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要旨 

 

特発性肺線維症に代表される肺線維症は、過剰な細胞外マトリックスの沈着に

より臓器の機能不全をもたらす予後不良の疾患である。細胞外マトリックスの

産生源である活性化線維芽細胞の起源は未だ不明であり、活発な議論が行われ

ている。私はこれまで知見に乏しかった線維芽細胞の肺線維化における動態や

性状を特異的に解析し、その活性化様式を明らかにした。さらに、新規に確立

した経気道移入法を用いて系譜追跡を行い、常在性線維芽細胞の活性化能が最

も高い事を明らかにした。本研究で明らかになった肺線維化の細胞及び分子基

盤により、肺線維症の進行を抑制する新規治療標的の発見に繋がることが期待

される。 
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略語一覧 

-SMA  Alpha-smooth muscle actin 

Al  肺胞腔 (alveolar airspace) 

BFA  Brefeldin A 

BLM  ブレオマイシン (bleomycin) 

br  細気管支 (bronchiole) 

bv  血管 (blood vessel) 

BrdU  Bromodeoxyuridine 

Col1  Type I collagen 

Col4  Type IV collagen 

Col-GFP  I 型コラーゲンの GFP レポーターマウス 

DIC  微分干渉像 (differential interference contrast) 

ECM  細胞外マトリックス (extracellular matrix) 

EMT  上皮間葉転移 (epithelial-mesenchymal transition 

FSC  Forward scatter 

GFP  Green fluorescent protein 

GO  Gene ontology 

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

Lin  Lineage 
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LL  左葉 (left lobe) 

MFI  Mean fluorescence intensity 

NG2  Neural/glial antigen 2 

OPN  Osteopontin 

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

PI  Propidium iodide 

qPCR  定量的リアルタイム PCR (quantitative real time PCR) 

SAGE  Serial analysis of gene expression 

SSC  Side scatter 

TGF-  Transforming growth factor beta  
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第一章 序文 

 

線維症の社会的背景 

線維化は慢性的な炎症の結果として引き起こされる各臓器に共通の終末像であ

る。継続的な組織傷害によって組織の構築が破壊され、コラーゲン等の細胞外

マトリックスが不可逆的に沈着する[1]。有効な治療法に乏しい場合が多く、線

維化が進行すると最終的に臓器不全によって死に至る。代表的な線維症とし

て、肺における特発性肺線維症（idiopathic pulmonary fibrosis: IPF）や肝臓にお

ける肝硬変、腎臓における糖尿病性腎症が知られている。また、多くの自己免

疫疾患においても線維化が進行する[2]。さらには一部のがんにおいて組織が線

維化することが知られており、線維化と発がんの関連が注目されている[3]。線

維化は先進国における死因の４５％までに関連するとも言われている[4]。糖尿

病性腎症に伴う透析患者の増加など、線維症疾患が国の医療費を増大させる一

因にもなっており、線維症の克服は社会的にも重要な課題である。 

  IPF は、肺胞壁の間質を病変の場とする間質性肺炎の中でも頻度が高く、

最も重篤なものである[5]。多くの患者は 50 歳以上で発症し、女性よりも男性

の方が発症しやすい傾向がある。さらには喫煙歴も危険因子である。有病率は

10 万人中 13－20 人とされており[5]、国内においても１万人以上の患者を有し
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ている。発症の原因は分かっておらず、肺移植を除いて症状の進行を根本的に

止める治療法は存在しない。診断後の生存期間中央値が 2.5 – 3.5 年という、極

めて予後不良の疾患である[6]。 

IPF が発症する原因は不明だが、間質性肺炎患者のおよそ５％を占めると

考えられている家族性肺線維症の情報を基に発症機序について仮説が立てられ

ている[5]。家族性肺線維症の原因遺伝子として同定されている surfactant 

protein C（SFTPC）や surfactant protein A2（SFTPA2）はいずれも２型肺胞上皮

細胞に高発現している遺伝子であり、遺伝子変異によってタンパク質の折り畳

みが上手くいかず、変性タンパク質が蓄積して小胞体ストレス応答を引き起こ

すことが分かっている[7,8]。また、テロメラーゼをコードする遺伝子である

TERT と TERC の変異も一部の家族性肺線維症に見られる[9]。TERT や TERC の

変異は散発性 IPF のごく少数にしか見られないが、一方で変異の有無に関わら

ず IPF 患者における肺胞上皮細胞のテロメア長は健常人と比べて有意に短いこ

とが報告されている[10]。これらに加えて、細気管支の上皮細胞に発現するム

チンの一種である MUC5B の変異が家族性肺線維症・散発性 IPF 両患者で高頻

度に見られることが最近明らかになった（IPF 患者の 38％）[11]。この変異は

MUC5B のプロモーター領域に存在し、MUC5B の発現を上昇させる変異である

とされているが、IPF の発症に結びつく詳しいメカニズムは分かっていない。
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これらの遺伝的要因を総合すると、肺の上皮細胞におけるタンパクの発現異常

とそれに伴う小胞体ストレス、さらにはテロメア長が IPF 発症の原因と関わり

があることが予想される。しかしながら、同様の遺伝子変異をマウスに導入し

ても IPF 様の症状が自然発症するわけではなく、薬剤やウイルスによる付加的

な傷害が線維化の誘導に必要なことが分かっており[12] 、IPF の発症機構の解

明は難航している。そのため、IPF の治療戦略として、臓器機能不全の直接的

な原因となる細胞外マトリックスの過剰な沈着を抑制するアプローチも模索さ

れている。 

IPF の治療薬としては現在ピルフェニドン（pirfenidone）とニンテダニブ

（nintedanib）が承認されている。ピルフェニドンの作用機序はよく分かってい

ないが、動物の肺線維症モデルで抑制的な働きを示し、臨床治験が行われた経

緯がある[13]。ニンテダニブは vascular endothelial growth factor (VEGF)、

fibroblast growth factor (FGF)、platelet-derived growth factor (PDGF)等複数のパス

ウェイを阻害するチロシンキナーゼ阻害薬であり、投与により呼吸機能の低下

を抑制することが明らかになった[14]。しかしながら、いずれの薬においても

症状の進行を遅らせるのみで、病気の根本的な克服には至っていない。また、

治療として肺移植を選択した場合も、移植後の 5 年生存率は 50％程度であり

[15]、拒絶など新たなリスクを伴うので、肺移植も決して万能な治療法ではな
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い。IPF の病因及び病態を明らかにし、症状の進行のメカニズムに基づいたよ

り特異的な新規治療法を開発することが必要とされている。 

 

IPF の病理学的特徴 

IPF は通常型間質性肺炎（usual interstitial pneumonia: UIP）と呼ばれる病理像を

呈す。UIP の特徴として、肺下部の胸膜下に蜂巣肺と呼ばれる、線維化によっ

て肺胞構造が崩壊して再構築され、気腔が拡張した像が見られる。蜂巣肺の領

域では細気管支上皮細胞様の形態をした上皮細胞が過形成を起こしていること

が多く、線維化が進行した終末像であるとされる。また、肺の近位は比較的通

常の構造を保っており、低倍率で組織像を観察した時に線維化領域と通常領域

が不均一に見られることも UIP の特徴である[16]。さらに、通常領域と線維化

領域の境界周辺において、紡錘状の線維芽細胞が上皮下にクラスターを形成し

ている像が見られる。このクラスターは線維芽細胞巣（fibroblastic foci）と呼ば

れ、線維化の病変が進行している最前線であると考えられており、活発に細胞

外マトリックスの産生が行われている[16]。線維芽細胞巣の特徴として、正常

の状態では上皮基底膜に囲まれた間質の領域に存在する線維芽細胞が、基底膜

の気腔側でクラスターを形成し、上皮細胞と基底膜を介さずに接触しているこ

とである[17-20]。上皮傷害が生じている場所で活性化した線維芽細胞が肺胞腔
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へ浸出することが知られており[21]、肺胞腔に移動した線維芽細胞が集積・増

殖した結果として線維芽細胞巣が形成されると考えられている[18,19]。線維芽

細胞巣が形成される病態生理学的な意味は分かっておらず、形成後の運命も不

明である。線維芽細胞巣とは対照的に、より時間が経過した蜂巣肺のような線

維化領域では比較的細胞の密度が低く、コラーゲン線維が中心に見られる

[16]。また、IPF は線維化進行部位における白血球の浸潤を伴わない特徴があ

り、ステロイド等の抗炎症療法が線維化進行の抑制に効果を示さないことが知

られている[5]。 

 

線維化の細胞・分子機構 

細胞外マトリックスの産生及び沈着は創傷治癒の一過程である[22]（図 1）。皮

膚等の上皮組織が傷害を受けた時、傷害部位で血液が凝固して炎症が始まる。

傷害部位の周囲で線維芽細胞が活性化し、フィブリン等の transitional matrix を

足場に傷害部位へ遊走する。線維芽細胞は移動と同時にコラーゲン等の細胞外

マトリックスを産出し、さらには収縮能を持つ筋線維芽細胞（myofibroblast）

に分化して収縮する。収縮により傷害部位が小さくなり、再上皮化が起こる。

創傷治癒の完了と同時に多くの筋線維芽細胞はアポトーシスによって組織から

除かれる[23]。線維化が生じている場所では、筋線維芽細胞等の活性化した線
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図１ 創傷治癒と線維化 

創傷治癒の過程。皮膚等の上皮組織が傷害を受けると、出血によって血餅が形

成される。血餅中にはフィブリン等の transitional matrix が含まれており、周囲

の組織から筋線維芽細胞の前駆体が遊走してくる。これらの前駆体の活性化に

TGF-が関わっていることが分かっている。筋線維芽細胞は収縮することで創

傷部位を小さくする。再上皮化の後に筋線維芽細胞はアポトーシスによって組

織から除かれるが、線維化が生じている場所では筋線維芽細胞が蓄積し、過剰

にコラーゲンを沈着させていると考えられている。引用文献[22]の図を改変し

て再描画。  
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維芽細胞による細胞外マトリックス産生が継続し、それらが不可逆的に組織沈

着する状態であると考えられている[22]。線維症疾患の多くで上皮傷害が線維

化の引き金となっていることも示唆されており[1]、慢性炎症や慢性的組織スト

レスによって上皮傷害が継続し、創傷治癒の過程が妨げられている状態と考え

られている。 

筋線維芽細胞は線維症においても線維化領域で見られ、過剰にコラーゲン

を産出しているエフェクター細胞であると考えられている[24,25]。筋線維芽細

胞のマーカーとして最もよく用いられているのが alpha-smooth muscle actin (-

SMA)である。通常は平滑筋細胞に発現しているこの分子は、線維芽細胞の活

性化や細胞が置かれた機械的ストレスによって発現が誘導される[26]。また、

線維芽細胞において-SMA の発現を誘導し、線維症においてもその主要な役割

が報告されている分子として transforming growth factor beta (TGF-)が挙げられ

る[27]。TGF-シグナルが肺線維化を促進することは様々な実験報告により明

らかにされているが、TGF-は線維化以外にも生体において様々な役割

を担っているため、それ自体を治療標的とすることは困難であり、TGF-の翻

訳後における活性制御を標的にした治療薬が模索されている。TGF-は主に上

皮細胞や組織に浸潤したマクロファージ等によって分泌されるが、通常は活性

の無い潜在型複合体として細胞外マトリックスや一部の細胞表面に付着する
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[30]。この潜在型 TGF-からの活性型 TGF-の放出にはインテグリンの結合を

介した複合体の構造変化が関与することが明らかになっている。TGF-

の活性体放出に寄与し、傷害部位近辺の活性化上皮細胞に高発現する integrin 

v6 の中和抗体は動物の肺線維症モデルにおいて顕著な治療効果を示し、現在

ヒトの肺線維症を対象に臨床治験が行われている[30]。 

線維症は組織の破壊と再構築を伴い、TGF-のような発生でその役割が知

られている遺伝子が活性化していることが分かっている。IPF 患者の肺におい

て WNT/-catenin 経路関連遺伝子の発現亢進が見られており[32]、WNT/-

catenin 経路の活性化を意味する-catenin の核移行が２型肺胞上皮細胞と線維芽

細胞巣において報告されている[33]。また、IPF 患者の肺における線維化領域の

上皮細胞が Sonic hedgehog (SHH)を発現していることが明らかになっている

[34]。これらのモルフォゲンが線維症において果たす役割は不明だが、上皮細

胞と間質細胞のクロストークを制御することが in vitro の実験や発生の研究によ

り分かっており[35,36]、新規治療標的分子として注目されている。 

 

筋線維芽細胞の細胞起源 

細胞外マトリックスの過剰な沈着をもたらすエフェクター細胞である筋線維芽

細胞は治療標的として注目されてきた。その前駆体と活性化の分子機構を明ら
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かにすることは標的分子の探索に必要不可欠であるが、筋線維芽細胞の細胞起

源は長年激しい論争が続いており、未だ統一見解は得られていない。古典的に

は組織常在性線維芽細胞が組織傷害によって筋線維芽細胞に分化すると考えら

れてきたが、1990 年代に骨髄由来の線維細胞（fibrocyte）が血流を介して抹消

の組織に供給され、筋線維芽細胞に分化することが報告された[37]。さらに、

遺伝子工学の技術が発展し、遺伝子改変マウスを用いて特定の細胞種を特異的

に標識してその運命を辿ること（系譜追跡）が可能になると、種々の細胞の系

譜追跡を行って筋線維芽細胞の起源探索が行われた。その中でも 2000 年代に

入って上皮細胞が上皮間葉転移（epithelial mesenchymal transition; EMT）を起こ

して筋線維芽細胞に分化し、細胞外マトリックスの沈着に貢献することが複数

のグループから次々と報告された[38,39]。また、2000 年代の後半からは

Duffield らのグループが腎臓の線維化モデルにおいて報告したのを皮切りに、

血管周囲細胞（pericyte）が筋線維芽細胞の主要な起源であるとの報告が相次い

だ[40-42]。しかしながら、いずれの細胞種においても、筋線維芽細胞への貢献

に否定的な報告もなされており、活発な議論が続いている（図 2）。 
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図２ 活発な議論のある筋線維芽細胞の起源 

線維症において過剰な細胞外マトリックス沈着のエフェクター細胞とされる筋

線維芽細胞の起源は様々な説があり、現在も活発な議論が続いている。上皮細

胞が上皮間葉転移（EMT）を介して分化する説や、線維細胞が血流を介して分

化する説がある。また、血管に近接して血管基底膜（点線）の内側に位置する

血管周囲細胞や、常在性線維芽細胞が起源であるとする説もある。 
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  線維細胞は CD45、CD34 等の白血球マーカーを発現し、I 型コラーゲン陽

性で定義される細胞であり[37]、線維細胞は骨髄から由来するとされている

[43]。また、CD11b 等の単球マーカーを発現しているとの見解もある[44]。線

維細胞は培養によって接着性で紡錘状の形態をした細胞に分化し、筋線維芽細

胞様の性状を示す[44]。CXCR4 を発現しており、炎症部位で分泌される

CXCL12 に反応して組織に浸潤し、線維化を促進するとの報告もある[45]。一

方で、骨髄キメラや並体結合（parabiosis）を用いた実験から、血流を介して組

織に供給される I 型コラーゲン産生細胞は非常に少数であるとの報告も複数の

グループから各臓器の線維症モデルでなされている[40,46,47]。最近 Vav-cre ト

ランスジェニックマウスを用いた血球細胞における I 型コラーゲンのコンディ

ショナルノックアウト（Vav-cre/col1a1fl/fl）実験により、血球細胞由来の I 型コ

ラーゲンはブレオマイシン誘導性肺線維症の線維化に貢献しないことが明らか

になった[48]。さらに同論文で著者らは、CD45 陽性細胞が培養液中の I 型コラ

ーゲンを取り込むことによってフローサイトメーターで I 型コラーゲン陽性に

変化することを示し、これまでの線維細胞に対する報告は遺伝子の転写・翻

訳、組織へのコラーゲン産出等の直接的な証拠が希薄であると述べている

[48]。線維細胞が線維化において果たす役割を明らかにするためには、筋線維

芽細胞への分化能だけではなく、組織に常在する細胞との相対的なコラーゲン
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産生量など定量的な線維細胞の解析が必要である。 

  EMT は発生やがんの分野で広く認められている現象であり[49]、線維症で

見られる上皮細胞の異常や活性化しているシグナル経路から、線維症でもその

役割が疑われている[39]。肺線維症モデルにおいて EMT が生じる論拠として、

上皮細胞マーカーと間質細胞マーカーが一部で共局在することや、単離した上

皮細胞が in vitro の培養で間質細胞様に分化することが指摘されてきた[50-52]。

Rock らは２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 発現細胞の系譜追跡を行い、肺線維症モデルにおいてそれ

らが間質に移動せず、-SMA や S100a4 等の活性化線維芽細胞マーカーを発現

しない事を報告し、筋線維芽細胞の起源として上皮細胞を否定した[53]。腎臓

や肝臓の線維症モデルにおいても EMT を介する筋線維芽細胞への寄与に否定

的な報告がなされている[41,54-56]。一方で、慢性的な傷害が生じている組織の

上皮細胞で、発生やがんにおける EMT と同様の遺伝子活性化が起こっている

ことが報告されており[39]、EMT は上皮細胞による I 型コラーゲン産生細胞へ

の直接的な分化よりも、間質細胞とのクロストークを促し、線維化促進性の変

化を与えるものとして定義を変えつつある[57,58]。 

  血管周囲細胞は血管の外側で血管内皮細胞に近接している細胞であり、血

管形成や種々の血管機能に関わっているとされている[59]。血管周囲細胞の大
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部分は血管基底膜の内側に存在しており、血管内皮細胞と直接的な接触を部分

的に持っているとされる[60]。Duffield らは腎臓において Foxd1 で標識される細

胞が血管周囲細胞様の特徴を有しており、一側尿管結紮モデルで I 型コラーゲ

ン産生細胞の主要な起源であることを報告した[41]。その後立て続けに脊髄、

皮膚、筋肉、肺においても血管周囲細胞様の細胞が瘢痕形成細胞の主要な起源

であることが複数のグループから報告された[42,61,62]。これらの報告では、定

常状態で血管に近接して血管基底膜に囲まれている血管周囲細胞が、組織傷害

時に血管を離れて基底膜の外側に移動し、筋線維芽細胞に分化して瘢痕を形成

することを示している。また、一部の血管周囲細胞は線維芽細胞のみならず脂

肪細胞や軟骨細胞等の間葉系細胞への多分化能を有しているとの報告もあり

[63]、末梢組織における間葉系幹細胞としての役割が疑われている。一方で、

血管周囲細胞が主要な I 型コラーゲンの産生源ではない事を示唆する系譜追跡

の報告もある。Rock らは肺線維症モデルにおいて血管周囲細胞の一つのマーカ

ーである neural/glial antigen 2 (NG2)を発現する細胞を系譜追跡し、それらが筋

線維芽細胞の主要な起源でないことを示した[53]。LeBlue らも同様に腎臓の線

維症モデルにおいて、NG2 を発現する血管周囲細胞が腎臓の線維化に貢献しな

いことを示した[64]。 

これらの相争う実験結果が報告される原因の一つとして、血管周囲細胞の
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特徴や同定方法が確立していないことが挙げられる。現在提唱されている血管

周囲細胞の表面マーカーとして PDGF receptor  (PDGFR), CD146, NG2 がある

が、いずれの分子も単独で血管周囲細胞を同定できる特異性は無く、さらには

血管周囲細胞内での異質性も見られる[42,61]。また、あるグループが血管周囲

細胞と定義している集団は血管周囲の線維芽細胞であるとする反論もあり

[65]、臓器ごとにこれらの細胞の解剖学的・生理学的な特徴付けが必須である

と考えられる。肝傷害に伴う線維症において、肝臓における血管周囲細胞とさ

れる肝星細胞（hepatic stellate cell）が筋線維芽細胞の主要な起源であることは

比較的広く受け入れられているが[66,67]、肝星細胞は一般的な血管周囲細胞と

は異なる特徴を持つ。肝星細胞はディッセ腔と呼ばれる内皮細胞と肝細胞の間

の場所で内皮細胞に近接しているが、一般的な血管周囲細胞のように血管基底

膜の内側に存在するわけではない[68]。また、ビタミン A を細胞内の脂肪滴に

貯蔵しており、これらは筋線維芽細胞への活性化時に消失することが知られて

いる[68]。肝星細胞は四塩化炭素肝傷害時に I 型コラーゲン陽性-SMA 陽性細

胞に分化し、肝臓に蓄積する細胞外マトリックスの主要な産生源となる[69]。

一方で胆管結紮肝線維化モデルにおいては門脈域線維芽細胞（portal fibroblast）

が主要な筋線維芽細胞の起源であるとの報告もある[70]。このような各臓器の

間葉系細胞にどの程度生理学的な保存性があり、またどの程度の特殊性がある
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のか、各臓器の疾患発症機序に基づいて解析を行う必要がある。 

 

肺の常在性線維芽細胞 

肺の組織学的特徴として極めて薄い肺胞壁に上皮、間葉系、血管内皮等の細胞

が効率的なガス交換を可能にする組織を形成し、その肺胞壁が嚢状の構造を単

位として、３次元的に複雑なネットワークを肺全体に巡らせていることが挙げ

られる[71]。肺胞の 95％の領域は扁平状である１型肺胞上皮細胞によって覆わ

れており、残りは立方体様の２型肺胞上皮細胞が占めている[72]。上皮細胞と

上皮基底膜で隔てられた間質の領域に常在性線維芽細胞が存在しており、多く

の場合２型肺胞上皮細胞と近接している[71,73,74]。常在性線維芽細胞は肺全体

の細胞の 30 - 40％を構成しているとされ、肺胞の構造の足場となる細胞外マト

リックスを産生している[72]。また、げっ歯類において常在性線維芽細胞が脂

肪滴を有し、２型上皮細胞が分泌するサーファクタントに含まれる脂肪を供給

しているとの報告があるが[73,75]、ヒトにおいても常在性線維芽細胞が同様の

脂肪滴を有しているかは議論がある[76,77]。常在性線維芽細胞は PDGFR陽性

であり、in vitro で TGF-等の刺激により筋線維芽細胞に分化することが知られ

ている[78]。in vivo においても古典的には常在性線維芽細胞が筋線維芽細胞の

主要な起源であると考えられてきたが、それを証明する厳密な系譜追跡の実験
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はまだ報告されていない[5,79]。Rock らは PDGFR-GFP レポーターマウスを用

い、ブレオマイシン誘導性肺線維症において GFP 陽性細胞が増殖応答を示すこ

とから、PDGFR陽性の常在性線維芽細胞が筋線維芽細胞に分化する前駆体の

一つであると提案した[53]。一方で Hung らは Foxd1-Cre-tdTomato と I 型コラー

ゲン GFP レポーターマウス（Col-GFP）の組み合わせから、およそ 68％までの

筋線維芽細胞が血管周囲細胞由来であり、残りを常在性線維芽細胞等の細胞由

来であるとした[42]。これらの報告の欠点は常在性線維芽細胞と血管周囲細胞

の特徴付けが不足していることで、それぞれのグループが見ている細胞集団の

正当性や平滑筋細胞との重複の有無に疑問が残る。これまでに提唱されている

マーカーや解剖学的特徴を基に、肺の間葉系細胞同定法を体系的に定義する必

要があると考えられる。また、いずれの報告においても常在性線維芽細胞を特

異的に標識した系譜追跡は行っていない。常在性線維芽細胞は、プラスティッ

ク培養皿に接着性を示す細胞という曖昧な定義で単離、解析されてきた経緯が

あり、in vivo における同定法や標識法は確立されていない。さらに、間葉系の

細胞は血球系細胞のように免疫表現系により同定した特定の集団を養子移入に

より解析する方法が発達しておらず、その in vivo での振る舞いについて特異的

な解析はほとんど行われて来なかった。同時に、線維症研究でよく用いられる

組織学的な解析は使用できるパラメーターや解像度に限界があり、それだけで
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シングルセルレベルの解析を行うことは困難である。筋線維芽細胞の起源細胞

について結論を出すためには、常在性線維芽細胞を特異的かつ効率的に標識

し、その動態を解析できる実験系の確立が必要不可欠である。 

 

ブレオマイシン誘導性肺線維症モデル 

IPF の原因は不明であり、動物モデルにおいてその症状を完全に再現するモデ

ルは存在しない。現在 IPF のモデルとして最も頻繁に用いられているのはブレ

オマイシンの経気道単回投与による肺線維症モデルである[80,81]。ブレオマイ

シンは抗がん剤の一種であり、臨床でもその副作用として肺線維症が問題にな

っている[82]。ブレオマシンは肺の上皮細胞において活性酸素種による酸化ス

トレスとそれに伴ったアポトーシスを誘導する[82,83]。経気道単回投与の場

合、投与後１週間から２週間で気管支を中心とした領域に線維化領域を形成

し、投与後４週間でコラーゲン沈着のピークを迎える[81]。ヌードマウスや

SCID マウスにおいても同様の投与方法で線維化を誘導することから、ブレオ

マイシンは獲得免疫系とは独立して症状を引き起こすと考えられている

[84,85]。 

  ブレオマイシン誘導性肺線維症は IPF のモデルとして最もよく用いられて

いるモデルではあるが、IPF との多くの相違点が指摘されている。IPF は胸膜周
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辺の肺下部を中心に線維化が進行するが、ブレオマイシンの経気道投与では肺

上部の気管支及び細気管支周辺に線維化が生じる[86]。最も大きな両者の違い

は、IPF では線維化が炎症を伴わず慢性的に進行するが、ブレオマイシン誘導

性肺線維症では急性傷害によって炎症とともに線維化が生じ、投与後４週間を

過ぎると症状はそれ以上進行しない点である[81,86]。さらにブレオマイシン誘

導性肺線維症は時間経過とともに自然治癒すると考えられてきた[87,88]。しか

しながら、最近複数のグループからブレオマイシン投与後 6 ヶ月間線維化領域

が維持されていることが報告された[89,90]。これらの報告はブレオマイシンに

より不可逆的な線維化が形成されることの直接的な証拠であるが、投与方法や

投与量、マウスの年齢等の違いにより可逆性・不可逆性の違いが生じるのかど

うかは不明である。 

  ブレオマイシン誘導性肺線維症は症状の経過や部位が IPF と異なるとの批

判があるが、一方で上皮傷害をもたらし、肺胞構造の崩壊と線維化を生じる点

は IPF との共通点である[81]。また、ブレオマイシン誘導性肺線維症では IPF

ほどの明瞭な線維芽細胞巣が見られないが[79]、IPF で見られるものと組織学的

な類似点を持つ微小な線維芽細胞巣を形成することが分かっている[18]。ブレ

オマイシン誘導性肺線維症でその有効性が確認され、IPF でも治療薬として承

認された薬や現在臨床治験中の薬もあることから、線維化のメカニズムにおけ
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る IPF との関連性も示唆される[13,14,91,92]。 

 

本研究の目的 

以上に述べたような背景を基に、私は肺線維症に活性化線維芽細胞の起源や活

性化動態を明らかにし、肺線維症の新たな治療標的を探索することを本研究の

目的とした。常在性線維芽細胞や血管周囲細胞等の同定方法を確立するため、

レポーターマウスを用いて免疫学的及び超構造的解析を行った。また、I 型コ

ラーゲンレポーターマウスを用いて、ブレオマイシン誘導性肺線維症における

活性化線維芽細胞の動態解析及び包括的遺伝子発現解析を行った。さらに、経

気道移入による新たな系譜追跡実験系を確立し、各肺細胞の活性化能を調べ

た。  
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第二章 方法 

 

マウス 

Collagen I()2-GFP マウス（Col-GFP）は C57BL/6 系統と 10 世代以上戻し交配

しており、東海大学の稲垣豊博士から譲り受けた[47]。NG2-DsRed マウスは

The Jackson Laboratory （Bar Harbor, USA）から購入し（stock number 008241）、

Col-GFP マウスもしくは C57BL/6 マウスと交配した第一世代のマウスを実験に

用いた。戸村道夫先生（現大阪大谷大学）から譲り受けた ROSA-CAG-SCAT3.1

マウスは BDF1 由来の胚性幹細胞から作製され、C57BL/6 マウスと 2 世代以上

戻し交配したものを実験に使用した[93]。細胞周期インディケーターである

FucciG1-#639/FucciS/G2/M-#474 マウスは理化学研究所の宮脇敦史先生から

C57BL/6 系統と５世代戻し交配したマウスを譲り受け、その後 10 世代まで戻

し交配して実験に用いた[94,95]。野生型マウスとして C57BL/6 マウス日本 SLC

（浜松, 日本）もしくは日本 CLEA（東京, 日本）から購入した。コンジェニッ

クマウスとして Ly5.1 マウスを The Jackson Laboratory から購入した（stock 

number 002014）。実験は６週令から１２週令のマウスを用いて行われた。マウ

スは当教室の SPF 施設内で飼育され、全ての実験は東京大学大学院医学系研究

科分子予防医学教室の｢炎症・免疫疾患における免疫担当細胞・組織細胞の動
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態制御(承認番号：医-P12-35P2A)｣ により東京大学医学系研究科・医学部動物

実験委員会の承認のもと、法令および東京大学動物実験実施マニュアルに則っ

て遂行した。 

 

経気道投与 

経気道投与に際して、マウスはペントバルビタールの腹腔内投与、もしくはイ

ソフルレンの吸入投与により麻酔を施した。ブレオマイシン硫酸塩（Toronto 

Reasearch Chemical, Toronto, Canada）を 1.25 – 2.5 mg/kg 生理食塩水に溶解した

もの 50 l、もしくは対照群として生理食塩水 50 l を口咽頭吸引法

（oropharyngeal aspiration）[96]で経気道投与した。経気道細胞移入に際して

は、上記と同様にマウスに麻酔を施し、50 l の細胞懸濁液もしくは対照群とし

て phosphate buffered saline (PBS)を口咽頭吸引法で経気道投与した。 

 

BrdU 処理 

Bromodeoxyuridine (BrdU; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)は 0.8 mg を 200 l の生

理食塩水に溶解し、解析の２４時間前に腹腔内投与した。飲水投与の場合は

0.8 mg/ml で飲水に溶解し、解析日まで継続して摂取させた。 
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肺組織回収・細胞調製 

マウス解析に際しては、マウスを麻酔下で安楽死させた後、心臓の右心室から

5 ml の PBS を注いで脱血した。気管支肺胞洗浄液を採取する際は、気道にシリ

ンジを差し入れて結紮し、1 ml PBS での洗浄・回収を３回行った。使用する葉

を回収し、解剖ハサミで約 1 mm 辺に切り刻んだ後、プロテアーゼ溶液[0.2% 

collagenase (和光純薬, 大阪, 日本), 0.1 mg/ml Dispase II (Roche, Basel, 

Switzerland), 2000 U/ml DNase I (Merck, Darmstadt, Germany), 10 mM HEPES (ナカ

ライテスク, 京都, 日本) in RPMI medium (Sigma-Aldrich)]に懸濁した。懸濁液を

37 度インキュベーターに入れて１時間消化を行った。20 分毎にマイクロピペ

ットで摩砕を行った。１時間の消化終了後に、懸濁液を 70-m strainer (BD 

Biosciences, San Jose, USA)に通し、未消化の沈殿物を取り除いた。洗浄として

PBS を加え、遠心後 10% fetal bovine serum (FBS; Sigma-Aldrich)/RPMI に懸濁し

て細胞懸濁液とした。 

 

ヒドロキシプロリン定量 

ヒドロキシプロリン定量用の葉は回収後、測定まで-80 度に保存した。測定に

際して、サンプルを室温に戻した後カミソリを用いて細断し、800 l の超純水

に懸濁した。800 l の 12N 塩酸を加え、110 度で 24 時間加熱し、組織を加水
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分解した。加水分解産物を 0.45 m フィルターでろ過した後、等量の 6N 水酸

化ナトリウムで中和し、クエン酸緩衝液（5% クエン酸, 7.24% 酢酸ナトリウ

ム, 3.4%水酸化ナトリウム, 1.2% 氷酢酸, pH 6.0）で希釈した。クロラミン T 溶

液（564 mg chloramine T, 4 ml 超純水, 4 ml n-プロパノール, 32 ml クエン酸緩衝

液）を加え、20 分間室温に静置した。次に、エールリッヒ溶液（4.5 g 4-

dimethylaminobenzaldehyde, 18.6 ml n-プロパノール, 7.8 ml 70%過塩素酸）を加

え、15 分間 65 度で加熱し、OD550 を測定した。試薬は和光純薬、Sigma-

Aldrich、東京化成工業（東京、日本）から購入した。 

 

抗体 

本研究に使用した抗体は下記の通りである。 

Anti-CD31 (clone 390; BV421, PerCP/Cy5.5, and biotin; BioLegend, San Diego, CA). 

Anti-CD31 (#AF3628; R&D Systems, Minneapolis, MN). Anti-CD45 (clone 30-F11; 

APC/Cy7 and biotin; BD Biosciences). Anti-CD45.2 (clone 104; APC; BioLegend). 

Anti-PDGFR (clone APA5; APC and biotin; BioLegend). Anti-PDGFR (#AF1042; 

R&D Systems). Anti-PDGFR (clone C82A3; Cell Signaling Technology, Danvers, 

MA). Anti-CD146 (clone ME-9F1; PerCP/Cy5.5, APC, and unlabeled; BioLegend). 

Anti-Ter119 (clone Ter119; APC/Cy7 and biotin; BD Biosciences). Anti--SMA (clone 
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1A4; APC; R&D Systems). Anti-osteopontin (#AF808; R&D systems). Anti-cleaved 

caspase 3 (clone 9661; Cell Signaling Technology). Anti-Collagen I (#LSL-LB-1102; 

LSL, Japan). Anti-Collagen IV (#LSL-LB-1403; LSL, Japan). Anti-BrdU (clone Bu20a; 

APC; BioLegend). Anti-BrdU (clone MoBu-1; Alexa 647; Life Technologies, Grand 

Island, NY). Anti-APC (#130-090-855; microbeads; Miltenyi Biotec, San Diego, CA). 

Anti-goat IgG (#A-21447; Alexa 647; Life Technologies). Anti-rabbit IgG (#A-31572 

and #A-31573; Alexa 555 and 647; Life Technologies). Anti-rat IgG (#A-21247; Alexa 

647; Life Technologies). 

 

フローサイトメトリー 

細胞懸濁液の濃度は Flow-Count Fluorospheres (Beckman Coulter, Brea, USA)を用

いて測定した。細胞懸濁液を抗 CD16/32 抗体処理して抗体の非特異的な結合を

防いだ後に、種々の蛍光標識抗体で染色した。細胞内染色に際しては、表面抗

原を染色した後に、Cytofix/Cytoperm buffer (BD Bioscience)を用いて室温で２０

分間固定・浸透化した後に、蛍光標識抗体で染色した。Osteopontin (OPN)染色

に際しては、brefeldin A (BFA) を含む 10% FBS/RPMI 中で、6 時間 CO2 インキ

ュベーターにおいて培養し、トリプシナイズしたものを解析した。BrdU の取

り込みは BrdU flow kit (BD Bioscience)を用いて解析した。染色後の細胞は PBS
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での洗浄を行った後に Gallios flow cytometer (Beckman Coulter)で測定した。フロ

ーサイトメトリーのデータは Flow Jo Software version 7.6.5 もしくは version 10 

(FLOWJO, Ashland, USA) を用いて解析した。 

 

免疫組織化学 

免疫組織化学用の葉には、回収前に気道から 4% Paraformaldehyde (PFA)/PBS を

注ぎ、回収後 4% PFA/PBS に浸け、氷上で 6 時間固定した。その後 30%スクロ

ースに 48 時間浸して置換を行った。気道から TissueTek optimal cutting 

temperature compound (Sakura Finetek Japan, 東京, 日本)を注ぎ、TissueTek 

Cryomold(Sakura Finetek Japan)内で TissueTek optimal cutting temperature compound

に包埋し、液体窒素で凍結して凍結ブロックを作製した。凍結ブロックを 6 m

に薄切してスライドグラス（シランコーティングスライド・アクア, Dako, 

Carpinteria, USA）に貼り付けたものを乾燥させた。染色に際して PBS で水和

し、0.5% Triton X-100 (ナカライテスク)/PBS もしくは Tween 20 (Sigma-

Aldrich)/PBS で透過処理をした。Blocking One (ナカライテスク)をブロッキング

に使用し、種々の抗体で染色した。BrdU 染色に際しては、切片を 500 U/ml 

DNase I (Merck)に浸して 37 度で 60 分間処理した。染色後の切片は 4% 

PFA/PBS で 10 分間固定して洗浄した後、ProLong Gold もしくは ProLong 
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Diamond (Life Technologies)で封入した。核染色には propidium iodide を用いた。

染色後の切片は SP5 confocal Microscope (Leica Mycrosystems, Wetzlar, Germany)

を用いて画像化した。取得した画像は ImageJ version 1.47t (NIH, Bethesda, USA)

を用いて調整及び解析した。3 次元再構築は Velocity 3D image analysis software 

version 6.2.1 (PerkinElmer, Waltham, USA)を使用した。 

 

細胞純化 

網羅的遺伝子発現解析に用いた細胞は、CD45, CD31, EpCAM, Ter119 に対する

抗体で染色し、AutoMACS (Miltenyi Biotec)を用いてネガティブセレクションし

た分画を、FACSAria (BD Biosciences)で CD45¯ CD31¯ EpCAM¯ Ter119¯ Col-

GFP+細胞を純化した。経気道移入に際する Col-GFP+ PDGFR+の常在性線維芽

細胞の濃縮は、細胞懸濁液を CD31, CD45, CD146, EpCAM, Ter119 に対する抗体

で染色し、AutoMACS を用いてネガティブセレクションした。陰性分画の純

度、細胞数を計測し、PBS で洗浄した後に PBS に再懸濁し(1 × 105 – 1 × 107 

/ 50 l)、経気道移入用の細胞懸濁液とした。セルソーターを用いた Col-GFP+, 

Col-GFP+ NG2-DsRed+, NG2-DsRed+, EpCAM+ 細胞の純化に際しては、細胞懸濁

液を 2 つの分画に分け、一方を Col-GFP+, EpCAM+ 細胞純化用、もう一方を

Col-GFP+ NG2-DsRed+, NG2-DsRed+ 細胞純化用とした。前者はまず CD31, 
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CD45, CD146, Ter119 に対する抗体で染色し、AutoMACS でネガティブセレクシ

ョンした陰性分画を EpCAM に対する抗体で染色した後に MoFlo Astrios 

(Beckman coulter)を用いて Col-GFP+細胞および EpCAM+ 細胞を純化した。後者

はまず CD31, CD45, PDGFR, EpCAM, Ter119 に対する抗体で染色し、

AutoMACS でネガティブセレクションした陰性分画を MoFlo Astrios を用いて

Col-GFP+ NG2-DsRed+および Col-GFP¯ NG2-DsRed+ 細胞を純化した。純化した

細胞は純度を測定した後に PBS で洗浄し、至適細胞濃度に PBS で再懸濁して

経気道移入用の細胞懸濁液とした。 

 

並体結合 

並体結合の手術は過去に報告されている手順に則って行った[97]。週令の一致

した Ly5.1 マウスと Col-GFP マウスの雌を手術により結合し、6 週間後にブレ

オマイシンもしくは生理食塩水を経気道投与してその後の解析を行った。 

 

網羅的遺伝子発現解析 

網羅的な遺伝子発現解析は serial analysis of gene expression (SAGE)法と Ion 

Torrent Personal Genome Machine (PGM) sequencer (Life Technologies)を用いて行

った。3 匹のマウスからプールした細胞懸濁液から Col-GFP+細胞を純化し、
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mirVana miRNA isolation kit (Life Technologies)を用いて RNA を単離した。1 g

のトータル RNA から SOLiD SAGE kit (Life Technologies)を用いて SAGE ライブ

ラリーを作製した。DNA は PureLink gel extraction kit (Life Technologies)を用

い、アガロースゲルで取り除いた。SAGE コンストラクトにおける DNA 断片

は Agilent 2100 Bioanalyzer と high-senseitivity kit (Agilent Technologies, Santa 

Clara, USA)を用いて品質を検定した。テンプレート PCR、エマルジョン PCR、

Ion Sphere Particle enrichment は Ion Xpress Template kit (Life Technologies)を用い

て行った。Ion Sphere particle は Qubit 2.0 fluorometer (Life Technologies)で品質を

調べ、318 chip (Life Technologies)に充填し、シークエンスを調べた。シークエ

ンスの Raw data は NCBI Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)で

参照できる(accession number GSE42564)。 

 

次世代シークエンスデータのマッピング 

それぞれのサンプルについて、PGM シークエンサーからの未処理の読み出しは

RefSeq genes (http://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenpath/mm9/database)と Burrows-Wheeler 

alignment software version 0.6.2 (25_1 mapping parameter)を用いてマッピングし

た。2 つ以上の遺伝子にマッピングされた読み出しは解析データから除外し、

同一の isogroup 内に 2 つ以上マッピングされた読み出しはいずれか一つのみを
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選択した。また、低発現の遺伝子や極端なばらつきを避けるために、生理食塩

水・ブレオマイシン処理の両群でタグ数が 50 以下の遺伝子は解析から除外し

た。Gene Ontology (GO)解析は DAVID (Database for Annotation, Visualization and 

Integrated Discovery) Bioinformatic Resources software version 6.7 

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp)[98]を用いて行った。パスウェイ解析は IPA 

software version 9.0 (Ingenuity Systems, Redwood City, USA)を用いて行った。 

 

定量的リアルタイム PCR 解析 

SAGE に使用した mRNA の一部を High capacity reverse transcription kit (Life 

Technologies)を用いて逆転写し、cDNA を作製した。また、セルソーターで純

化した細胞を TRIzol reagent (Life Technologies)に溶解し、RNA を抽出した後に

ReverTra Ace qPCR RT Kit (東洋紡, 大阪, 日本)で cDNA を作製した。定量的リ

アルタイム PCR（qPCR）は Thunderbird SYBR qPCR Mix (東洋紡)と ABI 7500 

real-time PCR system (Life Technologies)を用いて行った。各遺伝子の発現は内在

性コントロールとして Gapdh もしくは Rps3 を用い、相対発現量を算出した。

qPCR に使用したプライマー配列は表１に示した。 
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Gene Forward 5'-3' Reverse 5'-3' 

GAPDH AGTATGACTCCACTCACGGCAA TCTCGCTCCTGGAAGATGGT 

Rps3 CGGTGCAGATTTCCAAGAAG GGACTTCAACTCCAGAGTAGCC 

Col1a1 AGACATGTTCAGCTTTGTGGAC GCAGCTGACTTCAGGGATG 

Acta2 GTCCCAGACATCAGGGAGTAA TCGGATACTTCAGCGTCAGGA 

Spp1 GGAGGAAACCAGCCAAGG TGCCAGAATCAGTCACTTTCAC 

S100a4 GGAGCTGCCTAGCTTCCTG TCCTGGAAGTCAACTTCATTGTC 

Fn1 CGGAGAGAGTGCCCCTACTA CGATATTGGTGAATCGCAGA 

Ereg TTGACGCTGCTTTGTCTAGG GGATCACGGTTGTGCTGAT 

Tnc GGGCTATAGAACACCGATGC CATTTAAGTTTCCAATTTCAGGTTC

Pcolce2 CAAATTCAGGCCGAAAAAGT CCACAGTGGGCTTTAGACCT 

Gsn  CAAAGTCGGGTGTCTGAGG CTTCCCTGCCTTCAGGAAT 

Efemp1 CCACAGGGTTACGAAGTGGT TCATTGGTGGTCTCACATTCA 

Il1b AGGCAGGCAGTATCACTCATTGT CGTCACACACCAGCAGGTTATC 

Il5 AAGGATGCTTCTGCACTTGAGT TCTCCAATGCATAGCTGGTGAT 

Il13 CTTGCCTTGGTGGTCTCG CGTTGCACAGGGGAGTCT 

Il17a AAGCTCAGCGTGTCCAAACA GGCACTGAGCTTCCCAGATC 

Tgfb1 CCCGAAGCGGACTACTATGC CCCGAATGTCTGACGTATTGAA 

表１ 使用したプライマー配列 

 

遊走アッセイ 

Col-GFP+ 細胞の遊走能は Oris cell migration assay kit (fibronectin-coated) (Platypus 

Technologies, Madison, USA)を使用して測定した。Col-GFP+ 細胞を純化した

後、1 x 105 細胞を 100 l の 2% FBS/Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) (Sigma –Aldrich)に懸濁し、ストッパーを含むウェルに加えた。24 時間

37 度 CO2 インキュベーターで培養した後、ストッパーを取り除き、ウェルを一
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度 PBS で洗浄して非付着細胞を取り除いた。ウェルに再び 2% FBS/DMEM を

加えた時点を 0 時間とし、37 度 CO2 インキュベーターで培養しつつ経時的に

SP-5 confocal microscopy でウェルの画像を取得した。Migration index は 0 時間

時点における中央の細胞が無い領域と、当該時点における中央の細胞が無い領

域の面積の比として算出した。 

 

浸潤アッセイ 

浸潤アッセイは Cultrex 96-well basement membrane extract cell invasion assay kit 

(Trevigen, Gaithersburg, USA)を用いて行った。純化した Col-GFP+ 細胞をプラス

ティックディッシュ上で 24 時間培養した（2% FBS/DMEM、37 度 CO2 インキ

ュベーター）。細胞をトリプシナイズし、無血清 DMEM に懸濁した。0.5 x 

basement membrane extract でコーティングした上部チャンバーに 5 x 104 細胞を

加え、下部チャンバーに 2% FBS/DMEM で満たした。36 時間 CO2 インキュベ

ーターで培養した後、細胞を 4% PFA/PBS で固定し、膜の上部チャンバー側の

細胞を綿棒で取り除いた。膜をディフクイック（Sysmex, 神戸, 日本）で染色

し、膜の下部チャンバー側の細胞数を計測した。Invasion index は対照群の平均

細胞数に対する比として算出した。 

 



37 
 

統計 

データは原則平均±標準誤差で表示した。有意差検定は 2 群間の比較の場合は t

検定、多群間の比較の場合は one-way analysis of variance と Tukey-Kramer post-

test を用いて検定した。P 値が 0.05 未満のものを有意とした。統計処理は Prism 

software version 5.01 (GraphPad Software, La Jolla, USA)を用いて行った。 
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第三章 ブレオマイシン誘導性肺線維症における活性化線

維芽細胞の動態 

 

3.1 はじめに 

肺線維化におけるエフェクター細胞である活性化線維芽細胞の起源とその活性

化機構を明らかにするためには、活性化線維芽細胞の前駆体となり得る肺の間

葉系細胞サブセットを同定し、その特徴を体系的に記述する必要がある。本章

では、まず肺間葉系細胞サブセットを蛍光レポーターマウスを用いて免疫学

的・解剖学的に特徴付け、細胞起源探索のための足場を築くことを試みた。 

  また、線維化部位における細胞外マトリックスの主要な構成成分である I

型コラーゲンのレポーターマウスを用い、ブレオマイシン誘導性肺線維症にお

ける活性化線維芽細胞の動態を解析した。さらに、活性化線維芽細胞を純化

し、網羅的な遺伝子発現解析を行うことで活性化に際して変動している遺伝子

群の特徴を解析し、新規活性化マーカーとして Osteopontin を同定した

[99,100]。 
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3.2 結果 

 

Col-GFP マウスにおける常在性線維芽細胞同定法の確立 

肺胞壁の線維芽細胞は I 型、III 型等のコラーゲンを生成しており、その中でも

I 型コラーゲンは量的に主要な産生物である[101]。I 型コラーゲンの一つである

Col1a2 のレポーターマウスは、各臓器で常在性線維芽細胞を標識することが報

告されている[102,103]。私はまず、肺における常在性線維芽細胞の同定法を確

立し、常在性線維芽細胞特異的な解析を行うため、Col1a2 の GFP レポーター

マウス（Col-GFP マウス）[47]の肺を解析した（図 3）。Col-GFP マウスの肺細

胞をプロテアーゼ処理により分散し、フローサイトメーターで測定したとこ

ろ、GFP 発現細胞は血球細胞マーカーの CD45、血管内皮細胞マーカーの

CD31、上皮細胞マーカーの EpCAM 陰性の細胞であることが明らかになった

（図 3B）。免疫組織化学を用いて Col-GFP マウスの肺を観察すると、GFP 陽性

細胞は肺胞壁と血管及び気道周囲に存在していた（図 3C）。このうち、血管及

び気道周囲の GFP 陽性細胞は-SMA 陽性の平滑筋細胞であった（図 3C）。肺

胞壁の GFP 陽性細胞は IV 型コラーゲンで標識される上皮基底膜によって上皮

細胞と隔てられている間質に存在しており、常在性線維芽細胞が GFP を発現し

ている可能性が示唆された(図 3D)。  
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図３ Col-GFP マウスの肺における GFP 発現細胞 

(A) Col-GFP マウスは Col1a2 のエンハンサーの一部とプロモーターの下流に

EGFP を配した DNA コンストラクトのトランスジェニックマウスである。(B) 

Col-GFP マウス肺細胞のフローサイトメトリー解析。GFP 発現細胞（赤）は

CD45、CD31、EpCAM 陰性である。(C, D)Col-GFP (緑)マウスの代表的な免疫

組織化学画像。(C) EpCAM（赤）、-SMA（青）で染色。br: 細気管支、bv: 血

管。(D) Collagen 4 (Col4, 赤)、propidium iodide (PI, 青)で染色。DIC: 微分干渉

像。スケールバー400 m (C)、25 m (D)。実験は 3 回以上行い、代表的なデー

タを示した(A-D)。  
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肺における間葉系細胞の特徴付け 

肺における間葉系細胞の同定法を確立するため、次に私は Col-GFP マウスと、

血管周囲細胞のマーカーである NG2 のレポーターマウス（NG2-DsRed）を交

配し、レポーター分子を発現している細胞を調べた（図 4）。レポーター遺伝子

を発現しているのは血球や内皮、上皮細胞を除いた集団が主であり、その中で

も Col-GFP+ (R1)、Col-GFP+ NG2-DsRed+ (R2)、NG2-DsRed+ (R3)の三集団に分か

れることが明らかになった（図 4B）。それぞれの集団をさらに常在性線維芽細

胞のマーカーである PDGFR、血管周囲細胞や平滑筋のマーカーである

CD146 で展開すると[104]、主に PDGFR陽性集団と CD146 陽性集団の２集団

に分かれた。R1 は 86.7 ± 1.29%が PDGFR陽性、5.26 ± 0.37%が CD146 陽性で

あった（図 4B）。R2 と R3 のほとんどは CD146 陽性であった（図 4B）。組織学

的には、Col-GFP 陽性細胞のうち、血管周囲や気道周囲の平滑筋細胞が CD146+

であった（図 4C）。また、血管周囲の Col-GFP 陽性平滑筋細胞は、NG2-DsRed

も発現していた（図 4C）。これらのことから、Col-GFP 陽性細胞のうち、常在

性線維芽細胞が PDGFR陽性、気道周囲の平滑筋細胞が CD146 陽性、血管周

囲の平滑筋細胞が CD146 陽性・NG2-DsRed 陽性であることが示唆された。Col-

GFP 陰性で NG2-DsRed 陽性の細胞は肺胞壁に見られ、これらの細胞は血管周

囲細胞のマーカーである PDGFRを発現していた（図 4D）[42,59,60]。一方で
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すべての PDGFR陽性細胞が NG2-DsRed を発現しているわけではなかった

（図 4D）。3 次元超構造解析によって、肺胞壁に存在する NG2-DsRed 陽性細胞

が血管基底膜の血管側で血管と近接し、血管周囲細胞の特徴を有していること

が明らかになった（図 4E）。 

  肺胞壁の Col-GFP 陽性細胞は PDGFRを発現していた（図 5A）。３次元超

構造解析では、Col-GFP 陽性細胞は血管基底膜により内皮細胞と隔てられ、血

管に近接している PDGFR陽性細胞とは異なる局在を示した（図 5B, C）。これ

らの事から Col-GFP 陽性 PDGFR陽性細胞が常在性線維芽細胞であることが示

唆されるが、一方で肺胞壁の NG2-DsRed 陽性細胞のうち、組織上で 8.5 ± 1.4%

の細胞が Col-GFP シグナルと重複していた。異なる２つの細胞が重なっている

可能性も考えられるが、Hung らが報告するような線維芽細胞状の血管周囲細

胞が存在する可能性もある[42]。PDGFR陽性 Col-GFP 陽性の細胞は、

PDGFR陰性 Col-GFP 陽性の細胞と比べて 405 nm レーザーで励起した時の自

家蛍光が高い（図 5E）。肺の常在性線維芽細胞は脂肪滴を有していることが報

告されており[73]、さらに細胞内の脂肪滴によって 405 nm レーザー励起時に自

家蛍光が生じることが知られている[105]。これらのことから肺胞に存在する

PDGFR陽性 Col-GFP 陽性の細胞は典型的な常在性線維芽細胞の特徴を有して

いることが分かった。 
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図４ Col-GFP、NG2-DsRed マウスを用いた肺の間葉系細胞解析 

(A)解析に使用した Col-GFP、NG2-DsRed マウス。(B)フローサイトメトリーに

よる肺細胞の解析。左端パネルの R1、R2、R3 の集団を右のパネルに展開し

た。(C) Col-GFP (緑)、NG2-DsRed (マゼンタ)マウスの代表的な肺切片の免疫蛍

光染色。CD146 (黄色)を染色。Arrowheads: CD146 陽性気道周囲平滑筋細胞。

Arrows: CD146 陽性血管周囲平滑筋細胞。br: 細気管支、bv: 血管。(D) Col-GFP 

(シアン)、NG2-DsRed (マゼンタ)マウスの代表的な肺切片。PDGFR (黄色)を染

色。(E) NG2-DsRed (シアン)マウスの肺切片。CD31 (黄色)、Collagen 4 (Col4, マ

ゼンタ)で染色。Z-スタック画像を３次元に再構成。Arrows: NG2-DsRed 陽性血

管周囲細胞が血管に近接している。DIC: 微分干渉像。スケールバー 100 m 

(C), 50 m (D)。実験は 3 回以上行い、代表的なデータを示した(A-E)。 
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図５ Col-GFP 陽性常在性線維芽細胞の同定 

(A) Col-GFP (緑)マウスの肺切片。PDGFRマゼンタを染色。Arrowheads: Col-

GFP 陽性 PDGFR陽性細胞。(B, C) Col-GFP (シアン)マウスの肺切片の Z-スタ

ック画像を３次元に再構成した組織像。(B) Collagen 4 (Col4, マゼンタ)、CD31 

(黄色)を染色。Arrows: 血管内皮細胞の大部分と Col-GFP 陽性細胞は基底膜に

よって隔てられている。(C) Col4(マゼンタ)と PDGFR(黄色)を染色。(D) Col-

GFP (シアン) NG2-DsRed (マゼンタ)マウスの肺切片。Arrow: Col-GFP 陽性、

NG2-DsRed 陽性の領域。(E)Col-GFP マウスの Col-GFP 陽性肺細胞。PDGFR陽
性細胞（赤）は CD146 陽性細胞（青）と比べて自家蛍光がある。実験は 3 回以

上行い、代表的なデータを示した(A-E)。  
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Col-GFP マウスにおけるブレオマイシン誘導性肺線維症 

線維症における病変は I 型コラーゲンを産生する活性化線維芽細胞の増加に特

徴づけられるが、肺線維症において活性化線維芽細胞を新鮮な状態かつ特異的

に解析した研究はまだ報告されていない。I 型コラーゲン産生細胞の動態を調

べるため、Col-GFP マウスにブレオマイシンを気道内投与し、肺線維症を誘導

した（図 6）。免疫組織化学法により肺切片を観察したところ、対照群では肺胞

壁に散在していた Col-GFP 陽性細胞が、ブレオマイシン投与後 14 日目には肺

胞構造が崩壊した創傷部位においてクラスターを形成していた（図 6A）。-

SMA の発現は対照群においては気道及び血管周囲の平滑筋細胞に限局していた

が、ブレオマイシン投与群においては創傷部位にも発現が見られた（図 6A）。

一部の創傷部位において Col-GFP 陽性細胞は-SMA を発現しており、筋線維

芽細胞に分化していることが示唆された（図 6A）。創傷部位においては I 型コ

ラーゲンが沈着しており、Col-GFP 陽性細胞クラスターの局在と一致していた

（図 6B）。これらの肺においてはヒドロキシプロリンの含量が増加していると

同時に線維症において発現が誘導される遺伝子群(Col1a1, Col1a2, Fn1, S100a4)

の発現も上昇しており、線維化の誘導が確認された（図 6C, D）[25,106]。これ

らの結果から、Col-GFP マウスを用いることで肺線維症における活性化線維芽

細胞の活性化様式や動態を解析できることが示唆された。 
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図６ Col-GFP マウスにおけるブレオマイシン誘導性肺線維症 

(A- D) Col-GFP (緑)マウスに生理食塩水(saline)もしくはブレオマイシン(BLM)を

気道内投与し、14 日目に解析を行った。(A)肺切片を抗-SMA (赤)抗体、

propidium iodide(PI, 青)で染色した。(B)肺切片を抗 Collagen I (赤)抗体、PI (青)

で染色した。(C)左葉 (LL)におけるヒドロキシプロリン含量。(D)全肺細胞にお

ける mRNA 発現。データは平均±標準誤差と各個体(C)、平均±標準誤差(D)。ス

ケールバー500 m。*P<0.05 (t 検定)。n = 3 or 4 (C, D)。実験は 3 回以上行い、

代表的なデータを示した (A-D)。  
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  フローサイトメトリーを用いて肺細胞を解析したところ、線維化を誘導し

た肺の Col-GFP 陽性細胞は GFP の発現を亢進し、Side Scatter (SSC)及び

Forward Scatter (FSC)の値が上昇していた（図 7A-C）。また、定常状態において

Col-GFP 陽性細胞中 4.41 ± 0.49%の細胞が-SMA 陽性に分画されるが、ブレオ

マイシン投与後 7 日目、14 日目においてその数はおよそ 2 倍に増加し、21 日

目に投与前の程度まで減少した（図 7D）。ブレオマイシン投与前の-SMA 陽性

細胞は平滑筋細胞を反映していると考えられるが、投与後 7・14 日目は筋線維

芽細胞が増加していると考えられる[53,107]。 

 

ブレオマイシン誘導性肺線維症における組織細胞の定量的解析 

次に、Col-GFP マウスを用い、ブレオマイシン誘導性肺線維症における組織細

胞数の変化をフローサイトメトリーで解析した（図 8A）。CD45 を発現する白

血球細胞はブレオマイシン投与後 7 日目・14 日目に増加しており、炎症に伴う

血球浸潤を反映していると考えられる（図 8B）。内皮細胞には有意な細胞数変

動は見られなかった（図 8B）。上皮細胞は 14 日目にかけて劇的な細胞数の減少

が見られ、線維化に伴って上皮傷害が生じていることが示唆された（図 8B）。

興味深いことに、創傷部位でのクラスター形成にもかかわらず、Col-GFP を発

現する細胞数に有意な変化は見られなかった（図 8B, C）。 
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図７ フローサイトメトリーによる Col-GFP 陽性細胞の解析 

(A, B) ブレオマイシン(BLM)投与後 14 日目に Lineage (Lin; CD45, CD31, 

EpCAM, Ter119)陰性、Col-GFP 陽性細胞にゲートをかけ、GFP・SSC (A)、

FSC・SSC (B)で展開。ブレオマイシン誘導性線維症によって GFP、FSC、SSC

のパラメーターが増加した。(C)ブレオマイシン投与後 14 日目の Col-GFP 陽性

細胞における GFP、SSC、FSC の Mean Fluorescent Intensity (MFI)。(D)Lin 陰

性、Col-GFP 陽性細胞における-SMA 陽性細胞数。データは平均±標準誤差と

各個体(C)、平均±標準誤差(D)。*P<0.05、**P<0.01 （t 検定）。n = 4 or 5 (A-C), 

n = 3 or 4 (D)。実験は 3 回以上行い、代表的なデータを示した(A-D)。 
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図８ フローサイトメトリーによる各細胞サブセットの定量的解析 

(A)各細胞サブセット同定のゲーティング。CD45 陽性白血球細胞、CD31 陽性

内皮細胞、EpCAM 陽性上皮細胞、Col-GFP 陽性線維芽細胞をゲーティングし

た。(B)左葉(LL)における各細胞サブセットのブレオマイシン投与後細胞数の変

動。(C)左葉(LL)における、Lineage (Lin; CD45, CD31, EpCAM, Ter119)陰性、

Col-GFP 陽性の数を生理食塩水(Saline)・ブレオマイシン(BLM)投与群で比較。

データは平均±標準誤差(B)、平均±標準誤差と各個体(C)。n = 3 or 4 (B), 4 or 5 

(C)。実験は 3 回以上行い、代表的なデータを示した。(A-C)。  
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Col-GFP 陽性細胞の増殖・細胞死応答 

線維化に伴った線維芽細胞の増殖は、活性化線維芽細胞蓄積の一つのメカニズ

ムとして提唱されている[108]。しかしながら、肺全体における Col-GFP 陽性細

胞の有意な増加は見られなかった。そこで、次に私はブレオマイシン誘導性肺

線維症における Col-GFP 陽性細胞の増殖・細胞死応答を調べた（図 9, 10）。ま

ず、ブレオマイシン投与後の肺の組織細胞における切断型カスパーゼ３をフロ

ーサイトメトリーで調べた（図 9A, B）。内皮細胞で最大 0.7%ほどの細胞が切

断型カスパーゼ３陽性であったのに対し、上皮細胞は投与後 14 日目に約 6%の

細胞が切断型カスパーゼ３陽性であり、顕著な細胞死応答が見られた（図

9B）。Col-GFP 陽性線維芽細胞の細胞死応答のピークは投与後 7 日であり、約

2%の細胞が切断型カスパーゼ３陽性であった（図 9B）。 

次に、BrdU 投与後 24 時間における BrdU の取り込みを調べた。各細胞種

でブレオマイシン投与後に BrdU の取り込みが見られ、細胞増殖応答の増加が

示唆された（図 9C, D）。線維芽細胞の BrdU 取り込みピークは投与後 7 日であ

った（図 9D）。免疫組織化学により BrdU を取り込んだ細胞の局在を調べたと

ころ、肺胞壁の構造が崩壊し、Col-GFP 陽性細胞が小さなクラスターを形成し

ている場所で BrdU を取り込んだ Col-GFP 陽性細胞が見られた（図 9E）。ま

た、カスパーゼ３の活性化を検出する蛍光インディケータータンパクを全身で
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発現する ROSA-CAG-SCAT3.1 マウスと[93]、細胞周期インディケータータンパ

クを全身で発現する Fucci マウス[95]を用いて同様の解析を行った。これらのイ

ンディケーターを指標にした場合も、切断型カスパーゼ３及び BrdU の取り込

みで調べた場合と同様の増殖・細胞死応答の変化が見られた（図 10）。 

  さらに Col-GFP 陽性細胞の増殖応答を調べるため、私は BrdU をマウスの

飲水に含めることで継続的に BrdU を投与し、投与期間中に増殖した細胞を調

べた（図 11A）。ブレオマイシン投与後 14、21 日目において、Col-GFP 陽性細

胞中約 3%が BrdU 陽性であったが、14 日目と 21 日目の間に差はなかった（図

11B）。肺切片を解析したところ、創傷部位で一部の Col-GFP 陽性細胞が BrdU

陽性であったが、クラスターを形成している細胞でも多くは BrdU 陰性であっ

た（図 11C）。一方で内皮細胞や上皮細胞における BrdU 陽性細胞は 14 日目以

降も増加しており、21 日目には 10%以上の細胞が BrdU 陽性であった（図

11D）。白血球細胞はブレオマイシン処理の有無に関わらず約 30%が BrdU 陽性

であった。この標識率は過去の報告と比べて少ないが[109]、自家蛍光の異なる

多様な細胞種を含む CD45 陽性細胞全体にゲートを掛けているため、実際の標

識率より低く値が算出されている可能性がある（図 11E）。これらの結果から、

Col-GFP 陽性細胞は増殖と細胞死が両方亢進することで細胞数が有意に変化せ

ず、クラスター形成には増殖以外の要因も関わっていることが示唆された。 
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図９ ブレオマイシン誘導性肺線維症における各細胞の増殖・細胞死応答 

(A-D)Col-GFP マウスにブレオマイシンを投与し、フローサイトメトリーで切断

型カスパーゼ３(A, B)、BrdU の取り込み(C, D)を解析した。BrdU は解析の 24

時間前に腹腔内投与した。(A, C)切断型カスパーゼ３、BrdU 陽性細胞の検出。

(B, D)CD31 陽性内皮細胞、EpCAM 陽性上皮細胞、Col-GFP 陽性線維芽細胞に

おける切断型カスパーゼ３もしくは BrdU 陽性細胞の動態。(E)ブレオマイシン

投与後７日目の肺切片において BrdU（赤）を染色。Col-GFP (緑)。Arrowheads: 

BrdU 陽性 Col-GFP 陽性細胞。DIC: 微分干渉像。データは平均±標準誤差(B, 

D)。スケールバー250 m。n = 3 or 4。実験は 3 回行い、代表的なデータを示し

た(A-E)。  
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図１０ 蛍光インディケーターによる増殖、細胞死応答 

(A-D)細胞死インディケーターROSA-CAG-SCAT3.1 マウス、細胞周期インディ

ケーターFucci マウスを用いたブレオマイシン誘導性肺線維症における細胞

死、増殖の動態解析。(A, C)フローサイトメトリーによる肺細胞のアポトーシ

ス細胞と増殖細胞の検出。(B, D) CD31 陽性内皮細胞、EpCAM 陽性上皮細胞、

Lineage (CD45, CD31, EpCAM)陰性線維芽細胞におけるブレオマイシン投与後の

細胞死、増殖動態。データは平均±標準誤差。n = 3 or 4。実験は 2 回以上行

い、代表的なデータを示した(A-D)。  
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図１１ BrdU 長期投与による細胞増殖解析 

(A-E)Col-GFP マウスをブレオマイシン処理し、BrdU を含む飲水を与え続け、

その間に増殖した細胞を検出した。(B)生理食塩水投与後 14 日目、ブレオマイ

シン投与後 14、21 日目における Col-GFP 陽性細胞中の BrdU 陽性細胞。(C)ブ

レオマイシン投与後 14 日目の肺切片で BrdU (赤)、CD45 (青)を染色。Col-GFP 

(緑)。Arrowheads: BrdU 陽性 Col-GFP 陽性細胞。(D, E)CD45 陽性白血球、CD31

陽性内皮細胞、EpCAM 陽性上皮細胞における BrdU 陽性細胞数 (D) 及びゲー

ティング（E）。陽性ゲートは BrdU 未投与群より決定した。データは平均±標準

誤差と各個体(B, D)。**P < 0.01、***P < 0.005 (One way-ANOVA, Tukey-Kramer 

post-test)。DIC: 微分干渉像。n = 3 or 4。実験は 2 回行い、代表的なデータを示

した(A-E)。  
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ブレオマイシン誘導性肺線維症における I 型コラーゲン産生細胞の網羅的遺伝

子発現解析 

線維化における線維芽細胞の活性化をさらに調べるため、Col-GFP 陽性の I 型

コラーゲン産生細胞の網羅的遺伝子発現解析を行った。解析は次世代シークエ

ンサーを用いた SAGE-seq 法により行った。Col-GFP マウスにおいて生理食塩

水もしくはブレオマイシン投与後 14 日目に Col-GFP をセルソーターで純化し

た。純化後の細胞純度は生理食塩水処理群で 94.5%、ブレオマイシン処理群で

98.0%であった。それぞれにつき 100 万タグ以上読み込み、解析に際して合計

タグ数を生理食塩水処理群を基準に正規化した。2 群間の比較で 3 倍以上発現

変動した遺伝子は 213 個あった。この内、ブレオマイシン処理群で最も発現上

昇していた 40 の遺伝子を表２に示した。変動のあった遺伝子のうち代表的な

ものに関して、同サンプルの cDNA から qPCR を行い、SAGE のタグ数と比較

したところ、良い相関が見られた（図 12）。 

  ブレオマイシン処理群で特に発現上昇を示した遺伝子のうち、いくつかは

線維症において重要な遺伝子として報告されている。Spp1 は osteopontin (OPN)

の名でも知られ、ブレオマイシン誘導性肺線維症や IPF 患者で発現上昇するこ

とが報告されている[110,111]。Cytokine receptor-like factor 1 (Crlf1)は上皮細胞に

よって分泌されるものが抗線維化作用を持つとの報告がある[112]。 
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表２ ブレオマイシン処理群 Col-GFP 陽性細胞における発現上昇上位の遺伝子
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図１２ qPCR による SAGE 法の妥当性確認 

次世代シークエンサーによる SAGE-seq 法により行った網羅的遺伝発現解析の

各代表的遺伝子のタグ数と、同サンプルの cDNA を用いた qPCR 結果の比較。
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S100a4 は fibroblast specific protein 1 (Fsp1)の名でも知られているが、通常の Col-

GFP 陽性細胞では発現は低く、線維化誘導により劇的に発現上昇することが明

らかになった。Fibronectin 1 (Fn1)は細胞外マトリックスの一種であり、線維化

した領域で見られることや、筋線維芽細胞への分化を促す働きが報告されてい

る[22,24]。 

  Col-GFP 陽性細胞における遺伝子発現変動を機能的に特徴付けるため、

Gene Ontology (GO)解析を DAVID ソフトウェアを用いて行った（表 3）[98]。

ブレオマイシン処理群の Col-GFP 陽性細胞において上昇している遺伝子は、細

胞外マトリックスやその構築に関わるものを数多く含んでおり、Col-GFP 陽性

細胞におけるこれらの発現変動が線維化領域における細胞外マトリックス沈着

に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 

また、IPA ソフトウェアを用いて、変動している遺伝子の生物学的機能を

解析した（表 4）。ブレオマイシン処理により細胞増殖を促すような遺伝子変化

が起きており、同時に細胞死に対して抑制的な遺伝子変化も観察された。細胞

の移動や浸潤、接着に関わる遺伝子変化も見られ、Col-GFP 陽性細胞の可動性

が上昇していることも示唆された。 
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表３ ブレオマイシン処理群 Col-GFP 陽性細胞において 3 倍以上の上昇を示し

た遺伝子の Gene Ontology (GO) term 

 

 

表４ ブレオマイシン処理群で変動した遺伝子の生物学的機能解析 
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線維芽細胞の新規活性化マーカーとしての OPN の同定 

遺伝子 Spp1 によってコードされる OPN が Col-GFP 陽性細胞において最も劇的

な発現上昇を示したため、OPN が線維芽細胞の新規活性化マーカーになりうる

かどうか検討した。OPN はこれまで T 細胞やマクロファージによって産生され

ると考えられてきたが、非血球系に別の産生源が存在する可能性が示唆されて

いた[113]。qPCR を用いて純化した Col-GFP 陽性細胞における Spp1 の発現を調

べたところ、ブレオマイシン処理 14 日後において生理食塩水処理と比べてお

よそ 500 倍の発現上昇が見られた（図 13A）。OPN タンパク質の発現を確認す

るため、肺の線維芽細胞を BFA 入りの培養液で培養し、フローサイトメーター

で解析した（図 13B, C）。生理食塩水処理マウスから単離した Col-GFP 陽性細

胞には OPN 陽性細胞はほとんど見られなかったが、ブレオマイシン処理 14 日

後のマウスから単離した Col-GFP 陽性細胞は約 10%が OPN 陽性と判定された

（図 13B）。興味深いことに、OPN 陽性と判定された Col-GFP 陽性細胞は FSC

と SSC の値が大きい細胞であり、肥大して小胞体の発達した活性化線維芽細胞

が OPN を発現している可能性が示唆された（図 13B） 

  また、免疫組織化学により Col-GFP 陽性細胞における OPN の発現が in 

vitro (図 13D)、in vivo (図 13E)において確認された。ブレオマイシン投与後 14

日後の肺切片において、肺胞腔における一部の血球細胞において OPN のシグ
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ナルが見られたが(図 13E)、肺胞マクロファージであると考えられる[113]。

OPN 陽性の Col-GFP 陽性細胞は、線維化領域の肺胞腔に面した境界上に特徴的

に見られた（図 13E）。さらに、一部の OPN 陽性 Col-GFP 陽性細胞は上皮細胞

が欠落した肺胞で直接的に肺胞腔に接していた（図 13E）。一部の OPN 陽性・

Col-GFP 陽性細胞は同時に-SMA を発現していたが、創傷部位の中心部に位置

する Col-GFP 陽性細胞は主に-SMA を発現しており、OPN 高発現細胞はほと

んど見られなかった（図 13F）。OPN 陽性細胞は、肺胞壁の崩壊が進行した線

維化領域よりも、部分的に肺胞壁の構造を残し、再構築が進行中と考えられる

領域に顕著に見られた（図 13F）。これらの結果から、OPN が肺胞腔に面する

活性化線維芽細胞に特徴的に発現し、それらの細胞が OPN を肺胞腔に対して

分泌している可能性が示唆された。  
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図１３ 活性化 Col-GFP 陽性細胞における OPN の発現 

(A-F)ブレオマイシン(BLM)または生理食塩水(Saline)投与後 14 日目の Col-GFP

マウス。(A)３匹の個体からプールした肺細胞から Col-GFP 陽性細胞を純化

し、RNA を抽出して qPCR で Spp1 を測定。(B, C)BFA 処理を行った肺細胞の

Lineage (Lin; CD45, CD31, EpCAM, Ter119)陰性 Col-GFP 陽性細胞における OPN

のフローサイトメトリー解析。(B)OPN 陽性のゲーティング。OPN 陽性細胞は

FSC と SSC の値が大きい。(C)OPN 陽性細胞の数を BFA 処理あり・なしで比較

した。(D)BFA 処理した肺細胞の in vitro における免疫蛍光染色。Col-GFP (緑)、

OPN (赤)。(E)BFA 処理した肺切片で OPN (赤), propidium iodide (PI; 青)を染

色。Col-GFP (緑)。(F)肺切片において OPN (赤)、-SMA (青)を染色。Col-GFP 

(緑)。R: 再構築領域。F: 線維化領域。Arrowheads: Col-GFP 陽性 OPN 陽性細胞

(D-F)。データはそれぞれの値(A)、平均±標準誤差(C)。**P < 0.01 (t 検定)。DIC: 

微分干渉像。スケールバー25 m (D)、100 m (E)、200 m (F)。n = 4 (C)。実験

は 3 回以上行い、代表的なデータを示した(A-F)。  
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3.3 考察 

 

これまでの肺線維症研究において解析されてきた線維芽細胞及び活性化線維芽

細胞の多くは、プラスティック培養皿で培養した時に接着性を示す細胞として

単離されたものであり、培養を挟むことにより性質が変化している可能性があ

った[114]。また、間葉系細胞はフローサイトメトリーを用いたシングルセルレ

ベルでの解析法も血球系細胞で行われているほど発達しておらず、活性化の性

状変化は不明な点が多かった。本研究では蛍光レポーターマウスを用いること

で、肺線維症モデルにおける活性化線維芽細胞の動態や遺伝子変化を新鮮な状

態で解析した。また、活性化線維芽細胞の新規マーカーとして OPN を同定

し、筋線維芽細胞とは機能的に異なる活性化線維芽細胞サブセットが存在する

可能性を示した。 

  私は Col-GFP、NG2-DsRed ダブルトランスジェニックマウスを用いること

で、肺胞壁における常在性線維芽細胞が Col-GFP 陽性 PDGFR陽性であり、血

管周囲細胞が NG2-DsRed 陽性 CD146 陽性 PDGFR陽性であることを示した。

一方で、肺胞壁におけるすべての PDGFR陽性細胞が NG2-DsRed を発現して

いるわけでは無かった。NG2 は血管周囲細胞の一部を標識すると報告されてお

り[42,53]、これらの血管周囲細胞のサブセットに機能的な違いがあるのかどう

か調べる必要がある。Hung らは、Foxd1-Cre で標識される血管周囲細胞の中
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に、Col-GFP を発現した線維芽細胞様の細胞が見られることを報告した[42]。

本研究においても、肺胞壁において一部の NG2-DsRed 陽性細胞が Col-GFP 陽

性細胞と重複する様子が見られたが、血管周囲細胞内にこのようなサブタイプ

が存在するかどうか検討の余地がある。 

  Col-GFP マウスを用いたブレオマイシン誘導性肺線維症の解析により、

Col-GFP 陽性細胞が創傷部位に集積し、線維芽細胞巣を形成することが明らか

になった。また、線維化を誘導した肺から純化した Col-GFP 陽性細胞は線維化

関連遺伝子を高発現し、細胞外マトリックスの産生細胞として中心的な役割を

担っている可能性が示唆された。しかしながら、フローサイトメトリーを用い

た定量的な解析では、肺における Col-GFP 陽性細胞数に有意な変動は見られな

かった。BrdU の取り込み実験や蛍光インディケーターマウスを用いた実験に

より、ブレオマイシン投与後７日目をピークに線維芽細胞の増殖が亢進してい

たが、アポトーシスも同時に亢進しており、増殖と細胞死のバランスが保たれ

ることで全肺における Col-GFP 陽性細胞数に変化が見られなかった可能性が考

えられる。フローサイトメトリーによる組織細胞の定量的な解析に技術的な問

題があって細胞数の増減が検出されなかった可能性も考えられるが、私は同解

析系を用いたネガティブコントロール及びポジティブコントロールとしてとし

て以下のような実験を行っている。浸潤した炎症細胞の増加によって組織細胞
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数が少なく検出されている可能性を除くため、一般に組織細胞への傷害が小さ

いとされている Lipopolysaccharide 誘導性肺炎モデルにおいて、炎症細胞の増加

を検出しつつ組織細胞数に変化のないことを確認した[99]。また、組織におけ

る血球細胞以外の増加を検出できることを示すため、ルイス肺がん細胞の肺転

移モデルにおいてがん細胞の増加を同解析系を用いて検出可能であることを示

した[99]。さらには、第四章で述べる経気道移入の系を用いて、移入用量依存

的な活性化線維芽細胞の増加を検出したことから（図 24A）、フローサイトメ

トリーによる肺組織細胞の定量的解析結果が技術的要因によるアーティファク

トである可能性は低いと考えられる。 

増殖は活性化線維芽細胞による線維化部位形成の一つのメカニズムと考え

られている[108]。実際に IPF 患者や動物の線維症モデルから単離された活性化

線維芽細胞が増殖能を亢進しているとの報告があるが[115,116]、一方で IPF 患

者由来の線維芽細胞は増殖能が低く、よりアポトーシスを起こしやすいとの報

告もある[117]。重合化した I 型コラーゲンが線維芽細胞の増殖を抑制するとの

報告もあり[118]、in vivo における活性化線維芽細胞の増殖は微小環境によって

制御されている可能性がある。BrdU の継続投与実験においても、クラスター

を形成している Col-GFP 陽性細胞の一部のみが BrdU 陽性であったことから、

線維芽細胞巣の形成には増殖以外の要因も関与していると考えられる。例え
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ば、他の細胞サブセットから増殖を経ずに活性化線維芽細胞に分化する可能性

や、主に移動によって線維化部位でクラスターを形成した可能性がある。網羅

的遺伝子発現解析の結果では、増殖関連遺伝子に加えて細胞の移動や浸潤に関

わる遺伝子が有意に上昇していたことから、細胞の移動が線維芽細胞巣形成に

果たす役割を解析する必要がある。 

  私は活性化線維芽細胞において最も劇的な発現上昇を示す遺伝子として

OPN を同定し、線維化の辺縁部に局在する活性化線維芽細胞で特に発現が高い

事を示した。OPN は細胞外マトリックスの一種であるが、matricellular タンパ

クに分類され、コラーゲン等の古典的な細胞外マトリックスとは異なる性質を

有している[119]。皮膚の傷害モデルにおいて、PDGF の刺激を受けた皮膚線維

芽細胞が OPN を発現し、瘢痕の形成に関与するとの報告がある[120]。また、

心臓や皮膚の線維芽細胞において筋線維芽細胞への分化に OPN が必要である

との報告もある[121]。肺においてはこれまでマクロファージ、上皮細胞、T 細

胞が OPN の産生源として考えられてきた[110,122]。本研究は in vivo において

活性化線維芽細胞が OPN の産生源となることを初めて示した。一方で、組織

中の OPN に対する各 OPN 産生細胞の相対的な寄与率は今後の検討が必要であ

る。 

  線維化誘導後における OPN の劇的な発現上昇は、OPN の線維化病態への
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関与を強く示唆している。OPN はこれまで線維芽細胞の移動、浸潤、増殖を促

進する機能が報告されている[110,123]。線維化部位辺縁部の活性化線維芽細胞

が OPN を高発現し、肺胞腔への分泌が示唆されたことから、肺胞腔への線維

芽細胞等の浸潤を促進している可能性がある。OPN ノックアウトマウスにおけ

るブレオマイシン誘導性肺線維症では、創傷部位の形成に異常を呈し、野生型

と比べて肺胞腔が拡張した様子が見られることもこの仮説を支持している

[113]。IPF 患者の肺胞洗浄液中においても OPN が増加していることから

[110]、IPF における線維芽細胞巣の形成にも関与している可能性がある。OPN

が IPF 患者の血清中で検出されるとの報告もあり[124]、OPN が IPF において果

たす役割を明らかにすることで、新規治療標的やバイオマーカーの発見に繋が

る可能性がある。  
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第四章 活性化線維芽細胞の細胞起源探索 

 

4.1 はじめに 

 

第三章では Col-GFP マウスにブレオマイシンによって線維化を誘導し、I 型コ

ラーゲンを産生する活性化線維芽細胞の動態を解析したが、活性化線維芽細胞

の細胞起源は Col-GFP マウスへのブレオマイシン投与では明らかにできない。

議論の続いている活性化線維芽細胞の細胞起源を明らかにすることは、特異的

な治療標的探索のために必要不可欠である。 

本章ではまず並体結合を用いて循環血における活性化線維芽細胞前駆体の存在

を解析した。さらに、活性化線維芽細胞の局在変化に基づいて新規実験法であ

る常在性線維芽細胞の経気道移入法を確立し、各種細胞サブセットの系譜追跡

を行った。また、経気道移入による常在性線維芽細胞の活性化様式を解析し、

線維芽細胞巣形成機構の解析や治療標的探索における経気道移入法の有用性を

明らかにした[100]。 

 

4.2 結果 

 

並体結合による骨髄由来活性化線維芽細胞の検証 

ブレオマイシン誘導性肺線維症において、骨髄由来線維細胞が循環血を介して
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肺に供給され、病態形成に関わるとの報告があるが[6,45]、Col-GFP マウスの末

梢血細胞を調べたところ、生理食塩水処理・ブレオマイシン処理群いずれにお

いても、Col-GFP を発現している細胞は検出されなかった（図 14A）。活性化線

維芽細胞が骨髄から供給されるかどうか検討するため、CD45.1 コンジェニッ

クマウスと Col-GFP マウスの並体結合を行った（図 14B）。並体結合手術の 6

週間後に、ブレオマイシンもしくは生理食塩水投与を行い、21 日目に解析し

た。血球細胞におけるキメリズムは 40 – 60%であり、循環血は並体結合のペア

間で共有されていた（図 14C）。しかしながら、野生型の肺で Lineage 陰性・

Col-GFP 陽性と判定された細胞は生理食塩水及びブレオマイシン両処理群にお

いてごく少数（<0.5%）であった（図 14D）。さらには、免疫組織化学により肺

切片を観察したところ、Col-GFP 陽性細胞が創傷部位を形成している Col-GFP

マウスの肺とは対照的に、野生型のマウスの肺では創傷部位においても Col-

GFP 陽性細胞はほとんど見られなかった（図 14E）。これらの結果により、Col-

GFP 陽性活性化線維芽細胞は循環血からは供給されず、組織に常在している細

胞から生じることが強く示唆された。 
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図１４ 並体結合による骨髄由来活性化線維芽細胞の検証 

(A)Col-GFP マウスにおける肺細胞・末梢血細胞の Col-GFP 陽性細胞をフローサ

イトメトリーで解析した。末梢血は生理食塩水（Saline）もしくはブレオマイ

シン(BLM)処理後 14 日目に採集した。(B-E)並体結合を用いた実験。並体結合

の手術後 6 週間目にブレオマイシンもしくは生理食塩水処理し、21 日目に解析

した。(C)野生型・Col-GFP マウス肺の B 細胞におけるキメリズム。(D)肺の

Lineage (Lin; CD45, CD31, EpCAM, Ter119)陰性細胞の内、Col-GFP 陽性細胞の数

をフローサイトメトリーで解析。(E)肺切片を propidium iodide (PI)で染色。Col-

GFP (緑)。データは平均±標準誤差（C, D）。スケールバー250 m。n = 3 or 4。

実験は 2 回行い、代表的なデータを示した(A-E)。 
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ブレオマイシン投与後の Col-GFP 陽性細胞の局在変化 

Col-GFP マウスの肺において、ブレオマイシン処理後 Col-GFP 陽性細胞がクラ

スターを形成したが（図 6）、一方で Col-GFP 陽性細胞の増殖応答はクラスター

形成を説明できる程強固ではなかった（図 11）。また、Col-GFP 陽性細胞は循

環血からは供給されていなかった（図 14）。そこで、Col-GFP 陽性細胞のクラ

スター形成のメカニズムを探索するため、ブレオマイシン誘導性肺線維症にお

ける Col-GFP 陽性細胞の局在変化を詳しく調べた。未処置の肺胞壁において、

Col-GFP 陽性の常在性線維芽細胞は上皮基底膜の内側である間質の領域に散在

している（図 15A）。一方で、ブレオマシン投与後 10 日目において、肥大した

Col-GFP 陽性細胞が間質から基底膜の外側、肺胞腔に移動している様子が観察

された（図 15B）。肺胞腔に移動した Col-GFP 陽性細胞は、細胞の一端を肺胞

壁に付着させていた（図 15B）。 

Col-GFP 陽性細胞の可動性が増加しているかどうか調べるため、細胞遊走

アッセイと細胞浸潤アッセイを行った（図 15C- E）。ブレオマイシン投与後 7

日目に純化した Col-GFP 陽性細胞は、生理食塩水投与群と比べて、細胞の遊走

能及び浸潤能が増加していた。 
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図１５ ブレオマイシン投与後初期における Col-GFP 陽性細胞の局在変化と可

動性の変化 

(A, B)未処置(A)もしくはブレオマイシン(BLM)投与後 10 日目(B)の Col-GFP (緑)

マウス肺切片で Collagen 4 (Col4, マゼンタ)と propidium iodide (PI, 青)を染色。

Arrowheads: 肺胞腔に移動した Col-GFP 陽性細胞。Arrows: 基底膜。Al: 肺胞

腔。(C-E)生理食塩水(Saline)もしくはブレオマイシン投与後 7 日目の Col-GFP

マウスから Col-GFP 陽性細胞を純化し、細胞遊走アッセイ(C, D)及び細胞浸潤

アッセイ(E)を行った。(C)中央の細胞が無い領域の面積を測り、migration index

を算出した。Col-GFP (緑)。(D)アッセイ開始後 15 時間、24 時間における各群

の migration index。(E)細胞浸潤アッセイにおける invasion index。データは 3 つ

の technical replicate の平均±標準誤差(D, E)。*P < 0.05 (t 検定)。DIC: 微分干渉

像。スケールバー10 m。実験は 2 回以上行い、代表的なデータを示した(A-

E)。  
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常在性線維芽細胞の経気道移入系の確立 

肺の上皮傷害の後に、活性化した線維芽細胞が肺胞腔に移動する様子は、動物

実験モデルや IPF 患者において報告されている[21,125]。これらの報告において

も、発達した小胞体を持つ線維芽細胞が、基底膜との接着を保ちながら肺胞腔

に浸出する様子が記述されている。また、IPF 患者における線維芽細胞巣の解

剖学的特徴から、肺胞腔に浸出した線維芽細胞によって線維芽細胞巣が形成さ

れるとの仮説がある[19,20]。そこで私は、肺胞腔に移動した線維芽細胞が線維

芽細胞巣を形成できるかどうか検討する実験を行った（図 16）。まず野生型の

マウスにブレオマイシンを投与し、肺線維症を誘導した。そして数日後に未処

置の Col-GFP マウスから常在性線維芽細胞を単離し、経気道的にブレオマイシ

ンを投与した野生型マウスに移入した（経気道移入）（図 16A）。常在性線維芽

細胞は Lineage マーカー（CD45, CD31, CD146, EpCAM, Ter119）のネガティブ

セレクションで単離し、純度は 80%以上であった（図 16B）。ブレオマイシン

投与後 21 日目に解析したところ、ブレオマイシン投与後 4 日目・7 日目・10

日目に移入したいずれの場合も Col-GFP 陽性細胞がホストマウスから検出され

たが、7 日目・10 日目に移入した場合に検出数が多い傾向にあった（図 16C, 

D）。一方で肺傷害を誘導していない生理食塩水処理群に移入した場合は、ホス

トマウスから Col-GFP 陽性細胞は検出されなかった（図 16C, D）。 
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図１６ 常在性線維芽細胞の経気道移入実験系 

(A)実験方法の図示。野生型のマウスをブレオマイシン処理して数日後に、Col-

GFP マウスから単離した常在性線維芽細胞を経気道的に移入し、ブレオマイシ

ン処理後 21 日目に解析した。(B)移入前の Col-GFP 陽性 PDGFR陽性常在性線

維芽細胞の純度は 80％以上であった。(C, D)フローサイトメトリーによるホス

トマウスの肺の解析。データは平均±標準誤差と各個体（C）。*P < 0.05、**P < 

0.01 (one-way ANOVA, Tukey-Kramer post-test)。n = 4 or 5 (C)。実験は 3 回行い、

代表的なデータを示した(A-D)。  
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  免疫組織化学によりホストマウスの肺組織を解析したところ、ブレオマイ

シンを投与し、経気道移入を行った群では Col-GFP を発現する細胞が創傷部位

に組み込まれており、ほぼすべての Col-GFP 陽性細胞は間質の領域に存在して

いた（図 17）。一方で、生理食塩水を投与して経気道移入した群では Col-GFP

陽性細胞は見られなかった（図 17）。4 日目に移入した肺では Col-GFP 陽性細

胞のクラスターは稀であったが、7 日目、10 日目に移入した肺では一部の Col-

GFP 陽性細胞が線維芽細胞巣を形成していた（図 17）。これらの結果から、ブ

レオマイシンにより肺傷害を誘導した肺では、移入した常在性線維芽細胞が生

着可能であり、より上皮傷害が見られる 7 日目から 10 日目にかけて（図 8-

10）生着可能細胞数が増加する可能性が示唆された。  
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図１７ 経気道移入後のホストマウスの肺組織解析 

ブレオマイシンもしくは生理食塩水(Saline)を投与して 4 日目、7 日目、10 日目

に Col-GFP (緑)マウスから単離した常在性線維芽細胞を経気道移入し、21 日目

の肺切片を Collagen 1 (Col1, マゼンタ)と propidium iodide (PI, 青)で染色。スケ

ールバー500 m。実験は 3 回行い、代表的なデータを示した。  
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  移入後の常在性線維芽細胞の変化を免疫組織化学により解析した。移入し

て一日目においては移入した細胞は球形の形態をしており、肺胞上皮細胞や、

上皮の欠落した上皮基底膜に付着していた（図 18）。移入後 4 日目には細胞の

形態は肥大して基底膜との接着部位が増加しており、一部の細胞はクラスター

を形成していたことから増殖した可能性が示唆された（図 18）。移入後 7 日目

にはほぼすべての移入細胞が上皮下の間質に存在しており、星形の典型的な活

性化線維芽細胞の形態をしていた（図 18）。これらの結果から、経気道移入し

た常在性線維芽細胞が肺胞腔の環境下で活性化し、間質に移動して線維芽細胞

巣を形成した可能性が示唆された。 

 

経気道移入を用いた系譜追跡 

経気道移入によって常在性線維芽細胞が線維芽細胞巣を形成し、活性化するこ

とが明らかになったので、その他の細胞サブセットも同様の経気道移入によっ

て活性化線維芽細胞に分化することができるかどうか調べた（図 19）。Col-

GFP+/- NG2-DsRed+/- マウスから、Col-GFP 陽性細胞（常在性線維芽細胞）、Col-

GFP 陽性 NG2-DsRed 陽性細胞（平滑筋細胞）、NG2-DsRed 陽性細胞（血管周囲

細胞）、EpCAM 陽性細胞（上皮細胞）をセルソーターにより純化し、純化後の

細胞純度はいずれも 95%以上であった（図 19B）。純化した細胞をブレオマイ
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シン投与後 7 日目の野生型マウスに 1 x 104 細胞経気道移入した。ブレオマイシ

ン投与後 14 日目にホストマウスの肺を解析したところ、Col-GFP 陽性常在性線

維芽細胞を移入した群が最も肺中の Col-GFP 陽性細胞数が多かった（3.02 ± 

0.42 × 103 細胞/左葉）（図 19C, D）。Col-GFP 陽性 NG2-DsRed 陽性平滑筋細胞

を移入した群においても若干の Col-GFP 陽性細胞が見られた（8.11 ± 2.44 × 

102 細胞/左葉）（図 19C, D）。一方で、NG2-DsRed 陽性血管周囲細胞と EpCAM

陽性上皮細胞を移入した群において Col-GFP 陽性細胞は検出されなかった（図

19C, D）。肺切片を観察したところ、Col-GFP 陽性常在性線維芽細胞を移入した

マウスの肺においては肥大して活性化した形態を持った Col-GFP 陽性細胞がク

ラスターを形成していたが、その他の細胞を移入した群では肥大した細胞やク

ラスター形成は見られなかった（図 19E）。移入した Col-GFP 陽性 NG2-DsRed

陽性平滑筋細胞の一部は NG2-DsRed の発現を減弱させていた（図 19F）。ま

た、NG2-DsRed 陽性血管周囲細胞を移入した群では、NG2-DsRed 陽性細胞が

検出されたが（5.40 ± 0.68 × 102 細胞/左葉）、Col-GFP の発現は見られなかっ

た（図 19G）。また、蛍光タンパク ROSA-CAG-SCAT3.1 を全身に発現するマウ

スから同様の手順で上皮細胞を純化し、経気道移入を行ったところ、上皮細胞

としての生着が見られたが、間質に移動して活性化線維芽細胞に分化している

様子は見られなかった（図 20A, B）。  
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図１８ 経気道移入した常在性線維芽細胞の経時的解析 

ブレオマイシンを投与して 7 日目の野生型マウスに Col-GFP (緑)マウスの肺か

ら単離した常在性線維芽細胞を経気道移入し、1 日後・4 日後・7 日後の肺切片

で Collagen 4 (Col4, マゼンタ)を染色。DIC: 微分干渉像。スケールバー50 m。

実験は 2 回行い、代表的なデータを示した。  
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図１９ 経気道移入を用いた系譜追跡 

(A)ブレオマイシンを投与した野生型のマウスに、Col-GFP マウスの常在性線維

芽細胞を経気道移入した。(B)各細胞種をセルソーターで純化した後の細胞純

度。(C)フローサイトメトリーを用いたホスト肺における Col-GFP 陽性細胞の

検出。(D)ホストマウス左葉あたりの Col-GFP 陽性細胞数。(E)ホストマウスの

肺切片で Collagen 1 (Col1, マゼンタ)を染色。Col-GFP (シアン)、NG2-DsRed (黄

色)。DIC: 微分干渉像。(F)Col-GFP 陽性 NG2-DsRed 陽性平滑筋細胞移入群に

おけるフローサイトメトリー解析。(G) NG2-DsRed 陽性血管周囲細胞移入群に

おけるフローサイトメトリー解析。データは平均±標準誤差と各個体(D)。スケ

ールバー100 m (E)。***P < 0.001 (one-way ANOVA, Tukey-Kramer post-test)。n = 

5 or 6。実験は 2 回行い、代表的なデータを示した(A-G)。 
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図２０ ROSA-CAG-SCAT3.1 マウスを用いた上皮細胞の経気道移入 

(A, B)ブレオマイシンを投与して 7 日目の野生型マウスに、ROSA-CAG-

SCAT3.1 マウスから純化した EpCAM 陽性上皮細胞を経気道移入し、ブレオマ

イシン投与後 14 日目に解析。(A)肺切片で Collagen 1 (Col1, マゼンタ)と

propidium iodide (PI, 青)で染色。ROSA-CAG-SCAT3.1 (緑)。(B)フローサイトメ

トリーを用いたホストマウスの肺における ROSA-CAG-SCAT3.1 陽性細胞の検

出。スケールバー100 m (A)。実験は 2 回行い、代表的なデータを示した(A, 

B)。 
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経気道移入による常在性線維芽細胞の活性化 

経気道移入によって生じる常在性線維芽細胞の活性化をさらに解析した。ブレ

オマイシン投与後 7 日目に移入し、14 日目に回収・純化した Col-GFP 陽性細胞

は Col1a1、Acta2、Spp1、S100A4、Fn1、Tnc 等の線維芽細胞の活性化マーカー

遺伝子の発現が劇的に上昇していた（図 21A）。また、組織上で移入した常在

性線維芽細胞によって形成された線維芽細胞巣の一部は、-SMA を高発現して

おり、筋線維芽細胞に分化していた（図 21B）。フローサイトメトリーによって

移入した Col-GFP 陽性細胞中における-SMA 発現細胞を調べたところ、移入

後 2 日目から 4 日目にかけて顕著に増加していたが、4 日目から 7 日目にかけ

ては変化がなかった（図 21C, D）。 

  また、移入後 2 日目から 4 日目にかけて細胞の FSC 及び SSC が顕著に増

加しており、4 日目から 7 日目においてはそれらが減少傾向にあった（図 22A, 

B）。移入後 4 日目にホストマウスから単離・純化した Col-GFP 陽性細胞の可動

性を細胞遊走アッセイで調べたところ、移入して活性化した Col-GFP 陽性細胞

は可動性が増加していた（図 22C, D）。さらに、基底膜成分に対する浸潤能も

増加していた（図 22E）  
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図２１ 経気道移入による常在性線維芽細胞の活性化マーカー発現 

(A-D)ブレオマイシン投与後 7 日目に Col-GFP 陽性常在性線維芽細胞を経気道

移入し、その活性化を調べた。(A)移入後 7 日目にホストマウスから Col-GFP

陽性細胞を純化し、遺伝子発現を qPCR によって移入前の未処理 Col-GFP 陽性

細胞と比較した。(B)移入後 4 日目に肺切片で-SMA (マゼンタ)、propidium 

iodine (PI, 青)を染色。Col-GFP (緑)。DIC: 微分干渉像。br: 細気管支。(C, D)移

入後 2、4、7 日目に Col-GFP 陽性細胞中の-SMA 陽性細胞をフローサイトメ

トリーで調べた。データは平均±標準誤差(A)、平均±標準誤差と各個体(C)。

***P < 0.001 (t 検定) (A)、**P < 0.01  ***P < 0.001 (one-way ANOVA, Tukey-

Kramer post-test) (C)。スケールバー100 m (E)。n = 3 (A; 未処理 Col-GFP+ cells), 

5 (A; 移入後 Col-GFP+ cells), 4 (C, D)。実験は 2 回以上行い、代表的なデータを

示した(A-D)。  
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図２２ 経気道移入による常在性線維芽細胞の形態及び可動性の変化 

(A-E)ブレオマイシン投与後 7 日目の野生型マウスに Col-GFP マウスの肺から

単離した常在性線維芽細胞を経気道移入し、その後 Col-GFP 陽性細胞を単離し

て形態、可動性、浸潤能を調べた。(A, B)移入して 2、4、7 日目に Col-GFP 陽

性細胞の FSC 及び SSC をフローサイトメトリーで解析。(C)移入して 4 日目の

Col-GFP 陽性細胞を純化して細胞遊走アッセイを行った。中央の細胞の無い領

域の面積を測定した。Col-GFP (緑)。(D)細胞遊走アッセイで算出した migration 

index。(E)基底膜成分に対する浸潤能アッセイ。データは平均±標準誤差(B)。3

つの technical replicate の平均±標準誤差 (D, E)。**P < 0.01 ***P < 0.001 (one-

way ANOVA, Tukey-Kramer post-test) (B)、***P < 0.001 (t 検定) (D, E)。n = 4 

(B)。実験は 2 回以上行い、代表的なデータを示した(A-E)。  
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  BrdU の取り込みにより、移入した常在性線維芽細胞の増殖応答を調べ

た。ブレオマイシン投与後 6 日目からホストマウスに BrdU を飲水に混ぜて継

続投与し、ブレオマイシン投与後 7 日目に Col-GFP 陽性常在性線維芽細胞を経

気道移入し、移入後 2、4、7 日目に解析した（図 23）。移入後 2 日目において

BrdU 陽性 Col-GFP 陽性細胞は約 4%であったが、4 日目にかけて約 8%まで増

加した（図 23A, B）。一方で、4 日目から 7 日目にかけては BrdU 陽性細胞の増

加は見られなかった（図 23A, B）。BrdU 陽性 Col-GFP 陽性細胞は、FSC の値が

大きく、肥大した細胞であった（図 23B）。移入して 4 日目に肺切片を免疫蛍光

化学により観察したところ、線維芽細胞巣を形成する一部の Col-GFP 陽性細胞

が BrdU 陽性であった（図 23C）。これらの結果を総合すると、常在性線維芽細

胞の経気道移入後、細胞の肥大化や小胞体の発達、さらには-SMA の発現や増

殖等の活性化は移入後 2 日目から 4 日目の間に生じ、その後は活性化マーカー

の発現や活性化形態を保ちつつも増殖はしない段階に入ることが示唆された。 

  また、移入した Col-GFP 陽性常在性線維芽細胞によって形成された線維芽

細胞巣は、上皮基底膜の肺胞腔側に位置しており、上皮細胞と基底膜を介さず

に接していた（図 23C）。これらは IPF における線維芽細胞巣と同様の特徴であ

り[17-19,126]、経気道移入した常在性線維芽細胞が IPF と似通った線維芽細胞

巣を形成できることが示唆された。  
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図２３ 経気道移入による常在性線維芽細胞の増殖及び線維芽細胞巣形成 

(A-C)野生型のマウスに、ブレオマイシン投与後 6 日目から継続的に BrdU 投

与。ブレオマイシン投与後 7 日目に Col-GFP 陽性常在性線維芽細胞を経気道移

入し、BrdU の取り込みを解析した。(A, B)移入後 2、4、7 日目にホストマウス

肺における Col-GFP 陽性細胞中の BrdU 陽性細胞をフローサイトメトリーで解

析。(C)移入後 4 日目に肺切片で BrdU (黄色)、Collagen 4 (Col4, マゼンタ)を染

色。Col-GFP (シアン)。DIC: 微分干渉像。Arrowheads: BrdU 陽性 Col-GFP 陽性

細胞。データは平均±標準誤差と各個体 (A)。スケールバー50 m (C)。*P < 

0.05 (one-way ANOVA, Tukey-Kramer post-test)。n = 4 (A, B)。実験は 2 回以上行

い、代表的なデータを示した(A-C)。  
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常在性線維芽細胞の経気道移入が線維化に与える影響 

最後に常在性線維芽細胞の経気道移入がホスト肺の線維化に与える影響を調べ

た。ブレオマイシン投与後 7 日目の野生型マウスに、Col-GFP 陽性常在性線維

芽細胞を中用量・高用量と細胞数を振って経気道移入を行った（図 24）。ブレ

オマイシン投与後 14 日目に解析したところ、生着した細胞数は用量依存的に

増加していた（図 24A）。ホスト肺におけるヒドロキシプロリン量を定量した

ところ、移入しなかった群と比較して移入した群ではヒドロキシプロリン量が

増加しており、移入した常在性線維芽細胞によって組織の線維化が増加した可

能性が示唆された（図 24B）。一方で中用量群と高用量群には差は見られず、高

用量では線維化による負のフィードバックが生じた可能性がある（図 24B）

[118]。経気道移入によって炎症や傷害が亢進したかどうか検討するため、組織

に浸潤した血球細胞数を計測したところ、移入した群で浸潤細胞の増加は見ら

れず、むしろ減少傾向にあった（図 24C）。また、全肺における線維化促進性サ

イトカインの mRNA 発現を解析したところ[108]、移入した群で線維化促進性

サイトカインの発現上昇は見られず、浸潤細胞と同様に移入した群で減少傾向

にあった。これらの結果は、増加したコラーゲン沈着が、ホスト肺における線

維化反応の亢進ではなく、経気道移入による活性化線維芽細胞の増加によって

引き起こされたことを支持する結果であると考えられる。  
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図２４ 常在性線維芽細胞の経気道移入が線維化に与える影響 

(A-D)ブレオマイシン投与後 7 日目の野生型マウスに、Col-GFP 陽性常在性線維

芽細胞を用量を振って経気道移入し、ブレオマイシン投与後 14 日目に解析し

た。(A)右上葉と右中葉における Col-GFP 陽性細胞数。(B)左葉におけるヒドロ

キシプロリン量。(C)右上葉と右中葉における CD45 陽性血球細胞数。(D)全肺

由来 RNA を用いた線維化促進性サイトカインの qPCR。データは平均±標準誤

差と各個体(A-C)。平均±標準誤差(D)。*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 (one-

way ANOVA, Tukey-Kramer post-test) (A-D)。n = 4 (A-D)。実験は 2 回行い、代表

的なデータを示した(A-D)。  
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4.3 考察 

 

肺線維症における活性化線維芽細胞起源を巡るこれまでの研究の最大の問題点

は、古典的に活性化線維芽細胞の起源と考えられてきた常在性線維芽細胞の厳

密な系譜追跡が行われていないことであった[79]。その原因の一つとして、常

在性線維芽細胞を特異的かつ高効率に標識するツールが不足していたことが挙

げられる。本研究は、内因性線維芽細胞の活性化を部分的に再現する経気道移

入法を用いて、常在性線維芽細胞の厳密な系譜追跡を行うことに成功した。経

気道移入法は線維化を抑制する治療標的探索のための強力なツールになる可能

性がある。 

  私は並体結合の実験により Col-GFP 陽性活性化線維芽細胞が循環血からは

供給されないことを示した。これは骨髄由来の線維細胞が肺線維症に貢献する

とした報告と矛盾する結果である[45,127,128]。線維細胞について記述したこれ

らの論文の多くは線維細胞の定義が曖昧であり、炎症に伴って肺に浸潤した単

球や組織のマクロファージと明確な区別ができていない可能性がある。また、

同様に線維細胞の同定方法として用いられている、血球細胞の中でプラスティ

ックディッシュに接着性を示す細胞を線維細胞とする方法も、ディッシュに接

着性を示すマクロファージとの区別は困難である[129,130]。培養液中の I 型コ

ラーゲンを取り込んだ血球細胞がフローサイトメトリーで CD45 陽性 I 型コラ
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ーゲン陽性と判定されることも考慮し[48]、線維化における線維細胞の同定方

法や役割を再定義する必要があると考えられる。 

  活性化した線維芽細胞が傷害部位へ遊走することは皮膚の創傷治癒でよく

記述されており[22,131,132]、同様のメカニズムが肺においても提唱されている

[21,92,125]。IPF 患者から単離した線維芽細胞の移動性が亢進していることも報

告されている[133]。IPF 患者における線維芽細胞巣は、その解剖学的特徴から

肺胞腔に移動した線維芽細胞によって形成したものと考えられていた[18,19]。

常在性線維芽細胞の経気道移入により形成した線維芽細胞巣も、IPF で見られ

るものと同様の解剖学的特徴を有していた。経気道移入は、肺胞腔へ直接常在

性線維芽細胞を移入することで、肺胞腔へ浸出した後の常在性線維芽細胞の活

性化や線維芽細胞巣の形成などを再現すると考えられる。また、本研究は肺傷

害によって生じる線維芽細胞巣が、肺胞腔に存在する細胞によって形成され得

ることを実験的に証明した初めての研究である。同時に、移入した常在性線維

芽細胞が活性化マーカーの発現を劇的に亢進し、線維芽細胞巣を形成したこと

は、創傷部位の形成において肺胞腔の環境に曝露することが重要な役割を果た

す可能性を示唆している。Tager らは lysophosphatidic acid (LPA)が線維芽細胞の

移動を制御していることを示し、同レセプターの阻害が肺線維症を抑制するこ

とを報告した[134]。LPA レセプターの阻害剤は現在 IPF に対する臨床治験が行
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われている[92]。また、筋線維芽細胞の浸潤能を亢進させると肺線維症が悪化

することも報告されている[135]。これらのことを総合すると、上皮傷害に伴っ

て活性化線維芽細胞が肺胞腔に浸潤し、線維芽細胞巣を形成することの抑制が

IPF の治療として有力な戦略となる可能性を示唆している。 

  常在性線維芽細胞は、傷害を誘導していないマウスに移入しても生着しな

かった。よって経気道移入の成立には上皮細胞の傷害とそれに伴う炎症環境が

必要であると考えられる。このことは同時に、経気道移入により生着した細胞

は、上皮傷害が起こっている部位で活性化を受けた細胞であることを示唆して

いる。全肺から単離したホスト由来線維芽細胞は活性化したものと未活性のも

のの混在だが、経気道移入を用いて移入した細胞を単離すると、それらの多く

は同時期に活性化を受けた活性化線維芽細胞であると想定される。それらの細

胞を解析することで、活性化の特徴や遺伝子発現変化を高い SN 比で検出でき

ることが示唆される。遺伝子操作した細胞や遺伝子改変マウスから単離した細

胞も移入可能であり、経気道移入は常在性線維芽細胞活性化の分子機構及び治

療標的を探索する有用なツールになると考えられる。 

  Col-GFP の発現、線維芽細胞巣の形成及び活性化形態を指標にすると、常

在性線維芽細胞の活性化能が最も高かったが、その他の平滑筋細胞や血管周囲

細胞、上皮細胞も一部の細胞がホストマウスに生着していた。平滑筋細胞と血
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管周囲細胞は創傷部位の内部に生着していたが、クラスター形成や細胞の肥大

化が見られなかった事から、活性化線維芽細胞には分化せず、異所的な生着が

生じたと考えられる。経気道移入により傷害を起こした肺に上皮細胞が移植可

能なことは過去にも報告されている[136-138]。移入した上皮細胞は、立方体状

の２型肺胞上皮細胞もしくは扁平状の１型上皮細胞様の形態と局在をしてい

た。一部ではこれら２種の細胞がクラスターを形成していた事から、過去に報

告されているように２型肺胞上皮細胞が増殖し、１型肺胞上皮細胞に分化した

可能性が考えられる[53,73,139]。一方で、EMT によって間質に移動している様

子は見られなかったことから、最近の系譜追跡の報告と同様に活性化線維芽細

胞への分化は起こらなかったと考えられる[53]。 

  NG2-DsRed 陽性血管周囲細胞を経気道移入しても、Col-GFP 陽性細胞は検

出されなかった。Hung らは Foxd1-Cre で標識される血管周囲細胞が、線維化誘

導に伴って Col-GFP 陰性から陽性に変化し、筋線維芽細胞に分化すると報告し

た[42]。Hung らの報告における問題点は、Foxd1-Cre で標識される細胞の in 

vivo における特徴付けをすべて免疫組織化学で行っている点であり、定量性等

に疑問が生じる[42]。また、Foxd1 は平滑筋細胞も含めた多くの間葉系細胞を

標識することが報告されており[140,141]、Hung らの報告において筋線維芽細胞

と平滑筋細胞が混同されている可能性も考えられる[42]。一方で NG2-DsRed
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は、血管周囲細胞マーカーの一つである PDGFR陽性細胞の一部しか標識して

いなかったので、NG2-DsRed 陰性 PDGFR陽性の血管周囲細胞が活性化線維芽

細胞の前駆体である可能性は排除できない。この仮説は Rock らによる、NG2-

CreER で標識された血管周囲細胞が筋線維芽細胞の主要な起源ではないとする

報告も説明可能である[53]。血管周囲細胞内でこれらのマーカー発現による機

能的な違いがあるのかどうか検討する必要がある。 

  一部の血管周囲細胞には多分化能があり、間葉系幹細胞としての機能を持

つとの報告がある[60,63]。骨髄における一部の間葉系細胞や[142,143]、各組織

における一部の血管周辺細胞(perivascular cell)においても[144]、in vitro での多

分化能があることが報告されているが、in vivo における多分化能やそれらの細

胞の機能にはまだ不明な点が多い。本研究では単離した血管周囲細胞を直接的

に肺胞腔に移入した。Duffield らのグループは、血管周囲細胞が傷害を感知し

て血管を離れ、筋線維芽細胞様に分化することを提唱しているが[145]、血管周

囲細胞が活性化線維芽細胞に分化するためにはまず血管周囲微小環境での教育

が必要である可能性も考えられる。また、本研究は Col-GFP の発現を指標に活

性化線維芽細胞への分化能を調べているが、Col-GFP の発現無しで血管周囲細

胞が線維化に貢献しているかどうかは本研究に用いたツールでは調べられな

い。in vivo においてどのような時に血管周囲細胞等が持つ多分化能が役割を果
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たすのか今後の検討が望まれる。 

  経気道移入した細胞の解析により、常在性線維芽細胞の顕著な活性化は移

入後 2 日から 4 日目の間に生じることが明らかになった。この時に移入した常

在性線維芽細胞は増殖応答を示し、細胞の大きさや細胞内小器官の複雑性を増

大させた。細胞の肥大化と小胞体の発達は第三章で行った内因性線維芽細胞の

解析でも見られ、過去に電子顕微鏡を用いた肺傷害モデルの解析でも報告され

ている[21]。一方で移入後 4 日から 7 日目の間には増殖応答は見られず、細胞

の大きさは減少傾向にあったが、活性化マーカー遺伝子は高発現を保ってい

た。移入後 4 日目にかけては、細胞が傷害部位へ移動してクラスターを形成し

ている時期であると考えられ、増殖及び肥大することで創傷部位を形成してい

ると考えられる。創傷部位を形成した後に線維芽細胞は筋線維芽細胞に分化し

て収縮することが知られており[22]、移入した細胞が 4 日から 7 日にかけて細

胞の大きさを減弱したのは収縮によるものと予想することができる。これらの

ことは、線維芽細胞の活性化において増殖応答を伴うのは活性化初期のごく一

時期であり、線維芽細胞巣を形成した後は増殖せず、収縮や細胞外マトリック

ス産生等の機能に特化する可能性が示唆される。通常の創傷治癒では、再上皮

化が完了した創傷部位の筋線維芽細胞はアポトーシスを起こすことが報告され

ている[23]。IPF における蜂巣肺の領域は筋線維芽細胞がアポトーシスを起こし
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た後の線維化終末像であると考えられているが[86,146]、線維芽細胞巣から蜂巣

肺への病態変化は証明されていない。経気道移入法を用いて線維芽細胞巣形成

機構やその後の運命を解析することで、これらの病理像が生じる原因について

明らかにできる可能性がある。  
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第五章 総括と展望 

 

本研究において私は、肺線維症において細胞外マトリックスを産生するエフェ

クター細胞である線維芽細胞の動態と系譜を解析した。まず I 型コラーゲンと

NG2 の蛍光レポーターマウスを組み合わせ、常在性線維芽細胞、血管周囲細

胞、平滑筋細胞の同定方法を記述した。次に、Col-GFP マウスにおいてブレオ

マイシン誘導性肺線維症を起こし、Col-GFP 陽性細胞が I 型コラーゲンの沈着

する創傷部位を形成することを示した。Col-GFP 陽性細胞は線維化関連遺伝子

を高発現していたが、全肺における Col-GFP 陽性細胞の増加は見られなかっ

た。並体結合の実験により、Col-GFP 陽性細胞は循環血からは供給されないこ

とを示した。さらに活性化線維芽細胞の細胞起源を探索するため、経気道移入

法を確立し、常在性線維芽細胞のみが活性化形態や線維芽細胞巣の形成を示す

ことを明らかにした。これらの結果から、肺線維症における活性化線維芽細胞

の主要な細胞起源は常在性線維芽細胞であることを結論づけた。 

  線維症疾患は克服すべき課題として社会の関心を集めており、その中でも

線維化のエフェクター細胞である活性化線維芽細胞は治療標的として多くの研

究グループが扱っている。本研究は活性化線維芽細胞の動態に関して新しい知

見をもたらすだけでなく、議論が続いていた活性化線維芽細胞の細胞起源につ
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いて、新しい手法を用いて常在性線維芽細胞が主要な起源であることを証明し

た。本研究で明らかになった細胞起源を基盤に、活性化線維芽細胞が生じる分

子機構を明らかにできれば、過剰な細胞外マトリックスの沈着を抑制する治療

薬の開発に繋がる可能性がある。また、常在性線維芽細胞の活性化をもたらす

因子を特定できれば、IPF において慢性的な線維化を生じさせる原因を明らか

にできる可能性がある。 

  一方で、肺が線維化するメカニズムについて、今後明らかにしなくてはい

けないことは数多く存在する。一つは可逆性・不可逆性の境界である。一般に

一度傷害を受けて瘢痕を形成した組織は、完全に傷害前の状態に戻るわけでは

なく、多少機能の劣った組織となる[147]。肺に傷害が起こった際に、組織修復

がどのように起こるのか、一度傷害された肺胞が元の状態に戻ることがあるか

どうかは不明である。IPF において線維化が生じる最前線として線維芽細胞巣

が形成すると考えられているが、線維芽細胞巣が形成する病態生理学的な意義

や、可逆性・不可逆性を明らかにすることで、IPF の治療に対する新たなアプ

ローチが見つけられるかもしれない。 

  また、最も重要な事は IPF の根源的な原因を突き止めることである。家族

性肺線維症の情報を元に、慢性的な上皮傷害の仮説が立てられているが、最終

的な答えには至っていない。この問題を解決するためには、IPF 患者のサンプ
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ルを用いることが必要不可欠であり、新しい技術によるパラダイムシフトが期

待される。例として、次世代シークエンサーを用いた全ゲノム解析を IPF 患者

に対して行うことで、単一遺伝子ではない複合的な遺伝的要因を明らかにでき

る可能性がある。また、IPF 患者の細胞から iPS 細胞を作製し、肺胞上皮細胞

や線維芽細胞に分化誘導することで、それぞれの細胞の病態生理学的な特徴を

明らかにできるかもしれない。さらには、遺伝子操作した肺胞上皮細胞等を患

者に移植する再生医療を展開できる可能性もある。 
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