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研究成果の概要（和文）：X線造影物質による通常造影CTでの評価は診断上有用な情報をもたらすが、本研究は
金ナノ粒子をX線造影物質とする造影マイクロCTスキャンから得られる高分解能・高解像度の放射線画像で肺疾
患特異的分子を同定するという着想に基づいた研究である。今回の研究では、金ナノ粒子結合肺特異的抗体の作
製と生体マウスに対する経静脈投与により肺組織内での金ナノ粒子結合肺特異的抗体を検出するマイクロCT撮影
を確立することができた。今後、金ナノ粒子結合肺特異的抗体の投与量を調整し肺組織に結合した金ナノ粒子を
効率的にマイクロCTで検出することにより、マイクロCTに免疫病理学的診断能を付与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although evaluation by conventional contrast-enhanced CT with X-ray contrast
 agents provides useful diagnostic information in clinical setting, the aim of this study is to 
identify lung disease-specific molecules using high-resolution and high-resolution radiographic 
images derived from contrast-enhanced micro-CT scans with gold nanoparticles as X-ray contrast 
agents. In this study, we were able to set micro-CT imaging to detect gold nanoparticle-bound 
lung-specific antibodies in the lung tissue by producing gold nanoparticle-bound lung-specific 
antibodies and intravenously administering them to living mice. In the future, administration of 
adjusted dose of gold nanoparticle-bound lung-specific antibody and adequate detection setting of 
gold nanoparticles bound to lung tissue by micro-CT might give micro-CT immunopathological 
diagnostic ability.

研究分野：呼吸器内科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マイクロCTスキャンの臨床応用が期待される中、X線造影物質である金ナノ粒子標識抗原特異的抗体により組織
内での標的抗原検出を可能にすることはマイクロCTスキャンに免疫病理学的診断能を付与することができ、侵襲
的な検査を最小限にするという患者のアンメットニーズニーズの解消につながることが期待される。5~10年後の
実臨床への応用を見据えた患者のunmetニーズを解消する挑戦的研究であり、本研究が得た研究基盤は、対象疾
患に疾患特異的病理所見・疾患特異的抗原・その特異的抗体がある場合に応用でき、既存の学術の体系や方向を
大きく変革・転換させる潜在性を有する。

※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 
特発性肺線維症(IPF: Idiopathic Pulmonary Fibrosis)は、肺の線維化のために呼吸不全に至る難

病で、5年生存率は他臓器のがん種よりも不良である。 IPFに特徴的な病理所見である“線維芽

細胞巣： FF(Fibrotic Foci)”は、線維芽細胞が増殖・集積する線維化形成の最前線とされていて、

FF の形成機序の解明は肺線維症研究において最重要課題であった。IPF の病態解明には機能性

線維芽細胞の同定が重要であると認識されてきたが、線維芽細胞特異的分子は同定されず IPF

の病態解明には至らなかった。研究代表者の橋本は、肺線維症の線維化病変に存在する多様な表

現型を有する線維芽細胞の存在に着目して、肺線維症の線維化病変形成に対する学術的研究を

行ってきた (Hashimoto N, et al. J Clin Invest 2004 113:243-252.; Hashimoto N, et al. Am J 

Respir Cell Mol Biol 2010 43: 161-17.)。Single-cell RNA sequencing （scRNA-seq）という革新

的な解析技術の登場により、疾患臓器の 1 細胞分析から新規細胞群を同定することが可能にな

った。米国 Yale大学 Kaminskiらは、移植ドナー肺 (control肺) 29例、および、IPF肺 32例か

ら採取した 243,472個の細胞を scRNA-seq解析を行い、IPF肺に末梢気管支の発達と修復に重

要な転写因子である SOX9 の高発現を示す”aberrant basaloid cells”を同定した。また、こ

の”aberrant basaloid cells”は、FF 周囲の上皮細胞に限局して発現していることを報告した。既

報で meflin (メフリン; ISLR 遺伝子によってコードされる蛋白)は間葉系幹細胞の新規マーカー

であることが報告されていたが、我々は米国 Yale大学 Kaminskiらとの共同研究で scRNA-seq

解析を行い、ISLRが線維芽細胞/筋線維芽細胞に限局して発現することを同定した。他の公開さ

れた data セットにおいても、ISLR が線維芽細胞/筋線維芽細胞に限局して発現することが確認

された。ISLR は FF に限局して発現していたが、瘢痕化した線維化病変ではわずかに認めるの

みであった。野生型マウス (WT mice)に対して bleomycin (BLM) 誘導肺線維症モデルを作出し

評価したところ、メフリンは肺線維化病変形成に応じて BLM群の肺ホモジネート・肺胞洗浄液

中で有意な増加を認めた。メフリン欠損マウス (KO mice)を用いて BLM誘導肺線維症モデルに

おいて、メフリン陽性線維芽細胞が抗線維化能を有することが明らかになった。 

病理診断が極めて重要な IPFにおいて、通常胸部 CTでは FFを同定し得ず治療反応性を予測

できない。マイクロ CTスキャンは、非破壊的に高分解能・高解像度 3次元画像を取得できる革

新的な技術であり肺微細構造を評価できる。X線造影物質による通常造影 CTでの評価は診断上

有用な情報をもたらすが、造影マイクロ CTスキャンから得られる高分解能・高解像度の放射線

画像で肺疾患特異的分子を同定する技術基盤情報は、マイクロ CTスキャンの臨床応用が期待さ

れる中で皆無である。X線造影物質である金ナノ粒子標識抗原特異的抗体により組織内での標的

抗原検出を可能にすることはマイクロ CT スキャンに免疫病理学的診断能を付与する可能性が

ある。 

 
２．研究の目的 
以上の背景から、IPF肺に金ナノ粒子標識 FF特異的meflin抗体による造影マイクロ CTスキ

ャンを行い、線維芽細胞巣の形態学的所見とともに IPF 肺の meflin 陽性線維芽細胞巣を高分解

能・高解像度 3次元画像により分子学的定量解析を行い、マイクロ CT病理診断を実現する基盤

情報を得て【マイクロ CTによる IPFの免疫病理学診断人工知能（AI）】開発につなげる本研究

構想に至った。 

課題 1) 線維芽細胞巣(FF)特異的 meflinに対する金ナノ粒子標識抗体の作製と in vitro検出効果

評価 

課題 2) マウスブレオマイシン誘導肺線維症モデル肺を用いた単純・造影マイクロ CTスキャン



による肺線維化病変の画像 profiling構築 

課題 3) ヒト IPF 検体を用いた金ナノ粒子標識 FF特異的 meflin 抗体による肺線維化病変の FF

に対する画像診断アルゴリズム確立と AIのための教師 data構築 

以上を計画する。 
 
３．研究の方法 
課題 1) 線維芽細胞巣(FF)特異的 meflinに対する金ナノ粒子標識抗体の作製と in vitro検出効果

評価 
 我々は、既報で meflinのタンパク定量を行った抗 meflin抗体を用いて、ヒト肺線維症の肺検
体を用いて、meflinの局在を免疫染色で検証するために、詳細な条件設定を行った。ヒト・マウ
スの肺検体における meflinのタンパク発現は同定できた。In-situ hybridization と免疫染色法を
行った。気道上皮細胞は Meflin mRNA分子が FFに局在していることが確認できるものの、免
疫染色法によって気道上皮特異的タンパクの発現は同定できるものの、既存の抗 meflin 抗体を
用いた免疫染色では、ヒト線維化肺の FF特異的な meflin の発現を同定できなかった（図 1）。
これは 2つの可能性が考えられた。1つは既存の抗 meflin抗体は免疫染色で meflinを同定でき
ないこと、1つはmeflinが分泌タンパクであるため FF特異的発現を同定できなかったこと、が
考えられた。 
 そこで金ナノ粒子標識抗体の作製を、肺構成細胞特異的分子に対する既存の抗体を用いて作
成するとともに、meflin分子特異的な制御分子の同定を行い FFの検出を試みた。まず、マウス
肺の平滑筋および線維化肺の筋線維芽細胞に特異的に発現する α-SMAに対するビオチン結合特
異的抗体とストレプトアビジン結合金ナノ粒子を肺組織上で反応させて、暗視野顕微鏡を用い
て肺組織上で α-SMAに特異的に発現する金ナノ粒子の検出を試みた（図 2）。暗視野顕微鏡によ
り、正常肺には α-SMAを特異的に発現する血管平滑筋上に金ナノ粒子と考えられる輝度を確認
し、線維化肺内で α-SMAを特異的に発現する筋線維芽細胞と考えられる金ナノ粒子と考えられ
る輝度を確認した。 
 次に、血管内皮細胞特異的に発現する CD31 分子に対する purified 抗体に金ナノ粒子と直接
結合させた。Purified CD31抗体は肺組織に対する免疫染色で血管内皮細胞に発現することを確
認した（図 3）。金ナノ粒子結合 CD31抗体を血管内皮細胞株(MS1)と上皮細胞株(HEK)に反応さ
せて、暗視野顕微鏡で評価した（図 3）。金ナノ粒子結合 CD31抗体は血管内皮細胞株上で濃度
依存的に検出されたが、上皮細胞株では検出されなかった。このことから、purified CD31抗体
に対する金ナノ粒子の結合させるプロトコールを確立した。 
 
課題 2) マウスブレオマイシン誘導肺線維症モデル肺を用いた単純・造影マイクロ CTスキャン

による肺線維化病変の画像 profiling構築 
まず、In vivo マウスに対して、金ナノ粒子結合 CD31抗体を静脈注入して、抗体を肺血管床
に還流させて、肺血管内皮特異的に抗体を結合させることを検証した。マウスへの静脈注入によ
り抗体溶液が肺血管床を十分還流することを確認するために、吸入麻酔下のマウスの頸部を露
出して外経静脈から青色染色液のトリパンブルーの静脈注入を行った（図 4）。図に示すように、
生理食塩水静脈注入マウス肺と比較して、トリパンブルー静脈注入後 2 時間において肺検体を
採取したところ、全肺が青色に染色がなされていたことより、金ナノ粒子結合 CD31抗体の静脈
注入によっても、肺血管内皮細胞に金ナノ粒子が結合させることができる金ナノ粒子結合 CD31
抗体の投与量を決定した。 
次に、金ナノ粒子結合 CD31 抗体の静脈投与群、金ナノ粒子非結合 CD31 抗体の静脈投与群、
生理食塩水の静脈投与群のマウスを準備して、投与後 2時間の肺組織を en blockに胸腔から取
り出しパラフィン包埋を行い、マイクロ CTの撮影を行った。マイクロ CTの撮影で肺の肺胞構
造は検出できたが(図 4)、金ナノ粒子結合 CD31の分別までには至らず、投与量や投与後の肺組
織の回収のタイミングなど、実験条件のさらなる検討が必要であった。 
 
４．研究成果 
今回の研究では、金ナノ粒子結合肺特異的抗体の作製と生体マウスに対する経静脈投与によ
り肺組織内での金ナノ粒子結合肺特異的抗体を検出するマイクロ CT 撮影を確立することがで
きた。今後、金ナノ粒子結合肺特異的抗体の投与量と肺組織に結合した金ナノ粒子を効率的にマ
イクロ CTで検出することとともに、肺線維症に特異的な線維化抑制分子であるmeflin、さらに
は meflin によって直接的に線維化を制御する分子に対する特異的抗体を作製することで、マイ
クロ CT スキャンによって X 線造影物質である金ナノ粒子標識抗原特異的抗体により組織内で
の標的抗原検出を可能にして免疫病理学的診断能を付与することが可能になると考えられた。 
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