACA 

IonA_BC1_CS6 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGATACG

TCTACACTGACGACATGGTTCTACA 

IonA_BC1_CS7 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCATAGTA

GTGACACTGACGACATGGTTCTACA 

IonA_BC1_CS8 
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATACGAC

GTAACACTGACGACATGGTTCTACA 

（注1）（注2）, ＦとRの組み合わせでdouble strand化 
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統計 

データは平均値±標準誤差で示した。統計手法はunpaired Student’s t-tests 

(two-tailed) およびlikelihood ratio testによって比較し、P値が0.05以下のものを有

意差ありと判定した。解析にはPrism software version 5.01 (GraphPad Software, La 

Jolla, CA, USA)を使用した。 * p< 0.05 ,* * p < 0.01 ,* * * p < 0.001 と示した。 
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第三章 結果 

 

私は、まずブレオマイシンおよびシリカで誘導する肺線維症モデルを作成し、

正常および線維化誘導後7、14、28日目の肺線維芽細胞におけるmiRNome解析を

行い、線維症をもたらす線維芽細胞の活性化に関連する可能性のあるmiRNAを

探索した。 

 

線維芽細胞のmiRNome解析 

両モデルから抽出した肺線維芽細胞のmiRNome解析の結果を(図6)に示した。

両モデルのday7の発現量が、未処置群と比較して10倍以上に増加していた

miRNAは21個あった。また、両者のモデルのday7の発現量が未処置群と比較し

て半分以下となっていたmiRNAは8個であった。その中からday7~28にわたって

比較的に高発現していたmiR-20a, 101b, 106b, 146b, 378c, 378d, 3473b と、day7~28

にわたって低発現していたmiR-125a, 192, 328, 421, 676, 1843bのfold-changeとtag 

countを示した(図6A, B)。 

また、リアルタイムPCRによって測定したmiR-20aの発現量の結果を(図6C, D)

に示した。ブレオマイシンおよびシリカいずれのモデルにおいても、正常肺に

比較し4-8倍程度の上昇を認めた。 
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図6 ブレオマイシン誘導肺線維症モデルとシリカ誘導肺線維症モデルの両者

の肺線維芽細胞のmiRNome解析の結果  (A, B) 両者のモデルにおいて発現量が

増加または減少したmiRNAと、それぞれのmiRNAのday7, day14, day28の発現量

を示した。UT, 未処置群 (A) fold-change (B) tag count 

(C) シリカおよび, (D) ブレオマイシン誘導肺線維症モデルにおける肺線維芽細

胞のmiR-20a発現をリアルタイムPCRによって解析した。n=4, 実験回数1回 
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In silicoでのmiRNA target遺伝子の予測 

上記のmiRNAの中から線維芽細胞の活性化への関与を検証するmiRNAの候補

を絞るために、in silico解析を行った(図7A)。 

TGF-βR2, Hif1αがmiR-20aのtarget遺伝子として予測された(図7B)。TGF-βR2は

TGF-β1の膜受容体であるので、TGFβ パスウェイにおいて極めて重要な遺伝子

である。Hif1αは低酸素に対して細胞や全身の恒常性を保つための主要な調節因

子である。TGF-βがHif1αの発現を誘導し、またHif1αをヒトの線維芽細胞に過剰

発現させると、TGF-β依存的にActa2の発現量の増加を亢進させ、筋線維芽細胞

への分化を促進したという報告がある[67,68]。 

 また、FosがmiR-101bのtarget遺伝子として予測された(図7B)。Fosはヘテロ2量

体タンパク質の転写因子であるAP-1を構成している。TGF-β1のヒト肺線維芽細

胞に対する発現変化はPI3K/JNK/AktとAP-1に依存的であり、発現変化のために

はAP-1複合体にFosとJunDが組み込まれることが必要である[69]。 

4つのオンラインソフトウェアに示されている、上記の遺伝子がmiRNAの

targetとなっている可能性を表す数値を表記した(図7B)。miR-20aにおいては、

TGF-βR2, Hif1αの順にtargetとなっている可能性が高いと判断された。 

miR-20aとmiR-101bが肺線維芽細胞の活性化に関わっている可能性があると

考えられた。また、day7~28にわたってmiRNome解析でのfold change値が高かっ

たmiR-378cを選択した。また、発現が減少していたmiRNAの中で、未処置群の
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発現量が高かったmiR-125a, miR-192を選択した。以上の5種類のmiRNAの線維芽

細胞の活性化に与える影響を評価することにした。 

 

 

 

 

図7 miRNAのtarget 遺伝子の予測  

(A) オンラインソフトウェアを用いてmiRNAのtarget遺伝子を予測した。図のよ

うに4つのうち3つ以上のソフトウェアで予測された遺伝子に候補を絞った。 

(B) 4つのオンラインソフトウェアに記載されている、上記の遺伝子がmiRNAの

targetとなっている可能性を表す数値を示した。 
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ルシフェラーゼアッセイによるプラスミドベクターのmiRNAの発現確認 

 作成したプラスミドにより、miRNAを強制発現可能かどうかを、miRNAの

sensorベクターを作成し、renilla/firefly値を比較することで確認した。miR-20a, 

101b, 125a, 192は発現ベクターではコントロールベクターに比較し、renilla/firefly

値が1/3-1/5程度に低下しており、標的配列の切断が示唆されたが、miR-378cは十

分な発現を確認できなかった(図8C)。miRNAごとにrenilla/fireflyのcontrol値が異

なっていたのは、HEK293T細胞の内因性のmiRNAの発現量が違うためと考えら

れる。また、miR-378cの発現が不十分であったのは、典型的なヘアピン構造を

形成しないためと考えられた。 
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図8  ルシフェラーゼアッセイによるmiRNA発現プラスミドベクターの動作確

認  

(A-C) miRNAベクターまたはemtpyベクターと、sensor vectorをHEK293T細胞に

Lipofectamine LTX (Life Technologies)を用いて共トランスフェクションし24時間

培養した。(A) sensorベクターのプラスミドの構造を示す。 XhoIとNotIの制限酵

素で切断して、2本鎖DNAを挿入した。 (B) 挿入された2本鎖DNAの配列を示す。

5’鎖と3’鎖をアニーリングして2本鎖DNAを作成した。 (C) Dual-Glo
®
 Reporter 

Assay System (Promega)を用いて、renillaルシフェラーゼとfireflyルシフェラーゼ

の比を測定した。n=3, 実験回数1回 
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レンチウイルスを用いた線維芽細胞活性化の評価 とmiRNAの絞り込み 

 Col1a2-GFPマウス由来の初代培養肺線維芽細胞に、レンチウイルスベクター

を用いてmiR-20a, 101b, 125a, 192を過剰発現させ、in vitroにおいてTGF-β1による

肺線維芽細胞の活性化に与える影響を評価した。miR-20aを過剰発現させた線維

芽細胞(miR-20a-線維芽細胞)は、empty vectorと比較してActa2 mRNAの発現量が

減少している傾向であったが、その他のmiRNAではcontrolと比較して差は認め

られなかった(図9)。この結果から、5つのmiRNAのうちmiR-20aに候補を絞り込

んで、下記の実験を進めていくことにした。 

 

 

図9 レンチウイルスを用いた線維芽細胞活性化の評価 とmiRNAの絞り込み 

レンチウイルスにより遺伝子導入したCol1a2-GFP 肺線維芽細胞を48ウェルプ

レートで24時間培養した。miR-20a, 101b, 125a, 146b, 192のベクターを遺伝子導

入した。メディウムは1%FBS+DMEMに、TGF-β1 (10 ng/ml)を含んだものと含ん

でいないものを使用した。細胞からRNA抽出し、リアルタイムPCR法によって

Acta2のmRNAの発現量を測定した。ハウスキーピング遺伝子としたRps3に対す

る相対値を示す。n=3, 実験回数1回 
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Col1a2-GFP 肺線維芽細胞を用いた線維芽細胞活性化の評価 

miR-20aを用いた様々な検証を行うため、レンチウイルスよりもウイルスが作

成しやすいレトロウイルスベクターにウイルスベクターを変更した。

Col1a2-GFPマウスから抽出した初代培養肺線維芽細胞にレトロウイルスベクタ

ーを用いてmiR-20aを過剰発現させた。Acta2のタンパク質の発現とCol1a2の

mRNAの発現の比較をするために、フローサイトメトリーによりMean fluorescent 

intensity (MFI)の測定を行った。mRNAの発現の比較をするために、定量的リア

ルタイム解析を行った。 

まず、ウイルス感染96時間後の感染効率を、フローサイトメトリーを用いて

レポーター遺伝子であるCD271の発現を解析することで評価した。miR-20a-線維

芽細胞とempty vector-線維芽細胞いずれにおいても60％以上の感染効率を認め

た(図10A)。また、CD271の発現量はmiR-20aとempty vectorの間において大きな

差は見られなかった。次に、未刺激条件下におけるCD271陽性細胞のActa2およ

びCol1a2-GFPのMFIを比較した。miR-20a導入細胞では、empty vector感染細胞と

比較してActa2、Col1a2-GFPいずれも有意に減少していた(図10B, C)。 

さらに、TGF-β1(10 ng/ml)による線維芽細胞の活性化に及ぼす影響を解析した。

miR-20a導入線維芽細胞では、miR-20aの発現量はempty vectorと比較して4倍程度

増加しており(図10D)、またActa2のmRNAの発現量はempty vectorと比較して有意

に減少していた(図10E)。これらの結果より、miR-20aの過剰発現が、未刺激時お
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よびTGF-β1刺激時の線維芽細胞におけるActa2とCol1a2の発現量を減少させる

ことを示唆された。 
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図10 Col1a2-GFP 肺線維芽細胞を用いた線維芽細胞活性化の評価  

(A-C)レトロウイルスにより遺伝子導入したCol1a2-GFP 肺線維芽細胞を

10%FBS+DMEMをメディウムとして、48ウェルプレートで96時間培養した。 

(A) フローサイトメトリーによって、CD271陽性細胞と陰性細胞を区別した解析

結果を示す。 

(B) Intracellular stainingによってCD271陽性細胞における細胞内α-SMAのMFIを測

定した。n=4, 実験は3回行い、代表的なデータを示した。 

(C) CD271 陽性細胞のCol1a2-GFPのMFIを測定した。n=4 

(D, E)レトロウイルスにより遺伝子導入したCol1a2-GFP 肺線維芽細胞を48ウェ

ルプレートで24時間培養した。メディウムは1%FBS+DMEMに、TGF-β1 (10 

ng/ml)を含んだものと含んでいないものを使用した。細胞をRNA抽出し、リアル

タイムPCR法によってActa2のmRNAの発現量とmiR-20aの発現量を測定した。

Acta2の測定における内在性コントロールとしてRps3の発現量を用いた。の測定

の場合はRps3とした。miR-20aの測定における内在性コントロールとして

miR-23aの発現量を用いたと。すべてのサンプルにおいて、遺伝子導入効率は70%

以上だった。(D) miR-20a (E) Acta2 (D, E) n=7,  

統計的解析はunpaired t-tests (two-tailed)によって比較し、p値が0.05以下のものを

有意差ありと判定した。実験回数3回行い、代表的なデータを示した。 
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Acta2-KO Col1a2-GFP miceを用いたin vitroでの肺線維芽細胞の活性化の評価 

(図10E)とは別の手法で、Acta2の発現量を測定するために、Acta2-KO 

Col1a2-GFPマウスを用いた。Acta2-KO Col1a2-GFPマウスから抽出した初代培養

肺線維芽細胞をレトロウイルスによって遺伝子導入した。 

遺伝子導入されたActa2-KO Col1a2-GFPマウスの初代培養肺線維芽細胞の蛍

光画像を示した(図11A-D)。TGF-β1で活性化された細胞は、されていない細胞と

比較して、やや細胞面積が大きくなっており、Acta2-KOとCol1a2-GFPの蛍光強

度が強くなっていた。しかし、miR-20a-線維芽細胞とempty vector-線維芽細胞を

視覚的判断で比較することは困難であったので、フローサイトメトリーを用い

てそれぞれの細胞のMFIを測定することにした。 

CD271の発現量はCD271陽性細胞と陰性細胞の間で十分に違いがみられた(図

11E)。miR-20a-線維芽細胞は、TGF-β1(10 ng/ml)によって活性化された場合に、

前述のリアルタイムPCRと同様に、Acta2-KOのMFIがempty vectorと比較して有

意に減少していた。Col1a2-GFPのMFIにおいてもempty vectorと比較して有意に

減少していた(図11F, G)。この結果は、miR-20aの過剰発現によりActa2とCol1a2

のmRNAの発現量を減少させることが示唆された。 
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図11 Acta2-KO Col1a2-GFP 肺線維芽細胞を用いた線維芽細胞活性化の評価 

(A-G)レトロウイルスにより遺伝子導入したActa2-KO Col1a2-GFP 肺線維芽細胞

を48ウェルプレートで36時間培養した。メディウムは1%FBS+DMEMにTGF-β1 

(10 ng/ml)を含んだものと含んでいないものを使用した。培養後、メディウムを

PBSに入れ替えて、蛍光顕微鏡で撮影した。 

その後、細胞の懸濁液をAPC anti-CD271抗体で染色して、フローサイトメトリー

解析を行い、Acta2-KOとCol1a2-GFPのMFIを測定した。スケールバー 100 μm。 

(A-D) 蛍光顕微鏡の画像を示す。 

(A, B) empty vector (C, D) miR-20a 

(A, C) TGF-β1 (10 ng/ml)を含んでいないもの  

(B, D) TGF-β1 (10 ng/ml)を含んだもの 

(E) フローサイトメトリーによって、CD271陽性細胞と陰性細胞を区別した解析

結果を示す。 

(F) Acta2-KOのMFI (G) Col1a2-GFPのMFI 

(F, G) n=6, 実験は3回以上行い、代表的なデータを示した。 
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コラーゲンゲルアッセイ 

機能的な観点で線維芽細胞の活性化を評価するために、コラーゲンゲルアッ

セイを行い、線維芽細胞の収縮能を解析した。 

コラーゲンゲルの画像を示した(図12A)。遺伝子導入効率はすべてのサンプル

において70%以上であり、miR-20a-線維芽細胞を培養したコラーゲンゲルは、

empty vectorのコラーゲンゲルと比較して、TGF-β1で活性化した場合において、

コラーゲンゲルの面積が増加していた(図12B)。3~5時間後から2群間のゲルの表

面積に差が生じ初め、7時間後に有意な差となった。これらの結果はmiR-20aの

過剰発現により線維芽細胞の収縮能が低下する可能性を示唆している。 
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図12 コラーゲンゲル収縮アッセイ  

(A-B) Col1a2-GFP肺線維芽細胞を24時間ウイルス溶液に感染させた後、3×10
4
 個

の細胞をコラーゲンゲルに撒いた。メディウムは1% FBS+DMEMにTGF-β1 (10 

ng/ml)を含んだものと含んでいないものを使用し、48 ウェルプレートで培養し

た。培養後にコラーゲンゲルをwellから切り離した。 

(A) ゲル画像 TGF-β1を含んだメディウムで培養 

(B) コラーゲンゲル収縮アッセイをグラフにまとめた。各細胞群の7時間後

の%gel contractionをt-testにより比較した。 

n=3, 実験は3回行い、代表的なデータを示した。 

 

  



63 

 

Target遺伝子の確認 

図7で予測された遺伝子が、実際にmiR-20aのtarget遺伝子となっているか検証す

るために、フローサイトメトリー解析とルシフェラーゼアッセイを行った。 

  MFIを測定することによって、miR-20aとempty vectorのTGF-βR2の発現量を比

較した。また、ルシフェラーゼアッセイによって、miR-20aが、TGF-βR2の3’UTR

の配列依存的に、その発現を減少させることができるかどうかを確かめた。 

miR-20a-線維芽細胞では、empty vectorと比較して、TGF-βR2のMFIが減少して

いた(図13A)。また、miR-20aとmiR-20a sensorベクターが遺伝子導入された

HEK293T細胞の方が、miR-20aとmutantベクターと比較して、renilla/firefly ルシ

フェラーゼの比が減少していた(図13B)。 

この結果は、miR-20aが、TGF-βR2遺伝子の3’UTRの相補的な配列依存的に、

TGF-βR2の発現を減少させることが示唆された。 
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図13 Target遺伝子の確認 (A) レトロウイルスにより遺伝子導入した

Col1a2-GFP肺線維芽細胞を10%FBS+DMEMで5時間培養した。細胞懸濁液をPE 

anti-CD271抗体(Biolegend)とAPC anti-TGF-βR2抗体(R&D systems)で30分間染色

し、3回洗浄後、フローサイトメトリー解析でCD271陽性細胞のAPC anti-TGF-βR2

抗体のMFIを測定した。 

(B) TGF-βR2のsensorベクターとmutantベクターを、psiCHECK™-2 Vector (Promega, 

USA) から作成した。2 つのベクターのそれぞれと、miR-20aのベクターを

HEK293T細胞に共トランスフェクションして24時間培養した。Dual-Glo
®
 

Reporter Assay Systemを用いて、renillaルシフェラーゼとfireflyルシフェラーゼの

比を測定した。 

(A, B) n=4, 実験は3回行い、代表的なデータを示した。 

(C) TGF-βR2のsensorベクターとmutantベクターの配列を示す。 
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IT-transfer モデルを用いた線維芽細胞活性化の評価 

miR-20aがin vivoで肺線維芽細胞の活性化に与える影響を調べるために、

Col1a2-GFPマウス由来miR-20a過剰発現線維芽細胞を、野生型線維化誘導マウス

に経気道的に移入するIT-transferモデルを使用した(図14A)。フローサイトメトリ

ー解析によって、ドナー細胞をGFP陽性細胞として同定し、ウイルス感染細胞は

CD271の発現により同定した。ウイルスの感染効率は、IT-transferの前(図14B)、

IT-transfer後(図14C)、いずれの時点においてもすべてのサンプルので96%以上だ

った。 

回収された細胞の中のGFP陽性かつCD271陽性細胞数は、5~8×10
4個程度で、

miR-20aとempty vectorの間で大きな差はなかった(図14D)。 

経気道的投与されたマウスから回収されたmiR-20a-線維芽細胞では、Acta2, 

Col1a1, Col1a2, Serpine1のmRNAの発現量が、empty vectorと比較して有意に減少

していた。一方で、Spp1の発現量は有意に増加していた(図14E-I)。 
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図14 IT-transfer モデルを用いた線維芽細胞活性化の評価 (A-F) レトロウイル

スによって遺伝子導入されたCol1a2-GFP肺線維芽細胞を3日間培養した。MACS

を使用してpositive selectionを行ってから、さらに10日間培養した。ブレオマイ

シン(1.25 mg/kg dissolved in 50 μL of sterile saline solution)を投与されてから7日目

(day7)のB6Jマウスに上記の細胞の懸濁液を経気道的投与した。1匹あたり5×106

個の細胞を移植し、これらの細胞をday10に回収した。GFP陽性とCD271陽性

細胞をsortingによって回収し、それらの細胞をフローサイトメトリー解析、定量

的リアルタイムPCR法に使用した。 

(A) 実験のプロトコールを示した。 

(B) 移植する前の細胞をフローサイトメトリー解析で遺伝子導入効率を測定し

た。 

(C) B6Jマウスから回収された細胞をフローサイトメトリー解析で遺伝子導入効

率を測定した。 

(D) 回収された細胞数を示した。 

(E-I) 定量的リアルタイムPCR法を用いてmRNAの発現量を測定し、線維芽細胞

の活性化を評価した。ハウスキーピング遺伝子はRps3とした。 

(E) Acta2 (F) Col1a1 (G) Col1a2 (H) Serpine1 (I) Spp1 

(E-I) empty vector: n=6, miR-20a: n=5, 実験回数1回 
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IT-transfer モデルを用いたmiR20a発現線維芽細胞のトランスクリプトーム解

析 

遺伝子発現に対する効果を調べるために、IT-transferモデルから回収された肺

線維芽細胞を用いてトランスクリプトーム解析を行った。そして、miR-20a-線維

芽細胞とempty vector-線維芽細胞の遺伝子発現分布を比較した。トランスクリプ

トーム解析の結果を示した(図15A, B)。 

22824個の遺伝子の発現量を得た。低発現の遺伝子や極端なばらつきを避ける

ために、tag数が30以下であった遺伝子は取り除いた。miR20a 4ライブラリー、

empty vector 4つのライブラリーの間で遺伝子発現量を比較する前に、各ライブ

ラリー間で発現量を正規化し、tSNE法により外れ値を示したlibrary (miR-20a; 1

ライブラリー、empty vector; 1ライブラリー)を除いた。その後、miR20aとempty 

vetorの間で統計的に有意に発現変動した遺伝子(p<0.05)をedgeRにより同定した。

miR-20a-線維芽細胞のTag数をempty vectorのTag数で標準化した。これらの遺伝

子のそれぞれのfold-changeは0.33~4.73の間に収まっており、1.5倍以上変動した

ものは101遺伝子であった。また、3分の2以下になったものは59遺伝子であった。  

これらの遺伝子の中で、fold-changeが高かったものと低かった遺伝子を30個ず

つリストアップした。その中で線維化に関連があるとされる遺伝子をピックア

ップし、定量的リアルタイムPCRで発現変動を確認した。Adam12, Itga5, Ctgf の
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発現量が減少していた一方で、Igfbp5, Decorin, Mmp3の発現量が増加していた(図

15C)。 
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図15 IT transferモデルから回収した肺線維芽細胞のトランスクリプトーム解析

の結果 (A) fold-changeが低い順に遺伝子を30個リストアップした。(B) 

fold-changeが高い順に遺伝子を30個リストアップした。(C) A,Bの中で線維化に

関連のある遺伝子(A,Bで灰色でハイライト)の発現量を、リアルタイムPCR法に

よって測定した。ハウスキーピング遺伝子をRps3とした。(a) Adam12 (b) Itga5 (c) 

Ctgf  (d) Igfbp5 (e) Ccl2 (f) Eln (g) Dcn (h) Mmp3 

(a-h) empty vector: n=6, miR-20a: n=5, 実験回数1回 
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第四章 考察 

 

肺線維症の克服に向けて、ECMの過剰な沈着をもたらす肺線維芽細胞の活性

化制御機構の解明は、重要課題の一つである。miRNAによる転写後発現抑制は、

1つのmiRNAが複数の標的遺伝子をもつこと、また配列の相同性に応じて抑制の

強度が異なることなど、TGF-β1シグナルなどの分子標的療法とは異なる性質を

もつ。本研究により、ブレオマイシンおよびシリカで誘導する肺線維症モデル

マウスの肺から純化した線維芽細胞において、包括的miRNome解析を行い、

mmu-miR-20aを含む複数のmiRNAが線維化誘導時に発現変動することを明らか

にした。miR-20aは、両モデルにおいてday7という早期の段階から発現が増加し

ていた。レトロウイルスを用いてin vitroにおいて肺線維芽細胞にmiR-20aを過剰

発現させると、TGF-β1の活性化によるActa2とCol1a2の発現量の増加を抑え、ま

た線維芽細胞の収縮能の上昇を抑えることがわかった。TGF-βR2がmiR-20aの

target遺伝子となることで、線維芽細胞の活性化に影響を与えていると考えられ

た。 

また、miR-20aが、マウス生体内において肺線維芽細胞活性化に対して果たし

ている影響を調べるため、、経気道的投与による移植モデルを使用した。経気道

的投与モデルにおいても、in vitroと同様にActa2, Col1a2,の発現量の減少が認めら
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れた。また、Serpine1の発現量も減少していた。Serpine1は、多くの細胞におい

て線維化の成長因子、特にTGF-β1シグナルにより直接誘導される遺伝子として

知られており[70]、このことからも線維芽細胞内におけるTGF-βパスウェイが、

miR-20aによって抑えられていることが示唆された。 

養子移入した細胞のトランスクリプトーム解析を行ったところ、miR-20の過

剰発現により複数の遺伝子が発現変動することが明らかになり、線維化関連遺

伝子の中ではCtgf とAdam12の発現量が減少していた。Ctgf はCCNファミリーの

遺伝子であり、線維化促進性遺伝子として知られている。ブレオマイシンモデ

ルの肺線維芽細胞においてCtgf の発現量が増加しており、Ctgf はCol1a2のプロ

モーターを活性化し、肺の線維化に寄与することが報告されている [71]。Ctgf は

TGF-β1シグナルにより発現誘導されること[72]、またTGF-β1とともに線維芽細

胞の活性化を増強することが報告されており[73]、miR-20aはTGF-β1シグナルを

抑制することで、線維芽細胞の過剰な活性化を抑制している可能性がある。皮

膚や筋肉において急性組織障害によって誘導された血管周囲のAdam12陽性細胞

が、瘢痕の際のコラーゲン過剰産生細胞の前駆細胞の一部を成しており、Adam12

をノックアウトしたマウスは線維化促進性の前駆細胞の発生や間質へのコラー

ゲン沈着が制限されたと報告されている[74]。また、TGFβシグナルを抑制する

遺伝子として知られているDecorinの発現量の増加も認められた。Decorinは肺線



75 

 

維症モデルにおいても報告があり、ブレオマイシンモデルにアデノウイルスを

用いてDecorinを遺伝子導入すると、肺のハイドロキシプロリンの産生の増加を

抑えられたと報告されている[75]。 

Acta2、コラーゲン、Ctgf 、Adam12、Decorinの遺伝子の変動から、miR-20a

は線維化形成に抑制的に働くと考えられたが、一方で、Spp1やMmp3などの線維

芽細胞がTGFβ1によって活性化した場合に増加するいくつかの遺伝子の発現の

増加も認められ、線維芽細胞の遊走を活性化させる可能性が示唆された。 

以上から、miR-20aは、TGF-β1のシグナルを一概に抑えるのではなく、線維芽

細胞の活性化を変化させる作用があると考えられた。 

miR-20aは、癌細胞[76]、内皮細胞[77]、間質細胞、脂肪細胞[78]においてTGF-βR2

をtargetとすることでTGFβシグナルを抑える報告がされているが、線維芽細胞に

おいては報告されたことはない。ヒトのIPFの肺組織とブレオマイシン誘導マウ

スの肺組織においてday28という後期の段階で、miR-20aの発現が減少すること

が報告されている[46]が、線維芽細胞のみに注目すると、ブレオマイシン誘導モ

デルの早期の段階でmiR-20aの発現が増加していた。 

肺線維症モデルでは、マクロファージ、上皮細胞、線維芽細胞など様々な細

胞が複数の役割を担っている。例えば、マクロファージは炎症性サイトカイン

の産生などを通じて炎症を増幅するとともに、死細胞やECMの除去などを通じ
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て炎症、線維化の終息にも重要な役割を担うなど、線維化の過程は複雑である。

今回の実験は、肺線維症におけるECMの主要な産生細胞である肺線維芽細胞と

miRNAの関連を、Col1a2-GFPレポーターシステムとIT-transferを用いて特異的に

解析したと言う点で、新規と言える。 

トランスクリプトーム解析においてfold-changeが5倍以上または5分の1以下の

ように大きく変動した遺伝子はなかった。その理由として、miRNAはmRNAの

3’UTRに対する相補的な配列を7～8塩基しか有していない場合が多く、shRNA

やsiRNAと比較して遺伝子発現の抑制効果が小さいためだと考えられる。 

また、IT-transferのモデルで、Spp1やMmp3の発現が増加していたのは、これら

の遺伝子がPDGF 、TNF-α、FGFシグナルなど、TGF-β1シグナル以外の経路で活

性化されていること、またTGF-βR2以外にmiR-20aのtarget遺伝子が存在している

ためと思われた。しかし、今回の実験ではTGF-βR2以外のtarget遺伝子は特定で

きなかった。トランスクリプトーム解析において、fold changeが大きく変動した

遺伝子がなく、クラスター解析やパスウェイ解析ができなかったので、トラン

スクリプトーム解析から、miR-20aが抑えているシグナルの推測もできなかった。 

しかし、miR-20aを過剰発現させた肺線維芽細胞において、コラーゲンなど呼

吸不全の一因になっている遺伝子の発現量が減少していた。ブレオマイシンモ

デルでは、数週間で線維化が改善するが、その一因をmiR-20aが担っていると考
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えられ、線維化が発症したときのnegative feedbackとしての役割を果たしている

ことが示唆された。 

IT-transfer モデルにおいて、miR-20a-線維芽細胞では、empty vector-線維芽細

胞と比較して、Acta2の発現量が3分の1程度、col1a1・col1a2の発現量が2分の1

程度まで低下していた。ブレオマイシンモデルの肺線維芽細胞においても、ウ

イルスを用いてmiR-20aを過剰発現させた線維芽細胞においても、miR-20aの発

現量の増加は同程度であったので、肺線維症モデルの線維化に対して、miR-20a

は、IT-transferモデルの結果と同程度関わっているのではないかと考えられる。 

今回マウス線維症モデルを用いて、線維化という病態が起こる過程において、

miRNAが線維芽細胞の活性化に果たす役割を示せた。本知見のヒトへの外挿性

は今後の検討課題であるが、mmu-miR-20a-5pとhsa-miR-20a-5pは同じ配列で、

mmu-miR-20a-3pとhsa-miR-20a-3pは1塩基以外同じ配列である。今回線維化に関

係があるのではないかと推測したTGF-βR2やHif1αはヒトにおいてもmiR-20a-5p

のtargetとなっている。また、IPFと肺線維症モデルマウスでは、病因・線維化の

経過が異なるが、TGF-β1が肺線維芽細胞を活性化させることは共通である。よ

って、今回得られた知見は、種を越えてヒトのIPFの線維芽細胞でも成り立つ可

能性が高いと思われる。マウスモデルとIPFの違いとして、マウスモデルは線維

化が可逆的であるが、IPFは不可逆的であるという点がある。ヒトIPFの線維芽細
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胞では、miR-20aを含めたmiR-19-92クラスターの発現量が減少しており、クラス

ターを過剰発現させると、in vitroにおいて線維芽細胞の活性化を抑えられたとい

う報告があり[46]、マウスモデルのようにmiR-20aの発現量が上昇すれば、IPFも

可逆的になる可能性がある。miR-20aを含めたmiR-19-92クラスターは転写因子

c-MYCによる発現制御を受けることが報告されているが[79]、IPF患者の肺組織

ならびに線維芽細胞では、c-MYC非依存的、メチル化感受性の発現制御も示唆

されている[46]。線維芽細胞特異的なmiR-20aの発現制御機構の解明が、新たな

治療標的の同定につながるかもしれない。近年、ヒト疾患研究では、本研究で

行ったようなシングルセルレベルでの解析とは全く逆に、ゲノム全体を巨視的

に見渡す｢ゲノムワイド関連解析（Genome Wide Association Study: GWAS）｣が精

力的に行われている。今後、ヒト肺線維症とmiRNAの関連についても同様のア

プローチで治療標的の研究が進展すると予想されるが、本研究で用いた

IT-transferの手法は、このような解析の中から得られた分子の機能を生体内で検

証する上で極めて有用なアプローチと考えられる。 
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図14 

 miR-20aは肺線維芽細胞の活性化を調節する。 

 miR-20aは肺線維症モデルにおいてネガティブフィードバックとしての

役割を果たす。 
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