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研究成果の概要（和文）：私達は、肝星細胞で特異的に発現する ADAMTS13 のプロモーターの下

流に、EGFP とリボソームタンパク質 L10a からなる融合タンパク質 cDNA を挿入し、ADAMTS13

発現細胞で EGFP-L10a が発現するマウスを作製した。EGFP-L10a が 8 コピー入っているマウス

の肝臓のホモジネートをウエスタンブロットし、融合タンパク質 EGFP-L10a の発現を確認した。

このマウスの肝臓切片を抗 GFP 抗体で染色し、類洞壁の星細胞と思われる細胞の染色を観察し

た。 

 
研究成果の概要（英文）：We developed novel BAC transgenic mice with cDNA encoding a fusion 
protein of a fluorescent protein EGFP and a ribosomal protein L10a under control of the 
hepatic stellate cell-specific ADAMTS13 promoter. We detected EGFP-L10a fusion protein 
in the liver of the transgenic mice using Western blot and further observed fusion 
protein-expressing cells in sinusoid cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 肝星細胞は肝の実質細胞と類洞内皮細胞
との間に存在する繊維芽細胞に属する細胞
で、類洞の支持と微小循環の調節を果たす。
血栓性血小板減少性紫斑病の原因遺伝子で
ある ADAMTS13 は肝星細胞で特異的に発現す
る抗血栓タンパク質である。活性化した肝星
細胞は肝繊維化の責任細胞であり、活性化の
抑制は肝繊維化の進展を抑えることが期待
される。 
 申請者は、これまで 10 年以上にわたり、
ADAMTS13 研究の黎明期から本因子の研究を

行ってきた。ADAMTS13 は主に肝星細胞で発現
する。そこで、この肝星細胞特異的な
ADAMTS13 の発現を使い、肝星細胞のみが蛍光
標識され、同時に、肝星細胞のトランスクリ
プ ト ー ム 解 析 (Translating ribosome 
affinity purification, TRAP)を可能とする
マウスの作出を考えた。この目的を達成する
ため、ロックフェラー大学の Heintz 教授ら
が各種の細胞が複雑に存在する脳組織を
dissect する新規な手法として開発した
BAC-TRAP 法 (Cell, 135, 738-748, 2008)を
用いることとした。すなわち、蛍光タンパク
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質 Green fluorescent protein (GFP)とリボ
ソームタンパク質 L10a との融合タンパク質
（EGFP-L10a）を Bac クローン上の ADAMTS13
遺伝子プロモーターで発現するトランスジ
ェニックマウス（Adamts13-Bac-Trap マウス）
を作製する。これにより、肝臓の肝星細胞だ
けが GFP を発現し、これをモニターすること
により、肝星細胞の動態のイメージングが可
能となる。また、このマウスの肝星細胞では、
EGFP-L10a という融合タンパク質が発現する。
L10a はリボソームの構成タンパク質なので、
リボソームは EGFP-L10a を取り込み、その結
果リボソームは EGFP で標識される。EGFP 標
識リボソームは EGFP 抗体を使って回収可能
なので、翻訳中の mRNA を集めトランスクリ
プトーム解析が可能となる。 
 
２．研究の目的 

血栓性血小板減少性紫斑病は ADAMTS13 活
性の著減で発症する。ADAMTS13 は肝星細胞で
発現する。ADAMTS13 活性の減少は各種の病態
で知られているが不明の点が多い。肝星細胞
は、肝繊維化の責任細胞として広く知られ、
肝星細胞の活性化により肝の繊維化が進展
する。本研究では、重要な機能を保持する肝
星細胞を EGFP で蛍光標識し、かつ細胞内で
翻訳中の mRNA のトランスクリプトーム解析
を行うことが可能なシステムの確立を目的
とする。このため、蛍光タンパク質 EGFP と
リボソームタンパク質 L10a との融合タンパ
ク質を、Bac クローンを用いた ADAMTS13 遺伝
子プロモーターの制御で発現するトランス
ジェニックマウスを作製する。このマウスは
各種の血栓病態時の肝星細胞の解析、並びに
肝炎から肝硬変への過程の肝星細胞の動態
の解析に有用となる。 
 
３．研究の方法 
（１）Adamts13-Bac-TRAP トランスジェニッ
クマウスの作製 
① ADAMTS13 遺伝子のプロモーターの下流
に蛍光タンパク質 GFPとリボソームタンパク
質 L10a の融合タンパク質 EGFP-L10a をコー
ドする cDNA を組み入れた Bac ベクターを構
築する。ベクターの構築に必要な Bac 改変用
プラスミドDNA(S296.EGFP-L10a, pSV1-RecA)
はロックフェラー大学 Heintz 教授から恵与
を受けた。129/SvEv マウス由来の Adamts13
遺伝子（第２染色体上に位置する）を持つ Bac
クローン bMQ-108g14 は購入した。 
②  シ ャ ト ル ベ ク タ ー で あ る
S296.EGFP-L10a の EGFP 上 流 に マ ウ ス
ADAMTS13 プロモーター領域（正確には開始
ATG 直 前 の 552 bp ） を 挿 入 し
S296.Adamts13-EGFP-L10a を作製した。 
③ Bac クローン bMQ-108g14 の上にある
Adamts13 遺伝子に、pSV1-RecA を用いて、

S296.Adamts13-EGFP-L10a プ ラ ス ミ ド の
EGFP-L10a 融合タンパク質コード領域を挿入
し、Adamts13-Bac-TRAP を作製した。 
④ トランスジェニックマウスの作製は、専
門の業者に依頼した。コピー数が多いと
ADAMTS13 プロモーターで発現する EGFP-L10a
融合タンパク質が増えて強い蛍光を発する
ので、多コピーが挿入されたトランスジェニ
ッ ク マ ウ ス の 作 製 を 目 指 し た 。
Adamts13-Bac-TRAP DNA は約 500 個の受精卵
に移植した。 
（２）Adsmts13-Bac-TRAP トランスジェニッ
クマウスの解析 
 Bac-TRAP マウスの肝臓などの組織のホモ
ジネートをウエスタンブロットし、融合タン
パク質 EGFP-L10a の発現を調べた。この
Bac-TRAPマウスの肝臓切片を抗GFP抗体で染
色し、類洞壁の星細胞と思われる細胞の GFP
の発現を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）Adamts13-Bac-TRAP トランスジェニッ
クマウスの作製 
 約 500 個の受精卵に Adamts13-Bac-TRAP 
DNA をマイクロインジェクションした。F0 で
PCR 法を用いて遺伝子が挿入されたことを確
認後、F1 マウスを使ってサザン解析を行いコ
ピー数を算定した。その結果、６ラインの
Adamts13-Bac-TRAP トランスジェニックマウ
スの作製に成功した。これらのマウスに入っ
た EGFP-L10a のコピー数は、１コピーが３ラ
イン、２コピーが２ライン、８コピーが１ラ
イ ン で あ っ た 。 こ の マ ウ ス を
Adamts13-Bac-TRAP マウスと呼ぶこととした。 
（２）Adamts13-Bac-TRAP トランスジェニッ
クマウスの解析 
EGFP-L10a が ８ コ ピ ー 入 っ て い る
Adamts13-Bac-TRAP マウスの肝臓および腎臓
のホモジネートをウエスタンブロットし、融
合タンパク質 EGFP-L10a の発現を確認した。
この Adamts13-Bac-TRAPマウスの肝臓切片を
抗 GFP 抗体で染色し、類洞壁の星細胞と思わ
れる細胞の染色を観察した。ADAMTS13 は肝星
細胞に加え、腎臓足細胞、糸球体内皮細胞、
脳グリア細胞でも発現すると報告されてい
る。そこで、このマウスの脳と腎での EGFP
の発現を調べたが、特異的な染色は得られな
かった。 
 本研究により、世界で始めて肝星細胞で
EGFP が発現するマウスを作製することに成
功した。肝の免疫染色により、類洞壁の星細
胞と思われる細胞での GFPの発現が観察され
た。今後、ここで作製した Adamts13-Bac-TRAP
マウスの胎児ホールマウントの EGFP 蛍光観
察により、ADAMTS13 産生細胞を特定したい。
また、深部組織を観察可能な２光子励起共焦
点顕微鏡を用いて、肝組織中の星細胞とその



 

 

ADAMTS13 発現量の変化を in vivo でライブイ
メージングする観察系を確立する。また、ポ
リソーム免疫沈降による翻訳遺伝子プロフ
ァイリングを行い、肝星細胞の翻訳遺伝子を
網羅的に解析する系を確立したい。 
 Adamts13-Bac-TRAP マウスは、これまで肝
星細胞の関与が示唆されているがその可視
化は容易ではなかった病態下での肝星細胞
の動態の解析を可能とし、かつトランスクリ
プトーム解析も可能とする。今後、このマウ
スを肝星細胞が関わる病態の解析に応用し
たい。 
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