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【緒言】 

特発性肺線維症を始めとする線維性間質性肺疾患は慢性進行性かつ予後不良な疾患

群であり、更なる病態解明や新規治療開発が望まれている。肺線維症の病態形成過程

では様々な細胞が関与することが知られているが、その中でも線維芽細胞は細胞外マ

トリックス産生や組織の硬さを調節する重要な役割を担っている。我々は先行研究に

おいて、ヒト肺線維症組織に特徴的に増加する meflin 陽性線維芽細胞を同定した。ま

た、ノックアウト(KO)マウスを用いて、meflin がブレオマイシン誘導肺線維症を抑制

することを発見した。本研究では肺線維症における meflin の機能を更に解明するため

新たな肺線維化誘導モデルで検証を行うと共に、meflin によって制御される新規抗線

維化分子の探索・機能解析を行った。 

 

【方法】 

野生型(WT)及び meflin-KO マウスに非晶質性シリカナノ粒子を単回気管内投与し

て、肺の線維化の程度や遺伝子発現等を評価した。WT 及び meflin-KO マウスより初

代肺線維芽細胞を単離し、線維化の主要なメディエーターである transforming growth 

factor-β(TGF-β)投与を行った際の遺伝子発現の変化を cDNA マイクロアレイで網羅的

に解析した。マイクロアレイで注目した新規分子について、単一細胞 RNA シークエ

ンス(scRNA-seq)のデータベースを用いて肺内における発現細胞を確認した。新規分

子の KO マウスを用いて肺線維芽細胞やシリカナノ粒子誘導肺線維症モデルにおける

抗線維化作用の検討を行った。Meflin の発現が抑制された肺線維芽細胞において TGF-

β 刺激と同時に新規分子のリコンビナントタンパクを補充することで抗線維化作用が

発揮されるか、KO マウス由来の初代細胞系及び siRNA を用いた発現抑制系で確認した。 

 

【結果】 

シリカナノ粒子誘導肺線維症モデルにおける meflin の抗線維化作用 

シリカナノ粒子誘導肺線維症モデルにて、meflin-KO マウスは WT マウスと比較し

て病理学的に定量評価した線維性病変の有意な拡大を認めた(Figure 1A,B)。Meflin-KO

マウスでは肺組織への細胞外マトリックスの異常な蓄積や α 平滑筋アクチンの発現増

加を認めた(Figure 1C-E)。WT マウスではシリカナノ粒子により肺組織内の meflin が

増加した(Figure 1F)。シリカナノ粒子を投与した Meflin-KO マウスの肺組織では Smad2

のリン酸化が亢進しており、meflin による TGF-β シグナル調節が示唆された(Figure 1G)。 

 

cDNA マイクロアレイによる肺線維芽細胞における meflin 制御下新規分子の探索 

肺線維芽細胞を用いたマイクロアレイ解析において、WT と meflin-KO の 2 群間で

発現に有意な差を認めた遺伝子数は、TGF-β 未刺激下で 862 遺伝子(meflin-KO 群で発

現亢進 221、発現低下 641)、TGF-β 刺激下で 6327 遺伝子(meflin-KO 群で発現亢進 3159、

発現低下 3168)であった(Figure 2A)。Bone morphogenic protein 3b(Bmp3b)(=Growth 

differentiation factor 10 [Gdf10])は TGF-β 刺激時に meflin-KO 肺線維芽細胞で顕著に低
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下する遺伝子の一つであった(Figure 2B)。 

 

scRNA-seq データベースを用いた肺内における Bmp3b 発現細胞の同定 

マウス及びヒトの肺を用いた scRNA-seq データベース(マウス：Tabula Muris、ヒト：

Human Lung Cell Atlas)において、Bmp3b 発現細胞は線維芽細胞を含む間質系細胞の一

部に集簇していた(Figure 3A-D)。 

 

マウス肺線維芽細胞における BMP3b の抗線維化作用 

WT 及び Bmp3b-KO マウスより単離した初代肺線維芽細胞において TGF-β 誘導表現

型を評価した。TGF-β 未刺激下にて、Bmp3b-KO 肺線維芽細胞では WT 肺線維芽細胞

と比較して meflin の発現が亢進していた(negative feedback loop)(Figure 4A,B)。Bmp3b-

KO 肺線維芽細胞では、WT 肺線維芽細胞と比較して TGF-β によって誘導される過剰

な細胞外マトリックスや α 平滑筋アクチンの発現が有意に増加し、Smad2 のリン酸化

も亢進した(Figure 4A,C-E)。 

 

シリカナノ粒子誘導肺線維症モデルにおける BMP3b の抗線維化作用 

シリカナノ粒子誘導肺線維症モデルにおいて、Bmp3b-KO マウスは WT マウスと比

較して病理学的に定量評価した線維性病変の有意な拡大を認めた(Figure 5A,B)。

Bmp3b-KO マウスでは肺組織への細胞外マトリックスの異常な蓄積増加を認めたが、

α 平滑筋アクチンの増加は WT マウスと差を認めなかった(Figure 5C-E)。Bmp3b-KO

マウスの肺組織では meflin-KO マウス同様、シリカナノ粒子投与時に Smad2 のリン酸

化が亢進していた(Figure 5E)。 

 

Meflin 発現抑制下での肺線維芽細胞における BMP3b の抗線維化作用 

Meflin の発現が抑制された肺線維芽細胞においても BMP3b が抗線維化作用を示す

か確認するため、meflin-KO マウスより単離した初代肺線維芽細胞に TGF-β 刺激と同

時にリコンビナント BMP3B(rBMP3B)を投与して表現型を確認した。Meflin-KO マウ

ス肺線維芽細胞において TGF-β によって誘導された過剰な細胞外マトリックスの増

加は rBMP3B によって有意に抑制された(Figure 6A-C)。さらに正常ヒト肺線維芽細胞

において siRNAを用いて meflinをノックダウンさせた後、TGF-β刺激と同時に rBMP3B

を投与して表現型を確認したところ、TGF-β により誘導された過剰な細胞外マトリッ

クスの増加は抑制された(Figure 6D-F)。マウス・ヒトの肺線維芽細胞共に TGF-β で誘

導された α 平滑筋アクチンの発現増加は rBMP3B で抑制されなかった(Figure 6A,C,D,F)。 

 

【考察】 

我々は肺線維症の病態において meflin によって制御される BMP3b が抗線維化作用

を示すことを初めて報告した。ブレオマイシン誘導肺線維症モデル同様、シリカナノ

粒子誘導肺線維症モデルにおいても meflin は線維化を抑制しており、抗線維化作用を
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支持する結果であった。Meflin によって制御される下流の分子が抗線維化作用を示す

と仮説を立て、WT 及び meflin-KO 肺線維芽細胞を TGF-β で刺激した際の遺伝子発現

を cDNA マイクロアレイで解析し、新規分子の探索を行った。TGF-β 刺激によって WT

と meflin-KO 肺線維芽細胞の遺伝子発現に大きな差が見られることから、meflin は

TGF-β シグナル経路を調節していると推察された。BMP3b は TGF-β 刺激時に meflin-

KO 肺線維芽細胞で最も低下しており、scRNA-seq データベースで meflin と同じよう

に間質系細胞に集簇して発現しているため、密接な関連性があると考えて機能解析を

行った。 

BMP3b の機能解析では、Bmp3b-KO マウスを用いて検討することが出来た。Bmp3b-

KO 肺線維芽細胞は TGF-β で誘導される異常な線維形成を増強し、Bmp3b-KO マウス

はシリカナノ粒子誘導肺線維症において線維化を悪化させることから、肺線維症の病

態における BMP3b の抗線維化作用が示唆された。さらに BMP3b の抗線維化作用を検

証するため、リコンビナントタンパクを用いた検討を行った。肺線維芽細胞において

meflin の発現が抑制されていても rBMP3B は TGF-β で誘導される過剰な細胞外マトリ

ックス増加を抑制した一方、α 平滑筋アクチンの発現増加は抑制しなかった。これに

より BMP3b は meflin 陽性線維芽細胞における抗線維化作用のうち、少なくとも一部

を担っていると考えられた。Meflin が制御する他の経路、BMP3b が調節する下流のシ

グナルについては未だ不明な点が多く、今後の検討課題である。 

BMP3b はリコンビナント製剤の入手が比較的容易であるため治療応用にメリット

があり、ヒトへの臨床応用を目指してマウス肺線維症モデルにおける rBMP3B の有用

性等、さらなる検討を行っていく予定である。 

 

【結語】 

BMP3b は肺線維芽細胞において meflin によって制御される抗線維化分子である。 
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