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「炎症の慢性化機構の解明と制御に向けた基盤技術の創出」 
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慢性炎症に伴う臓器線維化の分子・細胞基盤 

 
 

§１１１１．．．．研究実施体制研究実施体制研究実施体制研究実施体制 

 

（１）｢松島｣グループ 

① 研究代表者：松島 綱治 （東京大学大学院医学系研究科、教授） 

② 研究項目 

・ 新規遺伝子改変マウスの開発 

・ 肺線維症モデルにおける組織細胞、炎症細胞の動態解析 

・ 正常および線維化誘導肺由来線維芽細胞の transcriptome解析 

 

（２）｢和田｣グループ 

① 主たる共同研究者：和田 隆志 （金沢大学医薬保健研究域医学系、教授） 

② 研究項目 

・ 線維化に関わる細胞基盤の確立 

・ 炎症の遷延化、筋線維芽細胞分化・活性化の分子基盤の確立 

 

（３）｢義江｣グループ 

① 主たる共同研究者：義江 修 （近畿大学医学部、教授） 

② 研究項目 

・ マウス γヘルペスウイルス誘導性肺線維症モデルの構築とその解析 

・ ヘルペスウイルスによる肺上皮細胞の上皮間葉移行（EMT）誘導機構の解明 

・ 滲出性マクロファージのサブセット化と炎症・線維化における機能解析 

 

（４）｢上阪｣グループ 

① 主たる共同研究者：上阪 等（東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科、准教授） 

② 研究項目 

H23 年度 

実績報告 
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・ 関節炎における病的滑膜線維芽細胞形成機構の解明 

・ 膠原病に伴う間質性肺炎の病態の解明 

・ 筋炎における筋由来細胞遊走因子の同定 
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§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容 

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

 

｢松島グループ｣ 

1) 新規遺伝子改変マウスの開発： Bacterial artificial chromosome (Bac)を用いて、（筋）線維芽

細胞の分離、細胞系譜解析、特異的遺伝子制御を可能にする Bac Tgマウスを作製し、導入遺伝

子を確認した 4 系統を取得、交配を開始した。 

2) 肺線維症モデルにおける組織細胞、炎症細胞の動態解析： 野生型、線維芽細胞可視化マウ

ス（Col1α2-GFP）、アポトーシス可視化マウス（SCAT3.1）、細胞周期可視化マウス（Fucci）を用いて

bleomycin 気道内投与急性肺線維症モデルを作製した。上皮細胞、内皮細胞、線維芽細胞画分

について細胞数を経時的に解析したところ、上皮細胞、内皮細胞では細胞数の著明な変化を認

めず、線維芽細胞は減少傾向にあった。一方、線維化肺由来線維芽細胞では細胞の芽球化と

Col1α2-GFP シグナルの増強を認め、活性化状態が示唆された。上皮細胞および線維芽細胞に

おいて、それぞれ投与 14日目および 7日目にアポトーシス亢進のピークを認める一方、内皮細胞

におけるアポトーシス亢進は軽度であった。アポトーシス亢進と平行して、各細胞画分における細

胞周期の亢進を認めた（図 1、２）。これらの結果から、本モデルにおける膠原線維の過剰沈着は

線維芽細胞の数的増加ではなく、機能亢進によるものであることが示唆された。 

 

活性化線維活性化線維活性化線維活性化線維芽細胞芽細胞芽細胞芽細胞線維芽細胞線維芽細胞線維芽細胞線維芽細胞

細胞外基質細胞外基質細胞外基質細胞外基質

（（（（I型型型型コラーゲンコラーゲンコラーゲンコラーゲン））））

ブレオマイシンブレオマイシンブレオマイシンブレオマイシン誘誘誘誘

導肺上皮傷害導肺上皮傷害導肺上皮傷害導肺上皮傷害

肺線維化肺線維化肺線維化肺線維化

細胞死・細胞周期の亢進

• 細胞死・細胞周期の亢進

• 細胞数の変動は限定的

• アポトーシス・細胞周期プローブを用いた組織

細胞の動態解析

• レポーターマウスを用いたシングルセルレベル

での線維芽細胞の動態・遺伝子発現解析

次世代DNAシークエンサーによる

遺伝子発現解析に見る活性化像

図図図図1 蛍光蛍光蛍光蛍光プローブプローブプローブプローブ・・・・レポーターマウスレポーターマウスレポーターマウスレポーターマウスをををを用用用用いたいたいたいた肺線維症肺線維症肺線維症肺線維症モデルモデルモデルモデルにおけるにおけるにおけるにおける組織細胞組織細胞組織細胞組織細胞のののの動態解析動態解析動態解析動態解析

ブレオマイシン誘導肺線維症モデルにおける上皮・内皮・線維芽細胞の動態を、細胞死プローブ(SCAT3.1)、細胞

周期プローブ(Fucci)およびCol1α2-GFPレポーターマウスを用いて解析した。本モデルでは上皮、内皮、線維芽細

胞における細胞死および細胞周期の亢進を認めたが、線維芽細胞の著明な増殖は認められなかった。一方、

線維化誘導時の線維芽細胞において活性化を示唆する細胞形質および遺伝子発現プロファイルの変化を認め、

本モデルにおける線維化病態形成は、線維芽細胞の質的な変化に起因する可能性が示唆された。
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図図図図2. ブレオマイシンブレオマイシンブレオマイシンブレオマイシン投与後投与後投与後投与後ののののCol1αααα2+
線維芽細胞線維芽細胞線維芽細胞線維芽細胞のののの分布分布分布分布とととと形質変化形質変化形質変化形質変化

Col1α2-GFPトランスジェニックマウスに生理食塩水またはブレオマイシンを投与し、2週間後に

Col1α2-GFP陽性細胞の組織分布と免疫表現型を解析した。ブレオマイシン投与群の肺線維化

部位においてGFP+細胞のクラスター形成を認め(A)、また1細胞当たりのCol1α2発現レベルの

亢進と芽球化を認めた(B)。

AAAA BBBB

 
 

 また、末梢血循環を介して骨髄から線維化組織に供給される線維細胞または間葉系幹細胞の、

線維化部位線維芽細胞プールへの相対的寄与度を検証するため、(Col1α2-GFP BM→Wt)骨髄

キメラマウスおよび (Col1α2-GFP/Wt)並体結合マウスを作製した。今後、これらのマウスを

bleomycin誘導急性肺線維症モデルに供する予定である。 

3) 正常および線維化誘導肺由来線維芽細胞の transcriptome解析： 生理食塩水または

bleomycin気道内投与後 14 日目の Col1α2-GFPマウス肺から酵素処理、磁気細胞分離、セルソ

ーティングにより CD45(-)CD31(-)EpCAM-1(-)Ter-119(-)Col1α2-GFP(+)線維芽細胞を純化し、Ion 

Torrent DNA sequencerを用いた transcriptome解析を行った。Bleomycin投与(+)または（-）線維芽

細胞について、それぞれ 1,080,798Tagおよび 1,893,139Tagの mRNA 由来配列が得られ、

bleomycin 投与で線維芽細胞に誘導または抑制される遺伝子、また投与に関わらず発現量が維

持される細胞表面マーカー候補分子などを取得した（表１）。今後これらの遺伝子群について

RT-PCRによる発現検証と in vitro/ ex vivo における機能検証を行い、最終的に線維化病態への関

与および診断・予防・治療標的としての可能性を検証する予定である。 

 

Tag countTag countTag countTag count BleoBleoBleoBleo/Cont/Cont/Cont/Cont

ratioratioratioratio

genegenegenegene

ContContContCont BleomycinBleomycinBleomycinBleomycin

0000 118118118118 #DIV/0!#DIV/0!#DIV/0!#DIV/0! cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)

0000 92929292 #DIV/0!#DIV/0!#DIV/0!#DIV/0! cyclincyclincyclincyclin----dependent dependent dependent dependent kinasekinasekinasekinase 1 (Cdk1)1 (Cdk1)1 (Cdk1)1 (Cdk1)

95959595 20538205382053820538 217217217217 secreted secreted secreted secreted phosphoproteinphosphoproteinphosphoproteinphosphoprotein 1 (Spp1), transcript variant 51 (Spp1), transcript variant 51 (Spp1), transcript variant 51 (Spp1), transcript variant 5

2222 361361361361 206206206206 cytokine receptorcytokine receptorcytokine receptorcytokine receptor----like factor 1 (Crlf1)like factor 1 (Crlf1)like factor 1 (Crlf1)like factor 1 (Crlf1)

2222 186186186186 106106106106 annexinannexinannexinannexin A8 (Anxa8)A8 (Anxa8)A8 (Anxa8)A8 (Anxa8)

2222 172172172172 98989898 leucineleucineleucineleucine----rich alpharich alpharich alpharich alpha----2222----glycoprotein 1 (Lrg1)glycoprotein 1 (Lrg1)glycoprotein 1 (Lrg1)glycoprotein 1 (Lrg1)

2222 162162162162 92929292 collagen triple helix repeat containing 1 (Cthrc1)collagen triple helix repeat containing 1 (Cthrc1)collagen triple helix repeat containing 1 (Cthrc1)collagen triple helix repeat containing 1 (Cthrc1)

2222 135135135135 77777777 cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)

4444 166166166166 47474747 syndecansyndecansyndecansyndecan 1 (Sdc1)1 (Sdc1)1 (Sdc1)1 (Sdc1)

12121212 542542542542 44444444 epiregulinepiregulinepiregulinepiregulin ((((EregEregEregEreg))))

Tag countTag countTag countTag count BleoBleoBleoBleo/Cont/Cont/Cont/Cont

ratioratioratioratio

genegenegenegene

ContContContCont BleomycinBleomycinBleomycinBleomycin

0000 118118118118 #DIV/0!#DIV/0!#DIV/0!#DIV/0! cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)

0000 92929292 #DIV/0!#DIV/0!#DIV/0!#DIV/0! cyclincyclincyclincyclin----dependent dependent dependent dependent kinasekinasekinasekinase 1 (Cdk1)1 (Cdk1)1 (Cdk1)1 (Cdk1)

95959595 20538205382053820538 217217217217 secreted secreted secreted secreted phosphoproteinphosphoproteinphosphoproteinphosphoprotein 1 (Spp1), transcript variant 51 (Spp1), transcript variant 51 (Spp1), transcript variant 51 (Spp1), transcript variant 5

2222 361361361361 206206206206 cytokine receptorcytokine receptorcytokine receptorcytokine receptor----like factor 1 (Crlf1)like factor 1 (Crlf1)like factor 1 (Crlf1)like factor 1 (Crlf1)

2222 186186186186 106106106106 annexinannexinannexinannexin A8 (Anxa8)A8 (Anxa8)A8 (Anxa8)A8 (Anxa8)

2222 172172172172 98989898 leucineleucineleucineleucine----rich alpharich alpharich alpharich alpha----2222----glycoprotein 1 (Lrg1)glycoprotein 1 (Lrg1)glycoprotein 1 (Lrg1)glycoprotein 1 (Lrg1)

2222 162162162162 92929292 collagen triple helix repeat containing 1 (Cthrc1)collagen triple helix repeat containing 1 (Cthrc1)collagen triple helix repeat containing 1 (Cthrc1)collagen triple helix repeat containing 1 (Cthrc1)

2222 135135135135 77777777 cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)cell adhesion molecule with homology to L1CAM (Chl1)

4444 166166166166 47474747 syndecansyndecansyndecansyndecan 1 (Sdc1)1 (Sdc1)1 (Sdc1)1 (Sdc1)

12121212 542542542542 44444444 epiregulinepiregulinepiregulinepiregulin ((((EregEregEregEreg))))

表表表表1. ブレオマイシンブレオマイシンブレオマイシンブレオマイシン肺線維症肺線維症肺線維症肺線維症モデルモデルモデルモデルにおいてにおいてにおいてにおいて線維芽細胞線維芽細胞線維芽細胞線維芽細胞にににに発現誘導発現誘導発現誘導発現誘導されるされるされるされる遺伝子群遺伝子群遺伝子群遺伝子群
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｢和田グループ｣ 

1） 肝臓の慢性炎症の状態において線維化が進行する機序について、最近インターフェロン療法

を行った C 型慢性肝炎 168例の血液中アミノ酸分析、うち、91 例の Affimetrix チップを用いた包

括的発現遺伝子解析を行い、線維化が進行した症例における、細胞内のmTORシグナルと FoxO

シグナルを介したインターフェロン反応性低下機序を明らかにした。本年は分子機序について培

養細胞を用いた解析を進めた。 

2）心筋線維化・肥大モデルとして、平滑筋αアクチン（αSMA）プロモーター下に S1P1を発現する

マウスを確立し、S1P1がアンギオテンシン II 系との間に相互作用を有することを見出した。 

3）無菌下における皮膚の打ち抜き損傷の創傷治癒モデルにおいて、血流中の骨髄由来血管内

皮前駆細胞（EPC）が、皮膚損傷部位で産生されるケモカインCCL5と、EPCに発現しているCCL5

のレセプターである CCR5に作用することによって、EPCを損傷部位に集積、VEGFおよび TGF-β

産生を介して新生血管形成をさらに促進することを明らかとした（B-1）。また、化学物質の反復投

与により大腸に多発性腫瘍を発症させるモデルマウスにおいて、線維化の程度と大腸発がん発症

との間に相関を認め、また腫瘍部位での線維化への骨髄由来線維細胞(fibrocyte)の関与が示唆

された。 

4）糖尿病性腎症の進展機序である炎症細胞浸潤と線維化に着目し、ヒト線維細胞の活性化と線

維化機序にはたす CCL2/CCR2の関与を検討した。高糖濃度下での CCL2刺激により 1 型コラー

ゲンおよび TGF-β1の発現が亢進すること、高糖濃度下ではヒト線維細胞に CCR2が発現すること、

さらに CCR2阻害により，1 型コラーゲンおよび TGF-β1 の発現が抑制されることが明らかとなり、ヒ

ト線維細胞は高血糖および MCP-1/CCR2を介して糖尿病性腎症の進展に関与することが示唆さ

れた。 

 

｢義江グループ｣ 

 特発性肺線維症（IPF）の発症・増悪への関与が示唆されているヘルペスウイルス感染に着目し、

マウス γ ヘルペスウイルス（MHV68）誘導性肺線維症モデルの樹立を試みた。本モデルでは、従

来のブレオマイシン単独投与に比べ炎症の激化とハイドロキシプロリン量の増加を確認しており、

ヘルペスウイルス感染を伴うヒト IPF 病態形成を解析するのに有用な実験モデルであると考えられ

た。そこでまず、ウイルス誘導性の炎症反応過程を評価するため、ウイルス感染後の肺胞洗浄液

中のサイトカイン量および浸潤細胞種を経時的に解析した。その結果、１）Th1/Th2/Th17サブセッ

ト機能に関与するサイトカインのうち IL-27 が感染後 14日まで増加すること、２）感染後 7 日からマ

クロファージ、T 細胞、NK 細胞の浸潤が顕著に増加すること、３）抗 IL-27 抗体の連続投与により、

いずれの細胞亜集団の浸潤も有意に抑制され、間質性肺炎の病像が軽減されることを見出した。

以上の結果、ヘルペスウイルス感染は肺線維症の増悪因子であること、IL-27 が肺線維症発症を

抑制するための標的分子となる可能性があること、が示唆された。 

 

｢上阪グループ｣ 

線維細胞の滑膜炎病態形成への関与を検討するため、マウスの末梢血・骨髄細胞からの線維細
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胞の同定と培養系の条件検討を行った。また、膠原病にしばしば合併する間質性肺炎の病態解

明、治療法の開発を目的として、関節炎を発症した後に間質性肺炎を併発するモデルマウスの樹

立を試みた。D1CC マウスは、MHC クラス II 発現の制御を行う CIITA 遺伝子を II 型コラーゲン

（Col II）プロモーター、エンハンサー下に導入し、関節軟骨特異的に MHC クラスⅡの発現を誘導

したマウスである。D1CCマウスに Col II を免疫(0 週、および 3 週に)すると、関節炎発症に引き続

き、33 週目頃より間質性肺炎が発症する。現在、2 度のコラーゲン免疫を終え、間質性肺炎発症

前の肺サンプルを採取している。今後、間質性肺炎発症時、および進行期(線維化期)に肺サンプ

ルを採取し、浸潤細胞の同定、発現分子の比較など行っていく。さらに、筋炎モデルにおいて、筋

組織にリンパ球・マクロファージ・線維芽細胞などの遊走を起こす因子を同定するため、筋肉の壊

死・再生過程や前駆細胞からの分化過程において、筋肉に発現する細胞遊走因子のスクリーニ

ングを行った。 



 7 

§３３３３．．．．成果発表等成果発表等成果発表等成果発表等 

 

（（（（３３３３－－－－１１１１））））    原著論文発表原著論文発表原著論文発表原著論文発表 
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