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研究成果の概要（和文）：プローブ化V型コラーゲンのみを発現する第１世代HaloTagマウスを解析した結果、
我々の技術でコラーゲン線維の機能が完全に維持できていることを証明し、イメージングの適切な条件を設定
し、イメージングを実施可能となった。次に、有機合成系の共同研究者との協力体制を構築し、新規近赤外色素
の候補となる複数の化合物をHaloTagリガンドとして合成し、詳細な検討を行った結果、これにより、生きたマ
ウスでの継続的なin vivoイメージングに対して大きな可能性が開かれた。また第２世代モデルマウスの構築に
向けて、フィブリルを制御するFACITsのcDNAをクローニングしプローブ化を数めた。

研究成果の概要（英文）：Analysis of first generation HaloTag mice expressing only probed type V 
collagen demonstrated that our technique was able to maintain full function of collagen fibers and 
set up the appropriate conditions for imaging. Next, in collaboration with our organic synthesis 
collaborators, we synthesized several candidate compounds for new near-infrared dyes as HaloTag 
ligands, which we investigated in detail, and this opened up great possibilities for continuous in 
vivo imaging in living mice. We have also cloned and probed the cDNAs of FACITs, which regulate 
fibrils, to construct a second-generation mouse model.

研究分野：実験動物学

キーワード： コラーゲン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで存在しなかったコラーゲンフィブリルを動的に可視化する技術の開発に成功したため、発生過程におけ
る３次元構築におけるコラーゲンの役割を明らかにする研究が可能になったほか、現在治療法のない全身のさま
ざまな組織の線維症を生きたマウスモデルで解析することが可能となり、今後、新たな治療法の開発や創薬に道
が開かれた。また動物愛護の3Rを実現しつつ、基礎研究から、創薬、化粧品、などさまざまな産業分野にまでの
波及効果が広がると期待される。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

コラーゲンは、一般人ですらその名前を知っているタンパク質であり、動物個体全身に様々

な形態・状態で存在し、細胞に微小環境を提供する主要な細胞外マトリックスである。発生

過程における組織や臓器の立体構築、健康時の組織維持や強靭性の付加、怪我や慢性炎症に

よる組織損傷時に一過性のコラーゲン産生によって組織修復を行う創傷治癒機構など、動物

の一生のすべてのステージにおいて重要な役割を持つ。またコラーゲン産生の暴走による線

維症はあらゆる臓器や組織で発症し、様々な診療科に治療不能な患者が多数存在し苦しんで

いる。しかし、その線維形成の制御の分子メカニズムについては不明な点が多い。そもそも

コラーゲン分泌過程も、一般の細胞内輸送系と異なることは示唆されつつも、詳細は長年に

わたって不明であり、ERからの輸送経路初期機構は解析が進みつつあるが、全体像はほとん

ど未解明でどうやって細胞外に出ているかがわかっていない。 

 
 
２．研究の目的 

申請者が開発したフィブリルを対象としたコラーゲン線維をライブイメージングできる新技

術を応用し、全身のコラーゲンを自在にラベルしイメージングできるモデルマウス（第１世

代 HaloTag マウス）を樹立中である。これを踏まえて本研究では、１）第１世代 HaloTag マ

ウスを応用した、成長過程の解析と線維症の in vivo解析、２）非侵襲イメージングを実現す

るための基盤技術開発、３）第２世代動物モデルの樹立と成長過程の解析と線維症の in vivo

解析、４）in vivo解析を分子レベルで支える培養系 in vitro解析系の構築、の４つの技術を開

発することで、コラーゲンの生物学的・病理学的な意義と役割の解明を実現するモデルマウ

スを樹立するとともに、様々な生物学的フェーズに合わせた解析手段も確立し、分子レベル

での解明を支える in vivoと in vitroをシームレスにつなぐ解析プラットフォームも実現する。

in vivo の新しい解析手段によって、少ない動物（reduction）で、より正確な結果を得る

（refinement）ことを実現し、in vitroとシームレスにつなぐことで動物実験を補完する新代替

法（replacement）も確立し、動物愛護の 3Rを実現しつつ、基礎研究から、創薬、化粧品、な

どさまざまな産業分野にまでの波及効果を実現する。 

 
 
３．研究の方法 

以下の４つの問いを明らかにするために、４種類の技術開発を並行して推進する。 

 

（１）第１世代 HaloTagマウスを応用した、成長過程の解析と線維症の in vivo解析 

 すでに樹立がかなり進行している第１世代 HaloTag マウスは、好きなタイミングで好きな

色の HaloTag ligand を投与し共有結合により不可逆的にコラーゲンを染色できる。ホモマウ

スはプローブ化 V型コラーゲンのみを発現するため、その性質を解析することで、まずは我々

の技術でコラーゲン線維の機能が完全に維持できていることを証明する。 

その上で経胎盤投与により、異なる波長の色素による経時的染色で、発生期に産生されるコ

ラーゲンを時期ごとに色分けし、詳細な３次元イメージングを行う。同様に、線維症発症処



置を行う直前に既存のコラーゲンを染色し、その後発症に伴って産生されるコラーゲンは別

の色に染め分けることで、線維症に伴う病的コラーゲンの識別と定量を実現する。 

 

（２）非侵襲イメージングを実現するための基盤技術開発 

 従来の蛍光・発光イメージングのほとんどは細胞内の技術として発展してきた。細胞外に

分泌されるタンパク質は、酸化的環境下である ER 内での強制的なジスルフィド結合形成、

糖鎖付加などにより、その立体構造がくずれ正しく機能できない場合がある。実際、申請者

は近赤外蛍光タンパク質 iRFP が ER 内、細胞外で光りにくいことを見出している。大規模な

細胞外イメージングを展開するには、細胞外で正しく機能する蛍光・発光システムを確立し

ておく必要がある。可視域の蛍光タンパク質では、この目的で Cys を除いたものが開発され

ている（Nat.Comm.2015）が、近赤外域では報告がない。発光系では、本来分泌型のタンパク

質もあるため、哺乳動物細胞においてテストする必要がある。 

 そこで本申請では、細胞外で使える近赤外蛍光タンパク質および発光系の開発と検証を行

いコラーゲンイメージングへの応用を進める。 

 

（３）第２世代動物モデルの樹立と成長過程の解析と線維症の in vivo解析 

 テーマ２で開発した細胞外近赤外技術を応用したマウスを樹立する。コラーゲンプローブ

の発現は、cre-loxP の応用により、希望する組織や臓器特異的に実現する。このマウスでは、

生きたまま非侵襲での経時的なイメージングが可能になるため、１で実施した内容を完全リ

アルタイムに解析することを実現する。 

 

（４）in vivo解析を分子レベルで支える培養系 in vitro解析系の構築 

 コラーゲン分泌系が稼働しない一般的培養法に対して、申請者が見いだしたコラーゲン分

泌が起こる Quasi-in vivo 培養法において、RNA-Seq により発現遺伝子を網羅的に解析する。

リストアップされた候補遺伝子をノックダウン・過剰発現しコラーゲン分泌の有無のみなら

ず、細胞内のどの部分で停止・蓄積するかをイメージングによって解析し、未知な部分が多

いコラーゲン輸送・分泌の分子メカニズムを明らかにする。見出した因子群が、in vivo移植

実験養法においてどうなっているかを解析することで、in vivoのコラーゲン産生制御に関わ

る生体内環境の分子レベルでの解明を進める。 

 
 
４．研究成果 
 

（１）第１世代 HaloTagマウスを応用した、成長過程の解析と線維症の in vivo解析として、

すでに樹立がかなり進行している第１世代 HaloTag マウスは、好きなタイミングで好きな色

の HaloTag ligandを投与し共有結合により不可逆的にコラーゲンを染色できる。ホモマウスは

プローブ化 V型コラーゲンのみを発現するため、その性質を解析した。ヘテロマウスの交配

による出産数が完全にメンデルの法則に従うことから、HaloTag マウスは問題なく生存でき

ることが示唆された。またホモマウス同士の交配も問題なく出産し、成長期の体重が野生型



と全く同等であり、コラーゲン異常によく見られる表現型が全く観察されなかった。以上の

ことから、我々の技術でコラーゲン線維の機能が完全に維持できていることを証明した。次

に、イメージングを実施するために、生きたマウスへの HaloTag ligand投与と、摘出した臓器

の染色法の２つの方法を検討し、いずれも適切な条件を設定し、イメージングを実施可能と

なった。胎仔をライトシート顕微鏡で３次元撮影することにより、成長期のコラーゲン産生

の全体像を明らかにすることができた。また成体において、一般にコラーゲンが多いと考え

られている組織で蛍光輝度が高かった。また肝炎誘導マウスにおいて、肝臓で高輝度の蛍光

が検出された。以上のことより、我々の技術でコラーゲン線維の機能が完全に維持できてい

ることを証明することができた。 

 

 

（２）近赤外波長への対応について、検討を進めた。有機合成系の共同研究者との協力体制

を構築することができたので、新規近赤外色素の候補となる複数の化合物を HaloTagリガン

ドとして合成し、その性質がコラーゲン in vivo イメージングに適しているかどうかについ

て、詳細な検討を行った。その中で高い膜透過性を予想していた化合物 Aについては、実際

に膜透過性を示し、細胞内のタンパク質も細胞外のタンパク質も高い効率で染色できること

が示された。次に、膜透過性を失わせることで細胞外に分泌されたタンパク質のみを標識す

ることを目指した化合物Bについては、細胞内だけでなく細胞外のタンパク質も染色されず、

反応性が低下していることが明らかとなった。もう一つの膜透過性が低い候補化合物 Cにつ

いては、細胞内タンパク質は染色せず、細胞外に分泌されたタンパク質のみを選択的に標識

できることが見出された。さらに長時間の添加条件下においても細胞には傾向が検出されず、

細胞膜への接触などによるエンドサートーシスによる取り込みも起こっていないことが示さ

れ、低いバックグラウンド蛍光で分泌されたコラーゲン線維だけを選択的に染色できる優れ

た性質を持つことが確認できた。これにより、生きたマウスでの継続的な in vivoイメージン

グに対して大きな可能性が開かれた。 

 

（３）第２世代モデルマウスの構築に向けて、フィブリルを制御すると考えられているがそ

の分子機構などの実態が不明な FACITsに関して、cDNAをクローニングしプローブ化に着

手した。またこの目的には従来から使用されてきた通常の蛍光タンパク質の中には不向きな

ものがあることがわかったため、細胞外で安定に使用できるかどうかを検証できる新しい解

析システムを構築し、コラーゲンイメージングの目的に利用できる蛍光タンパク質の選別を

おこなった。その結果、使用に適している蛍光タンパク質の組み合わせでマルチカラー解析

が可能であることが確認できた。 

 

（４）in vitroでの解析に関して、コラーゲンの構造的特徴を偏光を用いて光学的に非常に簡

便に解析できる新しい手法の開発に成功した。さらに、リアルタイムに継続して動画として

捉える新しい培養装置の開発も進み in vitroでの動画撮影についても確立することができ、

コラーゲン繊維の形成過程を詳細に解析すること、特に細胞の種類によって、なぜ異なるパ



ターンの繊維が形成されるのかについて明らかにすることに道が開かれた。一方繊維の特性

を観察する偏光観察系を応用することにより、コラーゲンの持続的な細胞内移動・分泌の解

析が可能になったため、コラーゲン分泌を活性化し繊維の形成を促進する細胞由来のオート

クライン液性因子の同定を進めた。その結果、熱安定性・分子量などといった生化学的な性

状を明らかにすることができ、効率的に濃縮・調製する実験系を確立した。今後絞り込んだ

候補の中から完全同定することができれば、コラーゲン輸送・分泌を制御する分子機構が解

明できると期待される。 
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