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研究成果の概要：肝炎ウイルス感染やアルコールの過剰摂取・肥満など、様々な原因で肝臓の

線維化が引き起こされる際には、肝組織中にコラーゲンが過剰に蓄積する。組織におけるコラ

ーゲンの含有量は合成系と分解系の適切なバランスの上に維持されているが、両者の調節機構

は不明であった。そこで本研究では、コラーゲンとその分解酵素の両遺伝子を組み込んだ遺伝

子改変マウスを作製して、肝線維化の進展過程における両遺伝子の発現動態を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 肝星細胞は、コラーゲンとその分解酵素

Matrix metalloproteinase (MMP)-13 双方の

産生細胞と考えられているが、同細胞におけ

るコラーゲンと MMP-13 の産生調節機構は充

分に解明されていない。また近年、骨髄から

線維肝組織へ流入した細胞がコラーゲンを

産生して線維化進展に関わるという報告が

なされた一方で、骨髄由来細胞が MMP-13, 

MMP-9を順次発現することで肝線維化の改善

に寄与するという本研究者自身の報告もあ

り、未だ一致した見解は得られていない。 

コラーゲンをはじめとする細胞外マトリ

ックスの発現は、創傷治癒や組織の修復に必

須であるが、その調節機構が破綻をきたすと

組織にコラーゲンが過剰沈着し、肝をはじめ

とする諸臓器の線維症を引き起こす。とりわ

け、わが国ではＣ型肝炎ウイルスの持続感染

による肝硬変から肝癌への進展が大きな社

会問題ともなっており、その予防と治療法を

確立することは基礎的また臨床的に重要な

研究課題であるのみならず、社会的にも急務

と言える。  



２．研究の目的 
本研究は、コラーゲンプロモーターと緑色

蛍光、MMP-13 プロモーターと赤色蛍光を連

結した融合遺伝子を組み込んだトランスジ

ェニックマウス（Dual reporter mouse）を

作製し、これを用いてコラーゲンと MMP-13

の産生を単一細胞レベルで高感度かつ特異

的に検出して合成系と分解系を包括的に解

析することで、骨髄細胞を線維肝組織へ動員

し MMP-13 産生細胞へと効率よく分化誘導し

て、肝線維症の制御を目指すものである。 

 
３．研究の方法 
(1) Dual reporter mouse の作製 

線維組織において増加するマトリックス

の主要成分であるＩ型コラーゲンのα2 鎖を

コードする COL1A2 遺伝子プロモ－ターと

Enhanced green fluorescence（EGFP, 緑色

蛍光）、ならびに MMP-13 プロモーターと

DsRed2（赤色蛍光）を連結した融合遺伝子を

マウス受精卵に顕微注入し、Dual reporter 

mouse を樹立した（図１）。 

 

 
図１．COL1A2/MMP-13 Dual reporter mouse 

 

(2) 四塩化炭素肝障害・線維症の作製と共焦

点レーザー顕微鏡観察 

上記マウスに四塩化炭素を単回もしくは

反復投与し、この際に見られるCOL1A2なら

びにMMP-13プロモーターの活性化を、それ

ぞれEGFPおよびDsRed2蛍光の共焦点レーザ

ー顕微鏡観察により検討した。 

(3) 星細胞の分離・培養と FACS 解析 

Dual reporter mouseの肝臓から星細胞を

分離して、同細胞におけるCOL1A2ならびに

MMP-13プロモーターの活性化を、EGFPあるい

はDsRed2蛍光のFACSにより解析した。また、

分離した星細胞を初代培養に供し、COL1A2

あるいはMMP-13プロモーターの活性化を、共

焦点レーザー顕微鏡を用いて経時的に観察

した。 

(4) 骨髄細胞の線維肝組織への生着 

致死的照射を行った同系マウスに Dual 

reporter mouse から得た骨髄細胞を注入し、

全骨髄を EGFP/DeRed2 細胞で置換した。この

レシピエントマウスに四塩化炭素を反復投

与して肝線維症を作製し、この際に肝内に流

入・生着した骨髄由来細胞の EGFP もしくは

DsRed2 発現を、共焦点レーザー顕微鏡観察

により解析した。 

 
４．研究成果 

(1) 四塩化炭素投与による COL1A2 もしくは

MMP-13 プロモーターの活性化 

Dual reporter mouseに四塩化炭素を単回

投与して７２時間後に肝組織を観察すると、

中心静脈周囲の壊死部にCOL1A2プロモータ

ーが活性化したEGFP発現細胞を多数認めた

（図２）が、MMP-13プロモーターが活性化

したDsRed2陽性細胞は認められず、コラー

ゲンの代謝バランスが合成優位に傾いてい

ることが示された。 

 
図２．四塩化炭素単回投与後のCOL1A2プロ

モーターの活性化 

 

また、四塩化炭素を投与したマウスから

星細胞分画を採取してFACS解析を行うと、

全星細胞の約３０％がEGFP陽性を示したが、

DsRed2発現細胞は認められず、上記の共焦

点顕微鏡観察結果と合致した所見が得られ

た（図３）。 

 

 
図３．野生型（Ａ）ならびにDual reporter 

mouse（Ｂ）由来星細胞における四塩化炭素

単回投与後のCOL1A2 (EGFP)ならびにMMP-13 

(DsRed2)の活性化 



(2) 星細胞の培養過程におけるCOL1A2もし

くはMMP-13プロモーターの活性化 

Dual reporter mouseの正常肝から分離し

た星細胞を培養すると、培養２日目の静止

期にはDsRed2の発現が見られ、MMP-13プロ

モーターの活性化が示された（図４Ａ）。

一方、培養後１週間を経過した活性化星細

胞ではDsRed2蛍光は消失し、替わってEGFP

の発現が増強した（図４Ｂ）。このことか

ら、星細胞の培養に伴う活性化過程におい

て、MMP-13プロモーターからCOL1A2プロモ

ーターへのシグナル転換が示された。 

 
図４．初代培養に伴う静止型星細胞（Ａ）に

おけるMMP-13/DsRed2発現から活性型星細胞

（Ｂ）における COL1A2/EGFP 発現へのシグナ

ル転換 

 

(3) 骨髄由来細胞のコラーゲン産生能 

 Dual reporter mouse に四塩化炭素を反復

投与して肝線維症を作製すると、門脈域や線

維束に沿って多数の EGFP 陽性細胞が認めら

れた。また、これらとは一致しない少数の細

胞に、DsRed2 の発現が確認された。一方、

EGFP/DeRed2 細胞で全骨髄を置換したレシピ

エントマウスに四塩化炭素を反復投与して

肝線維症を作製しても、肝組織中に EGFP 陽

性細胞は認められず、骨髄由来細胞によるコ

ラーゲン産生は否定的と考えられた。 

(4) 本研究成果の意義と今後の展望 

コラーゲン分解の調節機構の研究は、コラー

ゲンの発現調節研究に比して著しく立ち遅

れている。しかも、合成系と分解系を同時に

解析した研究はほとんど見られない。本研究

により、in vivo の肝線維化過程ならびに in 

vitro の星細胞の活性化過程のいずれにおい

ても、I型コラーゲンプロモーターと MMP-13

プロモーターの活性化細胞は一致せず、両者

の発現には相反的な調節機構がはたらいて

いることが示唆された。また、今回の実験条

件下では骨髄由来細胞によるコラーゲン産

生は否定的であったが、骨髄は多分化能を備

えた多彩な細胞集団からなり、コラーゲン産

生細胞と MMP産生細胞とが共存していてもな

んら不思議はない。本 Dual reporter mouse

を用いて、骨髄細胞を MMP-13 産生細胞へと

効率よく分化誘導するサイトカイン・増殖因

子の同定や低分子化合物等の開発がなされ

れば、難治性の臓器線維症に対する新規治療

法の開発に繋がることが期待される。 
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