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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまでin vivoイメージングが困難であったコラーゲン線維を、V型コ
ラーゲンにGFPやHalo-Tagをゲノム編集で挿入することにより、世界で初めて可能とした。作製したマウスを用
いて発生時期や疾患時における線維化を観察することに成功した。また線維化をモニターできるマウスと免疫細
胞をモニターできるマウスを交配することにより、免疫細胞の浸潤と組織の線維化を同時にモニターすること成
功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have made possible for the first time in the world the in 
vivo imaging of collagen fibers, which has been difficult until now, by inserting GFP and Halo-Tag 
into type V collagen gene by genome editing. Using these mice, we succeeded in observing fibrosis 
during mouse development and disease condition. In addition, by crossing mice that can monitor 
fibrosis with mice that can monitor immune cells, we succeeded in monitoring immune cell 
infiltration and tissue fibrosis at the same time.

研究分野：実験動物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
組織の線維化は慢性炎症時に誘導され、線維化が進行すると様々な臓器障害が起こるため、近年臨床医学での大
きな問題となっている。しかしながら線維化をモニターできる良い方法が開発されていなかったため、線維化誘
導機構は十分には解明されていなかった。本研究成果により、組織線維化をモニターできる優れた方法が開発さ
れたため、線維化研究が促進されるものと思われ、学術的意義や臨床医学的意義は大きいと思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 実験動物学の研究において、医学、獣医学を含めた生命科学研究に使用できるバイオリソ
ースを開発することは、非常に重要な基盤研究である。研究代表者の高橋は、筑波大学医学
医療系・生命科学動物資源センター・資源開発分野の教授を兼任しており、生命科学研究に
使用できるバイオリソースとして、様々な遺伝子改変マウスの作製、開発を行ってきた。一
方で、実験動物に対する動物愛護を推進するために、できるだけ少ないマウスで正確な結果
が得られるようするために、同一個体で非侵襲的に経時的な解析を可能とするリアルタイム
in vivo イメージングシステムの開発研究に注力してきた。これまで配分を受けた、２つの
科学研究費基盤研究（S）により、マウスを含めた様々な実験動物で応用可能な「生体の光学
的な窓」を利用した新規蛍光タンパク質 iRFP を用いた in vivo イメージングシステムの基
盤技術を確立した。その基盤技術を応用するものとして、動物の組織の形成およびリモデリ
ングをリアルタイムに解析する本研究提案を着想した。 
 膠原線維は動物個体を構成する最も重要な線維であり、主に線維芽細胞から産生され、コ
ラーゲン線維が３本寄り合わさった非常に特殊なトリプルヘリクス構造から形成されている。
膠原線維は、動物個体発生時に産生され、生体組織を維持する上で必須の要素であるが、発
生過程における膠原線維の形成過程は、十分には解析されていない。一方、動物個体は様々
な外部からの刺激に対して応答しているが、何らかの原因により修復過程が正常に作動しな
いと、異常な膠原線維が蓄積されたままとなり、臓器の機能が低下する。このような異常な
線維化により、肝硬変症、慢性腎臓病、肺線維症、心不全などの様々な臓器障害が誘導され
ることは、これまでの研究から明らかにされている。組織の形成と修復過程の中心的な分子
である膠原線維の制御機構を解明することは、非常に重要な生物学の研究課題である。 
 一方、臓器の傷害と修復の制御は、免疫細胞、特にマクロファージが担っていることが近
年の研究から明らかにされつつある。特にマクロファージのサブタイプである M1 と M2 のバ
ランスにより、組織傷害と修復の制御が行われていることが多く報告されている（Wynn TA, 
Vannella KM. Immunity. 2016）。研究代表者らも M2マクロファージに特異的に発現する転写
因子 MafB および c-Maf の機能解析を行ない、M2 マクロファージにおける重要性を明らかに
してきた。マクロファージの M1 と M2 の機能に関わる分子の障害により、組織傷害から修復
に向かうスイッチングが正常に作用しないことが明らかとなりつつあり、マクロファージの
機能制御が臓器線維化の分子機構の解明に重要であると考えられる。     
 本研究はこのような科学技術上、社会的要請、研究代表者のこれまでの研究実績、および
当該分野や関連分野の動向等を背景に計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生体内の炎症反応と線維化をリアルタイムでモニターできるマウスを開発し、
その制御機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1. 組織炎症と線維化をリアルタイムでモニターできる遺伝子改変マウスの開発 
1-1. 組織の炎症反応をリアルタイムにモニターできる手法の開発 
 我々のこれまでの研究で「生体の光学的な窓」に波長特性を有する近赤外蛍光タンパク質
iRFP713 を用いて、マウス体内の蛍光を検出できるリアルタイム in vivo イメージングシス
テムを開発している。この方法を応用して iRFP713 を発現する骨髄細胞を移植することによ
り、動脈硬化病巣に集簇するマクロファージを体外から経時的に検出することに成功してい
る。この方法を用いて、生体の炎症反応を検出する手法を確立する。骨髄移植により、骨髄
由来の全ての免疫細胞を検出することが可能であるが、Cre-loxP システムを用いて、特定の
免疫細胞だけを時期特異的に iRFP で標識できるマウスを開発することにより、特定の免疫細
胞の動態を時期特異的に解析できるマウスも開発する。Rosa26 遺伝子領域に flox した STOP
配列の後に iRFP 遺伝子を挿入するとともに、特定の免疫細胞だけに CreERT2 を発現させるこ
とにより、タモキシフェン投与後に特定の免疫細胞だけで iRFP が発現するマウスを開発する
ことを計画した。このマウスにより、組織障害発生後の特定の免疫細胞の動態を in vivo で
リアルタイムにモニターすることを計画した。 
 
1-2. 組織線維化をリアルタイムにモニターできる手法の開発  
 前述のように、膠原線維は翻訳された後に N 末端と C 末端が切断されトリプルヘリクス構
造を形成して線維芽細胞外に分泌されるため、膠原線維自体に蛍光タンパク質を結合して、
線維化をリアルタイムでモニターすることはこれまで困難であると考えられていた。分担研



究者の三輪は、膠原線維の構造を再調査し、V型とⅪ型コラーゲンは N末端が切断されず、N
末端を有したままでトリプルヘリクスを形成できることを再発見した。そこで V 型コラーゲ
ンの N 末端に蛍光タンパク質 GFP を挿入し、培養細胞に導入したところ、膠原線維の細胞内
での合成および細胞外での線維の蓄積をモニターできることを明らかにした。この技術につ
いて特許を申請した（三輪ら、特願 2017-219515）。蛍光タンパク質を GFP から in vivo リア
ルタイムイメージングに適した近赤外に波長特性を有する蛍光タンパク質 iRFP、もしくは
様々な蛍光タンパク質で後から染色が可能な標識システムである Halo-Tag に改変し、同様の
モニタリングが可能であるかを検討し、組織線維化を in vivo でリアルタイムに検出できる
手法を確立することを試みた。 
 
1-3. 近赤外多重蛍光観察を可能にする手法の開発 
 「生体の光学的な窓」を用いて、炎症細胞の動態と膠原線維の蓄積を同時に生体外からモ
ニターするためには、近赤外多重蛍光観察手法を確立する必要がある。iRFP にはピーク波長
が異なる iRFP670、iRFP682、iRFP702、iRFP713、iRFP720 の 5 つの変異体が存在するが、こ
のピーク波長の違いを検出するためには特殊なカメラが必要となり、広く一般に普及する技
術になりにくい。そこで、既に臨床で使用されている近赤外蛍光物質であるインドシアニン
グリーン（Indo-cyanine Green（ICG）ピーク波長 835nm）を用いることにより、iRFP と ICG
の二重蛍光観察法を確立した。V 型コラーゲン遺伝子に Halo-Tag を導入し、ICG を結合した
Halo-Tag Ligand を用いることにより、二重蛍光観察可能なマウスシステムを構築すること
を計画した。 

 

1-4. 臓器線維化をリアルタイムでモニターできる遺伝子改変マウスの開発 
 上記で確立した標識遺伝子を導入した遺伝子を V 型コラーゲン遺伝子領域に挿入したノッ
クインマウスを CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集技術で作製することを計画した。このマウ
スは正常発生時の抗原線維の産生制御を解析するのに適しているが、傷害後の膠原線維の産
生を解析するためにはバックグラウンドが高すぎるため、通常は正常の膠原線維を発現して
いるが、タモキシフェン投与により、誘導的に標識された V 型コラーゲンを産生するマウス
も作製を計画した。 

 

1-5. マウスの正常発生における膠原線維産生の解析 
 上記で開発したモニターマウスを用いて、正常発生時における膠原線維の産生解析を計画
した。iRFP もしくは Halo-Tag が挿入された V 型コラーゲン遺伝子を有する雄マウスを野生
型メスマウスと交配して、遺伝子を有する胎児を作製した。胎児で発現する iRFP もしくは
Halo-Tag の発現を経時的に観察し、マウス胎児でどのような時間経過で膠原線維が産生され
るかのタイムコースを確認した。膠原線維産生のタイムコースを確認した後で、それぞれの
時期の胎児を取り出し、より詳細な膠原線維の産生状態を解析した。 

 

2. 組織の炎症反応により線維化を発症する病態モデルマウスにおける炎症細胞および組織
線維化動態の解析（非アルコール性脂肪肝症（NASH）様の肝臓障害モデルマウスの解析） 
 申請者らが CRISPR/Cas9 で作製したアルビノ C57BL/6J マウス（G291T マウス）に高コレス
テロール食を与えると、100%の確率で急速に肝臓傷害が誘導され、肝臓の線維化が進行し、
最終的には死に至る。予備的な実験で、このマウスに iRFP を発現する骨髄細胞を移植するこ
とにより、高コレステロール食投与後に、肝臓に集積する免疫細胞を iRFP の蛍光により体外
からリアルタイムに検出できることを確認している。組織学的解析により、この蛍光はマク
ロファージを中心とする免疫細胞由来であること、ヒト NASH に認められる特徴的な組織像を
示していることを確認した。この NASH 様モデルを用いて免疫細胞の動態と肝臓組織に形成さ
れる膠原線維の動態をリアルタイムにモニターし、免疫細胞の浸潤と組織線維化の関連を明
らかにした。 
 
４．研究成果 
1-1. 組織の炎症反応をリアルタイムにモニターできる手法の開発 



全身で iRFP を発現する遺伝子改変マウス
の骨髄を野生型マウスに移植し、骨髄由来の
全ての免疫細胞を iRFP の発現でモニターで
きるマウスを作製した。そのマウスの骨髄を
に肝炎を誘導発症するマウスに移植したとこ
ろ、右図に示す様に、誘導直後から炎症細胞が
肝臓に集簇する様子を iRFP の発現を検出す
ることによりリアルタイムに確認した。また、
Cre-loxP システムを用いて、T 細胞のみを
iRFP で標識できるマウスを開発し、T 細胞の
体内での挙動を確認することに成功した。 
 
1-2. 組織線維化をリアルタイムにモニター
できる手法の開発  
V 型コラーゲンの N 末端に蛍光タンパク質
GFP を挿入し、培養細胞に導入したところ、膠
原線維の細胞内での合成および細胞外での線
維の蓄積をモニターできることを確認した。導
入細胞の由来や細胞培養条件により、分泌され
る膠原線維の形状が変化することが明らかと
なった。これは膠原線維の形成機構を解明する
上で非常に興味深い現象であり、現在その分子
機構を解明している。 
 
1-3. 近赤外多重蛍光観察を可能にする手法の
開発 
「生体の光学的な窓」を用いて、炎症細胞の
動態と膠原線維の蓄積を同時に生体外からモニターするためには、近赤外多重蛍光観察手法
を確立する必要がある。iRFP にはピーク波長が異なる iRFP670、iRFP682、iRFP702、iRFP713、
iRFP720 の 5 つの変異体が存在するが、このピーク波長の違いを検出するためには特殊なカ
メラが必要となり、広く一般に普及する技術になりにくい。そこで、既に臨床で使用されて
いる近赤外蛍光物質であるインドシアニングリーン（Indo-cyanineGreen（ICG）ピーク波長 
835nm）を用いることにより、iRFP と ICG の二重蛍光観察法を確立した。ICG を用いることに
より、iRFP と ICG の二重蛍光観察を行うことできた。また、様々な蛍光色素を後付けで染色
できる Halo-Tag システムを導入することにより二重染色できることも明らかにした。 
 
1-4. 臓器線維化をリアルタイムでモニターできる遺伝子改変マウスの開発 
当初の予定では、上記で確立した標識遺伝子を導入した遺伝子を V 型コラーゲン遺伝子領
域に挿入したノックインマウスを CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集技術で作製する計画だっ
た。しかし、マウスを作製する前段階として iRFP 遺伝子導入した V型コラーゲン遺伝子を細
胞に導入したところ、膠原線維の産生効率が低下することが明らかとなった。そこで、遺伝
子として小さい GFP または Halo-Tag 遺伝子を導入したところ、膠原線維の産生には問題ない
ことが明らかとなった。この結果より、GFP または Halo-Tag 遺伝子を V型コラーゲン遺伝子
にノックインしたマウスを作製した。その結果、マウスの作製に成功し、このマウスはホモ
マウスでも異常を示さないこと、産生された膠原線維を GFP または Halo-Tag リガンドで染色
できることが明らかとなった。 
 
1-5. マウスの正常発生における膠原線維産生の解析 
上述の V 型コラーゲン遺伝子に GFP 遺伝子をノックインした遺伝子改変マウスを作製した
ところ、マウス体内でのコラーゲン線維の蓄積をモニターすることができた。マウスの胎児
を取り出して、透明化して GFP の発現を解析したところ、胎児期では骨が形成されている部
位での GFP の発現が高く、胎児の発生時期におけるコラーゲンの蓄積を解析することが可能
であることが証明できた。 
 
2. 組織の炎症反応により線維化を発症する病態モデルマウスにおける炎症細胞および組織 
作製したノックインマウスを用いることにより、薬剤によって誘導した臓器の線維化をモ
ニターすることができた。本ノックインマウスは、臓器線維化の分子機構を解明するための
重要なバイオリソースになると考えられる。また iRFP で免疫細胞を標識できるマウスと組み
合わせることにより、本研究の目的であった組織の炎症細胞の浸潤と組織の細胞を同時にモ
ニターできるシステムが確立できたと考えられる。 
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